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APSTRAKT

Ispitivan je uticaj ishrane pcelinjih druStava na kvalitet dobijenih mati¢njaka i
performanse dobijenih nesparenih i sparenih matica. Formirane su Cetiri grupe pcelinjih
drustava koje su bile pod razli¢itim tretmanom ishrane, kao i peta rojidbena grupa. Za
potrebe procene kvaliteta pcelinjih matica merena je telesna masa, broj ovariola,
dijametar spermateke, teZzina ovarijuma, broj pcela i kompaktnost legla. Osim toga,
pracena je ekspresija gena za vitelogenin pomocu qreal-time PCR tokom razvojnih
stadijuma matica ispitivanih grupa. Rezultati su pokazali da postoji medugrupna
statisti¢ki znacajna razlika u pogledu dijametra spermateke, mase matica i broja jajnih
cevCica, te da razliit tip ishrane utiCe na vrednosti pomenutih parametara. Sparene
matice koje poti¢u iz grupe ¢ija su drustva dobijala med i polen imale su signifikantno
vedéi broj jajnih cevéica u odnosu na sve ostale ispitivane grupe. Grupa prihranjivana
SeCernim sirupom pokazala je superiornost u poredenju sa drugim grupama u pogledu
masa nesparenih matica, dok je kod sparenih matica grupa prihranjivana sa dodatkom
meda i polena dala bolje rezultate u odnosu na rojidbenu grupu kao i grupu koja je imala
zamenu za polen. Kada je u pitanju poreklo matica, rojidbene ili vestacki dobijene
matice, veStacki dobijene matice (grupa sa dodatkom meda i polena) ispoljile su bolje
rezultate u pogledu telesne mase sparenih matica, broja jajnih cevéica i pre¢nika
spermateke. Analizom ispitivanih mati¢njaka utvrdene su znacajne razlike u veli¢ini
mati¢njaka, dok razlike u $irini mati¢njaka i dijametru otvora mati¢njaka nisu bile
signifikantne medu ispitivanim grupama. Izmedu razlic¢itih stadijuma razvi¢a utvrdene
su statisticki znaCajne razlike u stepenu ekspresije gena za vitelogenin, dok medu

ispitivanim grupama nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika.

Kljuéne reci: pcelinja matica, mati¢njak, ishrana, reproduktivne karakteristike,
vitelogenin

Naucéna oblast: Zootehnika

UZa naucna oblast: Odgajivanje i reprodukcija domacih i gajenih Zivotinja

UDK broj: 638.121.13:577.218(043.3)



ABSTRACT

The effect of bee colonies' diet on queen cell quality and the performance of
unmated and mated queens was studied. There were four groups of colonies fed on
different diet, as well as the fifth swarming group. The assessment of the queen bees’
quality was based on their body mass, ovariole numbers, spermathecal diameters, ovary
mass, the number of bees in their colonies and the brood pattern. The vitellogenin gene
expression in queen development stages was observed using greal-time PCR. The
results revealed statistically significant inter-group differences in the diameters of
spermathecae, queen body mass and the numbers of ovarioles, which pointed to the
effect of diet on those parameters. Mated queens from the group fed on honey and
pollen had significantly larger numbers of ovarioles in comparison to the others. The
group additionally fed on sugar syrup was superior to the others in the number of
unmated queens, while in mated queens the group additionally fed on honey and pollen
achieved better results than the swarming group and the group fed on pollen substitute.
The comparison of queens of different origin, swarming vs. artificially produced,
revealed that the latter (fed on honey and pollen) had better results of mated queen
mass, ovariole numbers and spermathecal diameters. Analysis of the observed queen
cells showed significant differences in queen cell height, while differences between
groups were not significant for queen cell width and the opening diameter. The levels of
vitellogenin gene expression differed significantly between various developmental

stages, while the differences between the investigated diet groups were not significant.

Key words: bee queen, queen cell, nutrition, reproductive characteristics, vitellogenin
Scientific field: Zootechnics
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1. Uvod

Primenom mnogih agrotehni¢kih mera, pojacane industrijalizacije kao i svojim
opstim aktivnostima ¢ovek nesumnjivo utice na zivi svet oko sebe. Pcelarstvo je veoma
osetljiva grana poljoprivrede, a s obzirom na njenu sveobuhvatnu znacajnost, svako
istrazivanje moze predstavljati bitan doprinos kako bi se ova grana ucinila odrzivijom i
stabilnijom. Saznanja u oblasti prirodnih nauka su pokretaci istrazivanja u oblastima
primenjenih nauka inZenjerstva i tehnologije. U savremenom pcelarstvu, prirodna
okruzenja i paSne prilike medonosne pcele bitno su narusene usled urbanizacije i
intenziviranja poljoprivredne proizvodnje, te je prihrana pcelinjih drustava tokom
komercijalne proizvodnje matica postala njen neizostavni deo. Ideja rada nije proistekla
kao ,,istrazivanje radi istrazivanja“ ve¢ da se nacela nauke stave u sluzbu prakse.

Sa dobijanjem zdravih i vitalnih pcelinjih matica, koje ¢ine stub u odrzavanju i
proizvodnji snaznih pcelinjih drustava, moze se preduprediti mnostvo problema sa
kojim se trenutno pcelarstvo susre¢e. Sve su ucestaliji negativni uticaji na pcelinja
drustva medu kojima su aerozagadenja, upotreba pesticida, rasprostranjenost
monokultura kao i pojave bolesti koje uticu subletalno na odrzavanje jednog péelinjeg
drustva. Prisustvom matice slabog kvaliteta, koja predstavlja glavni geneticki osnov u
odrzavanju péelinjeg drustva, uticaji navedenih problema bivaju dodatno pojacani.

Motiv rada je proizasao iz zelje za dobijanjem odredenih nacela i principa u
ispitivanju delovanja odredene vrste prihrane u dobijanju kvalitetnijih buduc¢ih majki
pCelinjih drustava. I pored hiperprodukcije nau¢nih radova u oblasti p&elarstva retki su
radovi sa snaznim aplikativnim motivima. U postoje¢im informacijama, jako je
skromno postojanje konkretnih apitehnickih saveta u procesu dobijanja kvalitetnih
mati¢njaka-matica. Ispitivani parametri ovog rada, u smislu anatomsko-reproduktivnih
karakteristika péelinjih matica, mogli bi se uvesti i kao selektivni kriterijumi u dobijanju
kvalitetnijih matica, jer od njihovih veli¢ina direktno zavisi i kvalitet buduc¢eg drustva.
lako ovaj sistem vrednovanja kvaliteta matica zahteva i njeno zrtvovanje, indirektnim
saznanjima, poput sib-testa kod ostalih vrsta Zivotinja, navedena ispitivanja mogu biti
primenjiva u praksi kao pouzdan parametar njenog kvaliteta.

Prvi aspekt rada baziran je na uticaju razlicite ishrane tokom proizvodnje matica
I njihovog dobijenog kvaliteta. Neizostavan faktor za uspesno pcelarenje je svakako

kvalitet hrane i ishrana drustava, bilo prirodno sakupljene od strane péela, bilo vestacki



dodate od strane c¢oveka. Od njenog kvaliteta zavisice duzina Zzivota pcela, brzina
razvoja pcelinjeg drustva, pojave bolesti, kvalitet prezimljavanja kao i mnogi drugi
faktori medu kojima je svakako 1 kvalitet dobijenih mati¢njaka i matica. Zbog visokog
uticaja hrane na kvalitet 1 produktivnost pcelinjeg drustva, jasna je potreba i intervencija
od strane Coveka za pomo¢ i unapredenje odredenih faza proizvodnje. Ostvarivanje
visokih proizvodnih rezultata usled odredene ishrane bitno ¢e doprineti u daljem
odabiru najpovoljnije ishrane pri dobijanju pcelinjih matica i mati¢njaka. Dobijeni
rezultati o uticaju ishrane bi¢e veoma relevantni s obzirom na to da se navedenoj
problematici pristupilo kako sa biolosko-anatomske strane (disekcija matica) tako i na
nivou genetike, tj. genske ekspresije za jedan od glavnih i odgovornih gena zasluznih za
vitalnost matica.

Drugi aspekt je ispitivanje Ceste manipulacije i uznemiravanja druStava pri
komercijalnom dobijanju matica i veStacki odabir materijala od strane komercijalnog
proizvodaca i poredenje tako dobijenih matica sa maticama poreklom iz prirodnog
nagona.

Uzimajuéi u obzir da su medonosne pcele drustveni insekti, a pcelinje drustvo
Cesto imenovano kao super-organizam, ishrana i potreba drustva za hranom predstavlja
sloZzen problem pri proucavanju. Primena razli¢ite ishrane i1 suplemenata moze bitno
uticati na odgajivacka drustva i budué¢i kvalitet proizvedenih matica. Ispitivani
parametri (repoduktivno-proizvodne karakteristike i vitelogenska ekspresija) kvaliteta
matice mogu dati detaljniji uvid kako delovanje odredenog tipa ishrane uti¢e na

dobijanje i formiranje matica.



2. Pregled literature
2.1. Pc¢elinja matica

Pcelinja matica, majka svih ¢lanova drustva, odreduje nasledne karakteristika
toga drustva (Masry i sar., 2015). Uprkos identi¢noj prirodi DNK molekula, matica i
njene radilice su snazno medusobno razli¢ite u pogledu anatomije, fiziologije i duzine
zivota (Maleszka, 2008). Stavise, ponasanje matice i radilica je izuzetno divergentno,
variraju¢i od navigacionog znanja radilica do kolonijalno sveprisutnih hemijskih uticaja
majke matice koja kontroliSe mnoge aspekte postojanja drustva (Lyko i sar., 2010).
Uticaj ishrane koja dovodi do epigenetickih promena kod medonosne pcele je izuzetno
prisutan. Hranjenje mati¢nim mle¢om u odredenom periodu mladih larvih dovodi do
metaboli¢kog ubrzanja i povecanog rasta usled globalnih ali relativno suptilnih promena
u ekspresivnim nivoima sveprisutnih gena (Barchuk i sar., 2007), a samim tim i
bifurkacije u nastajanju radilice/matice. Rast, produktivnost i opstanak desetine hiljada
pcela radilica zavisi u velikoj meri od reproduktivnog kapaciteta matice i broja trutova
sa kojim je ona sparena (Tarpy i sar., 2013). Opste je prihvaceno da je kvalitet matice
direktno povezan sa produktivnos$¢u drustva. Matica je visokospecijalizovana u svojoj
ulozi u proizvodnji i polaganju jaja, dakle brojéanom odrzavanju i koheziji pcelinjeg
drustva. Kvantitativni i kvalitativni reproduktivni potencijal matice, Koji predstavlja
njen kvalitet, nije lako determinisati, jer se ogleda u zbiru mnogih faktora medu kojima
su njen genotip, ishrana, metode odgajivanja i broja mati¢njaka Koje je drustvo
negovalo, sezone, uspeSnosti sparivanja kao i njenog kasnije adultnog okruZenja
(ukljucujuéi delovanje pcelara) (Akyol i sar. 2008, Oldroyd i sar., 1990).

Ishranom kontrolisana razvojna podela matica/radilica kod socijalne medonosne
pcele Apis mellifera jedan je od najbolje poznatih primera razvojne fleksibilnosti (Lyko i
sar., 2010). Mnogi insekti ispoljavaju polifenizme, kao alternativhu morfologiju, koji se
zasnivaju na ekspresiji diferencijalnih gena pre nego genetski polimorfizam. Matica i
radilice su alternativni oblici odrasle Zenke medonosne pcele i tipiCan su primer
polifenizma usled ispoljavanja razli¢ite ekspresije mnogih gena pod uticajem faktora
okoline (Evans i Wheeler, 1999).

Proizvodnja kvalitetnih matica je veoma vaZzan korak u komercijalnom

pcelarstvu. Zdrava i vitalna matica, koja predstavlja osnov za odrzavanje i proizvodnju



snaznih pcelinjih drustava, mogu umanjiti pojavu i negativni efekat mnogih pomenutih
problema s kojima se pcelarstvo suocava. Uticaj ishrane, posebno polena, na zdravlje
pCela i razvoj zajednice je dobro poznat (Brodschneider i Crailsheim, 2010; Di
Pasquale i sar., 2013; Omar i sar., 2017). U praksi péelama se u hranu najc¢es¢e dodaju
proteinski suplementi (sa ili bez prirodnog polena) ili proteinsko-vitaminski preparati,
ali postoje i novija istrazivanja efekata gljiva i algi dodatih u hranu za na pcele, koji su
dali obecavajuce rezultate (Stevanovié i sar., 2018; Jehlik i sar., 2019).

Uopsteno je prihvaceno da bi matica visokog kvaliteta trebala da ima sledece
fizicke karakteristike: veliku telesnu masu, veliki broj ovariola, veliku spermateku,
visoki broj spermatozoida u spermateci kao i odsustvo bolesti (Hatjina i sar., 2014).
Tokom rada, fokusirali smo se na nekoliko kriterijuma koji odreduju kvalitet matica
ukljucujuéi (pojedine) pomenute fizicke karakteristike reproduktivnog trakta uz
genetsku analizu, koji su empirijski vezani za produktivnost i vitalnost pcelinjeg

drustva.

2.2. Morfolosko-reproduktivne karakteristike kao mera kvaliteta pcelinje

matice

2.2.1. Telesna masa matica

Razumevanje reproduktivnog potencijala (,kvalitet) matice moze pruziti
dragocene uvide u faktore koji uticu na fenotip péelinjeg drustva (Delaney i sar., 2011).
Masa matice je fizicka karakteristika koja je kriticna u evaluaciji buduceg
reproduktivnog potencijala i jedan je od preduslova za njen kvalitet (Hatjina i sar.,
2014). Merenje matica (usled varijacije njene telesne mase mora se unapred odrediti
koji trenutak je pogodan za merenje - pre ili nakon sparivanja) moze biti pouzdan
parametar njenog kvaliteta. (Akyol i sar., 2008). Varijacije u telesnim masama matica
mogu biti posledica mnogih fakora ukljucujuc¢i genotip, starost larve pri presadivanju,
period godine kao i uslovi nege u drustvima gde se one proizvode (Tarpy i sar., 2000).
Polno sazrevanje i1 reproduktivni status matica determiniSe njenu masu. Masa
nesparenih matica nema uticaja na njeno ranije polno sazrevanje i izlazak na sparivanje
(Kahya i sar., 2008). Pri merenju matica uobi¢ajena su dva merenja, merenje pri
izvodenju kao i merenje nakon sparivanja i pocetka ovipozicije. Prema Medina i

Gongalves (2001) masa matica ne pogada otpocinjanje ovipozicije, dok prema



navodima Taranov-a (1973) teze matice pocinju sa polaganjem jaja ranije u poredenju
sa lak§im maticama. Tokom prvih 36 h, teze matice gube brze svoju masu u poredenju
sa prose¢nim i lak§im maticama (Skowronek i sar., 2004). Masa matice varira tokom
razli¢itih perioda njenog zivota i zavisi od mnogih abiotic¢kih 1 biotickih faktora. Kod
novoizlezenih, nesparenih matica, masa opada sve do ¢ina sparivanja, a gubitak mase je
posebno rapidan tokom prvih 36 h. Tokom prvih 36 h, gubitak mase je 1 mg/ 1 hito
gotovo linearno, dok je nakon 36 h prosefan gubitak mase 1 mg do 2 mg po 1 danu
(Skowronek i sar., 2004). Takode, proseéne mase matica mogu da budu posledi¢no
vezane za godinu kao i za polozaj mati¢njaka na ramu (viSe u poglavlju 2.3.). Tako je
prema prethodno navedenom autoru masa matica tokom 2003. i 2004. godine u proseku
bila razli¢ita za 10 mg. Nakon sparivanja, matice oporavljaju svoju masu, ¢emu
razvijanje i rast jajnika znacajno doprinosi masi (Shehata i sar., 1981). Masa matica,
bilo pri izvodenju, bilo nakon sparivanja, je znac¢ajno povezana sa njenom atraktivno$éu
prema radilicama kao i pri njenom reproduktivnom uspehu (Szabo, 1973). Veca telesna
masa matica je takode u pozitivnoj korelaciji sa ve¢im procentom prijema dodatih
matica u stranim druStvima (Yadava i Smith, 1971). Masa matica je u pozitivnoj
korelaciji sa tezinom jajnika, veli¢inom i brojem ovariola, dijametrom spermateke i
brojem uskladiStenih spermatozoida (Tarpy i sar., 2013; Kaftanoglu i sar., 2000;
Collins i Pettis, 2013; Woyke, 1971). Masa matice je osobina koja je veoma podlozna
pojavi heterozis efekta (Hoopingarner i Farrar, 1959). Dakle, masa je integrativna mera
veli¢ine i fizioloSkog stanja matice i predstavlja jedan od osnovnih informativnih
indikatora njenog kvaliteta. Sa druge strane prema Abdulaziz i sar. (2013) uocena je
slaba korelacija izmedu mase pcelinje matice i broja ovariola (r = 0,2225), dijametra
spermateke (r = 0,2413) i volumena spermateke (r = 0,2439).

Prema novodima Kahya i sar. (2008), od izvodenja pa do polne zrelosti, matice
koje su pripadale lakoj grupi kalirale su 15,5% (29 mg), srednje teske matice 18,3%
(35,6 mg) dok se masa kod najtezih matica umanjila za 20,6% (43 mg) (grafikon 1).
Prema istim autorima, matica izmerena pri samom izvodenju kao i mesec dana nakon

pronosenja je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji (r = 0,808).
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Grafikon 1. Fluktuacija masa matica u razli¢itim tezinskim grupama tokom

reproduktivnog razvoja (Kahya i sar, 2008)

Pri dobijanju matica, pored uticaja faktora okoline, nasledna genetska osnova
uti¢e na ishod telesnih masa (Moritz i sar., 2005). Rasne karakteristike kod matica i
njenih masa opisana je od strane Abdulaziz-a (2013) gde je u dvogodi$njem ispitivanju
utvrdena prosecna razlika izmedu A.m. carnica-e i A.m. jemenitica-e od 28,1 mg.
Visoka pozitivna korelacija nadena je izmedu mase nesparenih matica i velicine glave (r
= 0,6771), duzine mandibula (r = 0,6618) kao i duzine prednjeg krila (r = 0,6056)
(Abdulaziz i sar., 2013). Matice proizvedene od mladih larvi (prvi stadijum) imale su
vecu telesnu masu 1 ve¢i broj jajnih cevcica u poredenju sa maticama dobijenih od
starijih larvi (tre¢i stadijum) (Rangel i sar., 2013). Iako larve do kraja tre¢eg dana imaju
potencijal da budu reproduktivne matice njihov kvalitet linearno opada sa povecanjem
starosne dobi larve (Gencer i sar., 2000).

Masa novoizleZzenih matica dobijenih (tokom proizvodnje mati¢njaka) u
prisustvu matice iznosila je 198,20 mg + 8,74 mg dok je tezina matica dobijenih u
odsustvu matice iznosila 199,07 mg + 7,55 mg (Cengiz i sar., 2009). Medutim, prema
navodima Dodologlu i sar. (2004) masa novoizlezenih matica dobijenih u prisustvu
matice iznosila je 206,13 mg + 3,20 mg dok je tezina matica dobijenih u odsustvu
matice iznosila 178,47 mg = 2.05 mg.

Prilikom podele matica na lake, srednje i teske matice Al-Fattah i sar. (2011) su
ustanovili da se teSke matice (190 mg - 200 mg) javljaju kada se presaduje 15



mati¢njaka po drustvu, dok se teske matice pri presadivanju od 24 i 48 mati¢njaka
pojavljuju u malom procentu. U istoj studiji, prilikom presadivanja 66 mati¢njaka
pojava teskih matica je potpuno izostala.

Uchba i sar. (2012) u svom ogledu sprovedenom u Brazilskim praSumama
navode da su teze matice proizvedene tokom kiSne sezone u komparaciji sa susnom
sezonom i navode preporuku za minimalnu masu matica 200 mg. U istom radu navodi
se da drustva sa tezim maticama imaju ve¢u produktivnost §to dalje navodi da je masa
matice dobar selekcioni parametar.

Prose¢ne mase matica prema Akyol i sar. (2008) iznosila je 192 mg + 1,49 mg
Sto je slicno rezultatima Akyol i Kaftanoglu (1995) 197,38 mg; Gul i Kaftanoglu (1986)
181,13 mg; Kale (1992) i 169,9 mg; Guler i Kaftanoglu (1999) 205,83 mg i Kaftanoglu
i sar. (2000) i 204,0 mg (Akyol i sar., 2008). Prema navodima Masry i sar. (2015)
prosecna telesna masa nesparenih matica iznosila je 140 mg -160 mg. Interesantni su i
navodi Harano-a i sar. (2007) koji pokazuju da telesna masa opada kod nesparenih
matica, dok suva materija blago raste. Gubitak u masi nesparenih matica posledica je
gubitka telesne vode (Harano i sar., 2007). Razlog povecanju telesne mase kod
sparenih matica, osim razvoja jajnika, je i snizena lokomotorna aktivnost. Nakon
sparivanja matice dolazi do pada nivoa dopamina (biogenog amina péelinjeg mozga),
koji uti€e na inhibiciju lokomotornih aktivnosti, usled ¢ega se Cuva energija pronelih
matica (Harano i sar., 2007). Nesparene matice imaju relativno visoku lokomotornu
aktivnost u periodu od 6-12 dana, mada je malo verovatno da je to povezano sa
potragom suparniCkih sestara-matica jer se to obi¢no izvr§i u toku prvih 6 dana.
Povecana aktivacija nesparenih matica u periodu 6-12 dana je rezultat aktivacije
motornih sistema i odrzavanje visokog fizickog kapaciteta koji je neophodan pri parenju

u tom periodu. (Gilley i Tarpy, 2005).

2.2.2. Jajnik, masa jajnika i broj jajnih cevcica

Tokom reprodukcije (muskih i1 zenskih individua) dolazi do redukcije Zivota u
jednu haploidnu ¢eliju — gamet, koji predstavlja bazu za genetsku razmenu i stvaranje
novog zivota (Buning, 1994). Proces formiranja polnih ¢éelija kod matica desava se u
ovarijumima. Ovarijumi kod zenki himenoptere izdeljeni su na cevcice, tj. tubule —

ovariole (Jackson i sar., 2011). Ovariole predstavljaju cevc¢ice, medusobno paralelne, u



kojima se razvijaju jajne cCelije 1 €ine osnovnu jedinicu u gradi jajnika kod Zenskih
insekata. U svakoj ovarioli dolazi do formiranja oocita na jednom kraju, potpuno
sazrevaju¢i dok pristizu na drugi kraj. Kod medonosne pcele, formiranje ovariola
desava se u ranom larvenom razvi¢u (Wheeler, 2009). Broj i aktivnost jajnih cev¢ica u
mnogome zavisi od tipa ishrane, porekla i rase matica, starosti larvi pri presadivanju,
izlozenosti akaricidima i dr., a broj cevéica varira u velikoj meri i kre¢e se od 100 - 180
po jednom jajniku (Snodgrass, 1956). Tokom evolucije, socijalni insekti razvili su jak
dimorfizam u ovarijalnom broju izmedu reproduktivno sposobnih i infertilnih kasta.
Medu zenskim kastama zajednicka karakteristika ovariola se ogleda u izuzetno
izduZenim terminalnim filamentima koje se ne sastoje samo od normalnih terminalnih
¢elija filamenata ve¢ sadrzi i o¢igledno neizdiferencirane ¢elije za koje se smatra da su
stem Celije (Erica i Hartfelder, 2004).

