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Streszczenie

Robotnice pszczoly miodnej podczas poszukiwania pokarmu i wody moga mie¢ kontakt
z wieloma $rodkami ochrony roslin (SOR) w niskich stezeniach. Niejednokrotnie po kontakcie
ze $ladowymi ilosciami SOR (np. w przyniesionym pokarmie) sa one zdolne do powrotu
do ula, co moze przyczynic si¢ do eskpozycji catej rodziny pszczelej na szkodliwe substancje.

W niniejszej rozprawie przedstawiono efekt ekspozycji na SOR i ich mieszaniny
na kondycje rodzin pszczelich i wybrane wskazniki biochemiczne robotnic, ktoérych rozwdj
przebiegal z narazeniem na SOR w $rodowisku ula. W badaniach wykorzystano komercyjne
formulacje acetamiprydu (insektycydu), glifosatu (herbicydu) i tebukonazolu (fungicydu)
w stezeniach odpowiadajacych pozostatosciom tych substancji w §rodowisku (tj. 250, 7 200
i 147 ppb). Srodki te s3 powszechnie stosowane w produkcji roslinnej. Jako wskazniki kondycji
rodzin wybrano site rodziny, powierzchni¢ czerwiu i zapaséw pokarmu, tempo odbudowy wezy
i instynkt higieniczny. Do analizy biochemicznej wybrano wskazniki systemu
detoksykacyjnego i antyoksydacyjnego: aminotransferaz¢ asparaginianowa (AST),
aminotransferaz¢ ~ alaninowa  (ALT), fosfataze  alkaliczna  (ALP), gamma-
glutamylotranspeptydazg (GGTP), albuminy, kreatyning, mocznik, kwas moczowy
oraz catkowity potencjat antyoksydacyjny organizmu (TAS).

W badaniach wtasnych wykazano, ze SOR i ich mieszaniny powoduja zmiany
w poziomie/aktywnosci badanych wskaznikow biochemicznych robotnic, jednak nie
odnotowano zmian we wskaznikach kondycji rodziny pszczelej. Acetamipryd (insektycyd)
wplyngl istotnie na poziom mocznika w hemolimfie pszczoét modnych, obnizajac jego
zawarto$¢. Glifosat (herbicyd) nie wptynatl istotnie na poziom zadnego z analizowanych
wskaznikow biochemicznych robotnic. Tebukonazol (fungicyd) spowodowat zmiany w
poziomie wigkszosci badanych wskaznikow biochemicznych. SOR pojedynczo i w
mieszaninach charakteryzowaly si¢ odmiennym wplywem na poziom badanych wskaznikow
biochemicznych.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze przewlekta ekspozycja na SOR w niskich stezeniach
powoduje zmiany na poziomie biochemicznym, ktore moga by¢ zagrozeniem dla pszczot. Na
pszczote miodna w $rodowisku, oprocz SOR, wplywa wiele innych czynnikow szkodliwych
takich, jak np. choroby, pole elektromagnetyczne czy zmiany klimatu. Cho¢ pojedynczo moga
one nie wywolywa¢ zauwazalnych zmian na poziomie rodziny pszczelej, ich wspdlne

oddzialywanie przyczynia¢ si¢ moze do znacznego jej ostabienia.



Abstract

While searching for food and water, worker bees may come into contact with a variety
of low-concetration chemical plant protection products (PPPs). In many cases, after coming
into touch with trace levels of PPPs (for example, in gathered food), they are able to return
to the hive, potentially exposing the entire bee colony to harmful substances.

In this dissertation, the effect of exposure to PPPs and their combinations on the bee
colonies and chosen biochemical markers of worker bees whose growth followed exposure
to PPPs in the hive environment is presented. Commercial formulations of acetamiprid
(insecticide), glyphosate (herbicide), and tebuconazole (fungicide) were utilized in this study
in amounts/concentrations that corresponded to residues of these substances in the environment
(i.e. 250, 7200 and 147 ppb). These substances are commonly used in plant production.
The following biochemical indicators of the detoxification and antioxidant system were
selected for the analysis: aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyltranspeptidase (GGTP), albumin, creatinine,
urea, and the total antioxidant status (TAS). Colony strength, brood area and food supplies,
as well as the rate of starter combs building and hygienic behavior were chosen as indicators
of the condition of the colonies.

The author’s own research has shown that PPPs and their mixtures cause changes
in the level/activity of the examined biochemical indicators of worker bees, however no changes
were noted in colonies. Acetamiprid (insecticide) significantly decreased the level of urea
in the hemolymph of worker bees. Glyphosate (herbicide) did not affect significantly
the level/activity of any of the analyzed biochemical indicators of female workers.
Tebuconazole (fungicide) caused changes in the level of most of the studied biochemical
indicators. PPPs had a distinct influence on the level/activity of the biochemical markers
evaluated, both singly and in mixes.

The findings reveal that persistent exposure to PPPs at low concentrations produces
biochemical alterations in bees, which might pose a hazard to them.

Aside from the PPPs, many other damaging variables, such as diseases, electromagnetic
fields, and climate changes, have an impact on honey bees in the environment. Although their
individual effects may not be obvious at the level of a bee colony, their combined influence

may contribute to its major deterioration.
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1. Wstep

Srodki ochrony roslin (SOR) to pestycydy stosowane w ochronie upraw rolniczych,
sadowniczych, ogrodniczych oraz roslin ozdobnych. Obejmujg przede wszystkim insektycydy
($rodki owadobojcze), fungicydy (srodki grzybobojcze) i herbicydy (Srodki chwastobodjcze) [1].
Uzycie tych substancji niszczy szkodniki, choroby i chwasty w uprawach, co wplywa
na zwiekszenie plonéw i ma duze znaczenie w produkcji zywnosci i pasz [2]. O znaczeniu
pestycydow dla ludzkosci $wiadczy Nagroda Nobla przyznana w 1948 roku Paulowi Mullerowi
za odkrycie owadobodjczych wiasciwosci dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT). Srodek ten
wykorzystywano do ochrony roslin oraz likwidacji owadéw przenoszacych choroby zakazne
wystepujace u ludzi i zwierzat [3]. Nikt wtedy nie spodziewat si¢, ze pestycydy moga mieé
negatywny wplyw na srodowisko. Jedna z gldéwnych wad SOR jest ryzyko ich nieselektywnego
sposobu dziatania oraz mozliwos¢ akumulacji w srodowisku [4]. Wiele z niegdy$ powszechnie
stosowanych SOR zostato wycofanych z uzycia z powodu szkodliwosci dla ludzi i zwierzat
statocieplnych [5].

Od wielu lat doniesienia naukowe wskazuja na toksyczno$¢ SOR wobec pszczoly
miodnej (Apis mellifera L.). Owad ten jako zapylacz stanowi bardzo wazne ogniwo
w zwigkszeniu plonéw rolniczych oraz zachowaniu bioréznorodnosci [6]. SOR i ich wplyw
na pszczot¢ miodng jest przedmiotem wielu badan. Jednak réznorodno$é grup chemicznych,
ogromna liczba substancji aktywnych, stezenie ich pozostatosci w Srodowisku, formulacje
oraz sposoby aplikacji, a takze nieustannie aktualizowane przepisy prawne powoduja, ze nadal
jest to szerokie zagadnienie. Dodatkowym czynnikiem, ktory wptywa na ztoZzonos¢ tego tematu
jest struktura rodziny pszczelej, w ktorej poszczegdlne osobniki roznig si¢ picig, wiekiem
1 petnionymi funkcjami, co przeklada si¢ na ich wrazliwos$¢ oraz stopien narazenia na toksyczne
substancje [7, 8].

Najwiccej analiz dotyczacych zagrozen dla pszczoly miodnej ze strony SOR
przeprowadza sie z wykorzystaniem insektycydow, natomiast pozostate grupy SOR, takie jak
herbicydy i fungicydy, sa mniej popularnym przedmiotem badan [9]. Testy wykonywane
sa najczescie] w laboratorium z wykorzystaniem robotnic. Uwzgledniajg one jedynie sytuacje,
w ktorej owady te sg narazone na wysokie dawki pojedynczego s$rodka i krotkotrwatg
ekspozycje [10-12]. Tymczasem robotnice pszczoty miodnej podczas poszukiwania pokarmu
i wody sa najcze$ciej narazone jednoczesnie na wiele SOR (w tym réwniez fungicydow

i herbicydow) w niskich stezeniach [13]. W przypadku zwigzkow dziatajacych systemicznie,



takich jak np. insektycydy neonikotynoidowe, nie mozna wykluczy¢ -efektow
dhugoterminowych, poniewaz produkt moze by¢ obecny w nektarze lub pytku roslin [14-16].

Kontakt ze SOR moze wplynaé na fizjologie owada, a w wielu przypadkach po kontakcie
ze $ladowymi ilosciami SOR robotnice sa zdolne do powrotu do ula, co moze przyczynié sie
do eskpozycji calej rodziny pszczelej na szkodliwg substancje. W zaleznosci od stezenia
i toksycznosci SOR, efekt moze byé widoczny po Kilku dniach, tygodniach, a nawet miesigcach.
Pozostato$ci moga znajdowac si¢ w pokarmie, istnieje wigc ryzyko, ze beda wplywac na nowe
pokolenia pszczot i ostabia¢ rodzine pszczelg [16-27]. Niestety, w warunkach laboratoryjnych
niemozliwe jest obserwowanie oddziatywania SOR na wszystkie stadia rozwojowe
i prowadzenie wychowu czerwiu przez robotnice. Badanie laboratoryjne wptywu SOR
z wykorzystaniem tylko pojedynczej kasty, nie odzwierciedli wigc wplywu danej substancji
na calg rodzing pszczelg [16].

Badania, w ktérych wykorzystuje si¢ cate rodziny pszczele sa skomplikowane
i wymagaja duzych nakladow finansowych, dlatego sa przeprowadzane znacznie rzadziej
od badan laboratoryjnych. Dodatkowe utrudnienie stanowi fakt, ze nie ma mozliwosci
kontrolowania wptywu warunkéw atmosferycznych oraz ograniczenia poruszania si¢ przez
pszczoty miodne w Srodowisku. Oznacza to, ze oprocz badanych substancji, na rodziny
pszczele wplywaé moze wiele innych czynnikéw. Mimo tego, badania toksycznosci SOR
z wykorzystaniem rodzin pszczelich sg przeprowadzane, a ich wyniki uznawane za cenne.

Przedmiotem niniejszej pracy jest analiza poziomu wybranych wskaznikow
biochemicznych w hemolimfie robotnic oraz kondycji rodzin pszczelich narazonych na SOR
(insektycyd, fungicyd i herbicyd) oraz ich mieszaniny w st¢zeniach odpowiadajacym
pozostatosciom wykrywanym w srodowisku. Analiza hemolimfy odgrywa kluczowa role
w monitorowaniu stanu fizjologicznego pszczoty miodnej, mimo iz zmiany w poziomie
1 aktywnosci wskaznikow biochemicznych sg jednym z najmniej poznanych i zarazem trudnym
do interpretacji aspektem biologii tego owada. Badanie przewleklego wptywu SOR (w tym
fungicydéw 1 herbicydéw) oraz ich mieszanin w niskich stezeniach wykrywanych
w $rodowisku na cate rodziny pszczele jest istotnym zagadnieniem badawczym nie tylko
w hodowli pszczoty miodnej, ale rowniez w utrzymaniu odpowiedniej populacji zapylaczy

oraz ochrony srodowiska i produkcji roslinne;.
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1.1 Pszczola miodna — charakterystyka wybranych elementow biologii

1.1.1 Charakterystyka i znaczenie

Zapylanie przez owady jest niezbedne dla zachowania bioréznorodnosci
I funkcjonowania calego ekosystemu. Zbierajac pokarm i przemieszczajac si¢ z kwiatu na
kwiat, pszczoty przyczyniajg si¢ do zapylania, ktore jest niezbednym procesem w wytwarzaniu
przez rosliny nasion, a nast¢pnie owocoOw [28]. Na trzeciej parze odnodzy robotnic pszczoty
miodnej znajduja si¢ tzw. koszyczki stuzace do transportu pytku. Dodatkowo, cialo owada
pokryte jest wltoskami, na ktéorych osadza si¢ pylek. Cho¢ pszczola miodna nie jest
odpowiedzialna za zapylanie wszystkich owadopylnych gatunkow roslin, mozliwos¢ hodowli
tego owada i jego szybkiego transportu powoduje, ze jest to najbardziej cenny owad
ze wzgledow ekonomicznych [29]. Praca pszczoty miodnej jako zapylacza wyceniana jest
na okoto 15 mld USD w Stanach Zjednoczonych Ameryki, 19 mld USD w Europie oraz 69 mld
USD we wschodniej Azji [6]. Pszczota miodna zapyla wiele gatunkow roslin uzytkowych:
warzyw i owocow, zidt i przypraw, uzywek, roslin pastewnych, oleistych, czy wtoknistych.
Jest zatem niezbednym elementem nie tylko w produkcji zywnosci dla ludzi, ubran czy oleju,
ale takze paszy dla zwierzat [30].

Niestety, ten cenny owad jest wrazliwy na zagrozenia w srodowisku. Na rodzing pszczela
silnie oddziatuja warunki atmosferyczne i zmiany klimatu. Zjawiska takie jak urbanizacja,
intensyfikacja rolnictwa i globalizacja rowniez nie pozostaja dla niej obojetne [31]. Najbardziej
narazone sg robotnice. Podczas poszukiwania i zbierania pokarmu oraz wody sg wystawione
na wiele stresorow biologicznych (patogeny, pasozyty, drapiezniki), chemicznych

(np. substancje stosowane w rolnictwie) i fizycznych (np. pole elektromagnetyczne) [30-33].
1.1.2 Indywidualne i spoteczne mechanizmy obronne

Aby ograniczy¢ negatywny wpltyw patogenow, pasozytow i szkodliwych substancii,
organizm pszczoty miodnej wyksztatcit wiele mechanizméw obronnych takich, jak system
immunologiczny, antyoksydacyjny i detoksykacyjny. Oprocz mechanizméw na poziomie
indywidualnym, pszczota miodna posiada rowniez spoteczne mechanizmy obronne.

Funkcjonowanie poszczegdlnych mechanizmow jest od siebie zalezne [34].
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Indywidualne mechanizmy antyoksydacyjne i detoksykacyjne

Indywidualne mechanizmy detoksykacyjne organizmu pszczoty miodnej obejmujg
przede wszystkim enzymy biorgce udzial w metabolizmie toksyn lub procesie detoksykaciji,
czyli monooksygenazy cytochromu P450 (P450), transferazg¢ glutationowa (GST),
karboksyloesterazy (COE), aminotransferaz¢ asparaginianowag (AST), aminotransferaze
alaninowg (ALT), fosfataze alkaliczng (ALP), gamma-glutamylotranspeptydaze (GGTP)
i bilirubine [8, 35]. Mechanizmy systemu antyoksydacyjnego majg za zadanie usungé wolne
rodniki z organizmu lub ograniczy¢ ich ewentualng nadaktywnos$¢. Antyoksydanty oddaja
elektrony wolnym rodnikom, a w efekcie zablokowana zostaje mozliwo$¢ utlenienia innych
sktadnikow. Antyoksydantami moga by¢ enzymy, takie jak peroksydaza glutationowa (GPX),
katalazy (CAT), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) lub dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
(GP6D) i nieenzymatyczne antyoksydanty (np. albuminy, kreatynina, glutation, kwas
moczowy, mocznik, witaminy) [7, 35]. Miarg antyoksydacyjnych zdolno$ci organizmu moze
by¢ np. catkowity status antyoksydacyjny (TAS) i zdolno$¢ redukowania jonow zelaza (III)
(FRAP) [36, 37]. Wskazniki te byly dotychczas mierzone w hemolimfie oraz homogenatach
pszczot [38-41].

Analiza hemolimfy odgrywa wazng rolg w monitorowaniu stanu fizjologicznego
pszczoty miodnej, ktora podobnie jak inne stawonogi, posiada otwarty uktad krazenia [42].
Gtownymi funkcjami hemolimfy sg transport substancji odzywczych, hormondéw, enzymow i
produktow przemiany materii. Jej sktad r6ézni si¢ w zaleznos$ci od wieku, kasty ptciowej 1 pory
roku [42, 43].

Poniewaz $rodki ochrony ro$lin mogg uruchamia¢ mechanizmy detoksykacyjne
i antyoksydacyjne organizmu pszczoly miodnej [7, 8, 44—47], w ramach badan wtasnych
postanowiono podda¢ analizie aktywno$¢ enzymow detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych
— AST, ALT, ALP, GGTP oraz poziom nieenzymatycznych antyoksydantow — albumin,
kreatyniny, kwasu moczowego i mocznika, a takze wskaznik zdolno$ci antyoksydacyjnej
organizmu — TAS w hemolimfie robotnic. AST i ALT biora udzial w metabolizmie
aminokwasow, a ALP katalizuje defosforylacje wielu estrow fosforanowych [48, 49].
Obecno$¢ tych enzymow zostata stwierdzona w hemolimfie wielu owadow, w tym pszczoty
miodnej. Aktywno$¢ ALP oznacza si¢ rowniez w tkankach jelita pszczoty miodnej [45, 47, 50,
51]. GGTP to enzym powszechnie wystgpujacy w organizmach, od bakterii po ssaki [52],
oznaczono go m.in. w hemolimfie pszczoty miodnej oraz barciaka wickszego (Galleria

mellonella L.) [53, 54]. GGTP odgrywa kluczowg role w cyklu gamma-glutamylowym, szlaku
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syntezy i degradacji glutationu oraz detoksykacji ksenobiotykow. Katalizujac wczesne etapy
degradacji glutationu wytwarza cysteinyloglicyne [55-58]. Cysteinyloglicyna jest zwigzkiem
tiolowym o bardzo wysokiej reaktywnosci i tworzy reaktywne formy tlenu, co z kolei utatwia
reakcje oksydacyjng [59, 60]. Mocznik wykryto w hemolimfie i odchodach wielu owadow,
w tym rowniez pszczoty miodnej [38, 39, 49]. Uwaza si¢ go za drugorzedny produkt koncowy
metabolizmu azotu [61, 62]. Produktem koncowym metabolizmu azotu jest rowniez kwas
moczowy [41]. Zwigzek ten jest oznaczany w hemolimfie pszczoty miodnej [38, 39, 49, 64].
Kreatynina jest produktem rozpadu fosfokreatyny wystepujacej w tkance migsSniowe;j.
Albuminy to biatka majace wlasciwosci przeciwutleniajgce i regulujgce ciSnienie osmotyczne
[44]. Obecnos¢ kreatyniny i albumin stwierdzono w hemolimfie pszczoty miodnej [38, 39, 49,
64]. Poziom enzyméw antyoksydacyjnych i nieenzymatycznych antyoksydantow wplywa
na poziom TAS, ktory stuzy do oceniania catkowitej aktywnosci antyoksydacyjnej organizmu.
Jest to zdolno$¢ do obrony przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikow, ktéra polega

na ich inaktywacji do produktu o oboje¢tnym tadunku [36].

Spoteczne mechanizmy obronne

Odpornos¢ spoteczna pszczoty miodnej opiera si¢ na mechanizmach obronnych, ktore
wyksztalcita rodzina, aby w jak najwickszym stopniu ograniczy¢ zagrozenie ze strony
patogenow, pasozytow i szkodliwych substancji [34, 66]. W tego rodzaju odpornosci wyrdznia
si¢ odpornos$¢ sekrecyjng i behawioralng [34].

Odpornos¢ sekrecyjna obejmuje produkty pszczele, ktore zawierajg substancje dziatajace
przeciw drobnoustrojom. Takie wtasciwosci ma mleczko pszczele (ktorym robotnice karmig
larwy i matke), wosk (budulec plastrow), jad (ktorym robotnice pokrywaja siebie oraz plastry),
propolis (ktérym robotnice pokrywaja wnetrze ula, uszczelniajg gniazdo i polerujg komorki)
czy midd i pierzga (pokarm) [67—71].

Odpornos¢ behawioralna opiera si¢ gldwnie na ograniczaniu inwazji pasozytow [66].
Pszczoty podczas wzajemnej pielegnacji moga usuwaé roztocza (np. Varroa destructor)
z siebie oraz innych osobnikow. Niektore z robotnic wykazuja szczegdlny instynkt higieniczny,
ktory polega na wykrywaniu i usuwaniu zamartego, zaatakowanego przez patogeny
lub pasozyty czerwiu [72]. Do ograniczenia inwazji pasozytow przyczynia si¢ rowniez rojenie.
Czgs¢ pszczot opuszeza wtedy gniazdo, w ktorym moga znajdowac si¢ pasozyty [73]. Pszczota
miodna jest zdolna do kontrolowanego podnoszenia temperatury w gniezdzie (goraczka

spoteczna), co powoduje ograniczenie rozwoju patogennego grzyba Ascosphaera apis [66].
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Ponadto, pszczota miodna eliminuje z rodziny osobniki chore, aby powstrzymac
rozprzestrzenianie si¢ patogendéw. Niektore zakazone 0Sobniki opuszczaja gniazdo, aby
nie stwarza¢ zagrozenia dla innych [74]. Co wigcej, czerwiem i matka opiekujg si¢ miode
pszczoty, ktére nie opuszczajg ula, przez co ich kontakt z zanieczyszczeniami i1 patogenami
znajdujagcymi si¢ na zewnatrz jest ograniczony [34]. Robotnice mogg wykonywac tez taniec
alarmowy, jesli zorientuja si¢, ze wzigtek stanowi zagrozenie dla rodziny [75].