Kod oplodenih matica koje aktivnho polazu jaja jajnici zauzimaju veéi deo
abdomena (Winston, 1987). Jajnici kod nesparenih matica su osam puta manji u
poredenju sa jajnicima sparenih matica (Shehata i sar., 1981). Broj jaja koja pcelinja
matica zaleze determinisano je brojem ovariola u ovarijumu gde se jaja i proizvode.
Matice poreklom od odredenih komercijalnih proizvodaca mogu se Cesto okarakterisati
kao matice slabog kvaliteta, Sto pokazuje podatak iz Severne Amerike da je ¢ak 7,5%
matica posedovalo manje od 125 ovariola po jajniku (Jackson i sar., 2011).

Na pocetku postembrionalnog razvica, larva matice ne razlikuje se od larve
radilice po broju ovarijalnih cev¢ica (ovariola), ali u toku daljeg razvi¢a broj ovariola
kod radilickih larvi postepeno opada, tj. u procesu histolize ovariole i ostali delovi
jajnika radilicke larve se resorbuju, tako da u trenutku zavrsetka larvenog zivota broj
nezrelih ovariola pada na pet, maksimalno dvadeset. Medutim, kod mati¢nih larvi,
tokom daljeg postembrionalnog razvica, broj ovariola progresivno raste dostizuci svoj
konac¢ni broj tokom stadijuma lutke (Stanimirovié i sar., 2000). Primeéena je i blaga
asimetrija (r = 0,12) izmedu jajnika adultnih oblika matica, broj ovariola bio je zna¢ajno
veéi u desnim jajnicima ispitivanih matica (Jackson i sar., 2011). Nasuprot iznetim,
odredeni rezultati starijih navoda (Eckert, 1934) ukazuju da je veci broj ovariola bio u
korist levog jajnika.

Tezina jajnika nije u zavisnosti sSamo od broja ovariola ve¢ i od broja i stadijuma

razvoja jajnih ¢elija u ovariolama, $to je pak u vezi sa intenzitetom nosivosti pcelinjih



matica, kao i sezone. Prema Hatjina i sar. (2008) uoc¢ena je razlika u broju ovariola
tokom dve razli¢ite sezone. Broj ovariola tokom 2006. godine varirao je od 134,39 mg -
180,63 mg u proseku od 160,94 mg, dok je broj ovariola tokom 2008. varirao od 125,46
mg - 172,21 mg sa prosekom 149 mg.

Korelacioni koeficijent telesne mase matice broja ovariola je r = 0,75;
povecanjem mase matica za 10 mg dolazi do povecanja broja za 6,5 ovariola (Woyke,
1987). Podaci od Woyke-a (1987) nisu u skladu sa rezultatima Hatjina i sar. (2008) gde
nije nadena korelacija izmedu telesne mase i broja ovariola (r = 0,1423) dok je izmedu
telesne mase i mase jajnika utvrdena visoka korelacija (r = 0,7434) (tabela 1).

Broj ovariola je osobina koja ostaje nepromenjena tokom celog zivota, a broj
zavisi od porekla i na¢ina odgajivanja matica (Avetisyan, 1961). Izlaganje akaracidima,
poput kumafosa, uti¢e negativno na tezinu jajnika pcelinjih matica (Haarmann i sar.,
2002).

Razvijenost jajnika tj. broj jajnih cevCica zavisi | od starosti larve pri
presadivanju. Matice odnegovane od jednodnevnih larvi imale su, u proseku, 154
ovariola, matice odnegovane od dvodnevnih larvi oko 146 ovariola, a matice
odnegovane od trodnevnih larvi 136 ovariola. Kvalitetna matica trebala bi da ima oko
150 ovariola (Carreck i sar., 2013; Gregorc i Smodis-Skerl, 2015).

Tabela 1. Korelacija izmedu reproduktivnih parametara pcelinjih matica (preuz. iz
Hatjina i sar, 2008)

Povezanost osobina Pozitivna korelacija Nema korelacije
Weaver, 1957; Avetisyan, Corbella and Concalves
Telesna masa matice — 1961; Woyke, 1971 (1982);
broja ovariola Szabo, 1973; Wen-Cheng Hatch et al., 1999;
and Chong-Yuan, 1985; Jackson et al., 2011
Gilley et al., 2003
Telesna masa matice — Akyol et al., 2008; Kahya et
dijametar spermateke al., 2008, Bienkowska et
al., 2009
Masa larve pri Hoopingarner and Farrar,
presadivanju- broj ovariola 1959; Woyke, 1971
Broj ovariola — dijametar Weaver, 1957; Woyke, Jackson et al., 2011
spermateke 1971
Broja ovariola — Jackson et al., 2011
proizvodnja legla




Telesna masa matice — Makarov, 1969; Akyol et

proizvodnja legla al., 2008
Telesna masa matice — Taranov, 1973; Siuda &
Vreme pronoSenja matice Wilde, 2006
Starost larvi pri Jordan, 1960; Woyke,

presadivanju — broj ovariola | 1960, 1964, 1971; Szabo
and Townseed, 1974

Jordan, 1960; Woyke,

Starost larvi pri 1960, 1964, 1971,
presadivanju — dijametar | Szabo and Townseed, 1974;
spermateke Gilley et al., 2003; Tarpy et
al., 2000
Starost larvi pri Tarpy et al., 2000
presadivanju — tezina
matice
Dijametar spermateke — Woyke, 1966, Biernkowska
broj spermatozoida et al., 2008

Spoljasnji zid svake ovariole je graden od jednoslojnog epitela, dok se u
unutra$njosti nalaze jajne Celije na razli¢itim nivoima razviéa. U svakoj ovarioli se
mogu razlikovati tri dela: terminalni - koncasti, germarijum i vitelarijum?®. Terminalni
deo ovariole je koncastog izgleda (nitolik), ispunjen jedinstvenom visejedarnom
citoplazmati¢cnom masom, jer u njemu nije obavljena celularizacija. Germarijum je deo
ovariole koji se nalazi ispod terminalnog filamentoznog dela, i u sebi nosi ovogonije
¢elije, iz kojih ¢e se diferencirati zrele jajne Celije. Vitelarijum je deo ovariole u kojem
se nalaze oociti u razvicu 1 trofociti, tj. ¢elije koje imaju ulogu u ishrani jajnih ¢eljja.
Epitelijalni sloj vitelarijuma urasta tako da obrasta svaku ovogoniju, koja deobom daje
jedan ovocit i tri trofocita. Daljim razvojem ovocita nastaje jedna jajna celija, a u cetiri
sukcesivne deobe od tri trofocite nastaje 48 novih celija, koje su zajedno sa jajnom
¢elijom (ukupno 49 ¢elija) okruzene posebnim epitelom poreklom od vitelarijuma -
horion, gradeci jaje (preuz. iz Stanimirovi¢ i sar., 2000). Ako je spreCeno sparivanje
matice, vitelarijum ne nastavlja diferencijaciju i vitelogeneza se ne desSava, ciste u
ovarioloama pocinju sa degradacijom 1 pojedine Celije izumiru. Dakle sparivanje je
stimulativni faktor za zapo¢injanje vitelogeneze i oocitnog sazrevanja (Patricio i Cruz-
Landim, 2002).

1 Kod nesparenih matica u ovarioli se uo¢avaju samo dve regije, terminalni filament i germarijum. Ubrzo
nakon sparivanja po¢inje taloZenje Zumanceta i uo¢avanja vitelarijuma, dok starenjem matice germarijum
se skracuje (Patricio i Cruz-Landim, 2002)
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Masa jajnika zavisi i od rase pcela. Matice Apis cerana imaju svega ~ 140
ovariola dok matice Apis dorsata imaju 248 — 274 ovariola u oba jajnika (Velthuis i sar.,
1971), Prema Abdulaziz i sar. (2013) Apis mellifera carnica matice imale su prosek od
156,98 ovariola po jajniku, $to je bilo znacajno vise od Apis mellifera jemenitica od
146,6 ovariola. Prema istim autorima potvrdena je pozitivna korelacija izmedu broja
ovariola i veli¢ine glave (r = 0,3749 za duzinu; r = 0,5383 za Sirinu glave), duzinu
mandibula (r = 0,3102) i 3. i 4. abdominalnog tergita (r = 0,4904) kao i niska korelacija
sa duzinom 1 Sirinom prednjeg krila kod matica.

NarusSena plodnost matice usled odredenih virusa bilo bi kriticno pitanje za
zdravstveno stanje pcelinjeg drustva, s obzirom da je ona jedina odgovorna Zenka za
konstantno obnavljanje novih, uglavnom kratkozivecih, pcela. Patoloska stanja
ovarijuma usled viralne infekcije potencijalno moze dovesti do lize tkiva i veéeg broja
praznih ovariola. Medutim, veliki broj ispitivanih matica je pokazao da odredeni virusi
(virus deformisanih krila, Varroa destructor virus kao i prisustvo nozeme) imaju mali
uticaj na zdravstveni 1 funkcionalni status pcelinje matice, posebno u tkivima jajnika,
koja se inaCe u vecini sluCajeva moze nadoknaditi na normalni funkcionalni nivo
(Gauthier i sar., 2011).

U nasem radu ispitivan je kvalitet matica (izmedu ostalog i preko njenih jajnika)
u odnosu na tip ishrane. Zbog obimnosti rada nije se razmatrao uticaj ishrane na
reproduktivni potencijal pcela radilica premda ¢e se u ovom poglavlju radi potpunijeg
razumevanja napraviti i kratki osvrt o uticaju hrane na pcele radilice. Polaganja jaja kod
radilica kao komponenta reprodukcije medonosnih pcela je u velikoj meri ignorisana
(Page i Erickson, 1988). Programirana celijska smrt u radili¢cnom jajniku Apis mellifera-
e redukuje broj ovariola tokom metamorfoze od 150 do 200 primordija na manje od 10.
Razlog izumiranja tkiva jajnika tokom larvenog perioda radilice je u nedovoljnoj ishrani
sa mati¢cnom mleci (Reginato i Cruz-Landim, 2002). Za razliku od radilica, prakti¢no
sve ovariole u ovarijumu matica prezivljavaju do adultnog stadijuma (Capella i
Hartfelder, 2002). Sem u izuzetnim slucajevima, pcele radilice nemaju aktivne jajnike i
ne ucestvuju u reprodukciji. Do ovog izuzetka (i aktiviranja jajnika) moze do¢i do
veoma malog broja radilica ¢ak i u prisustvu matice, dok u bezmati¢nim drustvima
njihova aktivnost kod odredenih radilica se znatno povec¢ava. Osim prisustva/odsustva

matice, na razvoj jajnika kod radilica utie tip ishrane kao i sezona (koja indirektno
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predstavlja kvalitet ishrane i temperaturni rezim). Radilice hranjene sa ve¢im udelom
proteina, bilo maticnom mleci, polenom ili kazeinom dolazi do aktiviranja njihovih
jajnika (ishrana saharozom nema uticaja na aktivaciju jajnika) (Pirk i sar., 2009).
Ukoliko se radilice hrane proteinski bogatom hranom (polenom) dovodi do aktiviranja
njihovih jajnika i jajnih ¢elija ¢ak i u prisustvu matice (Human i sar., 2007). Sli¢na
ispitivanja godinu dana ranije Hoover i sar. (2006) ukazuju da je na iniciranje aktivnosti
jajnika radilice moguce kako tokom larvenog, tako i tokom adultnog stadijuma, i da su
efekti aditivni; ovarijumi radilica su najaktivniji tokom sredine leta Sto takode ukazuje

na uticaj hrane na njihov razvoj.

2.3. Uticaj ishrane na dobijanje mati¢njaka

Odgovarajuca ishrana drustava i kvalitetna produkcija maticne mlec¢i usloviée
bolje rezultate u pogledu dobijenih pcelinjih matica. lako razviée matice od momenta
zaleganja jaja pa do njenog izvodenja traje u proseku 16 dana, treba ista¢i da je glavna
ishrana mati¢nih larvi u prvom periodu njihovog larvenog stadijuma. Najbolji metod za
proizvodnju matica je onaj koji ¢e u ovom periodu obezbediti najoptimalniju ishranu
larvi (Standifer, 1980).

Da bi se odgajila jedna larva potrebno je 125 mg do 187,5 mg polena, tj. 25 mg
do 7,5 mg proteina 2 (Hrassnigg i Crailsheim, 2005). Medutim, veoma mala koli¢ina
polena direktno stize do larve, vec¢i deo proteina larva dobija od procesuirane hrane
adultnih pcela (Brodschneider i Crailsheim, 2010). Babendreieret i sar. (2004) su
izraCunali da je udeo proteina koji direktno potice iz polena svega 5%. Mlade larve se
posecuju i hrane manje nego starije larve (Schmickl i Crailsheim, 2002).

Broj mati¢njaka koji se dodaje odgajivackim druStvima je jedan od osnovnih
preduslova u dobijanju kvalitetnih matica. Vec¢i broj mati¢njaka dovodi do smanjene
ishrane svakog pojedina¢nog mati¢njaka. Navedene Cinjenice se mogu ispitati i pri
potpuno vestackom odgajivanju larvi. Larve se mogu hraniti u in vitro uslovima sa
smesom 50% mati¢nog mleca i 50% vodenog rastvora pomesanog sa ekstraktom kvasca
(2%), D-glukoze (12%) i D-fruktoze (12%) (Vandenberg i Shimanuki,1987). Pre
presadivanja larve pozeljno je da se stavi 10 pl -20 pl navedene hrane. Koli¢ina hrane

koja se dodaje u prva dva dana je po 10 pl, dok se za svaki naredni dan povecava za 10

2 navedene informacije se odnose na radili¢nu larvu
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pl (Aupinel i sar., 2005). U istom radu se navodi da je masa sedmodnevne larve bila
veca pri prihrani od 160 pl (ukupno date hrane) nego pri prihrani od 130 pl, sto
potvrduje prethodno izneto.

Duzina mati¢njaka pored drugih faktora zavisi i od tehnologije njihove
proizvodnje. Duzina zrelih mati¢njaka iznosila je 25,13 mm + 0,18 mm proizvedenih u
prisustvu matice, dok je izmerena duzina mati¢njaka od 30,71 mm zx 0,14 mm
proizvedenih u drustvima bez matice. Ovi rezultati pokazuju da drustva u odsustvu
matice grade vece mati¢njake U poredenju sa drustvima u kojima je matica prisutna
(Cengiz i sar., 2009). | pored ovoga, prema ukupnim rezultatima dobijenim u ovoj
studiji (masa matica pri izvodenju, procenat sparivanja, vreme pronosenja i prihvatanje
sparenih matica), navedeni autori zakljucuju da je proizvodnja matica u druStvima uz
prisustvo matice povoljnije nego proizvodnja matica u drustvima gde je matica oduzeta.
Prema Skowronek i sar. (2004) radeno je merenje 195 mati¢njaka, gde su izmerene
duzine mati¢njaka varirale od 19 mm do 31 mm, sa prosekom od 24,9 mm. U ovim
merenjima nije pronadena znacajna korelacija izmedu duZine mati¢njaka i telesnih masa
matica starih Oh - 1h (r = -0,0056). Prema navedenim autorima utvrdeno je da tezina
matice ima veze sa pozicijom mati¢njaka na ramu sa mati¢njacima. Matice sa srednje 1
donje pozicije rama su bile teze (~ 224 mg) u poredenju sa maticama izvedenih iz
mati¢njaka pozicioniranih pri vrhu tj. blizu satonosSe (~ 217 mg).

U pogledu veli¢ine mati¢njaka, do sli¢nih vrednosti su dosli Wilkinson i Brown
(2002) gde je duzina iznosila 30,82 mm u odsustvu matice, dok je vrednost 26,70 mm
izmerena u prisustvu matice. Takode, Emsen i sar. (2003) izmerili su prosecnu duzinu
mati¢njaka od 25,20 + 0,04 mm u drustvima u prisustvu matice.

Metod proizvodnje matica moZe bitno uticati na kvalitet dobijenih mati¢njaka 1
performanse sparenih matica. Metod dobijanja se uopsteno moZze podeliti na dva nacina,
jedan je vestacki nacin dobijanja putem presadivanja (tzv. Doolitle metod) dok drugi
metod podrazumeva prirodan na¢in dobijanja. Razlike prema Dodologlu i sar. (2004)
izmedu ove dve metode izlozene su u sledecoj tabeli (tabela 2). Prema podacima iz
tabele zabelezena je visoka korelacija (r = 0,828) izmedu veli¢ine mati¢njaka i telesnih

masa matica.
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Tabela 2. Komparacija prirodnog i Doolitle metode odgajivanja mati¢njaka (Dodologlu

i sar., 2004)
Duzina Masa Period Dijametar Broj
Metod | N | matiénjaka | N | izvedenih | N | pronosenja spermateke spermatozoida
(mm) matica (mQ) (dana)
Doolitle | 15 | 24,80+0,37 | 15 | 206,13+3,20 | 11 | 10,9+0,3 0,98+0,01 4,65+0,08
Prirodno | 15 | 19,4740,40 | 15 | 178,4742,05 | 12 | 11,1+0,5 0,88+0,01 3,83+0,07

Prema Cengiz i sar. (2009) radeno je ispitivanje kvaliteta mati¢njaka pri
presadivanju u prisustvu i bez prisustva matice. Prijem mati¢njaka tokom juna, jula i
avgusta bio je uvek ve¢i pri presadivanju bez prisustva matice (95% / 78%; 86% / 71%;
78% / 61%). Prema drugoj studiji Sahinler i Kaftanoglu (2005) prosean prijem
mati¢njaka pri presadivanju u prisusustvu matice tokom juna, jula i avgusta iznosio je
75,1, 70,91 68,3%.

Jedan od najvaZznijih faktora koji utie na kvalitet mati¢njaka (buduc¢ih majki)
jeste starost larve pri presadivanju. Pri povecanju starosne dobi larve, znacajan pad se
ogleda u telesnim masama, dijametru spermateke i broju ovariola kod nesparenih matica
(Woyke, 1967). Veli¢ina mati¢njaka zavisi i od starosti larve. Najveéi mati¢njaci poticu
iz grupe gde su presadivane jednodnevne larve gde je veli¢ina mati¢njaka iznosila 29,98
mm = 0,08 mm, dok su nize vrednosti zabelezene kod dvodnevnih (24,27 mm + 0,078
mm) i trodnevnih larvi (23,56 mm + 0,067 mm) (Emsen i sar., 2003). Mahbobi i sar.
(2012) su ustanovili da su matice (Apis mellifera meda) koje su dobijene iz
jednodnevnih larvi imale veée mase i vece spermateke u poredenju sa maticama
dobijenih od dvodnevnih i trodnevnih larvi. Prisilne matice bile su slabijeg kvaliteta od
matica poreklom od jednodnevnih larvi, ali boljeg kvaliteta od matica dobijenih od
trodnevnih larvi. Uticaj ishrane (Secerni sirup sa suplementima) je dao dobre rezultate
na telesne mase matica (159,82 mg * 1,54 mg) u poredenju sa maticama gde nije bilo
dodatne prihrane (144,69 mg £ 2,56 mg).

U radu Kovacié i Puskadija (2016) vrseno je presadenje od 3840 mati¢njaka, da
bi se ispitalo da li poliranje mati¢njaka u trajanju od jednog sata ima uticaja na prijem
mati¢njaka nakon presadivanja. Mati¢njaci koji su bili prethodno ispolirani imali su

prijem 85,3% za razliku od nepoliranih mati¢njaka gde je prijem bio 76,6%. U daljim
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ispitivanjima, utvrdili su da ispolirani mati¢njaci ne rezultiraju boljim telesnim masama
matica i veli¢ini njihovih spermateka.

U pogledu pozicije mati¢njaka (horizontalna pozicija) i polozaja letvice
(vertikalna pozicija) gde se nalaze mati¢njaci, najveéi procenat teskih matica potice sa
srediSnjeg dela letvice koja je na srednjem nivou. Nasuptot njima, lakSe matice su
proizvedene na gornoj i donjoj letvici blize periferiji (Al-Fattah i sar., 2011).

Interesantni su i stariji navodi Taber (1979) i Zhu (1981) o potrebnoj koli¢ini
péela za odgajivanje mati¢njaka. Taber (1979) navodi da je 500 pcela hraniteljica
dovoljno da bi se odnegovala jedna dobra matica. Zhu (1981) navodi da je desetoramna
kosnica, sa 1000-1500 pcela po ramu, dovoljno da bi se proizvelo 20-30 mati¢njaka u
jednom turnusu. Radili¢ne larve su teze u odnosu na mati¢ne larve u prvih 96 h, a lakse
posle 102 h (Wang, 1965). Sli¢ni rezultati su i kod Thrasyvoulou i Benton (1982) koji
navode da je tezina tj. porast larvi u prvih 90 sati brzi kod radilica neko kod matica.
Porast zavisi i od zdravstvenog statusa larvi prvenstveno od prisutnosti varoe koja se
moze na¢i 1 na svim kastama tokom larvenog razvitka, pa tako i u mati¢njacima.
Garedew i sar. (2004) navode da je energetski metabolizam kao i hranljiva potreba

varoe veoma visoka, koriste¢i do 25% hranljivih rezervi lutke.

2.4. Ishrana drustava, potreba za Se¢erima 1 proteinima

Pcelinja drustva u velikoj meri zavise od raspolozivosti cvetnih izvora iz kojih
dobijaju hranljive materije (posebno polen) koje su neophodne za razvoj i opstanak (Di
Pasquale i sar., 2013). Da bi unapredili proizvodnju i pomogli pcelinjim dru$tvima,
mnogi proizvodadi pribegavaju razli¢itim prihranama od egzoti¢nih® poput Acacia
(bagremovog) brasna (De Jong i sar., 2009), sojinog i urminog brasna (Amro i sar.,
2016) pa preko opste poznatih prihrana kao $§to su kuruzni gluten, glukozno-fruktozni
sirup, saharozni sirup itd. Ispunjavanje svih nutritivnih potreba komercijalno drzanih
pcelinjih drusStava postalo je izazov, posebno ako se drustva koriste za specifi¢ne
delatnosti poput oprasivanja (De Grandi-Hoffman i sar., 2008) ili prozvodnju mati¢ne
mleci, mati¢njaka 1 sl.