Przezycie rodziny pszczelej jest zalezne od wspotpracy pomigdzy osobnikami, dlatego
nawet niewielkie zmiany w funkcjonowaniu jednostek moga oddzialywaé¢ negatywnie na cata
rodzing [34]. Poniewaz $rodki ochrony roslin mogg wptywaé¢ na zachowanie i fizjologie
pszczoty miodnej, istnieje ryzyko, ze zmiany uwidocznig si¢ poprzez obnizenie kondycji
i zdrowotnos$ci rodziny. W celu oceny kondycji rodziny pszczelej w praktyce pszczelarskiej
okresla si¢ powierzchni¢ czerwiu i zapaséw pozywienia, site rodziny (szacowana liczba
pszczot), tempo odbudowy wezy oraz instynkt higieniczny. Brak zmian w tych parametrach

swiadczy o prawidtowym funkcjonowaniu rodziny pszczele;.
1.2 Srodki ochrony ro$lin — charakterystyka, klasyfikacja, znaczenie i stan prawny
1.2.1 Charakterystyka i klasyfikacja SOR

Srodki ochrony roélin (SOR) s3 pojeciem wezszym niz pestycydy. Pestycydy
sa wykorzystywane do zwalczania wszelkich niepozadanych organizmow, nie tylko w ochronie
roslin, ale takze m.in. zbiornikéw wodnych, magazyndéw z zywnoscia, szpitali czy gospodarstw
domowych [76]. SOR to substancje, mieszaniny substancji lub organizmy zywe
wykorzystywane w ochronie upraw rolniczych (w tym réwniez do zaprawiania nasion) oraz
roslin ozdobnych. Moga by¢ zarowno naturalne, jak i syntetyczne. Stuza do zwalczania
lub odstraszania niepozadanych organizmow, jak rowniez zapobiegania ich inwazji
lub zmniejszenia wyrzadzonych przez nie szkod [1].

Zgodnie z z rozporzgdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1107/2009
z dnia 21 pazdziernika 2009 r. dotyczqce wprowadzania do obrotu Srodkow ochrony roslin
i uchylajgce dyrektywy Rady 79/117/EWG i 91/414/EWG (Dz. Urz. UE L 309 z 24.11.2009, str.
1 z pézn. zm. SOR moga mie¢ rozne formulacje (formy uzytkowe), czyli wode lub olej
z rozcienczonym srodkiem w postaci np. proszku do sporzadzania zawiesiny wodnej, granuli,
zawiesiny olejowej. Formulacje poza substancjami czynnymi (czyli substancjami
odpowiedzialnymi za dziatanie bojcze srodka), moga zawiera¢ wiele innych substancji,

np. sejfnery, synergetyki, adiuwanty, czy sktadniki obojg¢tne.
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Sejfnery sa to substancje dodawane do SOR w celu zmniejszenia dziatania $rodka
na niektore rosliny, nie bedace celem zastosowania. Synergetyki to substancje, ktére moga
wzmocni¢ dzialanie substancji czynnej i w tym celu sa dodawane do SOR. Z kolei adiuwanty
to substancje, ktore uzytkownik moze miesza¢ ze srodkiem ochrony roslin. Sktadaja si¢ one
z jednego lub kilku sktadnikoéw obojetnych w postaci gotowej do polaczenia ze SOR.
Adiuwanty maja za zadanie zwiekszyé skuteczno$é SOR. Skladniki obojetne to substancje,
ktore s stosowane w SOR lub adiuwantach, lecz nie sa substancjami czynnymi, sejfnerami

lub synergetykami.
Klasyfikacja SOR, moze uwzgledniaé rozne kryteria, w tym m.in.

1) rodzaj zwalczanego szkodnika,
2) budowg chemiczna,

3) sposob dziatania [1].

Ad. 1) Podstawowe kryterium podziatu SOR dotyczy rodzaju zwalczanego szkodnika
[76]. Klasyfikacja ta obejmuje gtownie zoocydy (Srodki zwalczajace zwierzeta), fungicydy
($rodki grzybobdjcze) i herbicydy ($rodki chwastobojcze). Wérdd zoocyddow wymieni¢ nalezy
insektycydy (Srodki owadobodjcze), akarycydy ($rodki roztoczobdjcze), moluskocydy (Srodki
slimakobdjcze), nematocydy ($rodki nicieniobdjcze) 1 rodentycydy ($rodki zwalczajace

gryzonie) [77, 78].

Ad. 2) Biorac pod uwage budowe chemiczng, SOR dziela si¢ na organiczne
i nieorganiczne. Do nieorganicznych SOR zalicza sie m.in. miedz, siarke, wapno, siarczan
miedzi. Sklad organicznych SOR jest bardziej zlozony, klasyfikuje sie je ze wzgledu
na przynaleznos¢ do danej grupy chemicznej, np. neonikotynoidow (jedna z grup
insektycydow), triazoli (jedna z grup fungicydow), sulfonylomocznikow (jedna z grup
herbicydow) [79]. Klasyfikacja ta taczona jest z mechanizmem dziatania danego $rodka.
Oznacza to, ze substancje w obrebie danej grupy wykazuja ten sam mechanizm dziatania wobec
niepozadanego organizmu, np. wszystkie insektycydy z grupy pyretroidéw powoduja
wydhluzenie otwarcia kanatow sodowych w komorkach nerwowych owadéw, co powoduje

zaburzenie w przewodzeniu impulsow nerwowych, a w rezultacie Smierc [80].
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Ad. 3) SOR ze wzgledu na sposob dziatania dzieli si¢ na:

a) kontaktowe, ktore wykazuja toksyczne dzialanie bezposrednio po aplikacji
i fizycznym kontakcie $rodka ze szkodnikiem, patogenem lub niepozadang
ro$lina. Jesli SOR dziata w sposob jedynie kontaktowy, to nie wnika w tkanki
roslinne, nie jest transportowany przez jej uktad naczyniowy, co oznacza,
ze dziata toksycznie gtownie w miejscu aplikacji,

b) zotadkowe, ktore wnikaja do organizmu szkodnika przez uktad pokarmowy
i wywolujg zatrucie; intoksykacja nastepuje po bezposrednim zjedzeniu
substancji lub czesci rosliny, na ktore zaaplikowano srodek,

c) systemiczne (uktadowe), ktore po zaaplikowaniu na rosling przenikaja
do jej tkanek rozprzestrzeniajac si¢ od korzeni do pedow i lisci (badz
odwrotnie, od liSci do korzeni); 0znacza to m.in., ze owad nie musi mie¢
bezposredniego kontaktu z preparatem by by¢ narazony na jego toksyczne
dziatanie, wystarczy, ze bedzie zerowal np. na sokach rosliny, na ktora
wezesniej zaaplikowano systemiczny SOR,

d) gazowe, ktore zwalczaja szkodniki poprzez ekspozycje na toksyczne pary;
dostajg si¢ do organizmu poprzez uktad oddechowy i w przypadku zwierzat
statocieplnych, skorg,

e) odstraszajgce (repelenty), ktore nie likwiduja szkodnikow, a jedynie
zniechgcaja do zerowania na roslinach, na ktére zaaplikowano dany $rodek
repelent moze mie¢ odstraszajacy zapach, smak lub wptywaé negatywnie

na zdolno$¢ odnalezienia uprawy przez szkodnika [78].

Nie wyklucza to dziatania wielotorowego, na przyktad dany srodek moze dziataé

jednoczesnie kontaktowo, a po wniknigciu w tkanki roslin rowniez systemicznie.
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1.2.2  Znaczenie SOR

W XX wieku liczba ludnosci wzrosta z okoto 1,5 mld (1900 r.) do 6,1 mid (2000 r.),
a do 2050 roku ma wynosi¢ 9,2-10 mld [81]. Ze wzgledu na rosngcg populacje przewiduje sie,
ze popyt na produkcje zywnosci do 2050 roku wzrosnie o 70% [82]. Produkcji roslinnej
zagrazaja m.in. szkodniki, chwasty, choroby grzybowe, co moze wpltywa¢ na obnizenie
plonow. Na $wiecie traci si¢ $rednio 35% potencjalnego plonu z powodu szkodnikoéw [83],
a zmniejszenie tych strat jest jednym z gtownych zadan stawianych wspotczesnej produke;ji
roslinnej [2]. Produkcja zywnosci wymaga wykorzystania duzych obszaréw, a poniewaz
ekspansja rolnictwa pociaga za sobg takie procesy jak wylesianie i niszczenie siedlisk wielu
gatunkOow zwierzat i ro$lin, lepszym wyjsciem wydaje si¢ jego intensyfikacja, tzn. wzrost
produkcji, dzigki zwigkszeniu naktadow przypadajacych na jednostke powierzchni uzytkow
rolnych [81]. W rolnictwie intensywnym, oprocz wysoko wyspecjalizowanych maszyn
czy nawozow, stosuje sie rowniez srodki ochrony roglin [84]. Uzycie syntetycznych SOR
na szeroka skale rozpoczgto si¢ po 1945 roku wraz z odkryciem owadobojczych wlasciwosci
DDT, BHC, dieldryny, aldryny, chlordanu czy parationu. Substancje te, ze wzglg¢du na wysoka
toksyczno$¢ wobec zwierzat nie bedacych celem zwalczania, zostaly zakazane trzy dekady
p6zniej, w latach 70-tych XX wieku. W ciggu kolejnych dwudziestu lat na rynek wprowadzono
wiele nowych substancji, m.in. insektycydy fosforoorganiczne, pyretroidowe,
neonikotynoidowe; herbicydy triazolopirymidynowe, triketonowe i izoksazolowe
oraz fungicydy strobilurynowe i azolonowe [78]. Swiatowe zuzycie pestycydow w sektorze
rolnictwa wynosi obecnie okoto 4 mln ton. W pierwszej trojce krajow o najwigkszym zuzyciu
tych produktéw w 2018 roku znajdowaty si¢ Chiny (1 774 tysigce ton), Stany Zjednoczone (408
tysiecy ton) i Brazylia (377 tysigcy ton) [85]. W 2018 roku warto$¢ §wiatowego rynku srodkow
ochrony ro$lin wyniosta 68,2 mld USD [86]. Rolnicy w wysoko rozwinigtych krajach oczekuja
cztero- lub pigciokrotnego zwrotu kosztow wydawanych na $rodki ochrony ro$lin [87, 88].
Na badania nad substancjami aktywnymi, ktore beda dziata¢ w sposob selektywny 1 nie beda
powodowaty oporno$ci wérod zwalczanych organizmdw, a ponadto roztoza sie na nietoksyczne
zwigzki w stosunkowo krotkim czasie, wydawane sg miliardy USD. Rynek §rodkow ochrony
roslin stoi przed duzym wyzwaniem, aby zapewni¢ plony na poziomie wystarczajacym

do wyzywienia ludzkos$ci przy jednoczesnej ochronie srodowiska naturalnego [2].
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1.2.3 SOR jako czynnik zagrazajacy pszczole miodnej w $rodowisku

Sposrod wszystkich zagrozen, szczegdlnie tych pochodzenia antropogenicznego, to SOR
sg wymieniane jako jeden z glownych czynnikow szkodzgcych pszczotom [33].

Do zatrucia pszczoty miodnej SOR dojéé moze kontaktowo i/lub pokarmowo.
Powszechnie stosowane w krajach rozwinigtych systemiczne SOR rozprzestrzeniajg sie
w tkankach roslinnych i mogg gromadzi¢ si¢ w nektarze ros$linnym i pytku [14-16]. Pszczota
miodna jest owadem polilektycznym, co oznacza, ze nie specjalizuje si¢ w zbieraniu pytku
z konkretnych gatunkow roslin. Korzysta ona z nektaru lub pytku produkowanego przez wiele
gatunkow, rowniez roélin uprawnych, na ktorych stosuje si¢ opryski SOR [78]. Najbardziej
narazona na SOR jest podczas zerowania na drzewach owocowych w sadach, uprawach
rzepaku, gryki czy stonecznika [89, 90]. Ze wzgledu na to, ze w produkcji roslinnej stosuje si¢
wiele roznych SOR, a ich pozostatosci moga kumulowaé si¢ w $rodowisku, pszczoty maja
kontakt z wieloma ré6znymi SOR jednocze$nie. Ponad 64% wszystkich terenéw rolniczych
(czyli okoto 2,5 mld ha) jest obarczone ryzykiem skazenia przez wigcej niz jedng substancje
aktywna SOR [13]. Oprécz narazenia na szkodliwe substancje w $rodowisku, pszczoty moga
mie¢ réwniez z nimi kontakt w ulu, poniewaz zbieraja potencjalnie skazony nektar lub pytek
i przechowuja go w plastrach [16]. Moga tez przenosié¢ pozostatosci SOR na powierzchni ciata.

Migdzy poszczegdlnymi substancjami aktywnymi moze dochodzi¢ do interakcji,
zmieniajac toksyczno$¢ wzgledem pszczoly miodnej. Po polaczeniu moze wystapi¢ efekt
addytywny (czyli réwny sumie pojedynczych substancji), synergiczny (efekt wickszy
niz addytywny) lub antagonistyczny (efekt mniejszy niz addytywny) [91] Pszczota miodna jest
wigc stale narazona na mieszanke roznych substancji chemicznych, zazwyczaj w niskich
stezeniach, ktore mogg dlugotrwale oddziatywac na jej zdrowie [16]. Jak dotad wykazano,
ze narazenie pszczoty miodnej na subletalne dawki $rodkow ochrony roslin (gtéwnie
insektycydow) wplywa na aktywno$¢ motoryczng, orientacj¢ w terenie, rozwdj czerwiu,
zdolno$¢ uczenia si¢, wyszukiwania pokarmu 1 pamig¢é, oslabia uktad odpornosciowy
i rozrodczy oraz uruchamia mechanizmy antyoksydacyjne i detoksykacyjne organizmu [7, 8,
29, 92-94]. Ponadto $rodki ochrony roslin mogg wplywaé na rozwdj czerwiu i gromadzenie

zapasow przez rodzine [27, 95-100].
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1.2.4 Sytuacja prawna w konteks$cie bezpieczenstwa dla pszczoty miodne;j

Jedna z kwestii dotyczacej stosowania SOR, ktéra jest przedmiotem wielu debat
publicznych 1 spotkan na arenie mig¢dzynarodowej jest bezpieczenstwo pszczoty miodne;j.
Srodki ochrony rolin stosowane w krajach cztonkowskich Unii Europejskiej moga zawieraé
jedynie te substancje czynne, ktore zostaty zatwierdzone przez Komisje Europejska. Wszystkie
aktualnie dopuszczone do obrotu substancje czynne w Polsce wraz z ich komercyjnymi
formulacjami znajduja si¢ w rejestrze srodkow ochrony roslin dopuszczonych do obrotu
zezwoleniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi zgodnie z rozporzgdzeniem Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) Nr 1107/2009 z dnia 21 paZdziernika 2009 r. dotyczgce
wprowadzania do obrotu srodkow ochrony roslin i uchylajgce dyrektywy Rady 79/117/EWG
i 91/414/EWG (Dz. Urz. UE L 309 z 24.11.2009, str. 1 z pézn. zm.). Rejestr aktualizowany jest
co trzy miesigce. Ponadto, Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi okresla tres¢ etykiety danego
SOR dopuszczonego do obrotu. Informacje na etykiecie obejmuja warunki stosowania
preparatu, w tym m.in. maksymalng dawke dozwolong do jednorazowego stosowania, terminy,
czy liczbe zabiegow.

Jak podaje rozporzqdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1107/2009 z dnia
21 pazdziernika 2009 r. dotyczqce wprowadzania do obrotu Srodkéow ochrony roslin
i uchylajgce dyrektywy Rady 79/117/EWG i 91/414/EWG (Dz. Urz. UE L 309 z 24.11.2009, str.
1 z pozn. zm.) ,$rodki ochrony roslin nalezy stosowaé wlasciwie”. Dalej zostaje
wyszczegolnione, ze ,,wlasciwe stosowanie obejmuje stosowanie zasad dobrej praktyki
ochrony roslin 1 spetnianie warunkow ustanowionych zgodnie z art. 31 1 podanymi
w etykietach. Musi by¢ ono réowniez zgodne z przepisami dyrektywy 2009/128/WE,
a w szczegolnosci z ogdlnymi zasadami integrowanej ochrony roslin, o ktorych mowa w art.
14 tej dyrektywy oraz w zataczniku III do niej, ktore beda stosowane najpdzniej dnia 1 stycznia
2014 r.” Zgodnie z powyzszym rozporzgdzeniem taczenie srodkow ochrony roslin jest prawnie
dozwolone, chyba ze widnieje wyrazny tego zakaz na etykiecie danego S$rodka.
Odpowiedzialno$¢ spoczywa na osobie stosujacej srodki.

Ocena bezpieczenstwa i mozliwos¢ dopuszczenia SOR do obrotu jest przeprowadzana
przez Komisje FEuropejska przy udziale panstw cztonkowskich. Nastepnie panstwa
cztonkowskie s3 odpowiedzialne za ocen¢ $rodka 1 dopuszczaja jego uzycie na swoim
terytorium rozporzgdzeniem Komisji (UE) Nr 546/201 1 z dnia 10 czerwca 2011 r. wykonujgcym
rozporzqdzenie (WE) nr 1107/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady w odniesieniu
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do jednolitych zasad oceny i udzielania zezwolenia na srodki ochrony roslin (Dz. Urz. L 155
z211.06.2011, s. 127).

Zanim SOR zostanie dopuszczony do obrotu zostaje wigc poddany w procedurze
rejestracji ocenie naukowej i technicznej. Obejmuje ona badania dotyczace m.in. toksycznosci
dla ludzi, organizmow wodnych i pszczoty miodnej. Dany srodek (substancja czynna, sejfner
lub synergetyk) nie moze zosta¢ dopuszczony do obrotu, jesli zostanie odrzucony na etapie
ktéregokolwiek z badan zgodnie z rozporzgdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
Nr 1107/2009 z dnia 21 pazdziernika 2009 r. dotyczgce wprowadzania do obrotu srodkow
ochrony roslin i uchylajgce dyrektywy Rady 79/117/EWG i 91/414/EWG (Dz. Urz. UE L 309
z24.11.2009, str. 1 z pozn. zm.) | Yozporzqdzeniem Komisji (UE) Nr 283/2013 z dnia 1 marca
2013 r. ustanawiajgce wymogi dotyczqce danych dla substancji czynnych, zgodnie
Z rozporzqdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE ) nr 1107/2009 w odniesieniu
do wymogow dotyczqcych danych dla srodkow ochrony roslin (Dz. Urz. L 155z 11.06.2011, s.
67). Jezeli istnieje prawdopodobienstwo narazenia pszczol, nalezy przeprowadzi¢ badanie
toksycznosci ostrej (pokarmowej 1 kontaktowej) oraz przewleklej, w tym podaé
zaobserwowane efekty subletalne. Ponadto, jesli nie mozna wykluczy¢ efektu subletalnego
na wzrost i rozwoj pszczoty miodnej (a osoba wnioskujaca o rejestracje SOR nie wykaze, ze
czerw pszczeli nie moze by¢ narazony na dziatanie danej substancji) nalezy przeprowadzi¢
badanie oceniajace wptyw danego $rodka na czerw. Oceny nie przeprowadza sie, jesli SOR
przeznaczony jest do stosowania tylko w sytuacjach o malo prawdopodobnym ryzyku narazenia
pszcz6t takich, jak np. wykonywanie zabiegow doglebowych $rodkami o dziataniu
nieuktadowym, z wyjatkiem granul; wykladanie przynet na gryzonie o dziataniu
nieuktadowym; stosowanie w szklarniach, w ktorych pszczoty nie wystepuja jako zapylacze.