Hrana ima ogroman uticaj na mnoge parametre drustava a neki od njih su

prole¢ni razvoj, duzina zivota pcela, koli¢ina legla, kvalitet prezimljavanja i dr. Sem

3 Egzoti¢nost proizilazi iz ugla naSe perspektive i lokaliteta
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nabrojanih faktora, odrzavanje imunog sistema je jedan od najskupljih fizioloskih
procesa kod svih Zivotinja (Schmid-Hempel, 2005) te tako neadekvatna ishrana moze
biti uzrok pojave raznih bolesti. LoSa ishrana moze uticati negativno na
imunokompetenciju preko individualnog imuniteta pcele (preko sniZzene koncentracije
hemocita, masnih tela i aktivnosti fenol-oksidaze) i preko socijalnog imuniteta
(aktivnosti glukoza oksidaze) (Alaux i sar., 2010). Ishrana se moze istrazivati na tri
nivoa - ishrana drustva, ishrana odraslih pcela i ishrana larvi (Brodschneider i
Crailsheim, 2010).

Pri dobijanju matica u radu je ispitivan jedan tip energetske hrane (Secerni sirup)
I dva tipa proteinske hrane (med uz poliflorni polen; zamena za polen). S obzirom na
njihov razli¢it uticaj pri samoj proizvodnji, u ovom odeljku bice izloZzen kratak pregled

o0 navedenim ishranama kao i njihovim efektima na pcelinje drustvo i samih pcela.

Potrebe za Seéerom. RazliCitom ishranom se moze uticati na procenat
glikogena, lipida i proteina kod medonosnih péela (Hrassnigg i Crailsheim, 2005), kao i
na sastav hemolimfe. Odrasle péele, za razliku od larvi, imaju niske rezerve glikogena,
0,05 mg do 0,47 mg po radilici (Hrassnigg i Crailsheim, 2005). S obzirom da u telu
nemaju znacajne rezerve ugljenih hidrata, proteina ili masti pcele su veoma zavisne od
rezerve hrane u drustvima i bez dodatne prihrane ne mogu dugo opstati (Kunert i
Crailsheim, 1988). Potrebe odrasle radilice su 4 mg svarljivog Sefera za dnevno
prezivljavanje (Barker i Lehner, 1978), dok su potrebe ugljenih hidrata za ishranu jedne
larve 59,4 mg tokom njenog razvic¢a (Rortais i sar., 2005).

Duzina zivota kod zimskih pcela hranjenih u kavezima pri prihrani medom
iznosila je 26,55 dana, pri ishrani Se¢ernim sirupom 20,52 dana, dok pri invert sirupu
10,30 dana. Prosecna potrosnja hrane po pceli u zimskom periodu se kretala u rasponu
od 0,031 grama — 0,036 grama po danu. Minimalna konzumacija hrane je zabeleZena
kod ishrane zimskih p¢ela medom 0,031 grama po danu, dok je kod Secernog sirupa
iznosila 0,035 grama po danu (Mirjanié i Nedié, 2016).

Pcele hranjene u kavezima, ispoljile su najduZzi Zivotni vek prihranom Secera -
saharoze (56,3 dana), visoko-fruktoznim sirupom (HFCS, 37,7 dana) a potom i medom
(31,3 dana) (Barker i Lehner, 1978). Péele koje uzimaju hranu iz hranilica su mlade od

pcela sakupljacica (Free, 1965) dok su Brodschneider i sar. (2007) dokazali da su pcele
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koje uzimaju Secerni sirup tokom leta unutar kosnice uglavnom iste starosti kao i pcele
primateljice nektara.

Dodavanje vitamina C u Secerni sirup u koli¢ini od 2000 mg/L doprinosi vecoj
povrsini legla i procenta proteina u telu pcela, dok je koncentracija od 4000 mg/L dala
najbolje rezultate u veli¢ini populacije pcela i telesnih masa pcela (Andi i Ahmadi 2014).

Hranjenje Sec¢ernim sirupom povecalo je kolic¢inu legla tokom i nakon hranjenja,
tokom jedne godine kada je bilo loSe vreme, ali nije imalo uticaja na koli¢inu legla u
drugoj godini kada je vreme bilo bolje (Free i Spencer-Booth, 1961). Prihrana $e¢ernim
sirupom poboljsava sakupljanje polena, gde su bolji rezultati bili tokom kontinuirane
prihrane od 1 litra sirupa dnevno u poredenju sa 3 litra sirupa za tri dana (Goodwin i
Houten, 1991).

Zanimljivi su nalazi jednog ogleda u kome je utvrdeno da su sve péele hranjene
sa 100% mati¢nim mleCom umrle tokom trodnevnog hranjenja (kavezno drzanje).
Pretpostavlja se da je nemoguc¢nost defekacije jedan od uzroka smrti, ali to moze biti i
zbog Cinjenice da sama maticna mle¢ ne obezbeduje dovoljno ugljenih hidrata za

snabdevanje dovoljno energije, pa su péele umrle zbog gladi (Lin i Winston, 1998).

Potrebe za proteinima. Sva ziva bi¢a koja su nama danas poznata, pa tako i
pcCele, izgradena su po uputstvima DNK tj. RNK molekula, koji nose zapise o redosledu
spajanja aminokiselina, koje se svojim peptidnim vezama ,,udruZuju® u veoma vazne i
za Zivot neophodne biomolekule - proteine. Kod medonosnih pcela, glavni izvor
proteina je polen. Polen, haploidna mikrospora, prenosi muski genetski materijal pri
seksualnoj reprodukciji svih visih biljaka (Stanley i Linskens, 1974). Osim muskih
polnih ¢elija, polen sadrzi i hranljive sastojke i nakon stizanja do tucka deli se i izrasta u
vidu polenove cevc€ice kroz tuc¢ak. Ova cevéica prolazi kroz stubi¢ tucka i stize do
plodnika i do jajne celije. Pri tome, polenova cevcica puca i oslobada dve muske polne
¢elije (mikrogameti). Jedna se spaja sa jajnom celijom i formira diploidni zigot, a od
druge ¢e se formirati endosperm. On predstavlja hranljivo tkivo koje ¢e zigot koristiti
pri Klijanju 1 razvi¢u u novu biljku. Polen je glavni izvor proteina kod medonosnih
pcela. Proteinski sadrzaj u polenu varira u zavisnosti od vrste biljke i njenog lokaliteta i
iznosi od 2,5% — 61% (Roulston i sar., 2000). Optimalni nivo proteina kako za pcele

radilice tako i za odgajivanje legla je 20% - 23% (Herbert i sar., 1977). Za razliku od
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meda, samo male koli¢ine polena se skladiste u koSnicama, koje se tokom bezpase, vrlo
brzo potrose (Schmickl i Crailsheim, 2002). Radilice konzumiraju prose¢no 3,4 mg —
4,3 mg polena po danu (Crailsheim i sar., 1992). Prema Alaux i sar. (2010) koli¢ina
polena konzumirana od strane jedne pcele iznosila je 56 mg = 2,1 mg po danu.
Nasuprot lipidima i Se¢erima, nivo proteina, aminokiselina i antioksidativnog kapaciteta
u polenu varira znacajno (Di Pasquale i sar., 2013).

Koli¢ina proteina u hemolimfi se povecava tokom prvih dana nakon izvodenja i
krec¢e se od 6,0 pg/ulL — 9,4 pg/ul (De Jong i sar., 2009). Postoji i fizioloska razlika
kod pcela u razli¢itim delovima godine. Glavna razlika je upravo u povecanom sadrzaju
proteina u hemolimfi §to omoguéava da prezive nekoliko meseci na ugljenim hidratima.
Vitelogenin je glavni rezervni protein u hemolimfi i prekursor za mnoge druge proteine
(Amdam i sar., 2003) i moze dosti¢i koncentraciju do 80 pg/uL kod zimskih pcela
(Brodschneider i Crailsheim, 2010).

Interesantni su i rezultati Fievet i sar. (2006) koji navode da virusi koriste
celularnu masineriju da se mnoze i reprodukuju, tako da veci broj dostupnih ¢elija moze
doprineti i boljem razvoju populacije virusa. Na primer, utvrdeno je da se virus DWV
umnozava u masnom telu pcela a ovo tkivo je viSe razvijeno u péelama koje su hranjene
polenom.

Polen uti¢e na razvijanje hipofaringealnih Zlezda, ekspresiju gena vitelogenina i
transferina, toleranciju na Nosema ceranae, duzinu Zivota i prezivljavanje pcéela (Di
Pasquale i sar., 2013). Zanimljiva ¢injenica, prema istim autorima, je da polifloralna
meSavina polena nije nuzno bolja od monoflornog polena dobre hranljive vrednosti
(poput Rubus polena).

Proteini ¢ine 66% — 74% suve materije adultnih pcela (Hrassnigg i Crailsheim,
2005). Prema ispitivanju Crailsheim i sar. (1992) dve desetoramne zajednice potrosile
su 13,4 kg i 17,8 kg polena u jednoj godini. Iako je polen kompletna hrana, pcele sa
svojim izluenim enzimima, regurgitacijom nektara, mlecnim bakterijama (iz roda
Lactobacillus i Bifidobacterium) (Vasquez i Olofsson, 2009) pretvaraju polen u jos
kompletniju nutritivnu, konzervisanu materiju — pcelinji hleb, perga.

Ocenjivanje kvaliteta polena merenjem rasta i1 razvoja pcelinjeg drusStva
obezbedilo bi najpristupacnije informacije o potencijalnom polenskom uticaju na

drustvo. Medutim, sakupljanje velikih koli¢ina polena za upotrebu u eksperimentima
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gde ucestvuje veéi broj druStava u punoj razvijenosti nije uvek izvodljivo. 1z navedenih
razloga Pernal and Currie (2000) su radili indirektno ispitivanje kvaliteta polena preko
veliine hipofaringealnih Zlezda i stepena razvijenosti jajnika kod pcela radilica, gde su
dokazali da navedeni parametri mogu biti pouzdana i osetljiva mera kvaliteta polena i
iskorisc¢enosti proteina. U istom radu su zakljucili da zamrzavanje polena do 1 godine
kao i skladiStenje u okruzenju sa smanjenom koli¢inom kiseonika nije umanjilo sadrzaj
azota, niti promenilo hranljivu vrednost.

Protein je strukturni i funkcionalni sastojak tkiva i1 stoga igra vaznu ulogu u
razvoju péela (Hoover i sar., 2006). | pored navedenog, ne sme se zakljuciti da
prevelika koli¢ina proteina uvek povoljno deluje na pcelinje drustvo. Osim toga, nema
dokaza da pcele preferiraju sakupljanje polena koji sadrzi visok nivo proteina
(Roulstonetal, 2000). Optimalna koncentracija sirovih proteina (SP) je 29,5% — 34,0%
(pre mesSanja sa Secernim sirupom) (Zheng i sar., 2014). Nasuprot optimumu, vise
vrednosi (38,5% SP) nisu poZeljne jer negativno uti¢u na porast zajednice, dugovecnost
péela, aktivnost proteolitickih enzima u srednjem traktu i veli¢inu hipofaringealnih

Zlezda (Zheng i sar., 2014).

2.5. Ekspresija gena za vitelogenin (\Vg)

Nutrigenomika, originalno razvijena za ljudske potrebe u zdravstvene svrhe,
obecava i desifrovanje nutritivnog uticaja na metaboli¢ke puteve kod insekata. Ishranom
proteina i amino kiselina (kao i drugih materija) mogu se poboljsati imune funkcije
kako kod ljudi (Li i sar., 2007) tako i kod insekata (Lee i sar., 2008), upravo preko
povecanja regulacije i eskpresije imunih gena. Nutrigenomika predstavlja novo podrucje
u oblasti poljoprivrednih nauka gde se saznanja o pozitivnhom, ili negativnhom, uticaju
ishrane direktno ispoljava na aktivnost gena (Alaux i sar., 2011). Cilj naseg istrazivanja,
preko visoko-sofisticiranih metoda za analizu genoma i ekspresiju gena, je u otkrivanju
1 razumevanju uticaja ishrane na ekpresiju gena kod pcelinjih matica. Mnogi socijalni
insekti pokazuju polifenizme, alternativnu morfologiju, koji se zasnivaju na ekspresiji
diferencijalnog gena, a ne na genetiCkom polimorfizmu. Napredak u razumevanju
razvojnih mehanizama koji reguliSu odredivanje kaste u vecini eusocijalnih insekata
frustrirajuce je sporo usled male veli¢ine ovih organizama i kompleksne prirode

njihovih drustava. (Evans i Wheeler, 1999). Kompleksnost jednog pcelinjeg drustva se
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ogleda u postojanju altruizma, nepotizma, sofisticirane kognitivne sposobnosti hiljada
radilica, koje uprkos mozgu zapremine 1mm? sa svega milion neurona izvriava gotovo
nepogresivo navigaciju, komunikaciju i dr. (Ribi i sar., 2008)

Uticaj ishrane (bilo floralnog nektara, polena ili odredenih suplemenata) na
vitalnost i otpornost medonosnih pcéela ne moze se u potpunosti razumeti bez
odredivanja nacina na koji se odredeni nutrienti ponasaju na molekularnom nivou
(Glavinic i sar., 2017, Stanimirovi¢ i sar., 2019). Tako su Alaux i sar. (2011) ispitivali
uticaj polena preko transkriptomske analize abdomena odraslih pcela, ukljucujuéi
srednje crevo, gde se odvija varenje polena i masnog tela kao glavne lokacije
antimikrobne peptidne sinteze i skladiStenja hranljivih materija. Pomenuti metod
kombinuje sekvenciranje serijske analize genetske ekspresije (SAGE) sa tehnologijom
sekvenciranja za generisanje digitalnog izlaza proporcionalnom broju transkripta po
IRNK opisanom od strane Anisimov (2008). Nakon generisanja biblioteke digitalne
genske ekspresije (DGE) moze se utvrditi kako polen uti¢e na metaboli¢ke puteve, gene
koji uti€u na Zivotni vek, imunoloSke funkcije i prevalencu virusa kod pcela.
Vitelogenin (Vg) je protein Zumanca koji ucestvuje u razvoju oocita i povezan je sa
proizvodnjom jaja kod matica (Engels, 1974; Tanaka i Hartfelder, 2004), ali takode ima
antioksidativne funkcije koje Stite pcele od oksidativnog stresa i povecanju
dugovecnosti (Corona i sar., 2007). Zbog toga, nivo Vg moze se predstaviti kao
indikator dugovecnosti. Dakle ishrana polenom promovise razvoj masnog tela gde se
Vg sintetiSe u masnom telu, samim tim pcele hranjene polenom imaju veéu ekspresiju
Vg. To je potvrdeno DGE i RT-PCR analizom (grafikon 2), gde se jasno vidi koliko
polen uti¢e na regulaciju i ekspresiju gena, dok parazitiranje varoe moze biti veliki

ekspresivni inhibitor.
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Grafikon 2. Nivo vitelogenina u zavisnosti od infekcije varoom i prihrane polenom #
(Alaux i sar., 2011) u zavisnosti od prihrane polenom i infestiranosti ektoparazitom
Varroa destructor

Osim toga, varoa uti¢e negativho na ekspresiju i drugih gena kao §to je
ekspresija profeniloksidaza (PPO). Kod pomenutog gena ishrana polenom nije imala
uticaja na njegovu ekspresiju (s obzirom PPO kao i mnogi drugi geni nisu predmet
naseg ispitivanja, efekti ishrane i drugih faktora na njihovu ekspresiju neée se dublje
analizirati). Prihrana polenom (i prisutnost varoe) moze uticati na celokupnu fiziologiju
upravo preko ekspresije gena $to dalje utiCe na biogenezu ribozoma, oksidativne
fosforilacije, lipidne digestistije, katabolickih i anaboli¢kih procesa, rasta celija itd.
(Alaux i sar., 2011). Tako je, na primer, ispitivan i efekat aminokiselinsko-vitaminskog
suplementa “Beewell AminoPlus” na pcele praéenjem ekspresije gena za imune peptide
(abecin, defensin, himenoptecin, apidecin i vitelogenin). Péele su bile eksperimentalno
inficirane sporama endoparazita Nosema ceranae, zbog problema koji ta mikrosporidija
nanosi pcelarstvu Sirom sveta 1 odsustva nacina njenog suzbijanja. Utvrdeno je da
suplement “Beewell AminoPlus” modifikuje ekspresiju gena znacajnih za imunitet kada
se daje pCelama ciji je imunitet kompromitovan pomenutim endoparazitom, ¢ime je
dokazana mogucnost uticaja dodataka hrani na ekspresiju gena, ukljucuju¢i gen za

vitelogenin (Glavinic i sar., 2017).

4 P&ele bez polenske prihrane i bez varoe V-P- | péele sa polenskom prihranom bez varoe V-P+, péele
zarazene varoom bez polenske prihrane V+P-, pcele zarazene varoom sa polenskom prihranom V+P+
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Prema Amdam i sar. (2003) parazit Varroa destructor umanjuje kapacitet
skladistenja vitelogenina Sto ima ozbiljan uticaj na prezimljavanje. Nasuprot gore
navedenim studijama od strane Alaux i sar. (2011), kao i drugih studija (Belles, 2003),
studije objavljene od strane Guidugli i sar. (2005b) ukazuju da na osnovu citoloskih
studija u jajnicima larvi odraslih A. mellifera matica (Fleig, 1995) folikularne c¢elije
jajnika ucestvuju u proizvodnji Vg. Medutim, northern blot analizom Guidugli i sar.
(2005b) su ustanovili da je nivo vitelogenina u jajniku odraslih matica nizi, u poredenju
sa nivoom vitelogenina u masnom telu. Za razliku kod matica, Guidugli i sar. (2005b)
nisu uspeli da otkriju vitelogensku IRNK u tkivu jajnika pcela radilica.

Nedavna istrazivanja su pokazala da organofosfatni akaricid kumafos i
neonikotinoidni insekticid imidakloprid imaju negativan uticaj na vitelogenin i
heksamerin 70b kod matica kako jedan dan nakon tretmana, tako i sedam dana nakon
tretmana (dok kod radilica nisu ostvarili takav efekat). Stoga, navedeni pesticidi kod
matica mogu dovesti do skracenja Zzivota, smanjenja reproduktivne sposobnosti i
povecanja oksidativnog stresa, a posledi¢no, zbog neuspeha matice, i do gubitka ¢itavog
drusta (Chaimanee i sar., 2016).

Medu brojnim faktorima koji doprinose gubicima pcelinjih drustava i
problemima u pcelarstvu, Cesto se navode pesticidi 1 Nosema ceranae, narocito ako
deluju istovremeno. Zbog toga je ispitivana ekspresija 17 gena za imunitet i
detoksifikaciju gena (ukljucujuci vitelogenin) pod uticajem fungicida prohloraza i N.
ceranae. Najvece promene u genskoj ekspresiji zabeleZene su kod novoizlezenih pcela
poreklom iz drustava koja su prethodno kontaminirana prohlorazom. Samo je povecanje
ekspresije zabelezeno, $to ukazuje da je ovaj fungicid dovoljno jak stresor koji kod
pc€ela izaziva aktivaciju imunih puteva. Udruzeno delovanje oba stresora (prohloraza i
infekcije sa N. ceranae) je bilo najizrazenije kod odraslih pcela starih 6 dana. Od 17
pracenih gena za imunitet 1 detoksifikaciju, deset je imalo statisticki znacajno
promenjenu ekspresiju (ukljucujuéi vitelogenin). Zakljuceno je da hrana zagadena
prohlorazom koja dospeva u telo pcéela dok su one u larvenom stadijumu §tetno utice na
njihov imunitet i mehanizme detoksifikacije (Glavinic i sar., 2019). Na sli¢an nacin je
ispitivan efekat insekticida tiametoksama i N. ceranae, samo S$to je pracena ekspresija
19 gena znacajnih za imunitet pcela, detoksifikaciju, razvoj 1 apoptozu (ukljucujuci

vitelogenin). Znacajne promene u ekspresiji veéine pracenih gena (u odnosu na
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kontrolu) zabelezeni su nakon 9. i nakon 15. dana od momenta zarazavanja nozemom,
pri cemu je povecanje bilo statisticki znacajno kada su u pitanju geni za imunitet
abaecin, defensin-1 i defensin-2 nakon 9. dana, dok je nakon 15. dana ekspresija veéine
gena za detoksifikaciju bila smanjena. Utvrdeno je da tiametoksam i N. ceranae imaju
negativan sinergisticki efekat na pcele (Tesovnik i sar., 2019). Navedena ispitivanja
jasno ukazuju na efekat kako pesticida, tako i parazita N. ceranae na ekspresiju gena
kod pcela.

Radilice i matice poreklom su od istog genoma, s tim §to matice Zive deset puta
duze (Page i Peng, 2001). Koji je mogu¢i uzrok ovakve razlike!? Razlike izmedu
radilica i matica se ne ogleda u genotipskoj razlici ve¢ u razliitim ekspresijama istog
genoma. Direktni dokazi o morfo-specifi¢noj genskoj ekspresiji, predstavlja osnovni
korak u razja$njavanju mehanizama i evolucije fenotipske raznovrsnosti proisteklih od
strane jednog genoma (Corona i sar., 2005). Juvenilni hormon, koji igra vaznu ulogu u
odredivanju kasta kod pcela, Cini se da je opSteprihvacen, mada svakako ne univerzalan,
posrednik Sirokog spektra polifenizama kod insekata. Studije ekspresije gena treba da
pomognu u razja$njavanju mehanizama pomocu kojih juvenilni hormon i sli¢ni agensi
uti¢u na razli€ite razvojne programe bipotentnih larvi (Evans i Wheeler, 1999).

Ekspresije gena ne zavise samo od ishrane ve¢ i od dela tkiva u kome se date
¢elije nalaze i starosti organizma. Tako je prema pomenutim autorima utvrdena razlika
u ekspresiji trinaest® ispitivanih gena kod pcela i matica gde su jednodnevne matice
imale znadajno vise iRNK® za antioksidativne gene nego $to su imale radilice iste
starosti, dok je nivo IRNK za respiratorno-odgovorne gene kod matica zna¢ajno opadao
tokom starenja, pa je izmedu matica starih jedan dan i matica starih jednu godinu razlika
bila i do 20 puta u ekspresiji tih gena u toraksu dok nije doslo do razlika u mozgu i
abdomenu.