Wymaganym etapem jest wigc badanie toksyczno$ci ostrej droga pokarmowa
i/lub kontaktowa dla pszczoly miodnej. Ostra toksyczno$¢ droga pokarmowa wg definicji
znajdujacej si¢ w rozporzgdzeniu Komisji (UE) Nr 283/2013 z dnia 1 marca 2013 r.
ustanawiajgce wymogi dotyczgce danych dla substancji czynnych, zgodnie z rozporzqdzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE ) nr 1107/2009 w odniesieniu do wymogow dotyczqcych
danych dla srodkow ochrony roslin (Dz. Urz. L 155 z 11.06.2011, s. 67) oznacza ,,negatywne
skutki powstajace w granicach maksymalnego okresu 96 godzin po podaniu doustnym
pojedynczej dawki badanej substancji”’. Natomiast ostra toksyczno$¢ kontaktowa
,»to negatywne skutki powstajace w granicach maksymalnego okresu 96 godzin po miejscowym

podaniu pojedynczej dawki substancji”.
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Ocen¢ przeprowadza si¢ na podstawie metod opracowanych przez Organizacje
Wspoétpracy Gospodarczej i Rozwoju (ang. Organisation for Economic Co-operation
and Development, OECD) [101, 102], ktorej tre$¢ znajduje si¢ rowniez W Rozporzqdzeniu
Komisji (WE) nr 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r. ustalajgce metody badan zgodnie
Z Rozporzgdzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu FEuropejskiego i Rady w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen w zakresie chemikaliow.
Niniejsze rozporzadzenie powoluje si¢ réwniez na metody opisane przez Europejska
i Srodziemnomorska Organizacje Ochrony Roslin (ang. European and Mediterranean Plant
Protection Organization, EPPO). Rozporzadzenie nie wyklucza stosowania innych metod
badan. Wymagane moze by¢ réwniez zbadanie efektow subletalnych, takich, jak wplyw
na zachowanie i reprodukcj¢, w odniesieniu do pojedynczych osobnikéw lub, w odpowiednich
przypadkach, w odniesieniu do rodziny pszczelej. W niniejszym rozporzadzeniu nie ma
jednoznacznych wytycznych, w jakim przypadku, po wykonaniu badan dotyczacych analizy
ostrej toksycznosci dla pszczot, powinna by¢ przeprowadzona ocena z wykorzystaniem rodzin
pszczelich. Wedlug opracowania EPPO [103], na ktore powotuje si¢ rozporzadzenie badania
potpolowe (z wykorzystaniem tuneli, wolier lub namiotow) sugeruje si¢ wykonywac jesli
wystepuje podejrzenie dziatania ogoélnoustrojowego Srodka lub jesli iloraz zagrozenia (ang.
hazard quotien, hq) w badaniu ostrej toksycznosci pokarmowej lub kontaktowej wynosi wigcej
lub jest rowny 50. Iloraz zagrozenia to stosunek potencjalnego narazenia na substancje
do dawki, przy ktérym nie sg spodziewane Zzadne niekorzystne skutki. Badania polowe wedtug
opracowania EPPO moga by¢ przeprowadzone z wielu réznych powodow, np. podejrzenie
wplywu na rozw6j czerwiu. Autorzy opracowania podkreslaja, aby wytyczne byly

interpretowane z odpowiednig elastycznoscia.
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1.2.5 Uwarunkowania badan SOR z wykorzystaniem rodzin pszczelich

Pszczota miodna jest uznawana za zwierze gospodarskie, ale w przeciwienstwie
do pozostatych zwierzat utrzymywanych przez cztowieka w gospodarstwie rolnym, nie mozna
odizolowa¢ jej zupetnie od wptywu warunkéw atmosferycznych i mozliwosci swobodnego
poruszania si¢ oraz dostepu do pozywienia. Cho¢ pszczota miodna jest utrzymywana w ulu
i moze by¢ poddawana wielu zabiegom gospodarki pasiecznej, wylatujgc z ula pozostaje
poza kontrolg pszczelarza. Obszar, na ktorym si¢ porusza wynosi srednio okoto 700 ha [12].

W zwigzku z tym, utrzymywanie rodzin pszczelich w celach do§wiadczalnych w zupetnie
kontrolowanych warunkach (tzn. majac wpltyw na czynniki atmosferyczne oraz calkowita
kontrolg nad pozytkiem i miejscem lotu pszczot) jest niemozliwe.

Opracowano wiele wytycznych, ktore nalezy wziag¢ pod uwage przy planowaniu
do$wiadczen z wykorzystaniem rodzin pszczelich [12, 103, 104]. Oprocz badanego SOR,
na rodziny moze wptywac wiele innych czynnikow, dlatego metody te nie sg doskonate [12,
104].

Jednym z proponowanych rozwigzan jest tzw. badanie polowe. Rodziny pszczele
umieszcza si¢ w poblizu pozytku (np. rzepaku), a nastepnie na uprawe aplikowany jest SOR.
Taki rodzaj badan najbardziej odpowiada warunkom naturalnym, w jakich pszczoty moga miec¢

kontakt ze SOR, ma jednak ograniczenia takie jak np.:

e Dbrak kontroli nad kierunkiem lotu pszczot zbieraczek, nawet jesli znajdujg si¢ blisko
uprawy, na ktoéra zaaplikowano badany SOR, mogg one wybra¢ inng plantacje jako
zrodlo pokarmu; to skutkuje brakiem pewnosci, ze rodziny pszczele byly jednakowo
narazone na kontakt z badanym SOR,

e Konieczno$¢ lokalizacji grupy kontrolnej w innym miejscu niz grupy doswiadczalne
(ok. 6 km odlegtosci), tak aby pszczoly kontrolne nie miaty kontaktu z badanym SOR;
to wymaganie powoduje jednak odmienne lokalne warunki pozytkowe i atmosferyczne
pomigdzy grupa kontrolng a grupami dos§wiadczalnymi, co moze mie¢ wplyw na wyniki
badan 1 ich powtarzalnos¢,

e bardzo wysokie koszty doswiadczen i duze naklady pracy, zwigzane zaréwno

z utrzymaniem rodzin pszczelich, jak i prowadzeniem uprawy (ok. 2 ha).

Inng propozycja sa tzw. badania potpolowe z wykorzystaniem tuneli, wolier lub
namiotow [12]. Rodziny pszczele umieszcza sie w odpowiednio duzym (przynajmniej 120 m?)

zamknietym tunelu, wolierze lub namiocie na uprawie, na ktorej zaaplikowany zostanie SOR.
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Pozwala to, w przeciwienstwie do badan polowych, na pewnos$¢, ze rodziny pszczele majg
kontakt z badanym SOR i nie korzystaja z innych pozytkow. W takim do§wiadczeniu grupa
kontrolna moze znajdowac¢ si¢ w tej samej lokalizacji co grupy dos§wiadczalne, potrzebny jest
jedynie oddzielny tunel, woliera lub namiot. Koszty takiego do§wiadczenia oraz naktady pracy
réwniez sg wysokie, jednak nizsze niz badan polowych. Niestety, rodziny pszczele znajdujace
si¢ na ograniczonym obszarze nie rozwijaja si¢ tak dobrze, jak w warunkach naturalnych, co
ogranicza mozliwo$¢ pozyskiwania danych na temat realnego wptywu substancji na wskazniki
kondycyjno-wydajno$ciowe.

Kolejng metoda, rowniez kwalifikowang jako badania potpolowe, jest wykorzystanie
mozliwo$ci karmienia rodzin pszczelich w ulu [12, 105]. Rodzinom pszczelim podaje
sic pokarm w formie ptynnej lub stalej z dodatkiem badanego SOR. Ten sposob pozwala
na ograniczenie kosztow badan ze wzgledu na brak konieczno$ci posiadania terenu pod uprawe
i/lub zakupu tuneli, wolier czy namiotow. Waznym elementem tych badan jest
zminimalizowanie dost¢pu rodzin pszczelich do pozytkow, czyli wykorzystywanie okresow
bezpozytkowych.

We wszystkich badaniach ocenia si¢ rozne parametry, w zaleznosci od celu
doswiadczenia, takie jak np. $miertelno$¢, rozwdj czerwiu i, jesli to mozliwe, wydajnos¢
miodowa.

Wybdr srodka ochrony roslin i stezenia substancji aktywnej, tak aby oddawata warunki
naturalne, jest kolejnym problematycznym zagadnieniem. Zaleca si¢ m.in. wybor stezenia
w najgorszym mozliwym scenariuszu dla pszczoty, to znaczy, najwyzsze zalecane
przez producenta stezenie substancji aplikowane na uprawe w czasie aktywnosci lotnej [12].
Taka praktyka (aplikacja SOR w czasie aktywnosci lotnej pszczot) przez rolnikow jest jednak
prawnie naterenie UE zabroniona i chociaz wcigz ma miejsce, dzieje si¢ to raczej sporadycznie.
Pszczota miodna w $rodowisku jest narazona czgéciej na nizsze stezenia, niz te zakladane
W najgorszym scenariuszu, dlatego bada si¢ rowniez nizsze stezenia, na przyktad na podstawie
oznaczen pozostalosci SOR w pyltku kwiatowym, nektarze czy miodzie, szczegdlnie jesli

badane $rodki dziatajg systemicznie [16].
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1.3 Aktualny stan wiedzy na temat substancji aktywnych wykorzystanych

w badaniach wlasnych oraz ich wplywu na pszczole miodna

Ponizej przedstawiono charakterystyke wybranych substancji aktywnych oraz ich wplyw
na pszczole¢ miodng. Autorzy podaja informacj¢ dotyczaca stezenia substancji w syropie
lub dawki, na ktora eksponowane byly osobniki. Dla uporzgdkowania danych i utatwienia
poréwnania uzyskanych przez poszczegdlnych autoréw wynikoéw, stezenia sprowadzono

do wspolnej jednostki ppb, natomiast dawki do jednostki ng/pszczote.

1.3.1 Acetamipryd
1.3.1.1 Charakterystyka

Acetamipryd ((E)-N1-(6-chloro-3-pyridylometylo)-N2-cyjano-N1-metyloacetamidyna)
jest insektycydem cyjano-podstawionym z grupy neonikotynoidow, ktore sg chemicznie
spokrewnione z nikotyng. Neonikotynoidy sg Szerzej stosowane w produkcji ro$linnej
w porownaniu z innymi insektycydami [16], w 2008 roku stanowity 17% wszystkich
sprzedawanych na $wiecie insektycydow [106]. Acetamipryd dziata systemicznie. Podobnie
jak pozostate neonikotynoidy, jest antagonista acetylocholiny w receptorach bton
postsynaptycznych w komorkach nerwowych owadoéw. Wigzac si¢ z receptorami zamiast
acetylocholiny, nie jest rozkladany przez enzym acetylocholinosterazg, co powoduje
pobudzenie i zaburzenie w przewodzeniu impulsow nerwowych [16]. Grupa neonikotynoidow,
oprocz acetamiprydu, obejmuje mig¢dzy innymi klotianidyng, imidaklopryd, nitenpiram,
tiaklopryd i tiametoksam [107].

Na podstawie Rozporzgdzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2018/113 z dnia 24 stycznia
2018 r. jest dozwolony do stosowania na terenie panstw czionkowskich Unii Europejskiej
do 28 lutego 2033 r. W Polsce acetamipryd jest obecnie substancja czynng w 31 $rodkach
ochrony ro$lin dopuszczonych do obrotu zgodnie z aktualnym rejestrem srodkéw ochrony
roslin dopuszczonych do obrotu zezwoleniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Stosowanie
pozostatych insektycydow z grupy neonikotynoidéw jest zakazane lub dozwolone jedynie
w uprawach szklarniowych.

Acetamipryd jest stosowany do zwalczania szkodnikow ssacych i gryzacych, gtownie
z rzedu pluskwiakéw (Hemiptera), motyli (Lepidoptera) i wciornastkow (Thysanoptera)
m.in. na uprawach rzepaku, w sadach, w uprawie warzyw i ro§lin ozdobnych, a takze w lasach

[108]. Jego pozostatosci sg oznaczane w nektarze, pytku kwiatowym, pierzdze i miodzie,
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stanowia wiec potencjalne zagrozenie dla pszczoty miodnej (tab. 1.). Acetamipryd jest jednym

z najczesciej oznaczanych srodkow ochrony roslin w miodzie [109].

Tabela 1. Pozostatosci acetamiprydu w pytku kwiatowym, nektarze, miodzie i pierzdze na podstawie

danych literaturowych

Rodzaj probki Pozostatosci acetamiprydu [ppb] | Zrodto

Pylek rzepaku 7,81 —14 800 [90, 110, 111]
Pylek wielokwiatowy 0,002 — 104 [24, 25]
Nektar pozyskany z plastrow pszczelich | 0,1 6,8 [111]

Nektar bezposrednio z kwiatow rzepaku | 0,2 7,6 [111]

Pierzga 01-47 [111]

Miod 0,1-633 [17, 109, 111]

1.3.1.2 Wplyw na pszczote miodng

Toksyczno$¢ neonikotynoidow wzgledem pszczot oraz powigzanie z zespotem
masowego ginigcia pszczoty miodnej (ang. Colony Collapse Disorder, CCD) jest przedmiotem
wielu badan od ponad dwudziestu lat. Fakt ten zapoczatkowaly obserwacje zaniepokojonych
pszczelarzy, ktorzy alarmowali, ze spada liczebno$¢ pszczot w ulach znajdujacych sig
w poblizu pdl obsiewanych nasionami zaprawionymi neonikotynoidami. Zatozono wtedy,
ze zbieraczki byly narazone na subletalne dawki tych insektycydow podczas pobierania
pokarmu, a nastepnie nie potrafity powroci¢ do ula [16]. W kilku badaniach potwierdzono,
ze pszczoly narazone na subletalne dawki neonikotynoidow w pozywieniu, majg trudnosci
z rozpoznaniem pozytkow, pobieraniem pokarmu, orientacjg w terenie [92, 95-97, 99, 112].
Co wigcej pszczota miodna chetniej pobiera nektar zawierajacy neonikotynoidy [113].
Najlepiej przebadanym neonikotynoidem jest imidaklopryd, acetamipryd jest mnigj
popularnym przedmiotem badan [108].

Cyjano-podstawione neonikotynoidy (acetamiprid, tiaklopryd) maja wyzsza warto$é
dawki powodujacej smieré 50% osobnikow pszczoty miodnej (LDso) niz nitro-podstawione
(imidaklopryd, klotianidyna, tiametoksam) i s3 uwazane za mniej toksyczne od nich [16, 107,
114]. LDso acetamiprydu wynosi 14530 ng/pszczote (ekspozycja pokarmowa) oraz 8090
ng/pszczote (ekspozycja kontaktowa) [16]. Nizsza toksyczno$¢ acetamiprydu wzgledem
pszczoty miodnej nie jest jeszcze wytlumaczona, ale moze by¢ powigzana z jego stosunkowo

szybkim metabolizmem w organizmie pszczoty [114, 115].
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Wplyw na smiertelnos¢ i rozwoj rodziny

Acetamipryd w zaleznosci od dawki lub stezenia 1 sposobu aplikacji moze wpltywaé
na zwigkszong S$miertelno$¢ pszczoty miodnej. Efekt ten obserwowany jest gldwnie
w badaniach laboratoryjnych [91, 114, 116-118]. Po aplikacji na tutéw acetamipryd w dawce
1 000 i 2 000 ng/pszczote zwickszyt $§miertelnos¢ robotnic w porownaniu do grupy kontrolne;.
Dawka 2 000 ng/pszczote skrocita dtugo$¢ zycia robotnic o ok. 4 dni [98, 116]. Pszczoly
skarmione jednorazowo syropem z dodatkiem tego insektycydu w st¢zeniu 600, 1 200, 2 400,
6 000 i 60 000 ppb cechowaty si¢ $miertelnoscia ponizej 25% [114]. Robotnice karmione
roztworami acetamiprydu w ilosci 25 000 ppb (od 2-dniowych larw do 14-dniowych imago,
z wyjatkiem stadium poczwarki) cechowaly si¢ krotsza dtugoscia zycia w stosunku do grupy
kontrolnej o okoto 1 dzien, nizsza masg po wygryzieniu i opéznieniem wygryzania z komorek.
Ekspozycja spowodowata rowniez zmniejszenie liczby komorek z czerwiem krytym [117].

W badaniu laboratoryjnym oraz potpolowym oceniono wplyw acetamiprydu
w polaczeniu z adiuwantami (N-metylopirolidon [NMP], Silwet L-77 i Triton X-100).
Adiuwanty nie wykazywaty istotnej toksycznosci wobec pszczoty miodnej, jednak w testach
laboratoryjnych znacznie zwigkszyly ostra toksyczno$¢ kontaktowa acetamiprydu.
W badaniach potpolowych $miertelnos¢ robotnic pszczoty miodnej byta istotnie statystycznie
wyzsza niz w przypadku grupy kontrolnej. Zmniejszyta si¢ rowniez aktywnos$¢ lotna
zbieraczek, powierzchnia czerwiu oraz sita rodziny [118]. Z kolei w badaniach polowych
z wykorzystaniem rodzin pszczelich, ktore miaty dostgp do pozytku, na ktorym zastosowano
oprysk acetamiprydem w polgczeniu z adiuwantami, nie odnotowano wptywu na $miertelno$¢,
rozwdj czerwiu, sile¢ rodziny czy miodnos¢. Poziom pozostatosci acetampirydu w miodzie
wyprodukowanym przez pszczoty do$wiadczalne wyniost od 0,1 do 7,6 ppb, a w pierzdze
i pytku od 0,6 do 10,5 ppb [111]. Acetamipryd zaaplikowany na pole rzepaku w st¢zeniu
120 000 ppb nie wptynat na $miertelno$¢ ani na aktywnos¢ lotng robotnic pszczoty miodnej
[89].

Wplyw acetampirydu na pszczote miodng badano réwniez w polaczeniu z innymi
substancjami aktywnymi. Wigkszo$¢ mieszanin acetamiprydu z abamektyng, ememektyna,
dikrotofosem, difentryng, cypermetryng i/lub lambda-cyhalotryng po ekspozycji pokarmowe;j
spowodowata wyzszg $miertelnos$¢ pszczot w stosunku do pojedynczych pestycydow [91].
Wykazano, ze przewlekta ekspozycja robotnic Apis cerana na acetamipryd i propikonazol
(fungicyd) wywarta znaczacy wplyw na $miertelnos¢ zaréwno jednodniowych pszczot,

jak i zbieraczek. Dodatkowo masa nowo wygryzionych robotnic pszczoty miodnej byta nizsza
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w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Pszczoty karmione byty przez 10 dni syropem cukrowym
dodatkiem acetampirydu (3 660 ppb dla pszczo6t jednodniowych i 9 150 ppb dla zbieraczek)
i/lub propikonazolu (24 000 ppb dla pszczét jednodniowych i 60 000 ppb dla zbieraczek).

Po potaczeniu acetamiprydu i propikonazolu zaobserwowano efekt synergiczny [119].
Wptyw na zachowanie

Acetamipryd wpltywa na zdolno$¢ uczenia si¢ i zapamietywania U pszczoty miodnej
oraz na orientacj¢ w terenie [98, 99, 116, 120, 121]. Zdolno$¢ uczenia si¢ i zapamigtywania
pogorszyta si¢ u pszczot narazonych na syrop z dodatkiem tego insektycydu w dawce
10 ng/pszczote 1 100 ng/pszczote [120, 121]. Podawany robotnicom drogg pokarmowa w dawce
1 000 ng spowodowat obnizong wrazliwo$¢ na zawarto$¢ cukru w roztworze, badang za pomocg
odruchu PER (ang. proboscis extension reflex). Odruch ten polega na wysunigciu trabki
przez owada na skutek dotknigcia czutkiem np. nektaru lub syropu cukrowego [122]. W dawce
(100; 500 i 1 000 ng/pszczote, kontaktowo) zwigkszyt odpowiedz PER na wode [120, 123].
Srodek ten aplikowany na tutéw zwigkszyt rowniez aktywnosé ruchowa (100 i 500 ng/pszczote)
[120]. W dawce 500; 1 000 i 2 000 ng/pszczote (kontaktowo) wptynat dodatkowo na poziom
ekspresji genéw zwigzanych z uczeniem si¢ i pamigcig [116]. Acetamipryd w dawce
2 000 ng/pszczole wywotywal przedwczesng aktywno$¢ zbieraczek i1 zmniejszyt liczbg ich
lotow [98]. Acetamipryd w stezeniu 100; 500; 1 000; 5 000 ppb (pokarmowo) wptynat
na zdolno$¢ powrotu do ula. Najnizsze st¢zenie spowodowato, ze 47% zbieraczek nie powrdcito
do gniazda, natomiast w przypadku najwyzsze; dawki 93% zbieraczek nie powrdcito
do gniazda [99].

Wpbyw na fizjologie

Potaczenie acetamiprydu i propikonazolu wplyneto na aktywnos¢ P450, GST 1 CAT
u robotnic [107]. Istotny spadek aktywnosci AChE oraz zmian¢ aktywnosci
polifenylooksydazy, COE i GST zaobserwowano u pszczot narazonych na dziatanie
acetamiprydu, w stezeniu 600, 1 200, 2 400, 6 000 i 60 000 ppb. Acetamipryd w potaczeniu
z innymi neonikotynoidami (kliotianidyng, imidakloprydem lub tiametoksanem) nie wptynat
na transkrypcje nAChRs i witellogeniny w sposob odmienny niz pojedyncze neonikotynoidy,
ponadto zaobserwowano stabsze dziatanie acetamiprydu w poréwnaniu do pozostatych

neonikotynoidow. Wpltyw badano 24, 48 i 72h po ekspozycji [124].
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1.3.2 Glifosat
1.3.2.1 Charakterystyka

Glifosat (N-(fosfonometylo)glicyna) to herbicyd nalezacy do grupy aminofosfonianow
stosowany dolistnie. Wprowadzony zostat na rynek w 1975 roku przez Monsanto Chemical
Company pod nazwa Roundup ™ [125]. Dziata systemicznie. Jest powszechnie stosowany
na $wiecie od ponad 40 lat, dzieki swojemu szerokiemu spektrum dziatania. Poczgtkowo
stosowany byt gléwnie do eliminacji chwastow wzdluz torowisk, drog czy linii wysokiego
napi¢cia. Od 1996 roku rosliny uprawne mozna modyfikowaé genetycznie, tak aby byty
odporne na jego dziatanie. Glifosat jest wigc stosowany z powodzeniem réwniez w produkcji
roslinnej [126-128]. W 2014 roku jego zuzycie w rolnictwie wyniosto okoto 800 000 ton,
natomiast poza rolnictwem mniej niz 100 000 ton [128, 129]. Jest to najlepiej sprzedajacy si¢
pestycyd na $wiecie, stanowiacy 71,6% wszystkich sprzedawanych skladnikow aktywnych
w pestycydach [128]. Herbicyd ten poprzez inaktywacj¢ enzymu EPSP powoduje zaburzenia
w szlaku biosyntezy aminokwasow takich, jak fenyloalanina, tryptofan i tyrozyna. Doprowadza
to do gtodu aminokwasowego, a w nastepstwie $mierci rosliny [127]. Ze wzgledu na to,
ze enzym ten wystepuje jedynie w roslinach i niektoérych mikroorganizmach, glifosat jest czgsto
uwazany za bezpieczny dla ludzi i zwierzat. Wraz z wygasnieciem patentu posiadanego przez
Monsanto Chemical Company, wiele innych koncernéw chemicznych wprowadzito glifosat
na rynek pod r6znymi formulacjami. Jego wykorzystanie, a co za tym idzie, ilo$¢ w srodowisku
znacznie wzrosta [125]. W ostatnich kilku latach stosowanie glifosatu stato si¢ kontrowersyjne,
gdyz pojawity si¢ doniesienia na temat mozliwych negatywnych skutkow dla ludzi i zwierzat.
Wocigz jednak nie udato si¢ objac jednoznacznego stanowiska w tej sprawie [125, 130].

Glifosat jest dopuszczony do stosowania w krajach cztonkowskich Unii Europejskiej
do 15 grudnia 2022 roku zgodnie z rozporzqdzeniem wykonawczym Komisji (UE) 2017/2324
z dnia 12 grudnia 2017 r. w sprawie odnowienia zatwierdzenia substancji czynnej glifosat,
zgodnie z rozporzgdzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1107/2009 dotyczgcym
wprowadzania do obrotu srodkow ochrony roslin, oraz w sprawie zmiany zatqcznika
do rozporzgdzenia wykonawczego Komisji (UE) nr 540/2011. Zezwolenie to moze zosta¢
przedtuzone o kolejne lata. Zgodnie z obowigzujagcym rejestrem $rodkow ochrony roslin
dopuszczonych do obrotu zezwoleniem Ministra Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi, $rodki ochrony
roslin zawierajace glifosat powinny zosta¢ zuzyte do konca 2023 roku. Obecnie glifosat

znajduje si¢ w 99 srodkach ochrony roslin dopuszczonych do obrotu w Polsce.
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Glifosat stosuje si¢ do likwidacji niepozadanych roslin na $cierniskach po uprawach
ro$lin, wzdluz torowisk oraz na polach uprawnych (w tym rowniez rzepaku) przed zbiorem,
uprawach roslin sadowniczych i w szkotkach lesnych. Jego pozostatosci s oznaczane w pylku,

nektarze, miodzie i pierzdze, pszczota miodna jest wiec narazona na kontakt z tym $rodkiem
(tab. 2.).

Tabela 2. Pozostatosci glifosatu w pytku kwiatowym, nektarze, miodzie i pierzdze na podstawie danych

literaturowych
Rodzaj probki Pozostatos$ci glifosatu [ppb] Zrédto
Pylek kwiatowy 2122 - 614 841 [131]
Nektar pozyskany od zbieraczek @ 2 780 — 31 300 [132]
Pierzga 17 - 6 922 [131]
Miod 20 - 120 000 [20, 22, 23, 131, 133]

1.3.2.2 Wplyw na pszczote miodng
Cho¢ poczatkowo glifosat byl uwazany za bezpieczny dla pszczoty miodnej coraz wigcej

doniesien wskazuje na jego negatywny wplyw, nawet w dawkach zalecanych przez producenta
[11].

Wplyw na smiertelnos¢ i rozwoj rodziny

Pszczoly majace kontakt z roslinami opryskanymi glifosatem (10 000 ppb i 20 000 ppb)
cechowaly si¢ wyzsza $miertelno$cig od grupy kontrolnej [134]. Dodatek glifosatu do pokarmu
larw spowodowat zwigkszong $miertelnos¢ (4 000 lub 20 000 ppb) [135] oraz zmniejszenie
masy i opoznienie wylinki (1 250-5 000 ppb) [136]. Glifosat podawany rodzinom pszczelim
w syropie (4 800 ppb i 137 600 ppb) spowodowat niewielki wplyw na kondycje rodziny
1 przezycie poszczegdlnych robotnic. WyzZsze stezenie co prawda przyczynilo si¢
do wolniejszego rozwoju czerwiu, jednak zdarzenie to nie wptyneto na ogdlng kondycje rodzin
[131]. Natomiast w rodzinach karmionych syropem z dodatkiem glifosatu w stezeniu 75 000,
150 000 lub 301 000 ppb nie zaobserwowano zadnego istotnego wplywu na przezycie, rozwoj
i $rednig mase¢ czerwiu ani na $miertelnos¢ robotnic [132]. Zimujacym pszczotom miodnym
podawano pokarm zawierajacy glifosat, imidaklopryd i difenokonazol, pojedynczo
lub w mieszaninach (0,1; 1 i 10 ppb) przez 20 dni. Smiertelno$é¢ pszczot byla wyzsza
po ekspozycji na te 3 pestycydy, zarowno pojedynczo, jak i w potgczeniu [45].
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Wplyw na zachowanie

Glifosat negatywnie wptywa na procesy uczenia si¢ zbieraczek, zdolnoSci poznawcze
i sensoryczne mtodych pszczot [137]. Glifosat pogorszyt orientacje robotnic pszczoty miodnej
w terenie, zmniejszyt wrazliwo$¢ na cukier, uposledzit zdolno$¢ uczenia si¢ (2 500 ppb,
500 ppb, pokarmowo) i zapamietywania (1500 ng/pszczote) [138, 139]. Podawany w syropie
spowodowal pokonywanie dluzszej trasy do wula i wydluzenie czasu trwania lotu
(125 ng/pszczote, 150 ng/pszczote, a w dawce 500 ng/pszczote [140] oraz 5 000 i 10 000 ppb
[141]. Dodatek 100 000 ppb glifosatu do syropu zmniejszyt reaktywno$¢ na cukier i miat
negatywny wplyw na zapamigtywanie zapachOéw przez robotnice [142]. Podobne efekty
zaobserwowano przy dawce 720 000, 3 600 000, 7 200 000 ppb [143].

Wplyw na fizjologie

Glifosat w stgzeniu 0,1 i 1 ppb zwigkszyt aktywnos¢ AChE i GST, stezenie 1 ppb
wptyneto dodatkowo na aktywno$¢ GP6D u zimujgcych pszczol [45]. Z kolei herbicyd ten
w stezeniu 1 217 500 ppb aplikowany kontaktowo nie wpltynat na aktywnos¢ esterazy, GST
i AChE u jednodniowych pszczot [44].

Glifosat zmienil ekspresj¢ genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za detoksykacje
organizmu u larw podawany w stezeniu 0,8 ppb i 2 500 ppb [136, 144]. Herbicyd ten wywart
niekorzystny wptyw na uktad odporno$ciowy oraz metabolizm aminokwasow i weglowodanow
zarowno U robotnic Apis mellifera jak i Apis cerana [145]. Glifosat podawany robotnicom
pokarmowo w stezeniu 0,1 ppb nie Wptynat istotnie statystycznie na aktywnosc fizjologicznych
markerow uktadu nerwowego (AChE), detoksykacj¢ (GST) i uktad antyoksydacyjny (CAT,
ALP) [46, 146]. Moze oddzialywaé negatywnie na mikroflore jelit podawany pszczolom
w syropie cukrowym w ilosci 1 691, 169 100 ppb [147], 10 000 ppb [148], 210 000 ppb, 1 080
000 ppb [149] oraz 5 000 000 i 10 000 000 ppb [150], a w przypadku larw w stezeniu 20 000
ppb [135]. Karmienie robotnic glifosatem (120 ppb) zwigkszyto peroksydacje lipidow,
co mogto wplyna¢ na szlak metaboliczny witaminy A [151]. U pszcz6t skarmianych syropem
z glifosatem (1,25; 2,50 i 5,0 ng / pszczole) spadta zawartos¢ B-karotenu ekstrahowanego
z homogenatu z catych pszczot [152]. Podanie pokarmu zawierajacego glifosat rodzinom
spowodowato spadek produkcji mleczka pszczelego i zmiane jego sktadu (6 680 ppb
i 2 160 ppb) [153, 154]. Spozycie 50 ng glifosatu spowodowato poglebienie snu pszczot
miodnych. Owady te przejawiaja stan snu jako zmniejszenie napigcia migsniowego i ruchow
czutek. Autorzy badania sugeruja, ze zjawisko to wskazuje na wzmozong potrzebe¢ regeneracji

spowodowang stresem metabolicznym wywotanym przez herbicyd [155].
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1.3.3 Tebukonazol
1.3.3.1 Charakterystyka

Tebukonazol  ((RS)-1-(4-chlorofenylo)-4,4-dimetylo-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ilometylo)
pentan-3-ol) jest fungicydem z grupy azoli, doktadniej triazoli. Hamuje on syntezg ergosterolu,
ktory jest niezbedny w tworzeniu grzybni i blony komoérkowej grzyboéw. Fungicydy azolowe
naleza do najczesciej stosowanych fungicydéw przeciw chorobom grzybiczym upraw
rolniczych. Tebukonazol dziata uktadowo [21].

Zgodnie z rozporzgdzeniem Wykonawczym Komisji (UE) NR 921/2014 z dnia 25 sierpnia
2014 r. zmieniajgce rozporzqdzenie wykonawcze (UE) nr 540/201 1 w odniesieniu do warunkow
zatwierdzenia substancji czynnej tebukonazol jest dopuszczony do stosowania w krajach
czlonkowskich Unii Europejskiej do 31 sierpnia 2022 roku. Zezwolenie to moze zostaé
przedtuzone o kolejne lata. Zgodnie z obowigzujacym Rejestrem $rodkéw ochrony roslin
dopuszczonych do obrotu zezwoleniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, $rodki ochrony
roslin zawierajace tebukonazol powinny zosta¢ zuzyte do konca lutego 2024 roku. Obecnie
tebukonazol znajduje si¢ w 99 $rodkach ochrony roslin dopuszczonych do obrotu w Polsce.

Tebukonazol stosuje si¢ zarowno w celach profilaktycznych, jak i do zwalczania chordb
grzybowych m.in. na uprawach rzepaku i ro§lin sadowniczych. Jego pozostatosci sg oznaczane
w pytku, nektarze, miodzie i pierzdze, pszczota miodna jest wigc potencjalnie narazona
na kontakt z tym srodkiem (tab. 3.). Tebukonazol jest jednym z najczesciej oznaczanych

fungicydéw w miodzie [109].

Tabela 3. Pozostatosci tebukonazolu w pytku kwiatowym, nektarze, miodzie i pierzdze na

podstawie danych literaturowych

Rodzaj probki Pozostatosci tebukonazolu [ppb] Zrédto

Pylek kwiatowy 0,12 -4 530 [25, 26, 156]
Nektar 0,18 [25]

Miod 5-53,39 [18, 22, 109]
Pierzga + pylek 2,95 52,02 [19]

Miéd + nektar 49 —389,3 [111]
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Wplyw na pszczote miodng

Niewiele jest badan odnosnie wptywu tebukonazolu na pszczot¢ miodna. Wykazano
jednak, ze fungicydy azolowe mogg nasila¢ toksyczno$¢ insektycydoéw [157-160].
Tebukonazol (2 000 ng/pszczote) zwickszyl toksycznos$¢ tiachloprydu. Pszczoty miodne
narazone na tebukonazol lub tiachloprid nie wykazywaly wiekszej $miertelnosci od pszczot
kontrolnych, jednak potaczenie tych srodkéw spowodowato $miertelnosé 70% badanych
pszczot [119]. W innych badaniach tebukonazol (447 ng/pszczote pokarmowo lub kontaktowo)
w potaczeniu z neonikotynoidami spowodowat zwigkszenie toksycznosci, najwyzszy poziom
synergii, 2,6-krotny, zaobserwowano migdzy tebukonazolem i tiametoksamem [161].
Tebukonazol moze wptywaé na drobnoustroje w réznych srodowiskach, w tym w jelitach
owadow [162, 163]. W badaniu przenikania pozostato$ci tebukonazolu z wosku, a nastepnie
do mleczka pszczelego w komorkach, w ktorych rozwijaty si¢ matki pszczele, nie wykryto

pozostatosci tebukonazolu w larwach matek i nowo wygryzionych pszczotach [164].
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2. Cel pracy i hipotezy badawcze

Niniejsza praca miata na celu okre$lenie zmian w poziomie lub aktywno$ci wybranych
wskaznikow biochemicznych w hemolimfie robotnic pszczoly miodnej poddanych chronicznej
ekspozycji na acetamipryd, tebukonazol, glifosat oraz ich mieszaniny w warunkach
potpolowych. W pracy okreslano rowniez zmiany kondycji rodzin pszczelich po narazeniu

na SOR.

Hipotezy:

1. Czy substancje aktywne w wybranych formulacjach i stezeniach wptywaja
na poziom lub aktywno$§¢ wybranych wskaznikéw biochemicznych i kondycje
rodzin?

2. Czy substancje aktywne w wybranych formulacjach i stezeniach wplywaja
na poziom lub aktywno$¢ wybranych wskaznikéw biochemicznych i1 kondycje
rodzin w sposob odmienny pojedynczo i w mieszaninach?

3. Czy acetamipryd (insektycyd) powoduje wigcej zmian w poziomie lub aktywnos$ci
wybranych wskaznikéw biochemicznych i kondycji rodzin niz glifosat (herbicyd)
i tebukonazol (fungicyd)?
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3. Materialy i metody
3.1 Rodziny pszczele

Charakterystyka rodzin pszczelich, z ktorych tworzono rodziny doswiadczalne

W badaniach wykorzystano 22 jednolite genetycznie rodziny pszczele Apis mellifera
Carnica, ktore utrzymywano w dwunasto-ramkowych drewnianych ulach na ramce
wielkopolskiej (wymiary 375x270 mm). Rodziny byty wolne od widocznych objawow chorob,
takich jak zgnilec amerykanski, zgnilec europejski, choroba woreczkowa. W marcu rodziny
poddano zabiegom leczniczym przeciwko warrozie, tj. 4-krotnej fumigacji lekiem Apiwarol®
(amitraz 12,5 mg/tabl) w odstepach 4-dniowych. Ponadto przeprowadzona zostala kontrola
liczby spor Nosema spp. w komorze zliczeniowej. Rodziny byly poddawane regularnym
(cotygodniowym) przegladom do czasu podziatu na rodziny do$wiadczalne (tj. od kwietnia
do lipca 2021 roku). Prace pasieczne polegaly na utrzymaniu rodzin w wyrdéwnanej sile

1 zapobieganiu rojkom.
Tworzenie rodzin doswiadczalnych

Rodziny utrzymywane byly w pasiece usytowanej w Nowej Jabtonie (wojewodztwo
lubuskie). W lipcu 2021 roku z 22 rodzin pszczelich Apis mellifera Carnica utworzono
40 rodzin doswiadczalnych. W kazdej umieszczano 4 plastry obsiadane przez pszczoty
,»ha czarno”, po jednym plastrze z jajami, czerwiem otwartym i krytym oraz plastrem z pierzga.
Do czasu ekspozyciji (tj. przez 14 dni) rodziny doswiadczalne karmione byty ciastem pszczelim
(Apikand firmy Lyson) zawierajacym 52% dekstrozy, 40% fruktozy, 3% triozy i 2% maltozy.
Po podziale, do rodzin pszczelich poddano unasienione matki rasy krainskiej. Matki zamykano
w klatkach i umieszczano pomigdzy plastrami z czerwiem otwartym. Po tygodniu upewniano

si¢, ze w kazdej rodzinie pszczelej znajduje si¢ matka i rozpoczeta czerwienie.
Termin badan

Badania wtasciwe prowadzono od 07.2021 roku do 03.2022 roku. Ekspozycja na SOR
miata miejsce W lipcu, po przekwitnigciu lip, w okresie z ograniczonym pozytkiem, tj. w czasie,
kiedy nie byt dostepny zaden towarowy pozytek oraz kwitlo niewiele ro$lin atrakcyjnych dla
pszczot. Tym sposobem, pszczoly pobieraly zadawany im pokarm, a ryzyko pobierania przez
zbieraczki nektaru z kwiatow, ktore mogly mie¢ kontakt z pestycydami byto ograniczone

do minimum.
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Podziatl na grupy doswiadczalne

Rodziny do$wiadczalne (40 sztuk) podzielono losowo na osiem grup: siedem grup
doswiadczalnych 1 jedna grupg¢ kontrolng. Nazwy poszczegdlnych grup to pierwsze litery
substancji aktywnych dodanych do syropu. Np. grupa otrzymujaca syrop z dodatkiem
polaczenia acetamiprydu i glifosatu nazwana zostata A+G. Grupg kontrolng oznaczono literg
,K”. Wszystkie grupy liczyly po 5 rodzin. Ule, w ktorych utrzymywane byly rodziny
doswiadczalne, miaty trzy kolory (zielony, niebieski, r6zowy). W obrebie danej grupy, kolor
uli byl jednakowy. Odstepy miedzy grupami doswiadczalnymi wynosity 2m, a grupy
o jednakowych kolorach uli ze soba nie sasiadowaly. Grupa kontrolna znajdowata si¢
w odlegtosci 10-15m od pozostatych grup. Ustawienie uli przedstawiono na schemacie 1.
Rézne kolory uli 1 odstepy ograniczaty ryzyko zalatywania pszczét do rodzin z innych grup.
Rodzinom pszczelim podawano ptynng mieszanke paszowa (Syrop cukrowy) bez dodatku
(grupa kontrolna - K); z dodatkiem pojedynczego $rodka ochrony roslin (trzy grupy — A, T, G);
z dodatkiem mieszaniny dwoch $rodkow ochrony roslin w rownych proporcjach (trzy grupy —
A+T, A+G, G+T) lub z dodatkiem mieszaniny trzech $rodkéw ochrony roslin w réwnych

proporcjach (jedna grupa — A+T+G) (schemat 2.).
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Schemat 1. Ustawienie uli w doswiadczeniu. Nazwy grup pochodza od pierwszych liter nazw substancji
aktywnych obecnych w formulacji srodka ochrony ro$lin lub ich mieszanin (,,A” — acetamipryd, ,,T” —

tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K”” — kontrola (syrop bez dodatkow)). 1 - kierunek wylotu pszczét z ula.
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acetamipryd (250 ppb)
tebukonazol (147 ppb)
glifosat (7200 ppb)
syrop cukrowy

40 rodzin pszczelich
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syrop cukrowy z dodatkiem srodkéw ochrony roslin przez 7 dni sipaiz) i

11

Schemat 2. Uktad doswiadczenia z wykorzystaniem $rodkéw ochrony roslin

3.2 Roztwory doswiadczalne i ekspozycja rodzin na $rodki ochrony roslin
Srodki ochrony roslin uzyte w doswiadczeniu

W doswiadczeniu wykorzystano komercyjne formulacje acetamiprydu (insektycyd
Mospilan 20 SP a.i 20%), glifosatu (herbicyd Agrosar 360 SL a.i 36%) oraz tebukonazolu
(fungicyd Tebu 250 EW a.i 25,8%). Wszystkie wybrane w do$wiadczeniu SOR dziataja
uktadowo (systemowo) i sg powszechnie stosowane. Wybdr stezenia substancji aktywnych
w roztworach doswiadczalnych zostat oparty na danych literaturowych dotyczacych
pozostato$ci tych substancji w nektarze, miodzie, pytku kwiatowym oraz pierzdze. Dodatkowo,
przy wyborze stezen brano pod uwage maksymalng jednorazowa dawke dopuszczong
do stosowania na uprawie rzepaku ozimego. Informacja ta znajduje si¢ na etykiecie kazdego
z wybranych $rodkéw. Ostateczny wybor stezenia jest czescig (1/1 000 w przypadku
insektycydu i herbicydu oraz 1/10 000 w przypadku fungicydu, ktorego pozostatosci sg nizsze)
maksymalnej jednorazowej dawki dopuszczonej do stosowania na uprawie rzepaku ozimego,
ktora miesci si¢ w zakresie stezenia danej substancji w nektarze 1 pytku kwiatowym

opracowanym na podstawie literatury (tab. 4.).
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Tabela 4. Zestawienie st¢zenia substancji aktywnych wykorzystanych w do§wiadczeniu ze stgzeniami

pozostatosci 0znaczanymi w nektarze, miodzie, pierzdze i pytku kwiatowym na podstawie literatury
[Ppb]

Substancja | Nazwa handlowa Stezenie Dane literaturowe Zrédto
aktywna srodka ochrony substancji na temat
ro$lin aktywnej w pozostatosci

doswiadczeniu | substancji aktywnej

[ppb] w pokarmie [ppb]
Acetamipryd | Mospilan 20 SP 250 0,002 — 14 800 [17, 24, 25, 90, 110,
111]
Glifosat Agrosar 360 SL 7200 20 - 120000 [20, 22, 23, 131-133]
Tebukonazol Spekfree 430 147 0,12 -4 530 [18, 19, 22, 25, 26,
S.C. 109, 111, 156]

Przygotowanie roztworow doswiadczalnych i ekspozycja na srodki ochrony roslin

Formulacje $rodkéw ochrony roslin rozpuszczano w plynnej mieszance paszowej
(syropie cukrowym) dla pszczot (Apikand Premium). Mieszanka ta sktadata si¢ z 40% fruktozy,
30% glukozy i 30% sacharozy. Wyjsciowe roztwory srodkow ochrony roslin przygotowano
zgodnie z zaleceniami producenta znajdujacymi si¢ na etykietach poszczegdlnych srodkow.
Do rozpuszczenia kazdego s$rodka zastosowano wigc maksymalng jednorazowa dawke
dopuszczong do stosowania na uprawie rzepaku ozimego (tj. Mospilan 20 SP: 1,25g/L
i/lub Agrosar 360 SL: 20 ml/L, i/lub Spekfree 430 S.C.: 3,75ml/L) oraz rozpuszczono ja
w 1 L syropu cukrowego (ilos¢ syropu cukrowego byta rowna najmniejszej zalecanej przez
producenta ilosci wody, w ktorej ma by¢ rozpuszczony s$rodek). Nastepnie z tak
przygotowanego roztworu pobierano 10 ml w przypadku insektycydu i herbicydu
oraz 1 ml w przypadku fungicydu i dodawano do 10 L syropu cukrowego, aby otrzymaé
roztwory do$wiadczalne o koncowym st¢zeniu substancji aktywnej.