Prelazak kucéne pcele u izletnicu je povezan Sa sSmanjenjem koncentracije
vitelogenina i pove¢anjem koncentracije juvenilnog hormona (JH) (Bloch i sar., 2002;
Amdam i Omholt 2003). JH je kontrolor vitelogenske ekspresije i ponasanja pcela, a na

nivo JH, izmedu ostalog, utie sezona i demografija zajednice (Huang i Robinson, 1995,

% meren je nivo iRNK za osam gena koji kodiraju najvaznije elemente antioksidativnog sistema i pet gena
koji kodiraju mitohondrijalne proteine koji su ukljuéeni u respiratornu funkciju

6 iRNK je produkt aktivnog gena, pomoc¢u kojeg se indirektno izradunava ekspresija nekog gena.
Zapravao aktivan hromatin dozvoljava DNK transkripciju, Sto je gen aktivniji to ¢e se vise iRNK
proizvesti
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1996). Utisavanjem ekspresije vitelogenina prouzrokuje znacajno povecanje juvenilnog
hormona (Guidugli i sar., 2005a). Plasti¢nost drustva (i péele kao jedinke) ukazuje na to
da JH potencionalno funkcioniSe kao pacemaker u nacinu ponasSanju pcela. Péelama
kojima je izvadena Zlezda corpora allata (CA) ukazuju da JH nije jedini regulator
modela ponasanja pcela (Sullivan i sar., 2000). Vitelogenin je glavni nosac cinka (Zn) u
hemolimfi a koncentracija Zn u plazmi izletnica je znaCajno manja u poredenju sa
pcelama negovateljicama (Amdam i sar., 2004).

Ukoliko larva od njenih sestara’ umesto radili¢nog, dobija mati¢ni mle¢, dolazi
do metabolickog ubrzanja i povecanog rasta podstaknutih globalnim ali relativno
suptilnim promenama u ekspresiji velikog broja sveprisutnih gena (Kucharski i sar.,
2008). Jedan od sastojaka mati¢nog mleca, fenil butirat, je poznati inhibitor histon
deacetilaze i regulator rasta, koji dovodi do poboljsanih kognitivnih sposobnosti kod
miSeva (Burzynski i sar., 2008) i povecanju duzine zivota Drosophila (Kang i sar.,
2002). Iako znacaj fenilbutirata u maticnom mlecu jo$ nije shvaéen, moguce je da se
ova slozena materija (mle¢) razvila da bi obezbedila dve vazne funkcije kod
medonosnih péela: da sluzi kao izvor hranljivih materija za razvoj i da sluzi kao
regulator epigenetickih mreza koje kontroliSu ekspresiju gena u mozgu. Smatra se da
ova specijalizovana ishrana uti¢e na odredenu hemijsku modifikaciju, metilaciju,
pcelinjeg DNK, §to uzrokuje da isti genom bude ispoljen drugacije. U mozgu, osim
gustine sinapti¢kih veza, preko 550 gena (Lyko i sar., 2010) pokazalo je znacajne
razlike u metilaciji izmedu matica i radilica, $to moze doprineti dubokoj divergenciji u
ponasanju (Lyko i sar., 2010).

Vitelogenin kod medonosne pcele je glikoprotein od 180-kDa sintetisan u
¢elijama masnog tela i osloboden u hemolimfu. Nativni vitelogenin je glikolipoprotein
veoma visoke gustine koji sadrzi priblizno 91% proteina, 7% lipida 1 2% ugljenih
hidrata (Wheeler i Kawooya., 1990). Juvenilni hormon (JH), gonadotropin, regulise
vitelogenezu kod insekata (Robinson i Vargo, 1997) i kod radilica titar JH je nizak
tokom prvih 2-3 nedelje adultnog zivota (tokom ishrane i negovanja legla) a visok u
kasnijim fazama (tokom sakupljackih aktivnosti). Nasuprot njemu, titar vitelogenina

ima suprotni obrazac (Hartfelder i Engels, 1998).

U péelinjem drustvu postoje polu-sestre i ,,super® sestre
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Na grafikonu (grafikon 3) su prikazani nivoi ekspresije gena za Vg u razli¢itim

delovima tkiva, u zavisnosti od kasta.
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Grafikon 3. Tkivno specifi¢na analiza Vg iRNK nivoa u maticama i radilicama®
(Coronai sar., 2007)

Vrednosti Vg iIRNK nivoa u maticama i radilicama se razlikuju kako pri
razli¢itom uzrastu, tako i u razli¢itim tkivima. Koncentracija abdominalne Vg iRNK je
najvisa kod jednodnevnih matica, dok je u kasnijim fazama nivo opao na ~1/3 tog
nivoa. Kod radilica koncentracija Vg iRNK je mnogo dinami¢nija. Zapravo
koncentracija je bila veoma niska kod jednodnevnih radilica, dok se tokom narednih
nedelju dana povecala 25 puta. Kod radilica koje su bile stare mesec dana nivo Vg je
opao 50 puta, sto je bilo neznatno iznad granice detekcije (Corona i sar., 2007). Glava i
torakalni deo znacajno doprinose ukupnoj Vg IRNK. Prema navedenim autorima
procenjena transkripcija gena za Vg u glavi i grudima ¢ini 25% ukupne transkripcijske

aktivnosti, dok su, medu svim tkivima, jajnici zabelezili najveci nivo.

8 Puni stubovi predstavljaju matice: QD-jednodnevne, QW-stare nedelju dana QM- stare mesec dana QY-
stare godinu dana

Prazni stubovi predstavljaju radilice: WD-jednodnevne, WW- stare nedelju dana WM -stare mesec dana
y- osa predstavlja relativnu koncentraciju Vg iRNK u abdomenu (A), toraksu (B) i glavi (C); procentualni
udeo Vg iRNK po segmentima tela (D)

QD i QW nesparene, QM i QY sparene, WW negovateljice i WM sakupljacice.
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Ekspresija gena za Vg je i pod uticajem ishrane. U eksperimentu Wang i sar.
(2014) formirana su tri kaveza sa ~200 mladih pcela (21g pcela). Sva tri kaveza pcela

hranjena su razli¢itim tipom hrane nakon ¢ega je pra¢ena dinamika Vg (grafikon 4).

Grafikon 4. Dinamika Vg tokom razli¢ite ishrane (Wang i sar., 2014)

Pcele koje su hranjene polenom 1 maticnim mle€om zajedno (P + RJ +) 1 pcele
koje su hranjene samo polenom (P + RJ-) imale su vecu ekspresiju gena za Vg od pcela
hranjenih bez polena i mati¢ne mle¢i (P-RJ-). Péele koje su hranjene polenom i
mati¢nim mleCom zajedno (P + RJ +) takode su imale veci nivo ekspresije gena za Vg
od pcela hranjenih samo polenom (P + RJ-) (Wang i sar., 2014).

Stalno snabdevanje Secerom je narocito vazno za hranjenje pcela izletnica, jer se
njihova ishrana uglavnom bazira na ugljenim hidratima (Crailsheim i sar., 1992).
Izletnice tokom perioda kuénog zivota izgube preko polovinu svojih abdominalnih
lipidnih rezervi (Toth i Robinson, 2005). 1z navedenih razloga jasna je potreba pcelara
za obezbedivanje dodatnih ugljenih hidrata u raznim oblicima. U stranim zemljama
jedna od veoma cestih prihrana (osim meda i saharoze) je prihrana u obliku visoko-
fruktoznog kukuruznog sirupa (HFCS®). HFCS ima odnos fruktoze-glukoze sli¢an
medu, i najces¢a formulacija prilikom prihrane medonosne pcele predstavlja 55%
fruktoze i 42% glukoze (Hanover i White, 1993). Wheeler i Robinson (2014) su se

fokusirali na efekte ishrane razlicitih ugljenih hidrata na ekspresiju gena kod pcela starih

® HFCS- engl. high fructose corn syrup, jeftiniji je od saharoze, i manje napora zahteva za pripremu jer je
u te¢nom stanju
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18-21 dan. Tokom ogleda ispitivala se konzumacija medom, HFCS, i saharoznim
sirupom (konzumacija prema navedenom redosledu iznosila je 0,040, 0,036 i 0,032
g/pceli/danu). Takode i mortalitet u ispitivanim grupama je bio sli¢an od 0-7%. lako
konzumacija i mortalitet nisu bili zna¢ajno razli¢iti, ¢itava raznolikost i hepodudarnost

izmedu hrane i pcela se javila na nivou gena (slika 1).

Honey vs. Sucrose

Contrast GO Term No. genes
Honey vs. HFCS Aromatic amino acid metabolic process 7
Honey vs. Sucrose Oxidation reduction 5
AXxonogenesis 7
Aromatic amino acid metabolic process 6

Honey vs. HFCS
Intrinsic to membrane 7

=" HFCS vs. Sucrose

Slika 1. Razlika u genskoj ekspresiji u masnim tkivima pcela radilica usled razlicite
ishrane (Wheeler i Robinson, 2014)

Rezultati pokazuju da je dosSlo do razlike u ekspresiji 104 gena kod pcela
hranjenih medom ili HFCS-om i 220 gena razli¢ito ispoljenih izmedu pcela koje su
hranjene medom ili saharozom. Nasuprot tome, razlike izmedu HFCS i saharoze su bile
mnogo manje, sa ukupno 8 razlic¢itih gena. S obzirom da su u radu koris¢ene radilice od
vestacki osemenjene matice sa jednim trutom, gde je koeficijent srodstva medu
radilicama 0,75, navedene razlike u rezultatima govore da ishrana ima jak uticaj na
ekspresiju gena. Med je, za razliku od saharoze i HFCS, uticao na povecanu regulaciju i
aktivnost gena zaduzenih za metabolizam proteina i oksidativnu redukciju, $to implicira
da med izaziva odredene specificne fizioloSke promene u poredenju sa drugim
prihranama. Dakle, odredene materije iz meda drugacije reguliSu fizioloske procese i
prema izlozenom saharoza i HFCS verovatno nisu dobre ekvivalentne zamene meda pri
ishrani p¢ela (Wheeler i Robinson, 2014).

Kod visoko socijalnih insekata, jedna ili nekoliko visoko-plodnih matica
uglavnom monopoliziraju reprodukcijom ¢itavog drustva, dok su radilice subfertilne ili
cak potpuno sterilne. Na regulisanje sinteze vitelogenina u ovim alternativnim
fenotipovima ukazuju nekoliko studija kako bi se promovisalo razumevanje

mehanizama koji su osnova za uspostavljanje hijerarhijske dominacije reprodukcije
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(Barchuk i sar., 2002). Samo u tragovima, vitelogenin je detektovan kod matica deset
sati pred njenim izvodenjem, nakon ¢ega se naglo povecavao. Kod radilica, znacajan
vitelogeninski titar otkriven je tek nekoliko dana nakon izvodenja (Engels i sar., 1990).
Hormonska regulacija sinteze vitelogenina kod pcela 1 dalje je nejasna u mnogim
detaljima. Primena malih doza juvenilnog hormona kod odraslih radilica dovela je do
povecanja nivoa vitelogenina, dok su visoke doze ovog hormona ili njegovih sintetickih
analoga inhibirali ovaj odgovor. Nasuprot tome, juvenilni hormon nije imao efekta na
nivoe vitelogenina kod odraslih matica (Engels et al., 1990). Posle eklozije, hemolimfa
matice sadrzi male koli¢ine vitelogenina, medutim, titar brzo raste na 70% ukupnog
proteina hemolimfe. Nakon sparivanja, titar vitelogenina se blago smanjuje, o¢igledno
zbog toga S§to je zapocela vitelogeneza. Ako se spreCava let za sparivanje, titar
vitelogenina nastavlja da raste do 90% ukupnog proteina. Isto se desava ako se prekida
proizvodnja jaja (Engels, 1974). Kod radilica, proizvodnja vitelogenina se progresivno
smanjuje i zavrSava 0ko 20 dana adultnog perioda (Engels, 1987). Kod matica,
vitelogenin se prvi put pojavljuje u braon fazi o€iju sa srednje pigmentiranom
kutikulom, dok se kod radilica vitelogenin kasnije pojavljuje u fazi tamne kutikule gde
lutka ima izgled adulta. Drugim re¢ima, vitelogenin se prvi put pojavljuje kod matica
otprilike 60 casova, a kod radilica oko 10 ¢asova pre izvodenja (Barchuk i sar., 2002).

Gen za vitelogenin tj. cDNK Apis mellifera je kloniran i sekvenciran. cDNK je
duga 5440 bp i sadrzi ORF*® od 1770 aminokiselina, i poredenjem sekvenci najsli¢niji
je vitelogeninu drugih Himenoptera-e (sli¢nost ~ 58%) dok je najmanje sli¢an
vitelogeninu bubasvaba (slicnost ~ 32%) (Piulachs i sar., 2003). Prema istim autorima
se navodi da je kod matica IRNK vitelogenina najpre detektovana u stadijumu rane-
srednje faze lutke, dok je kod radilica prvi put detektovana u kasnoj fazi lutke.

Sem kod matica i radilica, iRNK vitelogenina detektovana je i kod trutova 4.
dana starosti, dok 11. dana odraslog truta nije bilo moguce detektovati (Piulachs i sar.,
2003). Vitelogenin je kod insekata ukljucen u transport Secera, lipida, fosfata, vitamina i
hormona (Chen i sar., 1997; Sappington i Raikhel, 1998), §to je verovatno razlog

njegovog prisustva kod trutova.

10 engl. open reading frame, deo kodonskih sekvenci koji se ,¢ita“ i koji potencijalno moze zapodeti
translaciju
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Prema Chen i sar., (1997) vitelogenin (V) je veliki fosfoglikolipoprotein (200-
700 kDa'!) koji sluzi kao glavni sastojak zumanca kod gotovo svih oviparnih Zivotinja.
Vitelogenin se sintetiSe u ekstraovarijalnom tkivu, potom izlucuje u cirkulatorni sistem,
a zatim se ugraduje U oocite putem endocitoze. Vg se sintetiSe U masnom telu,
funkcionalnom ekvivalentu jetre ki¢menjaka (Byrne i Gruber, 1989). Filogenetska
rekonstrukcija Vg, bazirana na identi¢nosti i komparaciji sekvenci, ukazuje na to da je
serumski protein sisara, apolipoprotein B-100, nastao od nekada$njeg pretka nakon
evolutivnog raskrséa sa ki¢menjacima (Chen i sar., 1997). Lipidi, proteini i ugljeni
hidrati ¢ine priblizno 62%, 35% i 3% (po navedenom redosledu) od ukupnih
procenjenih depoa u masnom tkivu matice i oko 72%, 22% i 6% (po navedenom
redosledu) kod radilica. Razvoj ovarijuma je propracen velikim padom lipida u masnom
telu, i znacajnim porastom proteina u masnom telu. Kod matica, koncentracije proteina
masnog tela su niske tokom letnje nosivosti, uz stalno povecavanje u periodu od
novembra do aprila, a zatim naglog pada tokom aprila i maja (Shehata i sar., 1981).

Odredivanje koncentracije proteina (ili vitelogenina) u hemolimfi pcela veoma
je pouzdan metod za procenu kvaliteta i efekikasnosti proteinske prihrane, polena kao i
nekih drugih zamena. Prema tome, ukoliko bi se analizom utvrdilo da pcele imaju nizak
nivo proteina (Sto usporava rast druStva i njihovu sposobnost odrzavanja)
proizvodac¢ima bi preostale dve opcije, selidba druStava na novu lokaciju sa izdasnijim
uslovima ili zapoceti sa odredenim prihranama da se nadoknadi smanjen nivo proteina.
Mlade pcele imaju visok titar proteina u hemolimfi zbog potrosnje i konzumacije polena
radi ishrane i nege legla. Kako pcele stare i menjaju svoje aktivnosti, potreba za
proteinima se menja u potrebu za ugljenim hidratima usled predstojecih izletnickih
aktivnosti (Nachtigall i sar., 1989). Vitelogenin ¢ini 40% ukupnog proteina koji se
nalazi u hemolimfi mladih péela 15 dana starosti, iako pcele mlade od 3 dana gotovo
nemaju vitelogenin (Engels i sar., 1990). Nizak procenat polena ili odsustvo ovog
prirodnog izvora proteina u ishrani pcela dovodi do smanjenja ukupnog proteina i
vitelogenina u hemolimfi (Bitondi i Simoes, 1996).

Koli¢ina proteina i vitelogenina pri izvodenju radilica (nulti dan) je blizu nule, i
obi¢no pocinje da raste tokom treceg i Cetvtrog dana, dostizu¢i maksimum krajem prve

nedelje do 15-20 dana, nakon ¢ega ponovo opada (Nachtigall i sar., 1989). 1z navedenih

1 Jedinica molekuske mase sastavljena od 1000 daltona (jedinica vodonikove mase)
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razloga, kaveznim eksperimentom sa 140 pcela, Cremonz i sar. (1998) su ispitivali
kvantifikaciju proteina u hemolimfi kao brze metode za analizu kvaliteta prihrane kod
mladih pcela 0-6 dana (slika 2).

Slika 2. Vitelogeninski vrhovi dobijeni imunoelektroforezom hemolimfe Sestodnevnih

rad ilica A. mellifera usled razli¢ite prihrane*? (Cremonz i sar.,1998)

Vitelogenska ekspresija je otkrivena u visokom nivou tokom ranog razvoja pcela
radilica (druga, treca i ¢etvrta larvena faza), nakon ¢ega je doSlo do smanjenja u petoj
(poslednjoj) larvenoj fazi i tokom stadijuma predlutki. U periodu lutki ekspresija nije
detektovana (u prvim ranim fazama lutki), nakon ¢ega se ponovo povecala u kasnijim
fazama (Guidugli i sar., 2005b). Porazavaju¢a Cinjenica, navedena od strane istih
autora, govori nam da poredenjem dobijenih podataka o iRNK i Vg ukazuju da nema
jasne korelacije izmedu oba parametra u odredenim fazama razvoja pcela. Tako na
primer, u Cetvrtoj fazi larve, visoki nivoi iRNK odgovaraju vrlo niskim koli¢inama Vg,
Sto ukazuje na postojanje mehanizama prevodenja i / ili opsSte (ne)stabilnosti
vitelogenina i iRNK.

Merenje sadrzaja proteina ili vitelogenina u hemolimfi odraslih pcela je korisna,
brza, prakti¢na 1 precizna metoda za odredivanje pogodnosti alternativnih proteinskih
prinrana. Razlike izmedu razli¢itih ishrana bile su najizrazenije u Sestodnevnim
pcelama, gde je pcelinji hleb ispoljio najbolje rezultate. Nasuprot tome, dokazano je da
je Secerni sirup signifikantno redukovao titar vitelogenina u hemolimfi radilica kao 1

ukupnu koli¢inu proteina (Cremonz i sar., 1998).

121 - p&elinji hleb; 2 - soja’kvasac; 3 - polen ; 4 - kukuruzni sirup; 5 - saharoza
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Akt sparivanja prouzrokuje kratkorocne, tako i na dugoro¢ne modifikacije kod
pcelinjih matica. Pri sparivanju dolazi do niza promena u fiziologiji, ponaSanju,
feromonskom statusu, aktiviranju jajnika i sl. Velike promene se deSavaju i u mozgu
matica, gde u pecurkastim telima dolazi do smanjenja ,.kenyon* Celija za 30% dok se
neuropil povedava za 25-50%%2 (Fahrbach i sar., 1995). Nivo dopamina i njegovih
metabolita takode se smanjuju nakon sparivanja (Harano i sar., 2005). Promene u
ponasanju, izmedu ostalog, se ogledaju u tome da su nesparene matice foto privla¢ne, za
razliku od sparenih matica koje ostaju u zajednicama dalje od svetlosti (Winston, 1987).
Pored nabrojanih promena, promene koje su od vaznosti za naSu problematiku jesu
promene u ekspresiji gena. Tako su Kocher i sar. (2008) ispitivali promene u eskpresiji
gena za vitelogenina kod nesparenih, sparenih (koje jo$ nisu pronele) i pronelih matica
(slika 3).

Vitellogenin
6
@
o
&
c 4
[E]
=]
©
w
2
a ab b
Virgin Mated Laying

Slika 3. Nivo vitelogenina u masnom telu nesparenih, sparenih i pronelih matica
(Kocher i sar., 2008)

U istom istrazivanju utvrdena je znacajna razlika izmedu nesparenih i pronelih
matica u nivoima vitelogenina u masnom telu, ali nije postojala znacajna razlika u
koli¢ini RNK izmedu sparenih i pronelih matica i nesparanih i sparenih. Nivoi
vitelogenina bili su pozitivno korelirani sa razvojem jajnika (r = 0,46) (Kocher i sar.,
2008).

13 Pe¢urkasta tela su najvazniji asocijativni-olfaktorni centri, delovi neurona zajedno sa glijalnim ¢elijama
¢ine neuropil
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3. Cilj rada

Ciljevi ovog rada su:

Ispitivanje uticaja Cetiri nacina ishrane odgajivackih drustava na:

o prijem mati¢njaka;

o kvalitet mati¢njaka (preko njegove tri dimenzije (duZina, Sirina i dijametar
otvora mati¢njaka));

o tezinu dobijenih novoizlezenih matica;

o mase sparenih matica;

o teZinu jajnika;

o broj jajnih cevcica;

o dijametar spermateke;

o proizvodno-reproduktivne  osobine  kod sparenih  matica  (preko
kompaktnosti legla i broja proizvedenih pcela).

Poredenje kvaliteta rojidbenih i komercijalno dobijenih péelinjih matica preko
slede¢ih morfoloSko-reproduktivnih parametara: mase matica, teZine jajnika,
broja jajnih cevéica, dijametra spermateke i proizvodno-reproduktivnih osobina
(kompaktnosti legla 1 broja proizvedenih pcela).

Poredenje nivoa ekspresije gena za vitelogenin izmedu tretman grupa i kontrolne

grupe.

Analiza ekspresije gena za vitelogenin izmedu razvojnih stadijuma pcelinjih
matica: jajeta (1-3 dana), larve (4-5 dana), predlutke (9-11 dana), lutke (12-14
dana), jednodnevne matice i jajnika sparenih matica u kontrolnoj (N) grupi.

Poredenje nivoa ekspresije vitelogenina u jajnicima matica dobijenih u grupama

komercijalnog nacina odgoja (Cetiri tipa ishrane) i matica izvedenih iz rojidbenih
mati¢njaka.
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4. Materijal i metod rada

Ogled je sproveden u okolini Beograda (“Makis” region, 44° 44’ 36,60 severne
geografske Sirine; 20° 19° 44,50 isto¢ne geografske duzine i ,,Bele vode®, 44° 44°
18.38” severne geografske Sirine; 20° 23> 25.83” istocne geografske duzine) sa
lokalizovanom rasom Apis mellifera carnica. Za kranjsku rasu pcela u Srbiji je u
upotrebi naziv domaca karnika (Mladenovi¢ i sar., 2007; Nedié¢ i sar., 2009; Rasic¢ i
sar., 2009a, Stevanovi¢ i sar., 2010; Mufioz i sar., 2012). Formirano je po pet
odgajivackih drustava u kojima su se proizvodili mati¢njaci u Cetiri ispitivane grupe,
kao i peta, rojidbena grupa.

Pre pocetka eksperimenta, sva drustva koja su ucestvovala u proizvodnji
mati¢njaka (osim rojidbenih) su ujednac¢ena po snazi. Prema Delaplane i sar. (2013)
postoje dva nacina ujednacavanja. Prvi nacin je objektivni nacin koji koristi empirijske
mere, dok je drugi nacin subjektivni metod koji se oslanja na vizuelnu procenu od strane
jednog ili viSe posmatraca. U naSem slucaju sistem ujednacavanja se bazirao na
objektivnom nacinu, gde su sva drustva bila na dva Langstroth-Roth (LR) standardna
nastavka, zaposednuta pcelama, gde je u prvom, kao i u drugom nastavku, bilo po 4
rama legla. Svi ramovi koji su sadrzali hranu, izvadeni su iz drustava a izvadeni ramovi
nadomesteni su sa praznim izgradenim sa¢em. Ramovi sa leglom su centrirani u oba
nastavka, dok su preostali prazni ramovi dopunjeni sa obe strane. U gornjem nastavku, s
obzirom na ram hranilicu, bilo je ukupno 8 ramova (4 sa leglom i 4 prazna). Nastavci su
bili predvojeni mati¢nom reSetkom kako bi se ograni¢io pristup matice u gornjoj zoni
(pozicija mati¢njaka).

Varijacija usled razlicite genetike pcela svedena je na najmanju moguc¢u meru
tako Sto su sva odgajivacka drustva posedovala jednogodisnje matice (medusobno
polu/super sestre), proizvedene od iste majke rodonacelnice, koje su bile prirodno
sparene na istom sparivalistu, U iSto vreme.

Svi spoljni faktori koji imaju uticaja na potencijalnu superiornost ili inferiornost
pojedinih kosnica svedeni su na najmanju moguc¢u meru na nacin $to su drustva, sem §to
su smesStena u LR kosnicama, bila naseljena na paviljonu-kontejneru specijalizovanom
samo za proizvodnju maticnjaka (slika 4). Na ovaj nacin negativni uticaj letnje dnevne

insolacije kosnica (posebno ukoliko su koSnice tamnije), pozicija koSnica, kao i no¢na
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temperaturna variranja su potpuno ujednacena kod svih proizvodnih drustava. Paviljon-
kontejner pruza ujednacenu mikroklimu, temperaturu i vlagu tokom proizvodnje
mati¢njaka.

Pri oduzimanju hrane, sva drustva su dobijala prihranu koja je trajala 10 dana
pre, i 5 dana nakon presadivanja (do poklapanja mati¢njaka). Tokom vesStacke
proizvodnje mati¢njaka druStva su prihranjivana razli¢itom hranom. U ispitivanju su
bila ukljucena tri tipa ishrane:

- Ishrana 1. Seéerni sirup (1:1 Secer : voda) i $eéerna pogaca bez dodataka,

tzv. ,,0“ pogaca (S grupa).

- Ishrana 2. Seéerni sirup sa dodatkom 30% meda i 25% polena i $eéerna
pogaca sa dodatkom 25% polena (P grupa).

- Ishrana 3. Seéerni sirup sa dodatkom zamene za polen pod komercijalnim
nazivom suplementa FeedBee® (Nutrifeed, Canada Inc.) i Se¢erna pogaca sa
dodatkom istog suplementa (F grupa) (prema proizvodackoj specifikaciji).

- Ishrana 4. Bez prihrane, ostavljena na sopstvenim rezervama, kontrolna
grupa (N grupa).

Feedbee® je komercijalno dostupan preparat za koga proizvodac (Bee
Processing Enterprises Ltd., Toronto, Ontario, Canada, http://www.feedbee.com/)
navodi da je “veoma ukusna, nutritivno izbalansirana, visoko efikasna zamena za polen
u ishrani medonosne pcele”. Proizvoda¢ takode navodi da je Feedbee® 100% biljnog
porekla (taCan sastav / receptura predstavljaju poslovnu tajnu), da ne sadrzi soju ni
proizvode od soje, polen, proizvode péela ili drugih zivotinja, GMO, hemijska sredstva,
antibiotike niti bilo koje druge lekove, kao ni veStacke boje, arome ili konzervanse.

Nutritivni sastav preparata Feedbee® koji je dao proizvodaé (36,4% proteina,
3,9% masti, 41,8% ugljenih hidrata u vidu dijetarnih vlakana, 10,0% Secera koji je
100% prirodnog porekla i 3,1% minerala) potvrdili su Saffari i sar. (2010), koji su

obavili detaljnije analize preparata Feedbee® 1 utvrdili slede¢e nutritivne karakteristike:

- Proteini  36.4%
- Vlaznost 4.8%
- Masti 3.9%
- Suvi ostatak 3.1%
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- Ugljeni hidrati  51.8%
- Energetska vrednost 388 kcal/100g
- Vitamin A 181 1U/100g
- [3 Karoten 1770 1U/100g
- Gvozde 12.8 mg/100g
- Arginin  0.934%

- Histidin  0.443%

- lzoleucin 0.606%

- Leucin 1.561%

- Lizin 1.180%

- Metionin 0.405%

- Fenilalanin 1.127%

- Treonin  1.032%

- Triptofan 0.221%

- Valin 0.854%

Ishrana odgajivackih drustava je u prvih deset dana bila forsirana i bez
ogranicavanja pristupa. Svakodnevno se dodavalo pola litra sirupa u ram hranilice i pola
litra sirupa u plasti¢ne hranilice smestene preko satonosa (slika 6). Na ovaj nacin
drustvima je obezbedena brza dopuna zaliha koje su prethodno bile oduzete. Po
presadivanju, primenjivao se drugi sistem prihrane te¢ne hrane. Pristup hrani bio je
ograni¢en tako Sto je hrana dodata u kese koje su posedovale jednu rupu koja je
onemogucavala brzu konzumaciju. Na taj nacin obezbedio se kontinuitet za sve vreme
nege mati¢njaka (narednih pet dana) bez dodatog stresa pri svakodnevnom otvaranju i
dodavanju hrane. Ujedno, negovanje mati¢njaka uz ovakvu prihranu omoguéava manje

uznemiravanje drustava $to povoljno uti¢e na ishranu mati¢nih larvi (slika 5, slika 6).
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Slika 6. Hrana u kesama

Sem te¢ne, odgajivacka drustva su imala pogace od 250 grama, koje su, po

potrebi bile dodavane tokom prvih deset dana (ad libitum). Poslednjih pet dana, od dana
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presadivanja, pogace su date jednokratno bez njihove zamene i dopune. Koli¢ina
konzumiranja pogaca nije merena.

Prihrana odgajivackih druStava vrSena je u prvom delu juna tokom bezpasnog
perioda. Tokom ogleda koris¢ene su dve SMS vage postavljenje na srednje jakim
zajednicama (nisu bile koris¢ene za presadivanje) (grafikon 5). Sem negativnog unosa,
sva drustva (osim kontrolnih i rojidbenih) imale su ukljucene sakupljace polena.
Prethodno oduzeta hrana, bespasni period, i oduzimanje polena pomocu sakupljaca,
pojacalo je uticaj veStacke prihrane pri planskoj proizvodnji maticnjaka tokom

sprovedenog ogleda.

Unos nektara (u kg)

Grafikon 5. Unos nektara pre i nakon presadivanja

Presadivanje je radeno u dva navrata (12. i 13. juna) da bi se obezbedio dovoljan
broj optimalnih larvi poreklom od jednog rama. Sve larve za presadivanje bile su
poreklom od jedne matice koja je prethodno bila ograni¢ena u ram izolatoru. Svih
dvadeset odgajivackih drustava (po pet drustava u Cetiri grupe) imala su podjednak broj
(24) presadenih mati¢njaka. Pored navedenog plana presadivanja, presadeno je po jedno
dodatno drustvo (pripremljeno na isti na¢in) u svakoj grupi, koje dalje nije statisticki
obradivano (rezerva).

Dakle, pored navedenih cCetiri grupa, gde su se veStackim putem proizvodili

mati¢njaci, ispitivani su i prirodno dobijeni mati¢njaci - peta grupa. Kod prirodno
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dobijenih (rojidbenih) matica, analiziran je samo stadijum sparenih matica. Tokom
rojidbenog perioda (maj-jun) oduzimali smo rojidbene mati¢njake od drustava koja su,
bez antropoloskog uticaja, uSla u rojidbeni nagon. Mati¢njake smo dodavali u
oplodnjake za potrebe dobijanja rojidbenih matica. Za razliku od vestac¢ki dobijenih
mati¢njaka, prirodni mati¢njaci nisu poticali poreklom od jedne matice. Dalji postupak
sa prirodno dobijenim mati¢njacima bio je isti kao i sa vestacki dobijenim.

Metod proizvodnje mati¢njaka u jakim druStvima sastoji se od podizanja ramova
sa leglom iznad mati¢ne reSetke i1 presadivanje larvi starih 12-18 sati u mati¢ne osnove
koje su smestene do legla u drugom nastavku (metod Sire opisan od strane Wilkinson i
Brown, 2002). Ovom metodom mati¢njaci su dobijeni uz konstantno prisustvo matice u
odgajivackim druStvima. Mati¢njaci su proizvedeni presadivanjem standardnom tzv.
Doolittle (1899) metodom u termo-izolovanom kontejneru. Po dobijanju zrelih
mati¢njaka, 10 dana nakon presadivanja, svi mati¢njaci su prebaceni u prenosivi
inkubator. Jedan deo mati¢njaka je dodat na sparivanje u nukleuse koji su formirani
jedan dan pre, dok je drugi deo mati¢njaka koriS¢en za dodatna ispitivanja mati¢njaka.
U okviru disertacije ispitivan je uticaj ishrane pcelinjih drustava na kvalitet dobijenih

mati¢njaka 1 performanse dobijenih nesparenih i sparenih matica (Sema 1).

Sema 1. Graficki prikaz ogleda

Rodonacelnica _{_ L
Presadivanje T T T 1
«saivece JHHHH HHHHH HEHEEB BEHHEH HBHBEBH
drustva 4 -
S grupa P grupa F grupa N grupa Rojidbena grupa
Maticnjaci oo ooovo oooo UoBoo gooo
oo 0o 0o LeR4) oo
Merenije t/ / / /
maticniaka Analiza Analiza Analiza Analiza
+PCR

R i Tl Tl Tl
DiSPeck;iia | 8 matica l I 8 matica ] I 8 matica I I 8 matica |

Planirani broj dobijenih sparenih matica iz svake grupe je osam, te je iz tog
razloga dodato od 12-16 mati¢njaka kod svih grupa, kako bi rizik pri oplodnji i broja
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dobijenih matica bio minimalan. Nukleusi su formirani na standardnim dvoramnim LR
ramovima, koji su smesteni u ¢etvorodelne LR nastavke, medusobno potpuno odvojene
pregradama od lesonita. Tri nedelje nakon dodavanja mati¢njaka, vrSena je provera
sparivanja matica. U nukleusima gde su se matice uspe$no sparile dodavan je jo$ jedan
ram sa praznim izvuc¢enim satom, tako da je svaka sparena matica imala tri rama na
raspolaganju, gde se nakon 6 nedelja vrsilo testiranje kvaliteta matica. Svi nukleusi u
kojima nije evidentirana sparena matica su potpuno uklonjeni. Tamo gde su sve Cetiri
matice bile sparene, jedan nukleus je izmeSten radi proSirenja preostalih tri matica. Sve
matice su kontrolisane u istom periodu sem rojidbenih koje su formirane na isti nacin ali
tokom sezone rojenja.

Kvalitet matica je ispitivan indirektno, preko parametara nukleusa, i direktno
preko morfolosko-reproduktivnih osobina matica.

Indirektni parametri. Pod indirektnim parametrima u proceni kvaliteta matica
podrazumeva se snaga nukleusa preko broja individualnih péela na srednjem ramu, kao
i kompaktnosti legla (dve mere).

Brojanje pcela je izvrSeno preko kompjuterskog programa koji omogucava
manuelno obeleZzavanje i sabiranje pcela (slika 7). Program je napravljen iskljucivo za
potrebe ovog rada kako bi se zaobiSla greSka subjektivne ocene u ocenjivanju broja
péelal®. Program pruza i dodatne (opcione) pogodnosti koje olak3avaju brojanje
(razlicite filtere, kontraste, mogu¢nost zumiranja radi preciznijeg brojanja). Ramovi na
kojima se utvrdivao broj péela slikani su DSLR kamerom Nikon D90, u JPEG formatu u
visokoj rezoluciji 4288 x 2848, u skladu sa protokolom opisanim od strane Delaplane i
sar. (2013).

14 Inace, pri redovnoj proceni broja péela i povrsine legla najéesée se koristi metoda (Kulincevi¢ i sar.,
1990) kojom se ispitivana vrednost izrazava u 1/10 okvira péela i legla, a preracunavanje na ukupan broj
pcela i ukupan broj ¢elija sa leglom vrsi preko Liebefeld metode
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Slika 8. Procena kompaktnosti legla

Ramovi su slikani u istom delu dana (da bi se smanjila greska usled izletnic¢kih
aktivnosti) i svi nukleusi su péelarskom dimilicom blago nadimljeni kako ne bi doslo do
uznemiravanja pcela i njihovog grupisanja na periferiji nukleusa.

Nakon slikanog rama zaposednutog pcelama (radi analize tatnog broja pcela),
sledilo je energic¢no stresanje pcela i ponovnog slikanja radi ocene kompaktnosti legla
(slika 8). Ocena kompaktnosti legla se racunala na dva nacina:

- maksimalna kompaktnost — podrazumeva broj poklopljenih ¢elija u jednom
polju (10x10) na najboljem delu rama, u poglavlju Rezultati i diskusija
obelezena kao Lmax;

- prosecna kompaktnost — Cetiri najbolja polja sa leglom (10x10) podeljena sa
istim brojem, u poglavlju Rezultati i diskusija obelezena kao Lx.

Direktni parametri. U ispitivanju kvaliteta pcelinjih matica, osim indirektnih

parametara druStava koriS¢eni su i direktni parametri morfolosko-reproduktivnih
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osobina matica kao §to su telesne mase, broj ovariola, dijametar spermateka i tezine
ovarijuma. Tokom ogleda vrsena je disekcija 40 sparenih matica.

Telesna masa. Nakon oduzimanja matica iz oplodnjaka, sledila je njihova
narkoza i merenje pomocu analiticke vage. Merenje je vrSeno sa tacnosc¢u od 0,0001 g
na vagi ,,LAC214* -210 g/0,0001 g. Nakon merenja mase, dok je matica jo$ u narkozi,
sledila je disekcija.

Masa jajnika i broj ovariola. Nakon merenja telesnih masa matica sledila je
njihova disekcija gde su prvo merene mase jajnika a potom brojanje jajnih cevcica
jednog jajnika. Oba jajnika su merena (tzv. vlazna tezina) na analiti¢koj vagi, gde je
dalje jedan jajnik sluzio za gensku ekspresiju za vitelogenin, dok je drugi jajnik sluzio
za brojanje jajnih cev¢€ica. Slucajan odabir jajnika (levi ili desni) je smanjio i anulirao
favorizovanje odredenog jajnika s obzirom postojanja asimetrije koje svedoce kako
stariji navodi (Chaud-Netto i Bueno, 1979) tako i novija literatura (Jackson i sar.,
2011).

S obzirom na probleme pri brojanju ovariola kod ¢uvanih uzoraka matica
(atrofija jajnika, kidanje i pojava krtih ovariola pri brojanju), sve matice su disekovane u
najkracem roku nakon njihovog vadenja iz nukleusa. Disekcija je radena u disekcionom
sudu uz pomo¢ trinokularnog stereo mikroskopa BTC STM-3C. Disekcioni sud je
posuda u kojoj se nalazi 6 mm otopljenog (ohladenog) voska koja pored mikroskopa i
instrumenata za disekciju (makazice, entomoloske igle, pincete i sl.) ¢ine osnovu za
ispitivanje interne anatomije (detaljnije opisano od strane Carreck i sar. 2013). Pri
disekciji koristili smo rastvor 96% alkohola i vode u odnosu 70:30, u korist vode®®.
Uloga rastvora je odrzavanje volumena tkiva kao i spreCavanje njegovog isusivanja §to
bi onemogucilo brojanje ovariola. U nasem radu brojanje ovariola radeno je trenutno, sa
svezim jajnikom, bez posebne histoloske pripreme!®. Prethodno izmeren jajnik, je
ponovno vrac¢en na posebnom disekcionom sudu gde je obojen sa metilen plavom

bojom, nakon ¢ega je sledilo brojanje ovariola (slika 9 - slika 10).

15 Viga koncentracija alkohola stvrdnjava tkivo, dok pri povisenom udelu vode dlaéni pokivaé plele
onemogucéava njenu penetraciju. NajceS¢e koriS¢en rastvor je (Insect saline solution) koga Cine 7,5 g
NaCl, 2,38 g Na2HPO4, 2,72 ¢ KH2PO4 u 1 | destilovane vode

16 Brojanje ovariola se moze vrsiti i histoloskom pripremom jajnika uz pomoé mikrotoma, odredenih
reagenasa, parafinskog fiksiranja i dr. (postupak traje oko nedelju dana)
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Slika 9. Izgled neobojenih Slika 10. Izgled obojenih

ovariola (na tamnoj podlozi) ovariola (na svetloj podlozi)

Dijametar spermateke. Prilikom disekcije, neposredno pre vadenja jajnika,
izolovana je spermateka kod svih sparenih matica. Spermateka je Cuvana u
formaldehidu do narednog dana kada su vrSena 1 merenja. Merenja su vrSena na
Veterinarskom fakultetu Univerziteta u Beogradu uz pomo¢ mikroskopa OLYMPUS
CX31 (Olympus, Tokyo, Japan), kamere za mikroskop Olympus UC50 digital camera i
softera za analizu slike OLYMPUS CellSens Entry software. Veli¢ina spermateka je
merena zajedno sa trahejalnom mrezom. Radi vece preciznosti, i s obzirom da traheja
nema savrseno sferi¢an oblik, radena su tri merenja iz kojih je vaden prosek. Dijametar
je direktna procena volumenal’ (Hatch i sar., 1999) i indirektna procena broja
spermatozoida (Carreck i sar., 2013).

Dodatna ispitivanja — ispitivanja mati¢njaka. Pored analize sparenih matica,
vrsena je 1 analiza 120 mati¢njaka (telesne mase nesparenih matica i tri dimenzije
mati¢njaka) svih ispitivanih grupa izuzev rojidbene grupe. U drustvima je presadeno po
24 mati¢njaka, gde je deo mati¢njaka oduziman radi genske ekspresije (3x8)8, deo
mati¢njaka je dodavan u nukleuse (12-16) kako bismo dobili sparene matice, dok je deo

17 Poznavajuéi proseéni radijus (r), volum spermateke (SV) se izratunava SV = (4/3)(m)(r)
18 Uzimano je u tri navrata po 8 uzoraka tri razli¢ita stadijuma — 8 predlutka, 8 lutka i 8 imaga-
jednodnevnih matica. Jaja i larve su oduzete od rodonacelnice
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mati¢njaka (30) oduziman i smestan u stacionarni inkubator (34,5 °C £ 0,1 °C; Rh 60 %
+ 1 % Rh) radi dodatnih ispitivanja. Analiza mati¢njaka vrSena je u svim grupama
(izuzev rojidbene), gde su jedanaestog dana (od presadivanja) mati¢njaci precizno
premereni (duZzina i Sirina mati¢njaka). Za potrebe dodatnih ispitivanja u dve ispitivane
grupe (N 1 P grupa) mati¢njaci su dodati iz drustva koja su bila formirana u slucaju
rezerve, kako bi broj bio ujednacen kod svih grupa (30). Merenja su vrSena digitalnim
nonijusom, sa precizno$¢u 0,01 mm, koji omoguéava merenje spoljnih i unutra$njih
dimenzija. DuZina mati¢njaka merena je od osnove vostane ¢aure do vrha mati¢njaka,
dok je Sirina mati¢njaka merena na najSirem delu mati¢njaka. Mati¢njaci, ¢uvani u
stacionarnom inkubatoru smesteni su u namenski zamrezene pojedinacne podeoke kako
bi se omogucilo nesmetano izvodenje mati¢njaka (slika 14., data u prilogu disertacije).
Ubrzo po izvodenju, matice su merene na analitickoj vagi. Po izvodenju matica merena
je i Sirina-dijametar otvora na vrhu mati¢njaka.

Vitelogenin. Razvojni stadijumi pcelinjih matica koji su tokom ogleda
analizirani za potrebe ekspresije gena za vitelogenin bili su slede¢ih definisanih starosti:

- Stadijum jajeta (1-3 dana), 8 uzoraka dobijenih iz rama izolatora (£=8)

- Stadijum larve (4-5 dana), 8 uzoraka dobijenih iz rama izolatora (X=8)

- Stadijum predlutke (9-11), po 8 uzoraka dobijenih iz pripadajucih
koSnica Cetiri grupa (X=32)

- Stadijum lutke (12-14 dana), po 8 uzoraka dobijenih iz pripadajuéih
kosnica Cetiri grupa (£=32)

- Stadijum matica (jednodnevni adult - nesparena matica), po 8 uzoraka
dobijenih iz pripadajucih kosSnica Cetiri grupa (£=32)

- Stadijum sparenih matica (jedan jajnik), po 8 uzoraka-matica poreklom
od 5 grupa - dobijenih iz nukleusa (ukljucujuéi rojidbenu grupu) (£=40).

Radi ispitivanja ekspresije vitelogenina, tokom ogleda svi sakupljeni uzorci
skladiSteni su u sterilnim epruvetama i ¢uvani pomo¢u RNA later-a, prema navedenom
uputstvu proizvodac¢a (duze cuvanje na niskoj temperaturi). Pojedinacni razvojni
mati¢njaka i procesa dobijanja sparenih matica radi sprovodenja daljeg postupka

ekstrakcije molekula ribonukleinske kiseline (RNK).
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Ekstrakcija RNK. Postupak ekstrakcije je sproveden koris¢enjem
komercijalnog seta Quick-RNA MiniPrep Kit (Zymo Research). U skladu sa tipom
uzorka i njegovom veli¢inom, kori§¢ena je razli¢ita koli¢ina pufera za liziranje Lysis
Buffer i PBS pufera. Nakon liziranja, nezavisno od tipa uzorka, postupak je bio isti. U
skladu sa navedenim, radni protokol sastoji se iz sledecih koraka:

- Kod stadijuma jaja i larve:

U epruvetama u kojima se nalaze uzorci, koji su duze ¢uvani u zamrzivacu, U
RNA-later, dodato je 150 pl 1x PBS i 600 pul Lysis pufera (bez odlivanja RNA-later).
Razlog zbog cega se ne odliva RNA later je usled nemoguénosti lakog uocavanja
navedenih uzoraka i odlivanja RNA later-a. Nakon dodavanja 1x PBS i Lysis pufera
sledi maceriranje sterilnim plasticnim Stapiem za maceriranje (pellet pestle) u
epruvetama zapremine 1,5 ml.