Przygotowane pokarmy podawano w ilosci 0,5 L codziennie przez 7 dni. Pokarm
podawano w godzinach wieczornych po ustaniu aktywnosci lotnej pszczél, aby uniknaé
zjawiska rabowania si¢ rodzin [12]. Pokarm podawano za pomoca podkarmiaczek

powatkowych skrzynkowych (fot. 1.).
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Fotografia 1. Podkarmiaczka powatkowa skrzynkowa (pomaranczowa na zdjeciu), W

ktorej podawano pokarm (fot. Agnieszka Murawska).

3.3 Pobranie i analiza hemolimfy
3.3.1 Pobranie hemolimfy

Na dwa dni przed ekspozycja na $rodki ochrony roslin do kazdej rodziny zostala
wprowadzona ramka z suszem, aby matka mogta ztozy¢ na niej jaja. Dzien przed ekspozycja
skontrolowano zaczerwienie plastroéw. Po uptywie 21 dni od ztozenia jaj z kazdej grupy zebrano
do klatki doswiadczalnej okoto 300 $wiezo wygryzionych robotnic. Hemolimfe pobierano
niezwlocznie po zebraniu pszczoét w przystosowanym do tego celu pomieszczeniu
w sgsiedztwie pasieki. Aby pobra¢ hemolimfe pszczote umieszczano na drewnianym statywie.
Po usunieciu czutka, delikatnie naciskano odwlok (od tytu ku przodowi), aby umozliwi¢
wyplyw hemolimfy [165]. Hemolimfe pobierano do szklanych kapilar typu end to end
o pojemnosci 20 ul bez antykoagulanta. Kapilary (10 sztuk) umieszczano w probdéwce typu
Eppendorf o pojemnosci 2 ml z 200 ul wody destylowanej. Aby uniknag¢ melanizacji
hemolimfy, caly proces odbywal si¢ na blokach chlodzacych, po zebraniu petnej probowki
(tj. 10 sztuk kapilar) umieszczano materiat w zamrazarce (-25°C), a nastgpnie do czasu analizy
w -80°C.
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3.3.2 Analiza hemolimfy

Oznaczenia enzymow i nieenzymatycznych antyoksydantow wykonano za pomoca
analizatora  biochemicznego Pentra 400 (HORIBA ABX Diagnostics, Francja)
z wykorzystaniem oryginalnych kitow producenta (tab. 5.). Oznaczenie catkowitego statusu
antyoksydacyjnego wykonano z uzyciem gotowego zestawu firmy Randox Laboratories Ltd.,
Wielka Brytania. Oznaczenia wykonano w laboratorium biochemicznym Katedry Higieny

Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu.

Tabela 5. Odczynniki wykorzystane w oznaczeniach wskaznikow biochemicznych

Wskaznik Nazwa odczynnika

ALT ABX Pentra ALT CP

AST ABX Pentra AST CP

ALP ABX Pentra ALP CP

GGTP ABX Pentra GGT CP
Albuminy ABX Pentra Albumin CP
Mocznik ABX Pentra Urea CP

Kwas moczowy ABX Pentra Uric Acid CP
Kreatynina ABX Pentra Creatinine 120 CP

Aminotransferaza alaninowa (ALT)

Oznaczenie ALT wykonano przy uzyciu metody enzymatycznej (detekcja UV) bez
uzycia fosforanu pirydoksalu zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Federacji Chemii
Klinicznej (IFCC).

. ALT - . .
L-alanina + 2-oksoglutaran «— L-glutaminian + pirogranian

LDH
Pirogronian + NADH + H* «— D-mleczan + NAD*

ALT = aminotransferaza alaninowa,

LDH = dehydrogenaza mleczanowa

39



Aminotransferaza asparaginianowa (AST)

AST 0znaczono przy uzyciu metody enzymatycznej (detekcja UV) bez uzycia fosforanu

pirydoksalu zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej (IFCC).

o AST oo )
L-asparaginian + 2-oksoglutaran «—L-glutaminian + 2-szczawianooctan

MDH
Szczawianooctan + NADH «— L-jabiczan + NAD*

AST = aminotransferaza asparaginianowa,

MDH = dehydrogenaza jablczanowa

Fosfataza alkaliczna (ALP)

Do oznaczenia ALP wykorzystano fotometryczny test kinetyczny zgodnie z zaleceniami

Miedzynarodowej Federacji Chemii Klinicznej (IFCC).

ALP
Fosforan p-nitrofenylu + H,O —Fosforan + p-nitrofenyl

ALP — fosfataza alkaliczna

Gamma-glutamylotranspeptydaza (GGTP)

Do oznaczenia GGTP wykorzystano kinetyczny test fotometryczny. Stezenie produktu
zostalo oznaczone kolorymetrycznie przez pomiar absorbancji przy ditugosci fali rownej

A=405-410 nm.

. - . . Gamma—GT
L-gamma-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid + Glicyloglicyna «——— Gamma-glutamylo-

glicyloglicyna + 5-amino-2-nitrobenzoesan
Albuminy

Stezenie albumin oznaczono metoda kolorymetrii z zastosowaniem zieleni
bromokrezolowej (BCG). W s$rodowisku o pH 4,2 zielen bromokrezolowa wigze si¢

selektywnie z albuming, powodujgc jej niebieskie zabarwienie.
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Kreatynina

Stezenie kreatyniny 0znaczono metodg Kinetyczng z wykorzystaniem alkalicznego
pikrynianu. W $rodowisku o zasadowym pH, kreatynina reaguje z pikrynianem, tworzgc
kompleks Janovsky’ego. Tempo wzrostu absorbancji przy fali 510 nm wynikajace z tworzenia
si¢ komplekséw kreatyninowo-pikrynianowych jest wprost proporcjonalne do stezenia

kreatyniny w probce.

kreatynina + pikrynian alkaliczny — kompleks kreatyninowo-pikrynianowy

Mocznik

Oznaczenie mocznika wykonano z wykorzystaniem ,,Ureasa - GLDH” — testu

enzymatycznego UV.

. Ureaza
mocznik + 2H,O0 —— 2NH; * + 2 HCO3 —

GLDH
2-oksoglutaran + NH4 * + NADH — L-glutaminian + NAD* + H,0

GLDH = Dehydrogenaza glutaminianowa

Kwas moczowy

Kwas moczowy o0znaczono metoda enzymatyczng z wykorzystaniem metody Trindera.

Oksydaza moczanowa (urykaza)

Kwas moczowy + 2H,0 + O, Alantoina + CO; + H;0;
Peroksydaza i ..
2H,0, + 4-AAP + EHSPT —————— Chinonoimina
Mg+ +

EHSPT = N-Etylo-N-(2-hydroksy-3-sulfopropylo) n-toluidyna,
4 AAP = 4-aminoantypiryna
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Calkowity status antyoksydacyjny TAS

Oceng calkowite] pojemnosci antyoksydacyjnej hemolimfy wykonano metoda
kolorymetryczng. ABTS® po inkubacji z metmioglobing i H2O, przechodzi w forme
kationorodnika ABTSo+ o niebiesko-zielonej barwie, ktorej absorbeje zmierzono przy dhugosci
fali 600 nm.

HX-Felll + H,0, —X - [FelV = 0] + H;0
ABTS® + X - [FelV = 0] —ABTS®+ + HX - Felll

HX-Felll = Metmioglobina
X - [FelV= 0] = Ferrylmioglobina
ABTS® = 2,2’-Azyno-di-[3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian diamonu]

Obliczenia;

stezenie standardu
AA préba $lepa - AA standard

Gdzie AA=A2-Al

Czynnik =

Al — warto$¢ poczatkowa absorbancji

A2 — warto$¢ absorbancji po 3 min reakcji.

Opierajqc sie na wartosciach czynnika wyliCzano catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS): TAS = czynnik
X (AA proba slepa — AA surowicy).

3.4 Ocena rodzin pszczelich

3.4.1 Sita rodziny, powierzchnia czerwiu Krytego i pokarmu

Rodziny do$wiadczalne poddano ocenie wstepnej na 12 dni przed ekspozycja na $rodki
ochrony ros$lin (czy cechuja si¢ wyrownang sita, obecno$cig matki i jaj). Nastepnie poddano
je ocenie wilasciwej 7 dni przed ekspozycja, w dniu ekspozycji oraz 7, 14, 21, 28 od czasu
rozpoczgcia ekspozycji [12, 104]. Kazdorazowo oceniana byla sita rodziny, jako$¢ czerwienia
I obecno$¢ matki, powierzchnia zapasu weglowodanowego, pierzgi oraz czerwiu Kkrytego
na plastrach. Przed i po zimowli przeprowadzono jedynie oceng sity rodzin. Oceng sity rodziny,
jakosci czerwienia i obecno$¢ matki zapisywano w karcie ulowej (zat. 1.). Szacunki
powierzchni pokarmu oraz czerwiu Krytego na plastrach zapisywano w karcie do oceny

powierzchni (zat. 2).
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Sita rodziny

Sita rodziny oceniana byla na podstawie szacunku powierzchni zajmowanej przez
pszczoty na plastrach, tj. podawano liczbe plastréw obsiadanych przez pszczoty ,,na czarno”.
Za wymiary plastra uznano powierzchni¢ wezy wielkopolskiej, ktora ma wymiary 335x235
mm (powierzchnia 787,25 cm?). W celu okreslenia przyblizonej liczby robotnic pszczoly
miodnej, przyjeto, ze na powierzchni¢ 100 cm? jednej strony plastra przypada 120 pszczot

[104]. Oceniano kazdy plaster obustronnie, we wszystkich ulach.
Obliczenia:
Szacowana liczba pszczot = (787,25 cm? [ 100 cm?) x 2 x 120 x A,

Gdzie A = liczba ramek obsiadanych przez pszczoly ,,na czarno”
Jako$¢ czerwienia i obecno$¢ matki

Obecnos$¢ matki okreslano na podstawie obecnosci lub braku jaj. Oceniano czy czerw jest
zwarty czy rozstrzelony. Jesli matka zaczerwita komorki sgsiadujace ze sobg i nie pozostawiata
miedzy nimi pustych komorek, czerw klasyfikowany byt jako ,,zwarty”. Natomiast jesli migdzy
komoérkami z czerwiem znajdowato si¢ wiele pustych komorek, czerw okreslano jako

,rozstrzelony”. Sprawdzano takze, czy matka sktada tylko po jednym jaju do jednej komorki.
Powierzchnia zapasu weglowodanowego, pierzgi oraz czerwiu krytego na plastrach

Powierzchni¢ zapasu weglowodanowego, pierzgi oraz czerwiu krytego okreslano
wizualnie za pomoca procentu zajmowanej powierzchni plastra przez zapas weglowodanowy,
pierzge oraz czerw Kryty (schemat 3). Nast¢pnie procent zajmowanej powierzchni plastra
przeliczano na cm?2. Za wymiary plastra uznano powierzchnie wezy wielkopolskiej, ktéra ma
wymiary 335x235 mm (787,25 cm?) [104]. Oceniano kazdy plaster obustronnie, we wszystkich
ulach. Nastepnie dla kazdej rodziny sumowano powierzchnie zajmowane przez czerw Kryty,

zapas weglowodanowy lub pierzge na poszczegdlnych plastrach.
Obliczenia:
Powierzchnia czerwiu krytego, pierzgi lub zapasu weglowodanowego = B x 787,25 cm?,

Gdzie B = procent powierzchni zajmowanej przez czerw kryty, pierzge lub zapas

weglowodanowy na plastrze
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s czerw kryty

s zapas weglowodanowy

pierzga

Schemat 3. Przyktadowy plaster pszczeli z zaznaczonym obszarem zajmowanym przez czerw Kryty,
zapas weglowodanowy i pierzge. Czerw kryty zajmuje okoto 40% plastra, pierzga okoto 10%, zapas

weglowodanowy okoto 15%. Pozostate komorki sg puste lub zawierajg czerw otwarty.

3.4.2 Ocena instynktu higienicznego

Do oceny instynktu higienicznego wybierano plaster z czerwiem pszczelim krytym,
nastepnie naktuwano igla entomologiczng 100 takich komorek tak, aby usmierci¢ larwe [19].
Ramke znakowano kolorowa pinezka. Po 12h i 24h sprawdzano liczbe oczyszczonych
komoérek, a wynik zapisywano. Komodrka byta zaliczana jako oczyszczona, jesli zasklep
byt przez pszczoty calkowicie usunigty, a we wngtrzu komorki nie stwierdzono pozostatosci
larwy. Wynik przedstawiono za pomocg stosunku liczby wyczyszczonych komoérek do liczby
wszystkich naktutych komorek. Instynkt higieniczny oceniono trzykrotnie w kazdej rodzinie
doswiadczalnej — 7 dni przed ekspozycja, dzien po rozpoczeciu ekspozycji oraz 28 dni

od rozpoczecia ekspozycji.

Obliczenia:

liczba wyczyszczonych komorek

x 100%

Instynkt higieniczny =

liczba wszystkich naktutych komérek
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3.4.3 Ocena stopnia odbudowy wezy

Stopien odbudowy wezy byt oceniany po ekspozycji na $rodki ochrony roslin. Ramke
z weza certyfikowang firmy Lyson umieszczono 26 lipca w kazdym ulu, jako drugg od brzegu.
Odbudowe¢ wezy oceniano po 24h, 72h oraz po 5 i 12 dniach od umieszczenia jej w ulu.
Odbudowa wezy oceniana byta w skali 6-stopniowej na podstawie procentu odbudowanej przez

pszczoty powierzchni wezy (tab. 6.).

Tabela 6. Kryteria oceny odbudowy wegzy

Procent powierzchni odbudowanej wezy Liczba punktow
0% Op
1-20% 1p
21<40% 2p
41<60% 3p
61<80% 4p
81<90% 5p
100% 6p

3.4.4 Ocena zimotrwatosci rodzin pszczelich

Rodziny pszczele zostaly zakarmione we wrzesniu, ptynng mieszanka paszowa (Apikand
Premium) skladajaca si¢ z 40% fruktozy, 30% glukozy i 30% sacharozy. W grudniu ule
docieplono matami goérnymi wykonanymi z filcu. Podczas tej czynnoSci sprawdzano,
czy rodziny pszczele zyja, uchylajac daszek 1 zagladajac do gniazda. Kolejna oceneg

zimotrwatosci przeprowadzono w marcu.

Wszelkie oceny szacunkowe prowadzone byly przez t¢ samg osobe, aby unikng¢ bledu

pomiarowego.
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3.5 Analiza pozostalosci badanych substancji aktywnych w prébach

Analize pozostatosci SOR przeprowadzono dla syropu cukrowego, ktorym pszczoty byty
karmione podczas trwania ekspozycji na SOR oraz zakarmiane na zime; a takze ciasta, ktorym
pszczoly byty karmione przed narazeniem.

Analiza zostala przeprowadzona przez Zaktad Bezpieczenstwa Zywnoséci Instytutu
Ogrodnictwa Panstwowego Instytutu Badawczego. Do analizy pozostatosci acetamiprydu
i tebukonazolu wykorzystano metode PN-EN 15662 (QUEChERS) z zastosowaniem analizy
opartej na chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) po podziale
acetonitrylem i oczyszczaniu metodg dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (SPE). Pozostatosci
glifosatu oznaczono metoda EURL-SRM QuPPe wykorzystujaca ekstrakcje z metanolem
oraz LC-MS/MS.

3.6 Warunki atmosferyczne

Wszystkie prace zwigzane z oceng rodzin pszczelich, instynktu higienicznego 1 stopnia
odbudowy wezy przeprowadzane byly w bezchmurny dzien przy temperaturze powyzej 15°C
i predkosci wiatru nie przekraczajacej 20 km/h. Temperature powietrza oraz sitg wiatru
sprawdzano na stronie internetowej Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej Panstwowego
Instytutu Badawczego [166]. Srednia temperatura powietrza podczas oceny rodzin i ekspozycji
na SOR wynosita w lipcu 20,8°C, w sierpniu 17,7°C, natomiast we wrzesniu 15,4°C.
Usredniona suma opadéw atmosferycznych w tych miesigcach wynosita kolejno 70, 120 i 20
mm [167-169]. W trakcie zimowli $rednia temperatura wynosita: w pazdzierniku 10,2°C,
w listopadzie 5,5°C, w grudniu 0,6°C, w styczniu 1,9°C, w lutym 3,2°C. Usredniona suma
opadow atmosferycznych wynosita odpowiednio 30, 35, 40, 45, 45 mm. W marcu $rednia

temperatura wyniosta 4,1°C, natomiast suma opadéw 10 mm [170-173].
3.7 Analiza statystyczna

Do analizy danych wykorzystano pakiet statystyczny R Core Team (2013). Do oceny
normalnosci rozkladu uzyto testu Shapiro-Wilka. Istotno$¢ statystyczng rdznic pomiedzy

grupami okres$lono za pomoca testu Kruskala-Wallisa.
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4 Wyniki
4.1 Pozostalosci badanych substancji aktywnych w zebranych prébach

W syropie cukrowym i ciescie nie stwierdzono obecno$ci analizowanych substancji

aktywnych.
4.1.1 Obecnos¢ matki i jako$¢ czerwienia

Wszystkie rodziny pszczele w momencie rozpoczecia doswiadczenia posiadaty matki
pszczele. W trakcie trwania badan terenowych w grupie A+T jedna rodzin pszczela stracita
matke pszczelg przed narazeniem na $rodki ochrony roslin (stwierdzono 24.07.2021).
Natomiast w grupie K jedna rodzina pszczela zlikwidowata matke (stwierdzono 07.08.2021).
W pozostatych rodzinach matki pszczele byly obecne podczas trwania calego doswiadczenia.

W trakcie oceny czerwienia nie odnotowano staytystycznie istotnych réznic w jakos$ci
czerwiu. Czerw byt zwarty oraz rbwnomiernie pokrywat plastry pszczele. Wyjatek stanowita
jedna rodzia pszczela w grupie A+T+G, poniewaz matka pszczela strutowiata (Stwierdzono

07.08.2021).
4.1.2 Sita rodziny oraz powierzchnia czerwiu krytego i pokarmu na ramkach

Sita rodziny

Srednig sile rodzin wyrazong przez szacowang liczbe pszczét w poszczegolnych grupach
wraz z odchyleniem standardowym przedstawiono w tab. 7. Grupy nie roznity si¢ istotnie
miedzy soba pod wzgledem sity rodziny, zaréwno przed ekspozycja na SOR, jak i po narazeniu.
W poréwnaniu do grupy K, duzy spadek w sile rodzin zauwazono po 28 dniach od rozpoczgcia
ekspozycji (21.08.2021) do oceny przed zimowlg (11.09.2021) w grupach skarmianych
pokarmem z dodatkiem pojedynczych srodkéw ochrony roslin oraz mieszaning G + T.
Byt to najwigkszy spadek sity dla tych grup. Dla pozostatych grup (grupy kontrolnej (K) oraz
A+G, A+T, A+T+G) najwigksza roznica odnotowana zostata w poréwnaniu sity przed zimowla
(ocena 11.09.2021) do sity na wiosne (ocena 23.03.2022). Najwigkszy spadek zauwazy¢ mozna
w grupie K (o ok. 42%), natomiast najmniejszy w grupie T (o ok. 3%). Réznica w sile rodzin
migdzy pierwszg a ostatnig oceng byta najwieksza w grupie T+G (spadek o ok. 36%), natomiast
najmniejsza w grupach A+T oraz A+T+G (spadek o ok. 20%). W grupie kontrolnej (K) liczba

pszczot spadta w tym czasie o ok. 28%.
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Tabela 7. Wptyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na sit¢ rodzin wyrazong w szacowanej

liczbie pszczot w rodzinach pszezelich

Data oceny

Nazwa grupy

A T G A+T A+G T+G A+T+G K
71d7n-?[7)lr§id 8502,30 8124,42 8502,30 8266,13 8502,30 8313,36 8502,30 8266,13
. +0,00 +0,00 +517,43 | +472,35 +0,00 +422,48 | +£771,34 +472,35
ekspozycja
24.07.21 9258,06 8880,18 | 9447,00 | 9210,83 | 9447,00 9258,06 9919,35 9210,83
dzien ekspozycji +422,48 +0,00 +844,97 +472,35 +0,00 +422,48 | +545,42 +472,3500
81.07.21 11336,40
7 dni od 10958,52 | 10202,76 | 11336,40 | 10864,05 +0 0’0 10580,64 | 11100,23 11336,40
rozpoczgcia +844,97 +0,00 +1034,87 | +944,70 ’ +1034,87 | +472,35 +0,00
ekspozycji
07.08.21
14 dni od 11714,28 | 11147,46 | 11714,28 | 11336,40 | 11336,40 | 10958,52 | 11808,75 11572,58
rozpoczgcia +517,43 | +£517,43 | £1034,87 +0,00 +0,00 +844,97 | +545,42 +472,35
ekspozycji
14.08.21 11714,28
21 dni od 11525,34 | 11147,46 i1034’87 11572,58 | 11525,34 | 11147,46 | 11808,75 11572,58
rozpoczgcia +422,48 | +517,43 ! +472,35 | +422,48 | £1034,87 | +545,42 +472,35
ekspozycji
21.08.21
28 dni od 11525,34 | 11147,46 | 11714,28 | 11572,58 | 11525,34 | 11147,46 | 11808,75 11572,58
rozpoczgcia +422,48 | +£517,43 | £1034,87 | +472,35 | +422,48 | +1034,87 | +545,42 +472,35
ekspozycji
11.09.21 7179,72 6423,96 6801,84 8502,30 9069,12 7179,72 9919,35 10391,70
przed zimowlg +1580,79 | £1689,93 | £1034,87 | +£1090,85 | +£1580,79 | +£2463,48 | +1808,96 +1090,85
Liczba rodzin N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=5 N=4 N=4
W grupie
23.03.2022 5668,20 6046,08 6612,90 6612,90 | 6140,55 | 5290,32 6849,08 5983,10
po zimowli +2004,01 | +944,70 | +844,97 | £2987,40 | £1219,60 | +£1432,71 | +£2094,74 +1443,05
Liczba rodzin N=5 N=5 N=5 N=4 N=4 N=5 N=4 N=3
W grupie

Przedstawiono warto$ci $rednie (+sd) powierzchni czerwiu [cm?]. Nazwy grup pochodzg od pierwszych
liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji srodka ochrony roslin lub ich mieszanin (,,A”
—acetamipryd, ,, T — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K”” — kontrola (syrop bez dodatkéw)). Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.
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Powierzchnia czerwiu krytego

Srednig powierzchni¢ czerwiu krytego w poszczegélnych grupach wraz z odchyleniem
standardowym przedstawiono w tab. 8. W powierzchni czerwiu krytego nie wykazano zadnych
statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami, zarowno na poczatku doswiadczenia,
jak i po ekspozycji na $rodki ochrony roslin.