- Kod stadijuma predlutki, lutki i novoizleZenih matica:

Iz epruveta u kojima se nalaze uzorci, koji su duze ¢uvani u zamrzivacu u RNA-
later, prvo je odliveno sto vec¢i deo RNA-later-a tako da u epruveti ostane uzorak koji je
vlazan od RNA-Later-a. Nakon prelivanja uzorka sa 750 pl Lysis pufera sledi detaljno
maceriranje sterilnim plasticnim Stapi¢em za maceriranje (pellet pestle) u epruvetama
zapremine 1,5 ml. U ovim stadijumima nije korisc¢en i dodavan 1x PBS.

- Kod stadijuma jajnika:

Postupak izolovanja je isti kao kod predlutki, lutki i novoizleZenih matica s tim
Sto se nakon odlivanja RNA later uzorci prelivaju sa 500 pl Lysis pufera.

Dalji protokol ekstrakcije RNK:

- Nakon dodavanja liziraju¢ih komponenti, usled detaljnog i podrobnog
maceriranja sterilnim plasti¢nim $tapi¢ima dovodi do razbijanja tkiva na sitnije delove
kako bi delovanje liziraju¢ih komponenti bilo efikasnije. Potom je macerat inkubiran na
sobnoj temperaturi (20-30°C) na vorteks aparatu u trajanju od 5 minuta.

- Lizat je pre¢iscen centrifugovanjem na 13000 rpm u trajanju od 1 minut.

- Supernatant je prebacivan u Spin-Away™ Filter kolonicu (zuto
obojena)®® prethodno postavljenu u sabirnu epruveticu, centrifugovan 1 minut na 13000

rpm.

19'S obzirom da je bilo vie supernatanta nego $to staje u jednu kolonicu, iscedak smo prebacivali u novu
¢istu (2 ml epruveticu) i ostatak supernatanta centrifugovali u istoj kolonici
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- U epruveticu sa filtratom koji je dobijen centrifugovanjem (iscedak)
dodat je 1 volumen (isto tolika koli¢ina, dakle 750 pl) etanola a onda mesavina dobro
izmeSana na vorteksu.

- Miksat iz prethodnog koraka je zatim prebaden u Zymo-Spin™ IICG
Column kolonicu (zeleno obojena) prethodno postavljenu u sabirnu epruveticu i
centrifugovan 30 sekundi na 13000 rpm.

- U nekoliko narednih koraka vrseno je dodavanje odredenih pufera (RNA
Prep Buffer i RNA Wash Buffer) uz centrifugovanje kolonica na 13000 rpm i to
slede¢im redom:

- RNA Prep Buffer 400 pl, centrifugiranje 30 sekundi;

- RNA Wash Buffer 700 ul, centrifugiranje 30 sekundi;

- RNA Wash Buffer 400 ul, centrifugiranje 120 sekundi.

- Nakon dodavanja svakog pufera uzorak je precis¢en. Kolonica je zatim
prebacena u novu, sterilnu i pravilno obelezenu 1,5 ml epruveticu. U kolonicu je dodato
40 ul vode za eluciju direktno na belu membranu kolonice (Dnase/Rnase-Free Water) i
uzorci su centrifugovani 60 sekundi na 13000 rpm. Nakon ovog postupka dobili smo
izolat i epruvetice sa RNK izolatom su ¢uvane na -70°C ili odmah koris¢ene za reverznu

transkripciju.

Reverzna transkripcija RNK. Reverzna transkripcija, kojom je izolovana RNK
prevedena u cDNK, vrsena je pomocu seta - RevertAid Reverse Transcriptase, Thermo
Scientific.

Reakciona smesa ukupnog volumena od 20 pl sastojala se iz:

- I pg RNK

- 5 uM nasumicni heksameri kao prajmeri (Thermo Scientific)

- 1 x RT pufera (Thermo Scientific)

- 20 U Ribo-Lock RNaznog inhibitora (Thermo Scientific)

- 1 mM dNTP (Thermo Scientific)

- 200 U RevertAid reverzne transkriptaze (Thermo Scientific)

Reakciona smesa pripremana je na slede¢i nac¢in: RNK i prajmeri su u volumenu
od 11 pl inkubirani 5 min na 70°C, a zatim prebacivani na led. Dok su uzorci stajali na

ledu, u svaki je dodato po 9 ul smese koja se sastojala iz RT pufera, Ribo-Lock RNaza
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inhibitor, dNTP i RevertAid reverzne transkriptaze. Finalna smesa je inkubirana 10 min
na 25°C, a zatim 1 sat na 42°C. Reakcija je zaustavljena inkubiranjem 10 min na 70°C.
Uzorak ¢cDNK koncentracije 50 ng/ul je do dalje upotrebe cuvan na -20°C.

Provera kvaliteta cDNK. Kvalitet sintetisane cDNK se proveravao
umnozavanjem regiona gena B-aktin koji je konstitutivno eksprimiran. Na ovaj nacin je
indirektno potvrdivan integritet izolovane RNK koja je kori$¢ena za sintezu cDNK, kao
i efikasnost reverzne transkripcije. Za umnozavanje su kori$¢eni prajmeri Cije su
sekvence prikazane u Tabeli 7.

Reakcija volumena 25 pl sastojala se od:

- 100 ng cDNK

- 10 x PCR pufer (KAPA Biosystems)

- 2,5 mM MgCI2 (KAPA Biosystems)

- 0,2 uM dNTP (KAPA Biosystems)

- 0,5 uM prajmera (uzvodni i nizvodni)

- 1 U Taq polimeraze (KAPA Biosystems)

Ukoliko je u PCR reakciji umnoZen fragment duzine od 120 bp, smatralo se da
je ¢cDNK odgovarajuceg kvaliteta za analizu ekspresije metodom qRT-PCR. Ukupan
broj uzoraka za ispitivanje ekspresije vitelogenina iznosio je 152, kao i dodatnih 152 za

kontrolu B-aktin.

gReal-Time PCR analiza ekspresije gena

Za merenje nivoa ekspresije gena u uzorcima kori$é¢ena je metoda qRT-PCR sa
komparativnom AACt analizom (Livak i sar., 2001). Za normalizaciju sintetisane cDNK
u uzorcima je koris¢ena endogena kontrola B-aktin, a kao kalibrator je odabrana
medijana normalizovanih vrednosti za ekspresiju gena razvojnih stadijuma matica iz

kontrolne grupe.

Formula po kojoj je izracunata relativna vrednost koli¢ine ekspresije gena je:

Q — 2—AACI

gde je AACt = ACt uzorak — ACt kalibrator

(Ct vitelogenin — Ct p-aktin) - (Ct vitelogenin, kalibrator — Ct B-aktin, kalibrator)
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Svi eksperimenti su radeni u duplikatu. Ukoliko su se Ct vrednosti (ciklus u
kojem intenzitet fluorescencije prelazi zadati prag intenziteta) za isti uzorak znacajno
razlikovale, eksperiment je ponavljan u duplikatu.

Nivoi ekspresije gena praceni su upotrebom Sybr-Green tehnike (prema
protokolu proizvodaca seta KAPA SYBR FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal,

KAPA Biosystems). Nukleotidne sekvence prajmera navedene su u tabeli 3.

Tabela 3. Prajmeri kori$¢eni za Real time PCR kvantifikaciju

Naziv prajmera Sekvenca 5* — 3’ Referenca

Simone i sar.

Beta actin-F | TTGTATGCCAACACTGTCCTTT (2009)
Simone i sar.

Beta actin-R TGGCGCGATGATCTTAATTT (2009)
Simone i sar.

VgMC-F AGTTCCGACCGACGACGA (2009)
Simone i sar.

VgMC-R TTCCCTCCCACGGAGTCC (2009)

Reakciona smeSa ukupnog volumena 20 pl sastojala se od slede¢ih komponenti u
finalnim koncentracijama:

- 20 ng cDNK

- 1 x Kapa Syber Fast Universal gPCR Master Mix

- Prajmeri (200 nM uzvodnog i nizvodnog prajmera)

Temperaturni profil reakcije koriS¢ene za amplifikaciju bio je:
1. 3min/95°C
2. 45 ciklusa:
- 20s/95°C
- 1 min/60°C
- 30s/72°C
Nivoi ekspresije navedenih gena mereni su na real-time PCR aparatu ,,Rotor-Gene Q

5plex* (Qiagen).
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Statisticka analiza

Dobijeni podaci su obradeni standardnim statistiCkim metodama. Pored osnovne
deskriptivne statistike, primenjena je metoda jednofaktorske analize varijanse. Efekat
tretmana na ispitivane parametre je ocenjen na osnovu F-testa za tri nivoa znacajnosti
(0=0,05, a=0,01 i a=0,001), a razlike izmedu pojedinih varijanti su ocenjene pomocu
Dankanovog (Duncan) testa (0=0,05). Izra¢unati su koeficijenti korelacije izmedu
ispitivanih osobina, a njihova znacajnost je ocenjivana na osnovu t-testa. Nivo
ekspresije gena za vitelogenin, normalizovan prema ekspresiji gena za [3-aktin, iskazan
je u obliku vrednosti 224t koje predstavljaju relativno poveéanje ili smanjenje
ekspresije vitelogeninskog gena u odnosu na kontrolu (ili u odnosu na stadijum jajeta u
poredenjima izmedu stadijuma) gde ekspresija u kontroli ima jedini¢nu vrednost. Posto
je koeficijent varijacije izmedu uzoraka u svakoj od ispitivanih grupa bio veci od 30%
(¢esto 1 mnogo vise), za poredenje ekspresije gena za vitelogenin izmedu ispitivanih
grupa KkoriS¢eni su neparametrijski Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U testovi.
Statisticka analiza rezultata obavljena je koris¢enjem softvera MS Excel 2007 (MS
Office 2007, Microsoft, Redmond WA, USA) i Statistica v9.0 (StatSoft, Inc, Tulsa, OK,
USA).
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5. Rezultati i diskusija

5.1. Prijem mati¢njaka

Tokom 2017. godine dvadeset drustava presadeno je Doolittle metodom radi
dobijanja mati¢njaka. Tokom eksperimenta prvi parametar koji je ispitivan odnosio se
na broj mati¢njaka i uticaja tipa ishrane na procenat prijema. Broj povuc¢enih mati¢njaka

ispitivanih grupa prikazan je u sledecoj tabeli:

Tabela 4. Broj povuc¢enih mati¢njaka pojedina¢ne kosnice po varijantama ogleda

Varijante ogleda — broj povucenih mati¢njaka

Kosnica S grupa P grupa F grupa N grupa

1 17/24 0t/ 24 15/24 11/24

2 20/ 24 22124 18/24 19/24

3 21/24 17124 20/ 24 10/ 24

4 22124 17124 15/24 6/24

5 23 /24 7124 15/ 24 8/24
Aritmeti¢ka sredina? 20,6° 15,752P 16,620 10,82
Standardna devijacija (o) 2,3 6,3 2,3 5,0
Koeficijent varijacije (CV%) 11,2 39,9 13,9 46,0

abc.- Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o= 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisti¢ki znacajne razlike.

! Nije povuéen nijedan mati¢njak

2 Znadajnost na osnovu F testa: P = 0,016917 (*)

Procenat prijema mati¢njaka bio je 85,8% u S grupi, 66,5% u P grupi, 69,2% u F
grupi i 45,0% u N grupi. Nizak procenat u N grupi (kontrolna grupa, bez prihrane) bio
je ocekivan $to potvrduje da je prihrana, u procentu prijema mati¢njaka, izuzetno bitan
faktor u proizvodnji. Visok koeficijent varijacije ispoljio se u P grupi, iz razloga §to
drustvo broj 1 nije povuklo mati¢njake. Iako pomenuta koSnica nije koriS¢ena pri
statistickoj analizi, koSnica broj 5, u istoj grupi (P grupi), dala je znatno nize vrednosti
povucenih mati¢njaka u poredenju sa ostalim koSnicama. NajviSe vrednosti za broj
povucenih mati¢njaka ocekivano je u P grupi ali usled navedenog to nije bio slucaj.
Proces vestacke proizvodnje mati¢njaka (matica) je praksa koja je revolucionirala
pcelarsku industriju. Posto je sve veca potreba za masovnom proizvodnjom mati¢njaka,
odgajivaci stalno pokusavaju da optimizuju praksu ,,uzgoja“ primenom takvih tehnika
koje dovode do najboljih rezultata u broju povucenih mati¢njaka. Tako su Contreras-

Martinez i sar. (2016) izneli ¢injenicu da je najbolji procenat povucenih mati¢njaka bio
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sa dodatkom jabukovog soka u osnove mati¢njaka?®. Pri na$em radu, koriSéena je
kineska igla za presadivanje, koja larvu zahvata zajedno sa ve¢ prisutnim mle¢om, §to
omogucava presadivanje bez dodataka drugih suplemenata u osnove.

Prose¢ni prijem mati¢njaka za sva drustva u naSem ogledu iznosio je 66,5% U
poredenju sa drugima, proseCan prijem mati¢njaka U junu, julu i avgustu bio je 75,1,
70,9 i 68,3% (Sahinler i Kaftanoglu, 2005). Prema Emsen i sar. (2003) prijem larvi
iznosio je 77% u (jednostruko presadivanje) i 70% (dvostruko presadivanje). Jedino je S
grupa, u nasem slucaju, imala bolje rezultate u poredenju sa gore navedenim
vrednostima (Dolasevic i sar., 2020).

Nesto nize prosecne vrednosti povucenih mati¢njaka u odnosu na druge bilo je
oc¢ekivano jer su:

- drustva bila prvi put presadena?’, a prema tvrdnjama Wilkinson i Brown (2002)
proizvodnja mati¢njaka u druStvima (sa prisutnom maticom) pri prvom presadivanju
daju lo$ije rezultate u poredenju sa svakim narednim presadivanjem gde se prijem
poboljsava;

- eksperiment je raden tokom bespasnog perioda;

- sakupljaci polena bili su sve vreme ukljucent;

- presadivanje 1 dobijanje mati¢njaka vrSeno je u prisustvu matice Sto takode
rezultira nizim prijemom (Cengiz i sar., 2009).

Dakle, prihrana sirupom je dala najbolje rezultate kada je u pitanju broj
povucenih mati¢njaka Sto ne znaci da ¢e vec¢i broj povucenih maticnjaka rezultirati
dobijanjem kvalitetnijih matica. U poredenju sa drugom hranom (P i F grupa) ovog
ispitivanja Secerni sirup predstavlja inferiorniju hranu (iz ugla njegove hemijske
jednoli¢nosti) koja ne mozZe u potpunosti obezbediti sve hranljive materije pri
prozvodnji kvalitetnih matica (detaljnije u narednim poglavljima). U nasem ogledu
rezultati pokazuju pozitivan efekat Se¢ernog sirupa na broj povucenih mati¢njaka
(kvantitativni efekat) dok ce se kvalitet buduc¢e dobijenih matica kasnije obrazloziti

(kvalitativan efekat).

20 Interesantno da u istom istrazivanju dodavanje mati¢nog mleca pri presadivanju zauzima Cetvrto mesto
u pogledu prijemu mati¢njaka (57,82%), dok jabukov sok (81,06), koka kola (62,93%) i kokosova voda
(60,90) zauzimaju prva tri mesta

21 Drustva su samo u prvom delu sezone kori$éenja za presadivanje (u komercijalne svrhe) nakon &ega je
proizvodnja prekinuta a drustva odabrana za buduci ogled
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5.2. Kvalitet mati¢njaka I mase nesparenih matica

Sem broja povucenih mati¢njaka, slede¢e parametre koje smo ispitivali bili su
veli¢ina mati¢njaka i telesne mase (nesparenih) matica. Podaci su obradeni analizom
varijanse, uraden je grupni F test koji pokazuje da li je bilo znacajnih rezultata izmedu
tretmana, a srednje vrednosti tretmana su grupisane na osnovu Dankanovog testa, koji
pokazuje znacCajnost razlika izmedu pojedinacnih tretmana.

Pri veli¢ini mati¢njaka testirali smo tri dimenzije: duzina mati¢njaka, Sirina
mati¢njaka i dijamatar otvora mati¢njaka. U sledecoj tabeli (tabela 5) dati su proseci

navedenih dimenzija i mase nesparenih matica:

Tabela 5. Masa matica i dimenzije mati¢njaka u zavisnosti od ishrane

Osobine Varijante ogleda Fi

S grupa P grupa F grupa N grupa
Telesna masa (@) 0,2041° 0,1793% 0,1879? 0,1881° il
Duzina mati¢njaka (mm) 27,18° 26,512P 24,912 27,88° **
Dijametar otvora (mm) 6,83? 6,672 6,852 6,99° ns
Sirina mati¢njaka (mm) 11,542 11,557 11,542 11,20° ns

abc.- Vrednosti su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o = 0,05), gde izmedu vrednosti u
istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Zna&ajnost na osnovu F testa: ns = P>0,05; * = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001

Najvisa vrednost telesnih masa matica zabelezena je kod S grupe, gde je iznosila
204 mg. Vrednosti S grupe su pokazale znacajnu razliku u poredenju sa preostalim
grupama, koje medusobno nisu pokazale znacajnu razliku.

Telesna masa jednodnevnih matica u S grupi iznosi 204,1 mg, P grupi 179,3 mg,
u F grupi 187,9 mg i u N grupi 188,1 mg. Prema Hatjina i sar. (2014) masa nesparenih
matica ne bi trebala da bude manja od 200 mg. Kahya i sar. (2008) su matice podeljene
u tri kategorije maseno predstavili kao: lake (ispod 190 mg), srednje (190-200 mg) i
teske (preko 200 mg), Sto bi prema nasim vrednostima jedino matice hranjene Secernim
sirupom spadale u teSku, dok bi preostale, spadale u laku kategoriju. Prosecna telesna
masa nesparenih matica svih ispitivanih grupa iznosila je 189,8 mg.

U pogledu duzina, mati¢njaci iz F grupe znacajno su manji u poredenju sa
mati¢njacima S i N grupe. lako nije bila statisti¢ki znacajna razlika, nesparene matice F
grupe su ujedno bile i nesto lakse u poredenju sa drugim maticama. Ovi rezultati ukazuju

da polenski suplement nije najbolji izbor kada su u pitanju dosada$nji ispitivani
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parametri. U naSem ogledu, srednja duzina zatvorenih mati¢njaka iznosila je 26,62 mm.
Ove vrednosti su slicne u poredenju sa vrednostima drugih autora. Srednja duZzina
mati¢njaka prema Cengiz i sar. (2009) iznosila je 25,13 mm + 0,18 mm u prisustvu
matice. Emsen i sar. (2003) su dosli do prose¢ne vrednosti duzine mati¢njaka od 25,20
mm = 0,04 mm proizvedene u drustvima bez matica. Wilkinson i Brown (2002) takode
imaju sli¢ne vrednosti od 26,70 mm u drustvima gde je matica bila prisutna. Premda mi
nismo vrsili poredenje duzine mati¢njaka proizvedene prirodnim putem, rezultati
Dodologlu i sar. (2004) navode da je duzina mati¢njaka (24,80 mm = 0,37 mm)
proizvedenih Doolittle metodom bila veéa u poredenju sa prirodno dobijenim
mati¢njacima.

Razlike u dijametru otvora mati¢njaka kao i Sirine mati¢njaka nisu bile znacajne.
Matice pri izvodenju kruzno progrizaju vrh mati¢njaka prema kome su i same
okrenute??, Ispitivanja dijametra otvora mati¢njaka je radena po pretpostavci da ¢e veéi
dijametar biti indirektni pokazatelji krupnijih matica. Na ovaj nacin, kvalitet svih
izvedenih mati¢njaka bio jednostavno ocenjen preko dijametra otvora, kao pouzdan
parametar u pogledu krupno¢e matice. Ova pretpostavka nije dokazana u nasem
postavljenom ogledu.

Sirina matiénjaka je u slaboj pozitivnoj korelaciji sa telesnom masom matica (r
= 0,271) kao i duzinom mati¢njaka (r = 0,241), dok je dijametar otvora u srednjoj
pozitivnoj korelaciji sa duzinom (r = 0,332) (tabela 6).

Tabela 6. Koeficijenti korelacije mase matica i dimenzija mati¢njaka (iznad dijagonale)
i njihove standardne greske (ispod dijagonale)

Osobine matice i mati¢njaka

Osobine matice i

mati¢njaka Telesna masa DEIVZ tna Dijametar otvora S!':"Ea
mati¢njaka maticnjaka
Telesna masa 0 0,152 -0,030 0,271**1
DuZina mati¢njaka +0,023 0 0,332*** 0,241*
Dijametar otvora +0,001 +0,110 0 -0,035
Sirina mati¢njaka +0,073 +0,058 +0,001 0

Iznad dijagonale su koeficijenti korelacije, a ispod dijagonale su odgovarajuce vrednosti njihove standardne
greske. Jagina korelacije je procenjivana po skali: <0,3 = slaba; 0,3-0,6 = srednje jaka; >0,6 = jaka.
! Znaé&ajnost korelacije na osnovu t-testa: ns = P>0,05; * = P<0,05; ** = P<0,01; *** = P<0,001

Korelacija izmedu ostalih osobina mati¢njaka i jednodnevnih matica nije bila

signifikantna pa ih necemo dalje analizirati i diskutovati.

22 Tako retko, u praksi se moze nai¢i na situaciju gde je matica okrenuta suprotno od vrha mati¢njaka

52



5.3. Ispitivanja sparenih matica

Od svih proizvedenih mati¢njaka, oduzet je jedan broj mati¢njaka iz svake
grupe/kosnice. S obzirom da je od svih grupa oduzeto 12-16 mati¢njaka®, to znaci da je
iz svih kosnica izdvojeno po dva-tri mati¢njaka. Mati¢njaci su dodati u oplodnjake
(nukleuse) radi njihovog izvodenja i sparivanja. Nakon kontrole njihovog sparivanja i
Sestonedeljnog perioda nosivosti sledila je analize njihovog kvaliteta. U narednoj tabeli

(tabela 7) prikazane su razlike u masama (sparenih) matica kod razli¢itih grupa.