Najwigksza réznice w powierzchni czerwiu krytego pomiedzy pierwsza a ostatnig oceng
odnotowano w grupie rodzin karmionych pokarmem z dodatkiem mieszaniny trojsktadnikowe;
(spadek o 68%), natomiast najmniejsza w grupie A (spadek 0 35%) (wyk. 1.). Spadek w grupie
kontrolnej (K) wyniost rowniez okoto 35%. Do czasu ekspozycji na SOR we wszystkich
grupach, za wyjatkiem grupy A+T+G, odnotowano wzrost powierzchni czerwiu krytego.
Najwiekszy wzrost wystapit w grupie A (o okoto 30%), najmniejszy w grupie G (3,75%).
Najwigcej czerwiu krytego przed ekspozycja byto w grupie A+T+G, najmniej w grupie G.
Po 7 dniach od rozpoczecia ekspozycji na SOR zauwazono spadek powierzchni czerwiu
krytego w kazdej grupie, za wyjatkiem grupy T. Po 14 dniach nastgpit wzrost powierzchni
czerwiu krytego w grupiach A, A+T+G i K, a w pozostatych grupach spadek. Po 21 dniach
jedyna grupa, w ktorej zaobserwowano wzrost powierzchni czerwiu krytego byta grupa T.
Po 28 dniach w kazdej grupie odnotowano spadek, najwickszy w grupie T (o 44% od
poprzedniej oceny), natomiast najmniejszy spadek w grupie A+T (0 37% od poprzedniej
oceny). Grupa pszczo6t skarmiana syropem z dodatkiem glifosatu (G) charakteryzowata sig¢
najmniej zmienng iloscig czerwiu krytego podczas trwania doswiadczenia. Tylko raz
odnotowano niewielki wzrost powierzchni czerwiu krytego (przed ekspozycja na SOR). Po 7,
14 1 21 dniach wystapit nieznaczny spadek powierzchni czerwiu krytego. W grupie rodzin
skarmianych syropem z dodatkiem tebukonazolu (T) 3 razy odnotowano wzrost powierzchni
czerwiu krytego. Byla to jedyna grupa, w ktorej powierzchnia czerwiu krytego zwigkszyta si¢
po 7 i 21 dniach od rozpoczgcia ekspozycji. Po 28 dniach w tej grupie zaobserwowano

najwiekszy, w poréwnaniu do innych grup, spadek powierzchni czerwiu.

49



Tabela 8. Wptyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na powierzchnig czerwiu krytego [cm?] w

rodzinach pszczelich

Nazwa grupy

Data oceny A T G A+T A+G T+G | A+T+G K
30309 | 28105 | 2519,2 | 3080,1 | 3337,9 | 2960,1 | 37985 3050,6
o ror2r +519,2 | +266,4 | +506,4 | +639,1 | +461,9 | £4927 | =475, +631
7 dni przed ekspozycja
39205 | 3141,1 | 2613,7 | 35525 | 36135 | 3629,2 | 3582 3621,4
. 240r21 +504,8 | 524 | +0234 | +297 +748,1 | +616,4 | =740,6 +715,1
dzien ekspozycji
2786,9 | 32435 | 2511,3 | 30506 | 3070,3 | 3133,3 | 29916 2401,1
31.07.21 +4334 | £151,4 | £761,4 | +4084 | +401,4 | +446,7 | +308,3 +765,3
7 dni od rozpoczecia
ekspozycji
07.08.21 3156,9 | 28656 | 23932 | 2912,8 | 3007,3 | 2771,1 | 3090 2647,1
14 dni od rozpoczecia 42015 | +442,2 | +639,2 | +526,1 | 5735 | +7132 | =+1013 +237
ekspozycji
14.08.21 3007,3 2905 2283 2401,1 | 25743 | 25664 | 23913 2637,3
21 dni od rozpoczgcia +4712 | +601,7 | +530,1 | +374,8 | +3923 | +3558 | +838,9 +669,6
ekspozycji
21.08.21 1968,1 | 1621,7 | 13856 | 15155 | 1684,7 | 1550,9 | 1230,1 14466
28 dni od rozpoczecia +476,4 +370,7 | £624,9 | +£315,7 +317,8 | +4432 | +597,3 +432,8
ekspozycji
Liczba rodzin w grupie N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=5 N=4 N=4

Przedstawiono warto$ci $rednie +sd powierzchni czerwiu [cm?]. Nazwy grup pochodza od pierwszych
liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji srodka ochrony roslin lub ich mieszanin (,,A”
—acetamipryd, ,,T” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez dodatkow)). Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.
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Wykres 1. Wptyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na powierzchni¢ czerwiu krytego, zapasu weglowodanowego i pierzgi w rodzinach pszczelich.
Przedstawiono warto$ci $rednie powierzchni czerwiu krytego, zapasu weglowodanowego i pierzgi w rodzinach pszczelich [cm?]. Nazwy grup pochodza
od pierwszych liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji $rodka ochrony ro$lin lub ich mieszanin (,,A” — acetamipryd, ,,T”” — tebukonazol,
,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez dodatkow)). Nie wykazano roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.

51



Powierzchnia pokarmu

Srednia powierzchnie pierzgi i zapasu weglowodanowego w poszczegodlnych grupach
wraz z odchyleniem standardowym przedstawiono odpowiednio w tab. 9. i tab. 10. Grupy nie
roznily si¢ istotnie migdzy soba pod wzgledem powierzchni pokarmu, zaréwno przed
ekspozycja na SOR, jak i po narazeniu. Ilo$é zapasu weglowodanowego w rodzinach do czasu
ekspozycji ksztaltowata si¢ na poziomie okoto 780 cm?. Dziefi po zakofczeniu ekspozycji (31
lipca) zapasy w rodzinach wynosily $rednio 1980 cm?, przy czym najmniej zapasu
weglowodanowego byto w grupie A+T+G (1407,21 cm?), natomiast najwigcej w grupie G
(2582,18 cm?) (wyk. 1.). Wszystkie rodziny kazdorazowo pobieraty caty zadany im pokarm.

We wszystkich grupach, z wyjatkiem grupy pszczot otrzymujacych syrop z dodatkiem
acetamiprydu (A) powierzchnia pierzgi oceniona 24 lipca byta nizsza niz 18 lipca. 14 sierpnia
we wszystkich grupach odnotowano nieznaczny wzrost, powierzchnia pierzgi $Srednio wyniosta
388 cm?. W grupie pszczoét karmionych syropem z dodatkiem tebukonazolu oraz potaczeniem
acetamiprydu 1 glifosatu odnotowano spadek roéwniez podczas oceny 31 lipca. Najwigcej
pierzgi we wszystkich grupach odnotowano 21 sierpnia, powierzchnia wyniosta $rednio 1455
cm?. Poréwnujac pierwsza oceng z ostatnia, najwiekszy zapas pierzgi zgromadzita grupa G

(1324,16 cm?), natomiast najmniejszy grupa A+T+G (936,83 cm?).

Tabela 9. Wpltyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na powierzchni¢ pierzgi [cm?]

w rodzinach pszczelich

Data oceny Nazwa grupy
A T G A+T A+G T+G A+T+G K

17.07.21 96,04 406,22 | 273,96 | 448,73 | 330,65 | 466,05 | 295,22 314,90
7 dni przed ekspozycja +30,69 | £182,91 | £208,39 | £162,49 | £185,88 | £184,74 | £165,45 | +128,56
24.07.21 110,22 | 220,43 | 168,47 | 137,77 | 165,32 | 133,83 | 127,93 137,77
dzien ekspozycji +58,38 | £71,51 | £202,98 | +£50,82 | +64,68 | +6587 | +19,68 | +104,14
31.07.21 188,94 | 181,07 | 275,54 | 186,97 | 149,58 | 141,71 | 167,29 167,29
7 dni od rozpoczgcia ekspozycji +98,01 +59,70 | £144,63 | £59,04 | +98,01 +71,51 +93,01 +67,22
07.08.21 251,92 | 267,67 | 314,90 | 147,61 | 283,41 | 236,18 | 246,02 334,58
14 dni od rozpoczecia ekspozycji +81,62 | £153,46 | £224,40 | £103,52 | +93,98 | +73,64 | £121,85 +50,82
14.08.21 330,65 | 519,59 | 401,50 | 364,10 | 464,48 | 330,65 | 344,42 354,26
21 dni od rozpoczecia ekspozycji +153,97 | £155,97 | £128,76 | £37,69 | £143,01 | £146,23 | +59,04 +136,36
21.08.21 1409,18 | 1550,88 | 1598,12 | 1525,30 | 1267,47 | 1543,01 | 1466,25 | 1279,28
28 dni od rozpoczecia ekspozycji +413,21 | £625,85 | £354,92 | £607,57 | £356,88 | £326,26 | £336,12 | +204,53

Liczba rodzin w grupie N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=5 N=4 N=4

Przedstawiono wartoéci $rednie +sd powierzchni pierzgi [cm?]. Nazwy grup pochodzg od pierwszych
liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji srodka ochrony roslin lub ich mieszanin (,,A”
—acetamipryd, ,,T” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez dodatkow)). Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.
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Tabela 10. Wplyw acetamiprydu,

weglowodanowego [cm?] w rodzinach pszczelich

glifosatu

i/lub

tebukonazolu na powierzchni¢ zapasu

Nazwa grupy

Data oceny
A T G A+T A+G T+G A+T+G K
212556 | 1204,49+ | 128164 | 115135 | 1094,28+ 921,08 905,34 934,86
17.07.21 +100,05 | 161,34 | £1020,90 | +199,10 | 38507 | +20567 | +278,33 | +14507
7 dni przed
ekspozycja
826,61 | 62193 | 65342 | 61012 | 669,16 527,46 432,99 373,94
24021 +383,66 | +212,70 | 384,26 | 364,32 | +32578 | +270,72 | 367,85 | 267,93
dzien ekspozycji
31.07.21 2164,94 | 175557 | 2582,18 | 213542 | 1810,68 20783 1407,21 1928,76
7 dni od rozpoczecia | 927,74 | +266,39 | £732,50 | 510,58 | +259,61 |  +283,19 | 407,01 |  +708,52
ekspozycji
70853 | 72821 | 98406 | 70853 | 75576 669,16 649,48 462,51
07.0821 1 116930 | +14552 | +£311,93 | 167,00 | +276,10 | +£114,76 | +188,78 | 245,56
14 dni od rozpoczecia
ekspozycji
1417,05 | 1440,67 | 191302 | 138753 | 127535 1440,67 1220,24 1180,88
140821 | 436184 | 257,52 | £678,70 | 273,42 | +468,73 |  4246,76 |  +£344,66 | 372,04
21 dni od rozpoczecia
ekspozycji
1409,18 | 1550,88 | 1598,12 | 152530 | 1267,47 1543,01 1466,25 1279,28
210821 | 441321 | 62585 | £354,92 | 607,57 | 356,88 | £32626 | £336,12 |  +204,53
28 dni od rozpoczecia
ekspozycji
Liczba rodzin w N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=5 N=4 N=4

grupie

Przedstawiono warto$ci $rednie +sd powierzchni zapasu weglowodanowego [cm?]. Nazwy grup
pochodza od pierwszych liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji srodka ochrony roslin
lub ich mieszanin (,,A” — acetamipryd, ,,T”” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez

dodatkéw)). Nie wykazano roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.
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4.1.3 Instynkt higieniczny i stopien odbudowy wezy
Instynkt higieniczny

Wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym dla instynktu higienicznego
przedstawiono w tab. 11. Nie wykazano zadnych statystycznie istotnych roéznic pomigdzy
grupami, zarowno na poczatku doswiadczenia, jak i po ekspozycji na srodki ochrony roslin.
W wigkszosci grup odsetek oczyszczonych komoérek wynosit ponad 90%. Najmniej
oczyszczonych komoérek odnotowano 21 sierpnia, po 12h od przeprowadzenia testu, w grupie
pszcz6t karmionych syropem z dodatkiem acetamiprydu (69%) i1 tebukonazolu (75%). Po 24h
wszystkie grupy oczyscity komorki w 100%.

Tabela 11. Wptyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na instynkt higieniczny robotnic [%]

Grupy doswiadczalne
Data i czas oceny A T G G+tT | A+T | AvG [ Aa+T+G | K
% oczyszczonych komorek
92,25 84,6 96,2 98,33 97 97,2 97,75 96,5
%2?'283 12h | 055 | xis16 | 61 | 1408 | 40 | 44 | 44 158
e O'Z o | oan 100 96,2 99,4 100 100 | 100 100 100
pOzyCIa +0,0 +6,34 +1,3 +0,0 0,0 | +0,0 +0,0 +0,0
2507.2021 | 1, | 9625 86,6 91 86,2 92 83,2 95 86,75
1 dzief po 43,1 +18,1 492 486 | +86 | +191 | 10,0 4265
rozpoczeciu 100 99,4 94.3 100 | 996 100 90,75
ekspozycji 24h +0,0 97.4£5.8 +1,3 +13,9 +0,0 +0,9 +0,0 +18,5
21.08.2021 | 1,p 69 75 86,6 79 94,75 | 96 91,75 98
28 dni po 27,4 +33,9 +12,3 4345 | £69 | +47 +10,5 +4.0)
rozpoczgciu 100 100
okeporycji | 24 | 10000 | 100400 | 10000 | 100400 | oo | oo | 100200 | 10040,0
Liczba rodzin w N=5 N=5 N=5 N=5 | N=4 | N=5 N=4 N=4
grupie

Przedstawiono procent oczyszczonych komoérek (xsd). Nazwy grup pochodza od pierwszych liter nazw
substancji aktywnych obecnych w formulacji $rodka ochrony roélin lub ich mieszanin (,,A” —
acetamipryd, ,,T” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez dodatkow)). Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.
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Stopien odbudowy wezy

Oceng stopnia odbudowy wezy w skali 0-6 pkt. przeprowadzono czterokrotnie
po dodaniu ramki z we¢za do rodzin pszczelich. Wartosci $rednie wraz z odchyleniem
standardowym oraz przedstawiono w tab. 12. Nie wykazano zadnych statystycznie istotnych
réznic pomig¢dzy grupami. W ostatniej ocenie najnizsza $rednig liczbe punktow otrzymata

grupa G, natomiast najwyzsza grupy A+T oraz A+T+G.

Tabela 12. Wptyw acetamiprydu, glifosatu i/lub tebukonazolu na stopien odbudowy wezy [pkt]

. Grupy doswiadczalne
Data oceny (czas od wprowadzenia
wezy do rodziny) A T G G+T | A+T A+G | A+T+ | K
G

27.07.2021 3 2,6 2,2 2,2 2,25 2,2 2,25 2,5
(24h) +0,7 | +0,5 | +0,8 | £0,8 | 0,5 +0,5 +0,5 +0,6

29.07.2021 4 34 2,6 34 3,5 2,8 3,75 3,5
(72h) +0,7 | +£0,9 | +0,6 |=£1,3 | 1,0 +04 | £1,3 +0,6
31.07.2021 5,4 4,6 4,2 5 5 5 5,75 4,9
(5 dni) +13 | +1,1 | +13 | £12 |+14 |+1,0 |+05 |+08
. 5,8 5,8 54 5,6 6 5,8 6=+ 5,75
07.08.2021 (12 dni) £0,5 | 0,5 | =09 |09 |00 |=05 |00 |05
Liczba rodzin w grupie N=5 N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=4 N=4

Przedstawiono wartosci $rednie stopnia obudowy wezy w skali 0-6p. Nazwy grup pochodzg od
pierwszych liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji $rodka ochrony roslin lub ich
mieszanin (,,A” — acetamipryd, ,,T” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola (syrop bez
dodatkow)). Nie wykazano roznic istotnych statystycznie na poziomie istotnosci <0,05.

4.1.4 Ocena zimotrwalo$ci rodzin pszczelich

Dwie rodziny osypaty si¢ w trakcie zimowli, jedna rodzina w grupie K oraz jedna rodzina
w grupie A+G, co zostalo odnotowane 25.12.21. Pozostale rodziny przezimowaly (ocena

po zimowli 23.03.2021).
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4.2 Wplyw badanych substancji aktywnych obecnych w formulacjach SOR

na aktywnos$é/poziom wskaznikéw biochemicznych

Najwigcej roznic z grupg kontrolng odnotowano w przypadku pszczot karmionych
syropem z dodatkiem tebukonazolu (fungicydu) — z 9 badanych wskaznikéw biochemicznych,
poziom 5 (GGTP, ALP, kreatynina, kwas moczowy i mocznik) roznit si¢ istotnie statystycznie,
w wiegkszosci przypadkéw byt nizszy (tab. 13). To takze w tej grupie poziom wskaznikow
biochemicznych najczgéciej roznit sie istotnie Statystycznie od poziomu wskaznikow
W pozostalych grupach doswiadczalnych. W przypadku pszczot w grupach G, A+T, A+Gi T+G
poziom zadnego analizowanego wskaznika nie roznit si¢ istotnie statystycznie z grupa

kontrolna.

Tabela 13. Wptyw acetamiprydu, tebukonazolu i/lub glifosatu na poziom wskaznikow biochemicznych

w hemolimfie robotnic pszcz6t miodnych

Nazwa wskaznika Nazwy grup doswiadczalnych
biochemicznego A T G A+T A+G T+G A+G+T K
N L P Lk P e e o
» +34,61A I o 423264 " 422778 | £50,88A
167,81 156,98 | 126,24 | 148,96 | 153,07 150,07
> | 157,74 : ! ! ! 124,48 !
AST [U/L] i2(2\,80 11,7348 i3:1§25 ﬂ:lfé,64 i£25,034 ilféﬂ 145.878C iggo
8,29 6,22 6,34
’ 3,70 8,63 ' 8,69 4,18 5,86 !
A ' ' ’ ' 1 AC
ALP [UL] 20 ees | anareo | L8O s | Lygese | s 3gec | FLOT
8,33 6,13 6,8
! 1,96 ' ! 7,67 3,3 3,7 7,59
GGTP [U/L] 2| gpze | ERE LT 140 | spg48c | sp598C | an0gA
1,03 11 1,23 1,08
- ! 1,18 ' ! 1,25 ! 0,93 1,17
Albuminy [g/L] 011 so7ne | EOLT 1 20T g ge | 0L +0,21°¢ 0,17
8005 | 4311 | 6253 | 7639 | 5866 | 5232 | 55,9 | 5495
Kreatynina [umol/L] | +37,11 "B +24,79 £34,51 +4,49 £12,01 P £6,06
AD +3,65 DC ACD ACD BC 9.5 ACD
ooy | S| om | S| T BT B p | wa
[umol/L] A +24,348 AD o ACDE ACDE +41,028¢P +29,36
0,41 0,3 0,34
. 0,2 0,26 0,53 X ' X 0,51 0,44
Mocznik [mmol/L] | o isa | sojome | soazec | *013 | 023 | 2016 | judsc | ogcc
2,1 2,12 2,14
’ 2,21 2,02 X 2,13 2,1 1,83 !
TAS [mmol/L] £0.06 1 s0038 | xoa8c | FOO | io034c | s0,004c | sogomec | 007

Tabela zawiera warto$ci $rednie (+ odchylenie standardowe) poziomu wskaznikow biochemicznych.
Nazwy grup pochodza od pierwszych liter nazw substancji aktywnych obecnych w formulacji $rodka
ochrony roslin lub ich mieszanin (,,A” — acetamipryd, ,,T” — tebukonazol, ,,G” — glifosat, ,,K” — kontrola
(syrop bez dodatkéw)). Réznice istotne statystycznie pomiedzy grupami oznaczono literami. Rdzne
litery oznaczaja réznice na poziomie istotnosci <0,05.
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4.2.1 Enzymy detoksykacyjne i antyoksydacyjne — ALT, AST, ALP
oraz GGTP

Aktywno$¢ ALT byta nizsza we wszystkich grupach doswiadczalnych w porownaniu
z grupa kontrolng, w przypadku pszczét karmionych mieszaning trojsktadnikowa réznica
ta byla istotna statystycznie (aktywno$¢ spadta o 16,9%) (tab. 13.).