Tabela 7. Telesna masa matica (g) u zavisnosti od ishrane

Varijante ogleda

Matica Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 0,2298 0,2277 0,1762 0,2109 0,2159

2 0,2211 0,2300 0,1889 0,2046 0,2057

3 0,2071 0,1868 0,2005 0,2470 0,1924

4 0,1954 0,2331 0,2265 0,2350 0,1948

5 0,2235 0,2263 0,2019 0,2018 0,2118

6 0,2092 0,2514 0,1960 0,2399 0,1993

7 0,2157 0,2269 0,1972 0,2341 0,2401

8 0,2336 0,2392 0,2210 0,2009 0,1906
Aritmeti¢ka sredinal 0,2169*0¢  0,2277¢ 0,2010*°  0,2218>¢  0,20632P

Standardna devijacija (o) 0,0127 0,0185 0,0163 0,0190 0,0164

Koeficijent varijacije (CV%) 5,85 8,14 8,09 8,59 7,96

abc.- Vrednosti za aritmeticku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razliitim slovima postoje statisti¢ki znacajne razlike.
! Znacajnost na osnovu F testa: P = 0,018175 (*)

Razvijenost matice, tj. njena masa moze se koristiti kao faktor kvaliteta pri
ocenjivanju jer teze matice imaju vise ovariola, vece spermateke i vise spermatozoida u
spermateci (Akyol i sar., 2008; Kaftanoglu i sar., 2000). Razli¢it tip ishrane imao je
uticaj na tezinu sparenih matica, tako da je P grupa dala teze matice od F i rojidbene
grupe. Zanimljivo je da nije bilo razlike izmedu grupe gde su drustva prihranjivana
polenom i medom (P grupa) i grupe koja uopste nije imala prihranu (N grupa) kao i S
grupe koja je prethodno (kod nesparenih matica) bila superiornija. Objasnjenje ovakvog
rezultata najverovatnije lezi u tome da je drustvo iz N grupe imalo najmanji broj
povucenih mati¢njaka i samim tim svaki mati¢njak bio je viSe hranjen mati¢nom mleci.

U prilog ovome ukazuju i odredeni radovi koji potvrduju da prosecna proizvodnja

23 Radi izbegavanja rizika sparivanja, u nukleuse smo dodavali 12-16 mati¢njaka radi dobijanja minimum
8 sparenih matica po svakoj ispitivanoj grupi. Mati¢njaci po tretmanima/ko$nicama izabrani su metodom
slu¢ajnog odabira
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mati¢ne mleci (kao i njen kvalitet!) po jednom mati¢njaku opada sa ukupnim brojem
mati¢njaka (Sahinler i Sahinler, 2002). U ovoj fazi ogleda, grupa S, za razliku od
prethodnih rezultata, nije se statisticki razlikovala od nijedne grupe. Masa sparenih
matica iz grupe sa polenom znacajno je veca od rojidbene grupe kao i od grupe sa
dodatkom polenskog suplementa. S obzirom na nedostatak radova o uticaju razlicite
ishrane i njenog efekta na masu dobijenih sparenih matica, osvrnuéemo se na dobijene
mase drugih autora u njihovim ogledima kao i neke od preporuka. Dakle, prose¢na masa
dobijenih matica u svim ispitivanim grupama iznosila je 215 mg. Prose¢na masa matica
u nasem ogledu je u saglasnosti sa studijama Tarpy i sar. (2011, 2012), 206,6 mg i
218,7 mg. Masa sparenih matica ne bi trebala da je ispod 230 mg, prema navodima
Hatjina i sar., 2014. U Sloveniji, sa rasom Apis mellifera carnica, tokom 2006., 2008. i
2010. godine masa matica iznosila je 208,40 mg + 15,31 mg, 209,49 mg + 9,82 mg,
201,83 mg= 15,85 mg (Gregorc i Smodis Skerl, 2015). Poredeéi strane navode, mozemo
zakljuciti da je prose¢na masa sparenih matica od 228 mg u grupi sa polenom i medom
dala izuzetne rezultate. Prema nasem ogledu, kada je u pitanju masa sparenih matica,
prednost u izboru hrane treba svakako dati prirodnoj hrani, medu i polenu (P grupa), $to
su vrednosti iz prethodne tabele i potvrdile.

Nakon merenja matica, sledila je disekcija svih sparenih matica. Broj
disekovanih matica po svakoj grupi iznosio je 8 (ukupno 40), gde su se sve vrednosti,
tokom, i neposredno nakon disekcije, evidentirale i statisticki obradile. Pri disekciji prvi

parametar koji ¢emo prikazati predstavlja masu jajnika sparenih matica (tabela 8).

Tabela 8. Masa jajnika matica (g) u zavisnosti od ishrane

Varijante ogleda

Kosnice Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 0,1642 0,1323 0,0559 0,0896 0,1529

2 0,1483 0,1278 0,0889 0,1068 0,1271

3 0,1329 0,0945 0,1213 0,1559 0,1252

4 0,1023 0,1181 0,1220 0,1355 0,1082

5 0,0947 0,1374 0,0953 0,0766 0,1245

6 0,0917 0,1323 0,1085 0,1704 0,1012

7 0,1240 0,1208 0,0566 0,1108 0,1410

8 0,1333 0,1189 0,1443 0,0429 0,0970
Aritmeti¢ka sredina’ 0,12392 0,12282 0,09912 0,11112 0,1221%
Standardna devijacija (o) 0,0260 0,0134 0,0315 0,0422 0,0193

Koeficijent varijacije (CV%) 21,01 10,93 31,77 37,96 15,80

abe. Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o= 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Znacajnost na osnovu F testa: P = 0,353722 (ns)
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Tezina jajnika nije pokazala statistiCku znacajnost medu ispitivanim grupama,
iako su srednje vrednosti kod F grupe bile neSto nize. Usled navedenih
(nesignifikantnih) vrednosti, pojedinacna poredenja se nece dalje analizirati. Nasuprot,
osvrnuéemo se na prosek masa svih dobijenih jajnika koja nisu u skladu sa ranije
objavljanim vrednostima. Prose¢na masa jajnika za sve grupe iznosila je 115,8 mg. Ove
vredosti su viSe ¢ak i od pojedina¢nih (najvisih) vrednosti drugih autora prethodno
objavljenih. Prema Gregorc i Smodis Skerl (2015) najtezi jajnici bili su tokom 2010.
godine i iznosili su 78,67 £ 11,86 mg. Prema Haarmann i sar. (2002) najvisa vrednost
bila je 47,9 mg u kontrolnoj grupi. Pretpostavka je, da je do razlika dovelo
nestandardizovana metodologija merenja. Prilikom samog merenja, duzina kontakta
vlaznih jajnika sa suvim papirom je od presudnog znacaja za konacan rezultat. Tokom
naSeg ogleda, svez jajnik smo na trenutak prislonili suvom papiru i odmah nakon toga
pristupali merenju. Ukoliko je jajnik potpuno spusten na papir onda Se masa znatno
smanjuje usled veceg kapilarnog upijanja te¢nosti vlaznog jajnika. Sem ovoga, matice u
nasem eksperimentu su odmah po vadenju iz nukleusa merene, Sto takode doprinosi
vec¢im vrednostima i manjem kaliranju ovarijuma tokom duzeg transporta u kavezima.

Nakon merenja mase jajnika, sledilo je razdvajanje parnih jajnika. Jedan jajnik
je sluzio za brojanje jajnih cevcica (tabela 9) dok je drugi jajnik sluzio za analizu

ekspresije vitelogenina (kasnije analizirano).

Tabela 9. Broj jajnih cev¢ica matica u zavisnosti od ishrane

Varijante ogleda

Kosnice Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 144 170 130 146 159

2 148 171 147 149 145

3 158 162 142 140 144

4 154 168 151 147 157

5 160 167 154 147 138

6 155 159 154 174 158

7 149 147 109 148 160

8 151 173 146 132 120

Aritmeti¢ka sredina® 152,382 164,63° 141,632 147,882 147,632

Standardna devijacija (o) 5,37 8,50 15,32 11,97 13,91
Koeficijent varijacije (CV%) 3,52 5,16 10,81 8,09 9,42

abe- Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Zna&ajnost na osnovu F testa: P = 0,005437 (**)
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Ve¢i broj jajnih cevéica ukazuje na bolju razvijenost jajnika i na vecu
potencijalnu nosivost matica. Razlike u broju jajnih cevcica, usled razli¢ite ishrane, bile
su uocljive. Statisticki znacajno veci broj jajnih cevcica imale su matice iz P grupe u
poredenju sa ostalim grupama S$to je i o¢ekivano (Dolasevic i sar., 2020). Ovim je
dokazano da dodatkom prirodne hrane (polen i med) bitno mozemo uticati na poveéanje
broja jajnih cevc¢ica. Matice iz P grupe posedovale su 8% vise ovariola u odnosu na S
grupu, 14% vise ovariola u odnosu na F grupu i 10% viSe u odnosu na N 1 rojidbenu
grupu. Matice iz P grupe posedovale su 9% vise ovariola u odnosu na prosek svih
ispitivanih grupa. U naSem eksperimentu, prose¢an broj ovariola za sve ispitivane grupe
iznosio je 150,83. Sto se ti¢e proseka svih grupa, nadi rezultati su u skladu sa drugim
autorima; kvalitetna matica bi trebala imati oko 150 ovariola (Ruttner, 1983; Carreck i
sar., 2013); oko 149 ovariola (Gregorc i Smodis Skerl, 2015). Broj ovariola (A. m.
carnica) za kvalitetnu maticu bi trebao biti u opsegu 145-160 (Hatjina i sar., 2014). U
naSem radu nisu testirane nesparene matice jer su ovariole sastavljene od terminalnih
filamenata dok je bazalni germarijum slabo razvijen.

U narednoj tabeli (tabela 10) predstavljene su veli¢ine spermateke kod svih
ispitivanih grupa. Kao $to je prethodno naglaSeno (u Materijal i metod rada), sve
vrednosti koje se nalaze u tabeli predstavljaju proseéne vrednosti tri razli¢ita merenja

spermateke.

Tabela 10. Pre¢nik spermateke matica (um) u zavisnosti od ishrane

Varijante ogleda

KoSnice Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene
1 1276,56 1258,73 1205,37 1254,59 1093,10
2 1227,56 1258,93 1242,61 1177,75 1149,77
3 1257,01 1180,91 1176,28 1314,49 1299,32
4 1138,68 1391,48 1231,53 1196,28 1248,66
5 1248,94 1309,56 1163,93 1287,25 1207,24
6 1279,41 1233,28 1207,52 1303,98 1281,88
7 1196,87 1338,11 1244,65 1277,04 1303,85
8 1116,10 1299,38 1241,73 1332,32 1082,55
Aritmeti¢ka sredina’ 1217,64*°  1283,80° 1214,20*° 1267,96*°  1208,30?
Standardna devijacija (o) 61,98 65,29 31,35 55,44 90,21
Koeficijent varijacije (CV%) 5,09 5,09 2,58 4,37 7,47

abe- Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Zna&ajnost na osnovu F testa: P = 0,069193 (ns)
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U pogledu dijametra spermateke P grupa je dala bolje rezultate u poredenju sa
rojidbenim maticama ali je bila u rangu sa preostalim grupama. Prema Kovaci¢ i
Puskadija (2016) veca spermateka bi trebala da primi viSe spermatozoida kao i to da
srednji dijametar pripada ospegu 1,17 mm - 1,24 mm. Takode, prema drugim autorima
dijametri spermateka kod matica koje su podeljene u grupe, na teske i srednje, iznosili
su 1,258 mm = 0,20 mm i 1,061 mm % 0,28 mm (Akyol i sar., 2008). Hatjina i sar.
(2014) daju preporuku da dijametri ne bi smeli da budu manji od 1,2 mm. U naSem
ogledu, srednja vrednost dijametra spermateka kod svih ispitivanih grupa iznosila je
1,24 mm.

S obzirom da su prethodno bili navedeni i analizirani direktni parametri kvaliteta
matica, u ovom delu ¢emo napraviti osvrt na indirektne parametre kvaliteta matica. Ovi
parametri predstavljaju ja¢inu drustava (u nasem slucaju nukleusa) tj. kompaktnost legla
I broja péela. Indirektni parametri su od velike vaznosti i u praksi vrlo ¢esto jedini sud
koji odlucuje 0 njenom kvalitetu. Za razliku od direktnih, pri ocenjivanju indirektnih
parametara kvaliteta matice, maticu nije potrebno zrtvovati. U nasem radu, kvalitet legla
smo ocenjivali preko njegove maksimalne i prose¢ne kompaktnosti. Maksimalna
kompaktnost — podrazumeva broj poklopljenih ¢elija u jednom polju (10x10) na
najboljem delu rama (Lmax), dok prose¢na kompaktnost predstavlja Cetiri najbolja polja
sa leglom (10x10) podeljena sa istim brojem (Lz) (detaljnije objasnjeno u Materijal i

metod rada). U tabeli 11. prikazane su vrednosti maksimalne kompaktnosti legla.

Tabela 11. Maksimalna kompaktnost legla (Lmax)

Varijante ogleda

Nukleusi Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 92 90 98 92 96

2 80 99 77 75 97

3 91 95 97 92 50

4 83 93 85 91 92

5 92 89 96 93 92

6 94 71 91 90 95

7 93 95 90 86 90

8 95 74 78 86 78
Aritmeti¢ka sredina’ 90,00% 88,25? 89,00? 88,132 86,257
Standardna devijacija (o) 5,45 10,24 8,28 5,94 15,81
Koeficijent varijacije (CV%) 6,06 11,60 9,30 6,74 18,33

abc.. Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o= 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Znacajnost na osnovu F testa: P = 0,959035 (ns)
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Pored maksimalne kompaktnosti, ocenjena je i prosecna kompaktnost legla istih
nukleusa (tabela 12).
Tabela 12. Prose¢na kompaktnost legla (Lx)

Varijante ogleda

KoSnice Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 90 88 94 91 94

2 75 94 71 72 94

3 89 93 96 91 46

4 72 92 81 87 88

5 90 89 90 92 87

6 86 64 87 90 92

7 91 95 88 82 87

8 92 67 69 85 76
Aritmetic¢ka sredinal 85,63% 85,252 84,502 86,252 83,002
Standardna devijacija (o) 7,73 12,44 10,04 6,71 16,03
Koeficijent varijacije (CV%) 9,02 14,59 11,88 7,78 19,31

abc.- Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o. = 0,05), gde

izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razliitim slovima postoje statisti¢ki znacajne razlike.
! Znacajnost na osnovu F testa: P = 0,981382 (ns)

Interesantno je da kompaktnost legla, kako u maksimalnim tako i u prosec¢nim
vrednostima, nije pokazala znacajnost kod ispitivanih grupa. Prema nasem ogledu, ovo
saznanje nam ukazuje da mlade, tek sparene matice, nezavisno od tipa ishrane ne
ispoljavaju razliku u prvom periodu njihove nosivosti. Da bi se razlike pojavile
verovatno je neophodno njihovo duze pracenje. Ovo ukazuje i na cinjenicu da
Sestonedeljno testiranje matica nije dovoljan period da bi se sa ta¢noS¢u odredila
potencijalna nosivost i kvalitet legla prema njegovoj kompaktnosti.

Broj pcela, kao indirektni parametar, je ocenjen 1 dat u sledecoj tabeli:

Tabela 13. Broj pcela na srednjem ramu nukleusa

Varijante ogleda

KoSnice Sgrupa Pgrupa Fgrupa Ngrupa rojidbene

1 559 412 321 710 484

2 393 496 722 571 706

3 530 339 357 607 753

4 527 584 357 463 655

5 616 472 675 392 830

6 604 563 355 415 536

7 584 694 488 490 501

8 373 630 394 605 769
Aritmeti¢ka sredina’ 523,25%°  523,75%" 458,63 531,63  654,25"
Standardna devijacija (o) 92,34 116,81 156,55 109,53 132,52

Koeficijent varijacije (CV%) 17,65 22,30 34,13 20,60 20,26

abc.- \/rednosti za aritmeticku sredinu su grupisane na osnovu Dankanovog (Duncan) testa (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istom redu koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.
! Znacajnost na osnovu F testa: P = 0,048844 (*)
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Matice dobijene prirodnim putem imale su veéi broj pcéela u poredenju sa F
grupom dok u poredenju sa ostalim grupama nije bilo statisticki znacajne razlike. Broj
pcela je jedini parametar koji je pokazao superiornost prirodno dobijenih matica u
odnosu na veStacki dobijene matice. Poredenjem morfoloSko-reproduktivnih
karakteristika matica dobijenih prirodnim i vestackim putem nije dalo rezultate u korist
prirodno dobijenih matica. Matice dobijene prirodnim putem imale su manju telesnu
masu, manji broj jajnih cevc€ica i manji dijametar spermateka u poredenju sa P grupom.
Sliéne tvrdnje navode i Abbasi i sar. (2015) gde vestacki nacin (putem presadivanja)
daje bolje rezultate od prirodnog nac¢ina proizvodnje matica.

Veci procenat kompaktnosti legla, treba da rezultira ve¢im brojem izvedenih
péela. S obzirom da je kompaktnost legla bila bez znacajne razlike kod svih grupa,
dobijena razlika u broju péela, u korist rojidbenih matica, tesko je obja$njiva. S obzirom
da izvedeni eksperiment nije u potpuno kontrolisanim uslovima, veé¢ pripada tzv.
poljskom eksperimentu (engl. field experiment), ovakve razlike se desavaju usled uticaja
drugih nekontrolisanih faktora.

Prema svim gore navedenim i sakupljenim podacima uocena je pozitivna
korelacija izmedu telesnih masa matica i mase jajnika (r = 0,666), broja ovariola (r =
0,452) i dijametra spermateke (r = 0,364). Dobijena je i pozitivna korelacija izmedu
mase jajnika i broja ovariola (r = 0,465) (tabela 14). Ovi podaci nedvosmisleno
dokazuju da je masa matica veoma bitan faktor u proceni njenog kvaliteta. Krupnije
matice, prema naSim rezultatima, posedovace vecu masu jajnika, veci broj ovariola i
vecu zapreminu spermateke.

Prema sakupljenim podacima nije uocena ni jedna korelacija izmedu matica
razli¢itih grupa i ja¢ine nukleusa. Da bi se pojavile korelacije i da bi mogli da donosimo
sud o kvalitetu matice preko njene kompaktnosti legla i broja pcela, zakljucujemo da je
maticu potrebno testirati duzi vremenski period, gde bi se troramni nukleusi sa
pripadaju¢im maticama i pcelama prosirivala i razvijala u proizvodna drustva, kao i
njihovo dalje pracenje §to dodatno poskupljuje ceo ogled i ukljucivanje vise ljudi za
njegovu realizaciju. Ovu dinamiku razvoja nukleusa trebalo bi ispratiti prihranom istim
tipom hrane kao u odgajivackim drustvima koja su proizvodila eksperimentalne matice.
U Sestonedeljnom startu nosivosti, sve mlade matice, koje su se sparile i pronele,

ispoljavaju podjednak efekat nosivosti sude¢i prema kompaktnosti i broju pcela.
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Tabela 14. Korelacije izmedu osobina matica i drustava
tel.mas. mas.jaj br.ovar. sperm. k.max.| k.X | p¢€ela

tel.mas.| -- |0,666***|0,452** 0,364* 0,010 0,028 |-0,086
mas.jaj -- 0,465** 10,0194 -0,060 | -0,0428 -0,102
br.ovar. -- 0,260 | 0,084 @ 0,057 |-0,188
sperm. -- |-0,088  -0,019 0,084
k.max. - 0,975*** -0,274
k.X -- -0,258
pCela --

Ove korelacije su u saglasnosti sa drugim autorima (Woyke, 1971; Akyol i sar.,
2008; Kahya i sar., 2008).

Radi vizuelizacije i razumljivijeg prikaza, u nastavku su izloZena Cetiri grafikona
(grafikon 6 - grafikon 9) linearne regresije o0 uticaju mase matice na masu jajnika, broj

ovariola i dijametar spermateke, kao i izmedu mase jajnika i broja ovariola.

Scatterplot of mas.jaj against tel.mas.
OSN 1.sta 9v*40c

mas.jaj = -0.102+1.0143*x

mas.jaj

0.04 °©
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Grafikon 6. Uticaj mase matica na masu jajnika
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Scatterplot of br.ovar. against tel.mas.
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Grafikon 7. Uticaj mase matica na broj ovariola

Scatterplot of sperm. against tel.mas.
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Grafikon 8. Uticaj mase matica na dijametar spermateke
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Scatterplot of br.ovar. against mas.jaj
OSN 1.sta 9v*40c
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Grafikon 9. Uticaj mase jajnika na broj ovariola

Navedene korelacije izmedu navedenih svojstava bile su ocekivane s obzirom na
njihovu medusobnu, samorazumljivu, povezanost (ve¢a masa matice uslovice vecu
masu jajnika, broj ovariola itd). Dobijene korelacije su u skladu sa drugim autorima
(Tarpy i sar., 2013; Kaftanoglu i sar., 2000; Collins i Pettis, 2013; Woyke, 1971).

5.4. Analiza vitelogenina

Kod prikaza podataka (graficki i tabelarno) u tabelama su dati proseci,
standardne devijacije, koeficijenti varijacije i standardne greske proseka, dok su u
grafikonima izlozeni vrednosti za prosek, prosek + standardna greska i interval
poverenja za p = 0,05, na osnovu standardne greske. Posto su vrednosti 224 ragunate
kao povecanje ili smanjenje ekspresije vitelogeninskog gena u odnosu na kontrolu, kod
nje je ta vrednost uvek jednaka jedinici, pa pokazatelji varijacije ne postoje (jednaki su

nuli) i nisu prikazani.
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Tabela 15. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena (224", normalizovan prema genu za
B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na N grupu (kontrola; 244¢t =1)

Poreklo Varijante ogleda!
Vrednost
uzoraka N grupa S grupa P grupa F grupa
2-Anct 1,002 0,98 1,83 1,30
SD - 0,38 1,45 0,85
Prediutka o\ - 38,60 78,87 65,27
SE(244CY -- 0,13 0,51 0,30
2-Anct 1,002 0,82 2,38 0,82
Lutka SD -- 0,58 3,05 0,55
CV% - 71,50 128,27 66,87
SE(244¢Y -- 0,21 1,08 0,19
2-Anct 1,002 3,77 1,87 3,95
Matica SD -- 7,38 3,29 7,86
CV% -- 195,98 175,63 199,22
SE(244CY -- 2,61 1,16 2,78
2-Anct 1,002 1,63 1,40 0,63
Jajnik SD -- 1,66 1,74 0,76
CV% -- 102,14 109,94 87,21
SE(244¢Y -- 0,59 0,54 0,27

1N grupa — kontrola bez prihrane; S grupa — prihrana $e¢ernim sirupom; P grupa — prihrana medom i
polenom; F grupa — prihrana polenskom zamenom.