Aktywnos$¢ ALP byla rowniez istotnie nizsza (0 41,6%) w grupie T w odniesieniu
do grupy kontrolnej. U pszczot otrzymujacych potaczenie glifosatu i tebukonazolu aktywno$é
ALP byla nizsza (réznica nieistotna statystycznie), a pojedynczego glifosatu wyzsza (r6znica
nieistotna statystycznie). W ALP mozna zauwazy¢ wzrost aktywnoséci w grupie G, natomiast
spadek w grupie T i T+G.

W aktywnosci AST nie wykazano zadnych istotnych statystycznie réznic pomig¢dzy
grupami do$§wiadczalnymi a grupg kontrolng. Podawany rodzinom acetamipryd i tebukonazol
spowodowal wzrost aktywnosci AST, natomiast potaczenie tych $rodkow spadek
w porownaniu do grupy kontrolnej (wyk. 2.). Roznica migdzy grupa A+T a grupami A i T byla
istotna statystycznie.

Dodatek tebukonazolu do syropu spowodowat istotnie wiekszy spadek aktywnosci GGTP
w hemolimfie pszczot w poréwnaniu do grupy kontrolnej, zmiana ta roznita si¢ istotnie
od zmiany wywotanej przez acetamipryd oraz potaczenia acetamiprydu z tebukonazolem (tab.
13., wyk. 2.). Istotnie nizszg aktywno$¢ GGTP odnotowano w grupie T w odniesieniu do grupy
kontrolnej (spadek o 74,1%). Na aktywno$§¢ GGTP istotnie wptyneta rowniez mieszanina
trojsktadnikowa, obnizajac ja o 51,2% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wyk. 5.).
Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze aktywnos¢ GGTP zmniejszyta si¢ w grupach T, G, oraz T+G
(wyk. 4.).

Mieszaniny SOR nie wplynely na aktywno$¢ zadnego z analizowanych enzymoéw
W sposob wigkszy lub rowny od sumy dziatania dwoch pojedynczych srodkow. Oznacza to,
ze badane substancje aktywne po potaczeniu wykazujg efekt antagonistyczny. W grupie pszczot
otrzymujacych syrop z dodatkiem mieszaniny trojsktadnikowej (A+T+G) nie odnotowano
wiekszych zmian w aktywno$ci enzymoéw niz w grupach pszczét otrzymujacych syrop
z dodatkiem mieszanin dwusktadnikowych (A+T, A+G, T+G) (wyk. 2-5). Wyjatkiem jest
poziom GGTP i ALT, na ktorych aktywno$¢ bardziej wplyngta mieszanina trojsktadnikowa
(spadek w poréwnaniu z grupg kontrolng) (wyk. 2-5). Mieszaniny dwusktadnikowe
nie spowodowaty istotnych statystycznie zmian w aktywnosci zadnego z analizowanych

enzymOéw W hemolimfie pszczot. Jednak w wielu przypadkach zmiany spowodowane
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przez pojedyncze $rodki, roznily si¢ istotnie od zmian wywolanych przez ich polaczenie.
Zmiany aktywno$ci analizowanych enzymow spowodowane przez mieszaning trojsktadnikowsg
roznity si¢ istotnie od zmian spowodowanych przez co najmniej jedng substancje aktywna
w przypadku wszystkich enzymow, z wyjatkiem ALP (wyk. 2-5). Mieszanina acetamiprydu
I tebukonazolu (A+T) nie zmienita aktywno$ci analizowanych enzyméw w sposob rézny
od pojedynczego acetamiprydu (A) (wyk. 2.). Potaczenie acetamiprydu i glifosatu (A+G) nie
wywolalo istotnych statystycznie zmian w aktywnos$ci Zadnego z analizowanych enzymow

w hemolimfie pszczot w porownaniu z grupami A i G (wyk. 3.).
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Wykres 2. Wptyw acetamiprydu i tebukonazolu (pojedynczo lub w mieszaninie) na aktywno$¢ ALT,
AST, ALP i GGTP w hemolimfie robotnic. Roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami oznaczono

literami. R6zne litery oznaczaja roznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki bledu wskazujg odchylenie

standardowe.

58



[
o
=]

300 -
Acetamipryd
= { — 200
S 250 5 I B Glifosat
E 200 E 150 B Acetamipryd + Glifosat
2 B m Kontrola
g uo 2 100
Z =
£ 100 F3
™ ™ 50
)
o 0
14
12
10

a
w B N

m

Sy

aktywnos¢ GGTP (U/L)
S

aktywnosc ALP [U/L)

=)
ra

1TREIT
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literami. R6zne litery oznaczaja roznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki bledu wskazuja odchylenie

standardowe.
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Wykres 4. Wptyw tebukonazolu i glifosatu (pojedynczo lub w mieszaninie) na aktywnos¢ ALT, AST,
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ALP i GGTP w hemolimfie robotnic. Roznice istotne statystycznie pomiedzy grupami oznaczono

literami. R6zne litery oznaczaja roznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki btedu wskazujg odchylenie

standardowe.
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Wykres 5. Wpltyw acetamiprydu, tebukonazolu i glifosatu (pojedynczo lub w mieszaninie)
na aktywno$¢ ALT, AST, ALP i GGTP w hemolimfie robotnic. Rdznice istotne statystycznie pomiedzy
grupami oznaczono literami. R6zne litery oznaczaja réznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki btedu

wskazuja odchylenie standardowe.

4.2.2 Nieenzymatyczne antyoksydanty — albuminy, kreatynina, kwas

moczowy i mocznik

Stezenie wigkszosci wskaznikow biochemicznych byto nizsze w hemolimfie pszczot
otrzymujacych SOR w poréwnaniu z grupa kontrolna, w wigkszosci nie byly to jednak réznice
istotne statystycznie (tab. 13.). W stezeniu albumin nie wykazano zadnych istotnych roznic
pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a grupg kontrolng. W przypadku pojedynczych substancji,
acetamipryd 1 tebukonazol wywotaly istotnie statystyczny spadek poziomu mocznika
w porownaniu z grupg kontrolng (odpowiednio 0 53,6% i 40,9%). Tebukonazol spowodowat
rowniez istotny spadek poziomu kreatyniny (o 21,5%) oraz wzrost poziomu kwasu moczowego
(0 94,8%) w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Glifosat nie wptynat istotnie na poziom zadnego
z analizowanych wskaznikow. Mieszaniny SOR nie spowodowaty istotnych zmian w poziomie
zadnego z analizowanych wskaznikéw w hemolimfie pszczét w pordwnaniu z grupg kontrolna.

Podobnie jak w przypadku enzymow detoksykacyjnych i antyoksydacyjnych, na poziom
zadnego z analizowanych wskaznikéw mieszaniny SOR nie wplynely w sposob wigkszy
lub rowny od sumy dziatania dwdch pojedynczych srodkéw. Oznacza to, ze badane substancje
aktywne, w tym przypadku po potaczeniu, wykazuja efekt antagonistyczny. Mimo iz

mieszaniny dwusktadnikowe nie spowodowaty istotnych statystycznie zmian w poziomie
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zadnego z analizowanych wskaznikow W hemolimfie pszczol, w wielu przypadkach zmiany
spowodowane przez pojedyncze $rodki roznily sig¢ istotnie od zmian spowodowanych przez ich
potaczenie. W grupie pszczot otrzymujacych syrop z dodatkiem mieszaniny trojsktadnikowe;
(A+T+G) nie odnotowano wigkszych zmian w poziomie wskaznikow, niz w grupach pszczot
otrzymujacych syrop z dodatkiem mieszanin dwusktadnikowych (A+T, A+G, T+G) (wyk. 6-
9).

Zmiany spowodowane przez mieszaning acetamiprydu i tebukonazolu r6znig si¢ istotnie
od zmian wywolanych przez pojedynczy acetamipryd i/lub tebukonazol w przypadku
wszystkich wskaznikow z wyjatkiem albumin (wyK. 6.). Pszczoty w grupie T charakteryzowaty
si¢ istotnie nizszym poziomem kreatyniny od pszczot w grupach A, A+T i K.

W przypadku polaczenia acetamiprydu i glifosatu odnotowano najmniej réznic istotnych
statystycznie w poziomie analizowanych wskaznikow biochemicznych (wyk. 7.). Potgczenie
acetamiprydu i glifosatu (A+G) spowodowato wzrost poziomu albumin, natomiast acetamipryd
(A) i glifosat (G) spadek. Acetamipryd pojedynczo (A) i w polaczeniu z glifosatem (A+G)
spowodowat spadek stezenia mocznika w poréwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast glifosat
(G) jego wzrost.

Dodatek glifosatu (G) oraz mieszaniny glifosatu i tebukonazolu (T+G) do syropu
spowodowat spadek poziomu kwasu moczowego, natomiast dodatek tebukonazolu (T) wzrost
(r6znica istotna statystycznie) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (wyk. 8.).

Zmiany spowodowane przez mieszaning wszystkich trzech srodkow rdznily si¢ istotnie
od zmian spowodowanych przez co najmniej jedna pojedyncza substancje¢ w przypadku

wszystkich wskaznikéw z wyjatkiem albumin (wyk. 9.).
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Wykres 6. Wplyw acetamiprydu i tebukonazolu (pojedynczo lub w mieszaninie) na poziom

poziom mocznika
{mmol/L)
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antyoksydantéw nieenzymatycznych w hemolimfie robotnic. Rdznice istotne statystycznie pomigdzy
grupami oznaczono literami. R6zne litery oznaczaja rdéznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki btedu

wskazuja odchylenie standardowe.
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Wykres 7. Wptyw acetamiprydu i glifosatu (pojedynczo lub w mieszaninie) na poziom antyoksydantow
nieenzymatycznych w hemolimfie robotnic. R6znice istotne statystycznie pomiedzy grupami oznaczono
literami. Rozne litery oznaczaja réznice na poziomie istotnosci <0,05. Stupki btgdu wskazuja odchylenie

standardowe.
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Wykres 9. Wplyw acetamiprydu, tebukonazolu i glifosatu (pojedynczo lub w mieszaninie) na poziom
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wskazuja odchylenie standardowe
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4.2.3 Wskaznik catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej organizmu — TAS

W poziomie TAS nie wykazano zadnych istotnych roznic pomiedzy grupami
doswiadczalnymi a grupa kontrolng (tab. 13., wyk. 10.). Pszczoty otrzymujace syrop z
dodatkiem tebukonazolu cechowaly si¢ istotnie statystycznie wyzszym poziomem TAS niz
pszczoty z grup otrzymujacych syrop z dodatkiem glifosatu, acetamiprydu i mieszanin

dwusktadnikowych.
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Wykres 10. Wptyw acetamiprydu, tebukonazolu i glifosatu (pojedynczo lub w mieszaninie) na $redni
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poziom TAS w hemolimfie nowo wygryzionych robotnic. Rodzinom pszczelim przez 7 dni podawany
byt syrop cukrowy z dodatkiem komercyjnych formulacji srodkéw ochrony roslin. Grupa kontrolna
otrzymywata syrop bez dodatkow. Roznice istotne statystycznie pomigdzy poszczegdlnymi wartosciami
srednimi wskaznikow biochemicznych dla grup oznaczono literami. Rdzne litery oznaczajg rdznice na

poziomie istotno$ci <0,05
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5 Dyskusja
5.1 Wplyw badanych substancji aktywnych obecnych w formulacjach SOR

na rodziny pszczele

Istnieje niewiele danych na temat wplywu badanych w niniejszej pracy substancji
na wskazniki wydajno$ciowe i rozwojowe rodziny pszczelej. Badane SOR i ich mieszaniny nie
wplynely statystycznie istotnie na obecno$¢ matki pszczelej, jako$¢ czerwienia przez matki,
powierzchni¢ czerwiu, pokarmu oraz sile¢ rodzin, a takze stopien odbudowy wezy i instynkt
higieniczny. Stosunkowo wysokie odchylenie standardowe badanych parametrow
we wszystkich grupach $wiadczy o duzym naturalnym zréznicowaniu rozwoju rodzin
pszczelich, pomimo ich jednolitego genetycznie pochodzenia. Taka rdéznorodno$¢ jest
charakterystycznym elementem wystepujacym w badaniach biologicznych. Efektem tego moze
by¢ rézna podatno$¢ rodzin pszczelich na toksyczne dziatanie SOR i trudno$é
w zaobserwowaniu zmian powodowanych przez SOR [89, 136]. Literatura wskazuje na
znaczng zmienno$¢ w reakcji pszczol na substancje toksyczne w laboratoryjnych
doswiadczeniach klatkowych, a majac na uwadze zlozono$¢ funkcjonowania rodziny pszczelej,
oczekuje si¢, ze roznica w reakcji migdzy osobnikami i spoleczno$ci pszczelej jest jeszcze
wigksza w warunkach naturalnych [12].

W badaniach wilasnych nie odnotowano wplywu acetamiprydu w stezeniu 250 ppb
na oceniane parametry w rodzinach pszczelich (tab. 13.). Odmienne wyniki otrzymano
w badaniach Shi i wsp. [174], ekspozycja na acetamipryd w stezeniu 25 000 ppb spowodowata
zmniejszenie liczby komorek z czerwiem krytym w rodzinach. Do podobnych wnioskow doszli
réwniez Chen i wsp. [118] po zastosowaniu stezenia 2 431 ppb, dodatkowo odnotowali oni
zwigkszong Smiertelno$¢ pszczot, obnizong aktywnos¢ lotng zbieraczek oraz mniejsza sile
rodziny. Moze to by¢ spowodowane wyzszym stezeniem zastosowanym przez innych autorow
niz tym wykorzystanym w badaniach wlasnych. Z Kkolei w badaniach polowych
przeprowadoznych na rodzinach pszczelich, majacych dostegp do pozytku, na ktoérym
zastosowano oprysk acetamiprydem, nie odnotowano wptywu tego $rodka na $miertelnos¢,
rozwo6j czerwiu, site rodziny czy miodno$¢. Poziom pozostatosci acetampirydu w miodzie
wyprodukowanym przez pszczoty w tym do$wiadczeniu wyniést od 0,1 do 7,6 ppb,
a w pierzdze i pytku od 0,6 do 10,5 ppb [111]. W badaniach Dworzanskiej i wsp. [89],
acetamipryd zaaplikowany na pole rzepaku w stezeniu 120 000 ppb réwniez nie wptynat
na $miertelno$¢, ani na aktywnosc¢ lotng pszczoty miodnej. Wyniki badan polowych, zaréwno

w nizszych stezeniach, jak 1 wyzszych od tych zastosowanych w badaniach wtasnych,

65



potwierdzaja obserwacje wlasne. Acetamipryd uwazany jest za mniej toksyczny w porownaniu
do pozostatych neonikotynoidow [16, 107, 114]. Nizsza toksycznos$¢ acetamiprydu wzgledem
pszczoty miodnej nie jest jeszcze wytlumaczona, ale moze by¢ powigzana z jego stosunkowo
szybkim metabolizmem w organizmie pszczoty miodnej [114, 115].

Glifosat w badaniach wlasnych przy stgezeniu 7200 ppb nie wplynatl na oceniane
parametry w rodzinach pszczelich (tab. 13.). Takie wyniki potwierdzaja rowiez badania
Odemera i wsp. [131], herbicyd ten podawany rodzinom w syropie w ilosci 4 800 ppb i 137
600 ppb nie wplynat na kondycje rodziny i przezycie poszczegolnych robotnic, mimo iz wyzsze
stezenie przyczynito si¢ do wolniejszego rozwoju czerwiu. Glifosat podawany rodzinom
W syropie w jeszcze wyzszych stezeniach (75 000, 150 000 lub 301 000 ppb) rowniez nie
wplynat na przezycie, rozwdj i $rednig mas¢ czerwiu, ani na $miertelno$¢ robotnic [175].
Z kolei po podaniu glifosatu w stezeniu 0,1; 1 i 10 ppb zimujagcym pszczotom miodnym,
stwierdzono ich wyzsza $miertelno$¢ niz w grupie kontrolnej [45].

W badaniach wiasnych tebukonazol w st¢zeniu 147 ppb, podobnie jak glifosat
i acetamipryd, nie wptynagt na oceniane w rodzinach pszczelich parametry (tab. 13.).
W literaturze nie ma dostgpnych informacji na temat wptywu tego fungicydu na rodziny
pszczele. Badania analizujace wplyw fungicydow z innych niz tebukonazol grup chemicznych

sugeruja, ze mogg one stanowic zagrozenie dla rodzin pszczelich [176].

5.2 Wplyw badanych substancji aktywnych obecnych w formulacjach SOR

na poziom wskaznikow biochemicznych

Srodki ochrony roélin moga zmienia¢ mechanizmy detoksykacyjne, antyoksydacyjne
i Dbiochemiczne zwigzane =z odpornoscia u pszczoty miodnej, ktore wplywaja
na funkcjonowanie catego jej organizmu. Wiele badan potwierdzito, ze SOR powoduja wzrost
lub spadek aktywno$ci enzymow oraz zmieniajg poziom niektorych Kluczowych substancji
(np. ATP, biatek i glutationu [7, 8, 44, 45, 50]. Nie oszacowano jednak wartosci referencyjnych
wskaznikow biochemicznych dla pszczoty miodnej [35]. W poszczegdlnych testach
z wykorzystaniem SOR robotnice roznig si¢ wiekiem, a parametry fizjologiczne i wrazliwo$é
na pestycydy zmieniajg si¢ wraz z starzeniem si¢ pszczot [7, 35]. Ponadto do analizy
wykorzystywane sg rozne materialy (np. hemolimfa, cala glowa gltowa, czy jelita, a poziom
i/lub aktywnos$¢ wskaznikow moze by¢ odmienna w réznych tkankach i narzadach [45, 47, 50].
Dodatkowo, SOR aplikowane sa w rozny sposob, w odmiennych stezeniach i czasie

ekspozycji, co jest rowniez istotng kwestig w interpretacji wynikow.
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5.2.1 Enzymy detoksykacyjne i antyoksydacyjne (ALT, ALP, AST, GGTP)

Przeprowadzono kilka badan, w ktérych analizowano aktywno$¢ ALT, AST i1 ALP
w hemolimfie pszcz6ét. Uzyskane przez poszczegdlnych autorow wyniki roznig si¢. Aktywnos¢
AST wyniosta od 20 do 150 U/L, ALT od 25 do 150 U/L, natomiast ALP od 5,66 do 25 U/L
[7, 38, 39, 49, 54, 64, 177]. Réznice mogg wynika¢ z odmiennej metody analizy oraz
niejednakowego wieku pszczot. Aktywnos¢ AST i ALP u zdrowych pszczét wzrasta
do 22 dnia, a ALT do 26 dnia zycia, a nastepnic spada [38]. Dowiedziono roéwniez,
ze aktywno$¢ ALT, AST i ALP w hemolimfie pszczo6t na ogoél maleje w wyniku dziatania
szkodliwych substancji i pasozytniczej aktywnosci Varroa destructor [48, 49], a takze pola
elektromagnetycznego [64], natomiast moze wzrasta¢ pod wptywem stresujacych czynnikow
(np. zbyt wysokiej temperatury [54] oraz substancji dziatajacych stymulujaco, np. kurkuminy
[38, 39, 177]. W badaniach wlasnych aktywno$¢ ALT w hemolimfie pszczo6t z grupy kontrolne;j
wyniosta 279,79 U/L; AST 150,07 U/L; natomiast ALP 6,34 U/L. Poréwnujac wyniki
otrzymane w badaniach wlasnych z badaniami innych autoréw, mozna zauwazy¢, ze aktywnos¢
ALT jest wyzsza w przypadku badan wtasnych, natomiast AST 1 ALP miesci si¢ w uzyskanych
przez innych autorow przedziatach [7, 38, 39, 49, 54, 64, 177].

Analiza aktywno$ci GGTP w hemolimfie pszczoty miodnej byta przedmiotem niewielu
badan. Dowiedziono, ze poziom GGTP w hemolimfie pszczoty miodnej wzrasta pod wptywem
stresujacych czynnikow, np. zbyt wysokiej temperatury. W badaniach Sapcaliu i wsp. [54]
w grupie kontrolnej aktywnos¢ tego enzymu ksztattowata si¢ na poziomie od 2,56 do 3,33 U/L.
Dodatkowo aktywno$¢ GGTP byta badana w hemolimfie larw barciaka wigkszego (Galleria
mellonella L.) Wykazano, ze pod wplywem substancji chemicznych w postaci lekow
weterynaryjnych poziom tego enzymu spadt [53]. W badaniach wiasnych w grupie kontrolnej
aktywno$¢ GGTP wyniosta 7,59 U/L.

W badaniach wtasnych acetamipryd w stgzeniu 250 ppb podawany rodzinom pszczelim
nie spowodowat istotnych zmian w aktywnos$ci badanych enzymow (tab. 13.). W literaturze
nie ma danych na temat wplywu acetamiprydu w tej dawce na analizowane w niniejszej pracy
wskazniki. W wyzszych stezeniach (tj. 600, 1200, 2400, 6000 i 60 000) ppb insektycyd
ten wplyngt na aktywnos$¢ antyoksydantow: polifenolooksydazy 1 karboksyloesterazy
oraz enzymu detoksykacyjnego GST [114]. W badaniach Paleologa i wsp. [8] analizowano
wplyw innego neonikotynoidu, imidakloprydu (w stezeniu 5 i 200 ppb). Podawany w syropie
obnizyt aktywnos¢ ALP, ALT i AST w hemolimfie wszystkich kast, niezaleznie od wieku [8].