2 Razlike izmedu vrednosti 224 nisu bile zna¢ajne na osnovu Kruskal-Wallis testa i Mann-Whitney U
testova (o = 0,05).

U tabeli (tabela 15) dat je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (244,
normalizovan prema genu za B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na N
grupu. lako postoje uslovi za primenu parametrijskih testova znacajnosti, zbog visokih
vrednosti standardne devijacije i koeficijenta varijacije, radeni su neparametrijski testovi
znacajnosti (Kruskal-Wallis test i Mann-Whitney U test), mada je i t-test davao isti
rezultat. Ni u jednom ispitivanom stadijumu razvic¢a nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u nivou ekspresije vitelogeninskog gena izmedu ispitivanih tretmana u odnosu na
kontrolu (N-grupa). Kada se pogledaju vrednosti, naroc¢ito u stadijumu matice, gde je
kod S i F grupe ekspresija vitelogeninskog gena bila gotovo Cetiri puta veca u odnosu na
kontrolu, vidi se da ispitivani tretmani povecavaju nivo ekspresije, ali su istovremeno,
zbog visoke standardne devijacije, te razlike beznacajne. Visoka standardna devijacija je
bila izazvana razlikama u vrednosti Ct izmedu pojedina¢nih uzoraka unutar istog
stadijuma razvica 1 ispitivanog tretmana. To ukazuje na moguénost dalje optimizacije
procesa izolacije iRNK, reverzne transkripcije i same PCR reakcije. Graficki prikaz

navedenih vrednosti dat je u grafikonima (grafikon 10 — grafikon 13).
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Grafikon 10. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena kod predlutki u odnosu na N grupu

U grafikonu 10. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (224" kod
predlutki, normalizovan prema genu za (-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu

na N grupu (kontrola; 2724¢t =1),
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Grafikon 11. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena kod lutki u odnosu na N grupu

U grafikonu 11. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (224" kod
lutki, normalizovan prema genu za B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na N

grupu (kontrola; 2-44¢t =1).

65



Matica

10

2 AACt
NN
m]
—
m]

27 O
-~
o 1
-2 : : . ' O Mean
Grupa N Grupa S Grupa P GrupaF [ MeantSE

N T Mean+1.96*SE
Varijante ogleda

Grafikon 12. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena kod matica u odnosu na N grupu

U grafikonu grafikonu 12. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena
(224" kod matica, normalizovan prema genu za B-aktin, u eksperimentalnim grupama u

odnosu na N grupu (kontrola; 2"44¢t =1).
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Grafikonu 13. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena u jajnicima u odnosu na N grupu

U grafikonu 13. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (224 u
jajnicima, normalizovan prema genu za B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu
na N grupu (kontrola; 2744¢t =1),

Literaturni podaci navode da ishrana utie na sintezu vitelogenina, jer je
dokazano da sa povecanjem koli¢ine polena dolazi do povecanja nivoa vitelogenina, kao
i da polen znacajno povecava ekspresiju gena za vitelogenin, a posebno polen bogat
proteinima (npr. polen Rubus sp.) i lipidima (npr. polen Erica sp.), §to je razumljivo s
obzirom da polen podsti¢e razvoj masnih tela koja su mesta sinteze ovih jedinjenja
(Alaux i sar., 2010, Di Pasquale i sar., 2013, Wang i sar., 2014). Nasi dobijeni rezultati
nisu pokazali statistiCku znacajnu razliku u ekspresiji gena za vitelogenin navenedinih
stadijuma izmedu tretmana.

Corona i sar. (2005) navode da ekspresije gena ne zavise samo od ishrane vec i
od dela tkiva u kome se date celije nalaze, kao i starosti organizma. Tako je izmedu

matica starih jedan dan i matica starih jednu godinu razlika bila i do 20x u ekspresiji
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odredenih gena, zapravo doslo je do razlika u mozgu i abdomenu dok u toraksu nije
(Corona i sar., 2005). U nasem radu nisu vrSena poredenja tokom starenja samih matica
1 razlike u tkivnim celinama. Imaju¢i u vidu navedeno, moguce da bi do razlike doslo

tokom starenja matica, kao i u komparaciji jajnika sa drugim delovima njenog tela.

Tabela 16. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena (2"22<%), normalizovan prema genu za
B-aktin, u razli¢itim stadijumima razvi¢a u odnosu na jaje (kontrola; 244¢t =1)

Vrednost

Stadijum razvic¢a >-AACT ) V% SE(MY
Jaje 1,002 - -- -
Larva 3,723b 4,07 109,30 1,44
Predlutka 6,2105¢ 4,85 78,02 1,71
Lutka 6,78°¢ 4,93 72,64 1,74
Matica 9,56 ¢ 7,04 73,66 2,49
Jajnik matice 6,85 b¢ 5,50 80,25 1,94

abc. Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Mann-Whitney U testova (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istoj koloni koje su oznacene razli¢itim slovima postoje statisticki znacajne razlike.

U tabeli 16. prikazan je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (2724<Y) praden u
kontrolnoj (N) grupi, normalizovan prema genu za B-aktin, u razli¢itim stadijumima
razvica u odnosu na jaje. Primetan je porast aktivnosti vitelogeninskog gena prema
adultnom stadijumu. Najveca aktivnost ovog gena bila je zabelezena kod celih matica
(9,56 x u odnosu na jaje), koja se znacajno razlikovala od stadijuma jajeta (1 X) i larve
(3,72 x), ali se nije znacajno razlikovala u odnosu na stadijum predlutke (6,21 x), lutke
(6,78 x) 1 u odnosu na jajnik matice (6,85 x). U odnosu na jaje, znacajno veca aktivnost
vitelogeninskog gena uocena je kod stadijuma predlutke i lutke. Graficki prikaz

navedenih vrednosti dat je u sledecem grafikonu (grafikon 14).
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Grafikon 14. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena u razli¢itim stadijumima razvica u
odnosu na jaje

U grafikonu 14. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (244,

normalizovan prema genu za (-aktin, u razli¢itim stadijumima razvi¢a u odnosu na jaje

(kontrola; 244Ct =1),

U narednoj tabeli (tabela 17) data je analiza istog poredenja sa transformacijom
2°4Ct normalizovan prema genu za B-aktin, sa apsoulutnim vrednostima (bez
uporedivanja sa stadijumom jaje). Primetno je, za razliku od prethodne obrade, da se u
ovom slucaju ispoljila signifikantna razlika u ekspresivnosti vitelogenina izmedu

stadijuma jajeta i jajnika (sparenih) matica.
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Tabela 17. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena (2°4¢Y), normalizovan prema genu za -

aktin, u razli¢itim stadijumima razvica

Stadijum razvica Vrednost

2-ACt SD CV% SE(2:4CY

Jaje 0,15 0,15 103,59 0,05

Larva 0,230 0,25 109,57 0,09

Predlutka 0,50 ¢ 0,24 47,53 0,08

Lutka 0,45P¢ 0,24 54,18 0,09

Matica 0,69°¢ 0,56 81,73 0,20

Jajnik matice 0,39 ¢ 0,26 68,68 0,09

abc.- Vrednosti za aritmeti¢ku sredinu su grupisane na osnovu Mann-Whitney U testova (o = 0,05), gde
izmedu vrednosti u istoj koloni koje su oznacene razliitim slovima postoje statisticki znacajne razlike.

U tabeli 17. date su vrednosti za nivo ekspresije vitelogeninskog gena (24,
normalizovan prema genu za B-aktin, u razliitim stadijumima razvic¢a. Ekspresije
prikazane kao 2"t predstavljaju apsolutne vrednosti. Do najveée ekspresije i aktivnosti

ispitivanog gena ispoljilo se kod adultnih, nesparenih matica. Kod matica zabelezena je

4,6 puta veca ekspresija nego kod stadijuma jajeta. U poredenju sa larvama, ekspresija

ispitivanog gena kod matica bila je tri puta veca. Statisticki znacajna razlika je i u

komparaciji jajeta sa stadijumima predlutke, lutke, matice i jajnika sparenih matica.

Stadijum jajeta u ovim poredenjima je zabelezilo najmanju ekspresivnost. 1z izlozenog

se vidi da dolazi do znacajne razlike u ekspresiji vitelogeninskog gena pri razli€itim

stadijumima razvitka pcelinje matice. Graficki prikaz navedenih vrednosti dat je u

grafikonu 15.
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Grafikon 15. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena u razli¢itim stadijumima razvica

U grafikonu 15. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (24,

normalizovan prema genu za [-aktin, u razli¢itim stadijumima razvica.

Prema Corona i sar. (2007) transkripcija Vg u glavi i grudima ¢ini 25% ukupne
transkripcijske aktivnosti, dok su, prema svim tkivima, jajnici zabelezili najveci nivo.
lako nismo poredili ekspresiju u razlic¢itim tkivima (izuzev samog jajnika), iz nasih
dobijenih vrednosti se uocava da su jajnici, u komparaciji sa jajetom, larvom,
predlutkom i lutkom, ispoljili najvise vrednosti.

Veoma vazan segment naseg istrazivanja se ogleda u tome da smo uspeli da
detektujemo ekspresiju vitelogenina i u najranijim stadijumima razvitka pcelinje matice.
Prema navodima Barchuk i sar. (2002) kod matica, vitelogenin se prvi put pojavljuje u
fazi braon oc¢iju sa srednje pigmentiranom kutikulom, dok se kod radilica vitelogenin

kasnije pojavljuje u fazi tamne kutikule gde lutka ima izgled adulta, odnosno,
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vitelogenin se prvi put pojavljuje kod matica otprilike 60 ¢asova, a kod radilica oko 10
casova pre izvodenja.

Takode prema navodima Piulachs i sar. (2003) navodi se da je kod matica iIRNK
vitelogenina najpre detektovana u stadijumu rane-srednje faze lutke, dok je kod radilica
prvi put detektovana u kasnoj fazi lutke. U naSoj studiji, uspeli smo, i dokazali,

ekspresiju vitelogenina u ranijim fazama razvoja od gore navedenih.

Tabela 18. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena (2°22<%), normalizovan prema genu za
B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na rojidbene matice (kontrola; 244t =1)

Poredenje Vrednost Varijante ogleda!
prema Rojidbene Ngrupa Sgrupa Pgrupa Fgrupa
2-Anct 1,002 2,48 2,00 1,36 1,04
Rojidbene SD -- 2,86 1,49 0,77 0,97
CV% -- 115,39 74,39 56,19 93,45
SE(2:24¢ -- 1,01 0,53 0,27 0,34

! Rojidbene — rojidbene matice; N grupa — kontrola bez prihrane; S grupa — prihrana $e¢ernim sirupom; P
grupa — prihrana medom i polenom; F grupa — prihrana polenskom zamenom.

2 Razlike izmedu vrednosti 224 nisu bile zna¢ajne na osnovu Kruskal-Wallis testa i Mann-Whitney U
testova (o = 0,05).

U tabeli 18. dat je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (244", normalizovan
prema genu za [-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na rojidbene matice
(kontrola; 224¢t =1). Pored navedenih &etiri grupa (N, S, P i F) gde su se, pod uticajem
razliCite ishrane, vestatkim putem dobijale matice, ispitivane su i prirodno dobijene
matice. Njihovo poredenje, pored morfolosko-reproduktivnih osobina, vrSeno je i na
osnovu vitelogenske ekspresije. Koliko je nama poznato, trenutno ne postoji ni jedan rad
koji vrsi poredenje u ekspresiji gena prirodno i1 vesStacki dobijenih matica, te Su
poredenje i1 diskusija sa dobijenim rezultatima drugih autora neizvodljiva. Dobijeni
rezultati navode da ne postoje znacajne razlike u ekspresiji vitelogeninskog gena kod
vestacki 1 prirodno dobijenih matica. Graficki prikaz navedenih vrednosti dat je u

grafikonu 16.
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Grafikon 16. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena u eksperimentalnim grupama u
odnosu na rojidbene matice

U grafikonu (grafikon 16) predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena
(2°24¢Y), normalizovan prema genu za B-aktin, u eksperimentalnim grupama u odnosu na

rojidbene matice (etalon; 2744¢t =1),

Navedeni rezultati govore o nepostojanju razlike u ekspresiji vitelogeninskog
gena kod prirodno i veStacki dobijenih matica, u odnosu na rojidbene matice kao
etalona. U narednoj tabeli data je analiza istog poredenja sa transormacijom 24,

normalizovan prema genu za (3-aktin, sa apsoulutnim vrednostima (bez etalona).

73



Tabela 19. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena (24", normalizovan prema genu za B-
aktin, u eksperimentalnim grupama

Varijante ogleda?

Vrednost Rojidbene N grupa S grupa P grupa F grupa
27Act 0,382 0,74 0,62 0,45 0,32
SD 0,18 0,76 0,41 0,27 0,22
CV% 47,92 102,56 66,78 60,78 67,40
SE(24¢Y 0,06 0,27 0,15 0,10 0,08

! Rojidbene - rojidbene matice; N grupa — kontrola bez prihrane; S grupa — prihrana $e¢ernim sirupom; P
grupa — prihrana medom i polenom; F grupa — prihrana polenskom zamenom.

2 Razlike izmedu vrednosti 22 nisu bile zna¢ajne na osnovu Kruskal-Wallis testa i Mann-Whitney U
testova (o = 0,05).

Ni u ovom slucaju, na osnovu navedenih testova znacajnosti, nije doSlo da
signifikantnih razlika u ispitivanim grupama poredenjem njihovih apsolutnih vrednosti

24t Grafi¢ki prikaz navedenih vrednosti dat je u grafikonu 17.
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Grafikon 17. Nivo ekspresije vitelogeninskog gena u eksperimentalnim grupama
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U grafikonu 17. predstavljen je nivo ekspresije vitelogeninskog gena (24,
normalizovan prema genu za [3-aktin, u eksperimentalnim grupama.

S obzirom da izlozeni rad pripada ogledu tzv. ,field experiment” tesko je
potpuno kontrolisati sve uslove kako bi razlike postale izraZzenije. lako neadekvatna
ishrana tokom odgajivanja mati¢njaka moze uticati negativno na proizvodnju i kvalitet
buduc¢ih matica, drustvo ¢e uvek pokusavati da se ,,bori* raznim mehanizmima kako bi
nadoknadilo odredene nedostatke kojim smo ga prisilno izlozili. Jedan od nac¢ina borbe
se ogleda u moguénosti radilica da mobiliSu endogene rezerve kako bi nadoknadile
neophodne materije koje nisu bile prisutne u datim hranama. Takode, u ekstremnim
situacijama, dolazi do pojave kanibalizma kao proteinske nadoknade (Schmickl i
Crailsheim, 2002). Navedeni, kao i mnogi drugi prirodni mehanizmi, ne sumnjivo mogu
delom maskirati uticaj dodate ishrane 1 uticati na odredene rezultate naSeg ogleda. Iako
bi prevazilazila okvire naSeg ogleda, dublja analiza bi podrazumevala nastavak ogleda
kod ispitivanih grupa u pogledu vitalnosti i pcela radilica (odgajivackih drustava) koje
su preradivale dobijenu hranu i ucestvovale u produkciji mati¢ne mleci, njihovih
fizioloskih promena, sastava hemolimfe, njihovih telesnih rezervi, kvaliteta izlu¢enog
mleCa kao 1 mnogih drugih faktora koji kumulativno-posledni¢no uti¢u na dobijanje
buducih matica.

Veliki uticaj na tok i rezultate naSeg ogleda se ogleda u pocetnom povlacenju i
ishrani mati¢njaka od strane odgajivackih druStava. Ve¢i broj povucenih mati¢njaka
utice na slabiju ishranu i negu svakog pojedina¢nog maticnjaka, tako da bi optimalno
bilo ukoliko bi sva drustva dala isti broj mati¢njaka na samom pocetku ogleda. Broj
povucenih mati¢njaka prilikom presadivanja je parametar koji zavisi od mnogih faktora
na koje dosada$nje razumevanje ovog socijalnog insekta ne moze dati odgovore. Da li je
veci broj prijema larvi rezultat trenutnog radnog raspolozenja pcela, ili odredene realne
potrebe za proizvodnjom nove matice? Da li je broj prijema larvi odluka, nama
nedokucivog, pcelinjeg demokratskog odlu¢ivanja? Uz sve ovo treba imati na umu da
su drustva tokom proizvodnje maticnjaka sve vreme imale prisutnu maticu gde se
postavlja pitanje motiva i njihove zainteresovanosti za negovanjem novododatih
mati¢njaka. I pored navedenih poteskoca, rezultati ovog rada ukazuju na odredene

razlike ispitivanih grupa 1 mogu posluziti kao uporiste za dalja istrazivanja.
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Matice iz P grupe bile su u proseku superiornije od drugih grupa kao i prirodno
dobijenih matica. Nac¢in dobijanja matica (komercijalno ili prirodno) nije dalo bitnu
razliku u Korist prirodno dobijenih matica. Hranjenje zajednica polenskom
substitucijom, u naSem ogledu, ne predstavlja reSenje problema ka dobijanju
kvalitetnijih matica poboljsanih reproduktivnih sposobnosti. Polen je glavni i najbolji
izvor proteina za medonosne pcele, a njegova upotreba, zajedno sa medom, vazan
segment pri komercijalnoj proizvodnju péelinjih matica. Ocekivali smo, i potvrdili, da
su matice iz P grupe dale najbolje rezultate o morfolosko-reproduktivnim osobinama
kvaliteta matica.

Dobijanje kvalitetne matice predstavlja krunu pcelarstva i jedno je od
najvaznijih pitanja u apitehnici. Svi napori uloZeni u otkrivanju mehanizama i
pojedinostima u dobijanju kvalitetnijih matica su od velike vaznosti kako za nauku tako
i za pcelarsku praksu. Medutim, malo je podataka o direktnoj vezi izmedu tipa ishrane i
kvaliteta dobijenih mati¢njaka-matica, kao i nutrigenomskim istrazivanjima tokom
ontogeneze pcelinjih matica i njenih budué¢ih performansi. Ipak, Cinjenica je da je
prihranjivanje odgajivackih zajednica prilikom komercijalne proizvodnje matica

prihvaceno kao rutinska mera u pcelarskoj praksi.
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6. Zakljucak

Tokom ogleda doslo se do sledecih zakljucaka:

1. Ishrana odgajivackih pcelinjih druStava Se¢erom znacajno je stimulisala
prijem mati¢njaka, jer je u grupi hranjenoj Secerom bio najbolji prijem maticnjaka
(85,8%) u odnosu na sve ostale grupe i procenat i pri tome znacajno veci (P<0.05) u
odnosu na kontrolnu grupu (45,0%), ukazuju¢i da je prihranjivanje pcéela tokom
proizvodnje mati¢njaka neophodno kako bi se pobolj$ao procenat prijema.

2. Ishrana odgajivackih druStava Seferom pozitivno je uticala na teZinu
novoizlezenih pcelinjih matica jer je u grupi hranjenoj Se¢erom prosecna telesna masa
tih matica bila znacajno veca (P<0.001) u odnosu na sve ostale grupe.

3. Ishrana odgajivackih drustava medom i polenom dala je najbolji efekat
kada je u pitanju masa sparenih matica, jer su matice iz grupe hranjene medom i
polenom imale znacajno vecu (P<0.05) telesnu masu od matica iz grupe koja je dobijala
FeedBee®, kao i od matica iz rojidbene grupe.

4. Ishrana medom 1 polenom doprinela je povecanju broja ovarijalnih
cevCica i dijametra spermateke, s obzirom da je kod matica iz grupe hranjene medom i
polenom zabelezeno znacajno visSe (P<0.01) ovarijalnih cev¢ica u odnosu na matice iz
svih ostalih grupa, odnosno 8% viSe u odnosu na grupu koja je dobijala samo Secer,
14% vise u odnosu na grupu koja je dobijala FeedBee® 1 10% viSe u odnosu na
kontrolnu 1 rojidbenu grupu. Takode, matice iz grupe hranjene medom 1 polenom imale
znacajno vecu (P<0.05) vrednost ovog parametra u poredenju sa rojidbenim maticama.
Ovim je dokazano da dodatkom prirodne hrane (meda i polena) bitno mozemo povecati
reproduktivni potencijal matica.

S. Tip ishrane nije statisticki zna¢ajno uticao na kompaktnost legla sparenih
matica u prvih Sest nedelja njihove nosivosti.

6. Rojidbene matice su imale znacajno veci broj pcela (P<0.05) u odnosu
na matice iz grupe koja je dobijala FeedBee®, dok izmedu svih ostalih grupa nije bilo
znacCajnih razlika u pogledu ovog parametra.

7. Rojidbene matice imale su znacajno manji (P<0.01) broj jajnih cev¢ica i
znacajno manje vrednosti (P<0.05) telesne mase i dijametra spermateke u poredenju sa

maticama iz grupe koja je hranjena medom i polenom. To znaci da pri komercijalnom
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uzgoju matica sa adekvatnom stimulativnom ishranom (med i polen) mogu da se ostvare
bolji rezultati, nego pri dobijanju rojidbenih matica.

8. FeedBee® nije ispoljio pozitivan efekat na duzinu mati¢njaka, obzirom
da su mati¢njaci iz grupe koja je dobijala FeedBee® bili znacajno kra¢i (P<0.01) u
odnosu na mati¢njake iz grupe hranjene Sec¢erom i kontrolne grupe.

9. Sirina mati¢njaka je bila u slaboj pozitivnoj korelaciji sa telesnom
masom matica (r = 0,271) kao i duzinom mati¢njaka (r = 0,241), dok je dijametar otvora
mati¢njaka bio u srednjoj pozitivnoj korelaciji sa duzinom mati¢njaka (r = 0,332).

10.  Znacajna korelacija utvrdena je izmedu telesne mase matica i mase
jajnika (r = 0,666), broja ovariola (r = 0,452) i dijametra spermateke (r = 0,364), kao i
izmedu mase jajnika i1 broja ovariola (r = 0,465).

11. Tip ishrane nije uticao na ekspresiju gena za vitelogenin jer nisu nadene
statisticki znacajne razlike u nivou ekspresije gena za vitelogenin u svim ispitivanim
razvojnim stadijuma izmedu tretman grupa i kontrolne (N) grupe.

12. Izmedu stadijuma pcelinjih matica utvrdene su znacajne razlike (P<0.05)
u nivou ekspresije gena za vitelogenin, pri ¢emu je aktivnost gena za vitelogenin rasla
tokom ontogeneze kontrolne (N) grupe.

13.  Najveca aktivnost vitelogeninskog gena bila je kod adultnih matica i bila
znacajno (P<0.05) ve¢a u odnosu na stadijum jajeta i larve, ali se nije znacajno
razlikovala u odnosu na stadijum predlutke, lutke i u odnosu na Celije jajnika matice.
Aktivnost vitelogeninskog gena bila je znacajno veca (P<0.05) i kod stadijuma
predlutke i lutke u odnosu na jaje.

14. Izmedu veStacki uzgojenih 1 rojidbenih adultnih matica nisu utvrdene
statistiCki znacajne razlike U ekspresiji vitelogeninskog gena kod ¢elija jajnika sparenih

matica.
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