Aktywnos¢ ALP u pszczot miodnych jest roOwniez analizowana w tkankach jelita osobnikow
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narazonych na SOR. Dowiedziono, ze aktywno$é tego enzymu w jelicie moze zmieniaé sie pod
wplywem szkodliwych substancji. U pszczo6t jednodniowych karmionych syropem z dodatkiem
deltametryny (insektycyd z grupy pyretroidow) aktywno$¢ ALP otrzymanej z jelita nieznacznie
roznita si¢ od grupy kontrolnej [47]. Pszczoty narazone pokarmowo na dziatanie spor bakterii
Bacillus thuringiensis (bioinsektycyd) cechowaty si¢ zwigkszong aktywnoscia ALP
(ekstrahowanej z jelita po 10 dniach, natomiast zmniejszong po 20 dniach w poréwnaniu
do grupy kontrolnej). Ekspozycja pokarmowa na fipronil (insektycyd neonikotynoidowy)
spowodowata wzrost aktywnosci ALP po 10 dniach, natomiast po 20 dniach nie
zaobserwowano zadnego efektu [50]. U pszczot zimujacych skarmianych syropem z dodatkiem
imidakloprydu (insektycyd z grupy neonikotynoidoéw), glifosatu i/ lub difeconazolu (fungicyd
triazolowy) odnotowano zmiany aktywno$ci ALP w tkance jelita (najczg$ciej wzrost), jednak
tylko w przypadku grupy pszczot otrzymujacych potaczenie imidakloprydu z glifosatem
w stezeniu 0,1 ppb zmiana ta byla istotna statystycznie [45]. Nie wykazano zmian
w aktywno$ci ALP ekstrahowanej z jelit pszczot zbieraczek (w wieku powyzej 21 dni)
po ekspozycji kontaktowej na tiametoksam (insektycyd z grupy neonikotynoidéw) w dawce
rownej LDso (51,16 ng na pszczote lub nizszej 5,12 ng i 2,56 ng na pszczole w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [51].

Glifosat w badaniach wtasnych przy stezeniu 7200 ppb nie wptynat istotnie na aktywno$¢
zadnego z analizowanych enzymow (tab. 13.). W zaleznosci od st¢zenia, sposobu aplikacji
1 wieku pszczot herbicyd ten moze wptywaé na poziom wskaznikow antyoksydacyjnych
i detoksykacyjnych pszczoty miodnej [46, 146]. W badaniach Almasri i wsp. [45] u pszczot
zimujacych skarmianych syropem z dodatkiem glifosatu w stezeniu 0,1 i 1 ppb odnotowano
zmiany aktywnos$ci ALP w tkance jelita (najczgséciej wzrost, jednak zmiany te nie byly istotne
statystycznie. U zimujacych pszczot glifosat podawany w stezeniu 0,1 i 1 ppb zwigkszat
aktywnos¢ GST, a przy stezenu 1 ppb wptynat rowniez na aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-
6-fosforanowej [45]. Z kolei aplikowany kontaktowo w stgzeniu 1 217 500 ppb, nie wptynat
na aktywno$¢ GST u pszczot jednodniowych [44]. W stezeniu 0,8 ppb [178] i 2 500 ppb [136,
144] zmienit poziom ekspresji genéw kodujacych enzymy detoksykacyjne u larw. Tebukonazol
w badaniach wtasnych podawany pszczotom w stezeniu 147 ppb obnizyt aktywno$¢ enzymow
GGTP i ALP w porownaniu do grupy kontrolne;.

Wplyw  fungicydéw, w tym réwniez triazolowych, na poziom wskaznikow
fizjologicznych pszczoty miodnej jest zagadnieniem, ktéry nadal nie zostat zbadany [9].
Cho¢ fungicydy triazolowe moga zwigksza¢ toksyczno$¢ insektycydéw wobec pszczoly

miodnej [157-161], badania wlasne nie potwierdzity tego efektu. Interakcje miedzy
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poszczegdlnymi substancjami aktywnymi SOR sa przedmiotem niewielu badan, jednak zwykle
wskazujg na mozliwos¢ odmiennego ich dziatania po potaczeniu [44, 45, 124, 179].

Nie tylko SOR maja wptyw na aktywno$é enzymatyczna hemolimfy pszczoly miodnej,
poniewaz wykazano, ze akarycyd bromfenwinfos spowodowal zmniejszenie aktywnosci ALP,
ALT i AST w hemolimfie pszczét powyzej 7 dnia zycia. U pszczot jednodniowych aktywnosé
enzymow nie roznita si¢ od grupy kontrolnej [49]. Antybiotyk amfoterycyna B spowodowat
znaczny spadek aktywnosci ALT, ALP, AST w hemolimfie pszczoét robotnic w wieku 7, 14
i 21 dni (wyj. ALP 7 dni — wzrost). U pszcz6t jednodniowych nie zaobserwowano podobnego
efektu, aktywnos$¢ enzymoéw nie réznita si¢ od grupy kontrolnej [48]. Podawanie
jednodniowym pszczolom kofeiny spowodowato wzrost aktywnosci ALP, ALT, AST
w hemolimfie [177]. U pszczot otrzymujacych koenzym Q10 aktywno$é AST i ALP wzrastata
do 26 dnia, a ALT do 30 dnia. W grupie kontrolnej aktywno$¢ AST i ALP wzrastata do 22
dnia, a ALT do 26 dnia. Po tym czasie zaobserwowano spadek aktywnosci enzymow
w hemolimfie pszczot robotnic [38]. Pszczoty otrzymujace kurkumine cechowaty sie
wzmozong aktywnosciag ALT, ALP 1 AST w hemolimfie w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
[39].

Obnizona aktywnos$¢ enzymoéw obserwowana w hemolimfie pszczét miodnych
spowodowana niekorzystnymi lub szkodliwymi czynnikami moze oznaczaé, ze uwalnianie
AST, ALT, ALP i GGTP bylo sttumione (supresja lub Ze szkodliwe czynniki je blokowaty,
w ten sposOb bezposrednio zmniejszajac ich aktywnos¢ (hamowanie lub jedno i drugie) [35,
47]. Nizsza aktywno$¢ tych enzymow u pszczot moze zaburza¢ cykl Krebsa, syntezg ATP,
fosforylacje oksydacyjna, B-oksydacje¢ [180], a takze moze wskazywaé na obecnos¢ w diecie

zbyt matej ilosci biatka, ktore jest niezbedne m.in. w procesie tworzenia tkanek [181].
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5.2.2 Nieenzymatyczne antyoksydanty (mocznik, kwas moczowy, Kkreatynina,
albuminy)

Z badan, w ktérych analizowano poziom mocznika w hemolimfie pszczét wynika,
ze U zdrowych pszczo6t do 14 dnia zycia poziom mocznika wzrasta, a nastepnie maleje, Srednio
wynosi 0,1-2,2 mmol/L [38, 39, 49]. W badaniach wtasnych stezenie mocznika w hemolimfie
pszczot z grupy kontrolnej wyniosto 0,44 mmol/L (tab. 13.). W badaniach analizujgcych
poziom kwasu moczowego w hemolimfie pszczot poziom tego wskaznika wynosit od 51,27
do 1079 pmol/L [38, 39, 177]. W grupie kontrolnej w badaniach wlasnych stezenie kwasu
moczowego wyniosto 56,67 pmol/L. Analizujac literature¢ fachowa, mozna stwierdzié,
ze poziom albumin w hemolimfie pszczot wynosi 0,2-0,5 g/L i spada wraz z wiekiem [38, 39,
64, 177]. W badaniach wtasnych st¢zenie albumin w grupie kontrolnej wyniosto 1,17 g/L.
Poziom kreatyniny wzrasta wraz z wiekiem pszczoly miodnej i miesci si¢ w zakresie 33-89
umol/L [38, 39, 64, 177]. W badaniach wlasnych stezenie kreatyniny w grupie kontrolnej
wyniosto 54,95 umol/L.

Bardzo istotnym elementem badan wtasnych byta ocena aktywno$ci nieenzymatycznych
antyoksydantow. Wykazano, ze acetamipryd w stezeniu 250 ppb podawany rodzinom
pszczelim nie spowodowal statystycznie istotnych zmian w poziomie wigkszosci
nieenzymatycznych antyoksydantow (tab. 13.). Wyjatek stanowit poziom mocznika, ktory byt
istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (o 54,5%). Niestety, nie ma mozliwosci
poréwnania uzyskanych wynikéw z danymi literaturowymi poniewaz nie ma dostepnych
obecnie informacji na temat wplywu acetamiprydu na poziom nieenzymatycznych
antyoksydantéw. Natomiast wykazano, ze poziom mocznika zmienia si¢ pod wplywem lekow
weterynaryjnych i substancji stymulujacych. W badaniach Stracheckiej i wsp. [49] poziom
mocznika u pszczol narazonych na bromfenwinfos obnizyl si¢ istotnie (trzykrotnie
w hemolimfie pszczot powyzej 7 dnia zycia. U pszczot jednodniowych poziom mocznika nie
roznit si¢ od kontroli [49]. Po podaniu substancji stymulujacych (koenzym Q10, kofeina,
kurkumina), stezenie mocznika w hemolimfie rowniez uleglto obnizeniu, odpowiednio
u pszczot powyzej 2, 4 1 7 dnia zycia. U pszczot jednodniowych poziom mocznika nie roznit
si¢ od kontroli [38, 39, 177]. Z kolei u pszczot pod wptywem stresu zwigzanego ze zbyt wysoka
temperaturg poziom mocznika wzrést [54]. Glifosat w badaniach wiasnych w stezeniu 7200
ppb nie wplynat istotnie na poziom zadnego z analizowanych wskaznikow. W badaniach
Helmet i wsp. [152] pszczoty otrzymujace syrop z dodatkiem z glifosatu (1,25; 2,50 i 5,0

ng/pszczolg) cechowaly si¢ obnizong zawartoScig B-karotenu majacego dzialanie
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antyoksydacyjne [152]. Tebukonazol w badaniach wtasnych podawany pszczolom w stezeniu
147 ppb spowodowatl niemalze dwukrotny wzrost st¢zenia kwasu moczowego w hemolimfie
robotnic pszczoly miodnej oraz obnizyt poziom kreatyniny i mocznika w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (odpowiednio o 21,5% i 40,9%). Odmienne wyniki uzyskano w badaniach
Stracheckiej i wsp. [38, 39, 186] - poziom kwasu moczowego w hemolimfie pszczot wzrost
pod wplywem kurkuminy, kofeiny i koenzymu Q10. Z kolei stgzenie albumin istotnie obnizyto
si¢ pod wptywem kurkuminy u pszczot skarmianych syropem z dodatkiem tej substancji
powyzej 7 dni. Poziom albumin spadl rowniez u pszczot otrzymujgcych kofeing (bez wzgledu
na wiek oraz koenzym Q10 (u pszczot skarmianych powyzej 2 dni [38, 39, 177]. Poziom
kreatyniny w hemolimfie pszcz6t spadt pod wptywem bromfenwinfosu, kurkuminy, koeznymu
Q10 i kofeiny [38, 39, 49, 177].

W badaniach wtasnych mieszaniny dwusktadnikowe oraz mieszanina trojsktadnikowa
SOR nie wplynely istotnie na poziom zadnego z analizowanych nieenzymatycznych
antyoksydantow.

Zaburzony poziom kreatyniny moze oznacza¢ zwigkszong prace mig¢sni lub wzmozony
metabolizm biatek [182]. Kreatynina jest produktem rozpadu fosfokreatyny wystepujacej
w tkance mig$niowej. Wskaznik ten charakteryzuje wzmozong aktywnos$¢ organizmu i jest
uwalniany w stalym tempie. Kwas moczowy, podobnie jak mocznik, jest produktem
koncowym metabolizmu azotu [61]. Dowiedziono, ze u niektorych owadow moga rowniez
powstawac jako produkty koncowe metabolizmu biatek, a ich poziom moze zosta¢ zaburzony

w wyniku niedozywienia czy glodu [183, 184].

523 TAS
Dzialanie enzymatycznych 1 nieenzymatycznych antyoksydantow sumuje si¢, co stanowi
o calkowitym potencjale antyoksydacyjnym ustroju organizmu [185]. Jedng z miar
antyoksydacyjnych zdolnos$ci organizmu jest catkowity status antyoksydacyjny (TAS) [36].
TAS nie roznit sie statystycznie istotnie pomiedzy grupa pszczot narazonych na SOR a grupa
kontrolna (tab. 13.). W wigkszosci grup SOR spowodowaly spadek TAS, jedynie w grupie T

mozna zauwazy¢ wzrost w porOwnaniu z grupg kontrolng.
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6. Podsumowanie

Pszczola miodna przemierzajac $rodowisko w poszukiwaniu zZrédel pokarmu,
wystawiana jest na wiele zagrozen, w tym na dziatanie §rodkow ochrony roslin, patogenéw,
pasozytow, drapieznikow czy pola elektromagnetycznego [30, 34]. Cze$¢ z tych stresorow
zagraza jedynie zbieraczkom w $rodowisku, a cze$¢ z nich moze by¢ przez nie transportowana
do ula i oddziatywa¢ na calg rodzing pszczela. Gdy SOR zostanie przeniesiony do ula, jego
wplyw na spoleczno$¢ pszczela w duzym stopniu zalezy od budowy chemicznej, substancji
aktywnej czy stezenia. Badania wiasne przeprowadzono z wykorzystaniem bardzo niskich
stezen, ktore realnie zagrazajg pszczole miodnej w $rodowisku podczas pobierania nektaru czy
pylku. Interesujacy jest fakt, ze przy tak niskich stezeniach SOR, jakie zostaty wykorzystane
w pracy, odnotowano zmiany. Pierwsze oznaki oddzialywania tych substancji sg trudne
do zaobserwowania, poniewaz badane SOR i ich mieszaniny nie wptynety na analizowane
parametry kondycyjne 1 wydajnosciowe rodzin pszczelich, a uwidocznily si¢ w zmianie
aktywnosci lub poziomie wskaznikow biochemicznych. Ocena zard6wno wplywu pojedynczych
SOR, jak i ich mieszanin na rodziny pszczele pokazata, ze reakcja poszczegolnych spotecznosci
pszczelich oraz ich tolerancja na substancje toksyczne jest bardzo zrdznicowana. Srodki
ochrony roslin po potaczeniu wykazywaty odmienne dziatanie. Zauwazy¢é mozna, ze w wielu
przypadkach zmiana poziomu wskaznikow biochemicznych roznita si¢ istotnie statystycznie
miedzy pojedynczymi srodkami a ich mieszaninami (tab. 13., wyk. 2-10). Substancje aktywne
w zaleznosci od polaczenia wplynely odmiennie na poziom analizowanych wskaznikow.
Glifosat w mieszaninie z acetamiprydem zwigkszyt aktywnos¢ ALP i GGTP, natomiast
w potaczeniu z tebukonazolem zmniejszyt (wyk. 3. i 4). Z kolei tebukonazol w potaczeniu
z acetamiprydem zmniejszyt aktywnos¢ AST, a zwiekszyt w potaczeniu z glifosatem (wyk. 2.
14.).

Literatura wskazuje negatywny wplyw insektycydow, ktore stwarzaja najwicksze
zagrozenie dla pojedynczych osobnikdéw oraz rodzin pszczelich, poniewaz sa przeznaczone
do likwidowania owadow. Obecne, cho¢ nie w tak szerokim zakresie, jak w przypadku
insektycydow, sg rowniez badania dotyczace herbicydow. Pszczoly miodne mogg by¢ narazone
na ich dziatanie podczas pracy na roslinach kwitnacych podczas opryskow [9]. Wyniki badan
zarowno w przypadku insektycydow, jak i herbicydow, réznig si¢ w zalezno$ci od ich rodzaju
(badania laboratoryjne lub polowe) [10, 11, 99, 118]. W literaturze nie sg dost¢pne dane
na temat wptywu fungicydéw na analizowane w badaniach wtasnych wskazniki. Zaktada sig,

ze pszczoly sa narazone na SOR z tej grupy w niewielkim stopniu, choé¢ badania pozostatosci
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SOR w pytku i nektarze wskazuja na ich obecnos¢ [17-19, 21, 22]. Dodatkowo, wiele
fungicydéw, w tym z grupy chemicznej triazoli, do ktdrej nalezy badany w niniejszej pracy
tebukonazol, jest uznawana za nietoksyczne wzgledem pszczoly miodnej [186]. Badania
pozostatosci tebukonazolu w tkankach pszczoty miodnej sugerujg jednak, ze moze on
przenika¢ przez kutikule i oddziatywa¢ na fizjologi¢ organizmu owada [161]. Badania wtasne
wykazaly, ze tebukonazol wplynat na zmiany aktywnosci lub poziomie wskaznikow
biochemicznych, co stwarza przestrzen do dalszych badan w tym zakresie. Okazuje sig,
z¢ badanie wplywu fungicydow, obok insektycydow i herbicydow, jest rowniez waznym
elementem oceny zagrozen w Srodowisku zycia pszczoty miodnej. Wyniki badan wlasnych
uzupehniajg luk¢ dotyczaca badania porownawczego wpltywu pojedynczych substancji oraz ich
mieszanin z trzech najpopularniejszych grup pestycydow (fungicydow, herbicydow
i insektycydow). Badania wiasne sktaniajg do dalszego analizowania wptywu SOR w takim
ukladzie do$wiadczalnym przy zastosowaniu innych stezen oraz SOR, ktore wystepuja
w zrodtach pokarmu pszczoty miodnej. Wyniki badan z wykorzystaniem niskich stezen SOR
podkreslaja, jak wazne jest przestrzeganie przepisOw oraz wytycznych 1 ograniczen

dotyczacych stosowania SOR.
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VI.

7. WhniosKi

Srodki ochrony roslin w niskich stezeniach stosowane pojedynczo oraz ich mieszaniny,

spowodowaty zmiany w poziomie lub aktywnos$ci badanych wskaznikow

biochemicznych robotnic, jednak nie odnotowano ich wptywu na zmiane kondycji
rodzin pszczelich.

Srodki ochrony ro$lin zastosowane pojedynczo oraz w mieszaninach charakteryzowaty

si¢ odmiennym wplywem na poziom i aktywno$¢ badanych wskaznikoéw

biochemicznych hemolimfy pszczot.

Tebukonazol (fungicyd) zastosowany pojedynczo spowodowatl zmiany w poziomie lub

aktywnosci wigkszosci badanych wskaznikow biochemicznych hemolimfy pszczot.

Acetamipryd (insektycyd) zastosowany pojedynczo wplynat istotnie jedynie na

obnizenie poziomu mocznika w hemolimfie pszczot robotnic.

Glifosat (herbicyd) zastosowany pojedynczo nie wplynat istotnie na poziom lub

aktywno$¢ zadnego z analizowanych wskaznikow biochemicznych.

Substancje aktywne w zaleznosci od potaczenia w mieszaninie wplyngty odmiennie na

poziom analizowanych wskaznikow:

e glifosat w mieszaninie z acetamiprydem zwigkszyt aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej
i gamma-glutamylotranspeptydazy, a w potaczeniu z tebukonazolem zmniejszy? ich
aktywnos¢,

e tebukonazol w potaczeniu z acetamiprydem zmniejszyt aktywno$¢ aminotransferazy

asparaginowej, a zwiekszyt jej aktywnos$¢ w potaczeniu z glifosatem.
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9. Spis aktow prawnych

1)

2)

3)

4)

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE Nr 1107/2009 z dnia 21
pazdziernika 2009 r, dotyczace wprowadzania do obrotu $rodkéw ochrony ros$lin i
uchylajace dyrektywy Rady 79/117/EWG i 91/414/EWG (Dz, Urz, UE L 309 z
24,11,2009, str, 1 z p6zn, zm)

Rozporzadzenie Komisji (UE Nr 546/2011 z dnia 10 czerwca 2011 r, wykonujacym
rozporzadzenie (WE nr 1107/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady w odniesieniu do
jednolitych zasad oceny i udzielania zezwolenia na srodki ochrony roslin (Dz, Urz, L 155
z11,06,2011, s, 127)

Rozporzadzenie Komisji (UE Nr 283/2013 z dnia 1 marca 2013 r, ustanawiajace wymogi
dotyczace danych dla substancji czynnych, zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu
Europejskiego 1 Rady (WE nr 1107/2009 w odniesieniu do wymogdéw dotyczacych
danych dla $srodkéw ochrony roslin (Dz, Urz, L 155 z 11,06,2011, s, 67)
Rozporzadzenie Komisji (WE nr 440/2008 z dnia 30 maja 2008 r, ustalajagce metody
badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady
W sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczenh w zakresie

chemikaliow)
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10.Zalaczniki

Zat. 1. Przyktadowa karta ulowa

Nr ula
Data | Jaja Matka | Czerw | Liczba Co Uwagi
oceny | (tak/nie) | (tak/nie) | zwarty | ramek zrobiono?
(tak/nie) | obsiadanych | (+weza,
,,na czarno” | susz itd.)
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Zat. 2. Karta do oceny powierzchni

Data

Nr ula

Lp ramki

Powierzchnia (% powierzchni ramki)

) ) ) Zapasu
Czerwiu krytego Pierzgi
weglowodanowego
Pierwsza Druga Pierwsza Druga Pierwsza Druga
strona strona strona strona strona strona
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