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1. ÚVOD
Kvitnúce rastliny sa vyvinuli zo staršej skupiny krytosemenných rastlín. V oboch prípadoch sa samčie a samičie pohlavné bunky vyvíjajú v oddelených orgánoch. Aby došlo k opeleniu musí sa samčí peľ preniesť na samičie orgány - čo je jav známy ako opeľovanie. Krytosemenné rastliny boli, podobne ako prvé kvitnúce rastliny, vetroopelivé. Úspech opelenia prostredníctvom vetra je závislý na sile prúdenia vzduchu a množstve peľu, ktoré rastliny produkujú. Aby rastliny v konkurenčnom  druhu obstáli, museli produkovať čo najviac peľových zŕn. Všetok tento peľ, bohatý na bielkoviny a tuky, sa stal potravinovým lákadlom pre svet hmyzu. Tie druhy hmyzu, ktoré boli schopné využívať tento bohatý zdroj energie, mali zvýšené šance prežiť a zabezpečiť si dostatok potomstva. Vzájomne výhodný vzťah medzi rastlinami a hmyzom sa začal asi pred 200 miliónmi rokov - keď  prvé kvitnúce rastliny začali profitovať z návštev chrobákov. Približne v rovnakom čase (trias) vzniká rad blanokrídlovcov (Hymenoptera). V tomto období niektoré z parazitických ôs zanechali parazitický spôsob života, pretože nenachádzali zdroj potravy v peli a nektári produkovanom kvitnúcimi rastlinami, a tým dali počiatok vzniku včiel. Keď sa pozrieme na včely ako celok, zbadáme mnoho  výnimočných  evolučných prispôsobení – sú to chĺpky a morfologické prispôsobenia zadných končatín umožňujúce zachytávanie a zber peľu. Klasické sociálne správanie hmyzu je definované 3 základnými črtami : 

· Spoločná starostlivosť o plod , pričom jedinci sa starajú o svoje nevlastné larvy

· Reprodukčná deľba práce, v ktorej je mnoho členov včelstva sterilných, vytvárajúc tak morfologicky rozlíšiteľné kasty

· Prekrývanie rodičovskej generácie s generáciami zakladajúcich ďalšie potomstvo

Týmto požiadavkám  rozdielnych kást, ako jednoznačného indikátora deľby práce, vyhovujú jedine včely a čmele. Čmele predstavujú prvý výrazný krok k sociabilite -  čmelia matka je už väčšia ako robotnice a má aj predĺženú dĺžku života. Na rozdiel od včelích matiek sa však dokáže sama postarať o svoju obživu, až pokiaľ túto funkciu neprenechá svojmu prvému potomstvu. Bezžihadlové a „pravé“ včely  dosiahli najvyšší stupeň diferenciácie kást, aj keď sa tieto čeľade vyvíjali nezávisle, ich správanie má množstvo spoločných čŕt. Sociálny spôsob života je na takej vysokej úrovni, že žiadny jedinec nie je schopný žiť samostatne (www.vcely. sk).
2. PREHĽAD LITERATÚRY

2.1 ČMELE – VŠEOBECNÝ PREHĽAD
2.1.1 ZARADENIE ČMELIAKOV V ZOOLOGICKOM SYSTÉME
ŽIVOČÍCHY (Animalia)

   MNOHOBUNKOVÉ  ŽIVOČÍCHY (Polycytozoa)

          Kmeň: ČLÁNKONOŽCE (Arthropoda)

               Podkmeň: VZDUŠNICOVCE (Tracheata)

                     Trieda: HMYZ (Insecta)

                           Podtrieda: KRÍDLOVCE (Pterygota)

                                 Rad: BLANOKRÍDLOVCE (Hymenoptera)

                                        Nadčeľaď: VČELOVITÉ (Apoidae)

                                               Čeľaď: ČMELIAKOVITÉ (Bombidae)

                                                         Rod: ČMELIAK (Bombus)

Druh: 249 druhov vo svete  (pozri kapitolu prílohy)                       
      2.1.2 ZÁKLADNÉ DRUHY ČMELIAKOV Z OBLASTI MIERNEHO 

                                                     PÁSMA EURÓPY

Čmeľ zemný (Bombus terrestris)

U nás patrí k najrozšírenejším druhom. Matky sa často objavujú už v marci, prvé robotnice začiatkom mája. Hniezdi väčšinou v pôde, ale aj inde. Vytvára relatívne početné kolónie okolo 400 – 500  pomerne agresívnych jedincov. Životný cyklus má dlhý. Kvety navštevuje v 80 % prípadov iba kvôli nektáru a v 93 % tách ich opeľuje v horizontálnej, alebo vrchnej polohe. Príliš nerozlišuje medzi jednotlivo rastúcimi kvetmi a kvetmi v súkvetí. Veľkosťou patrí k najväčším, keď matky sú dlhé  20-25 mm, robotnice l0-l7 mm, trúdy 14-16 mm, ale má krátky sosák v priemere okolo 8,2 mm (obrázok 1). Veľmi často vyhrýza kvetné rúrky napr. ďateliny lúčnej, bôbu, kostihoja, aby sa dostal k nektáru bez opelenia kvetu. Tento druh sa spomedzi ostatných dá najľahšie chovať v chovných úlikoch na opeľovanie v skleníkoch. Robotnice včiel prekvapujúco ochotne kŕmia čmeliu matku, zrejme majú podobnú vôňu (Popovič, 2000).
Obrázok 1 Kráľovná a robotnica čmeľa zemného

Kráľovná
   
Robotnica
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Čmeľ skalný (Bombus lapidarius)

Jeho stredne dlhý životný cyklus začína oproti predošlému druhu o pár týždňov neskoršie. Hniezdi väčšinou pod zatrávneným povrchom pôdy, často v skalnatom teréne. Kolónie sú početné a menej agresívne. Kvety navštevuje kvôli nektáru a to v 75 % prípadov. Vyhýba sa kvetom orientovaným nadol (ovisnutým). Veľkosťou tiež patrí k väčším druhom, matky majú 18-20 mm, robotnice 11-17 mm, trúdy 11-15 mm (obrázok 2). Má pomerne krátky sosák 8,1 mm, kvetné rúrky vyhrýza zriedkavejšie. 
Z rastlín zvlášť obľubuje šafran, prvosienku, čučoriedku, pichliač, bodliak, nevädzu. Pre umelý chov je perspektívnym druhom (Popovič, 2000). 

Obrázok 2 Kráľovná a samec čmeľa skalného
 Kráľovná                                                 Samec
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Čmeľ lúčny (Bombus pratorum)
Patrí k menším druhom, keďže matky sú dlhé 15-17 mm, robotnice 9-14 mm, trúdy 11-13 mm (obrázok 3). Matky sa objavujú veľmi skoro na jar. Tento druh v jednom roku má niekedy až dve generácie. Hniezdi tesne pod povrchom pôdy, často aj v hustej tráve. Kolónie má málo početné, okolo 100 jedincov. Pozoruhodné je, že tento čmeľ  v 70 % prípadov zbiera zároveň nektár a peľ, v polohe v akej opeľuje kvet mu nezáleží. Na kvetoch je veľmi pohyblivý, často vystrája priam akrobatické kúsky. Z rastlín obľubuje imelovník, vŕby, ríbezle, čučoriedky, maliny a bodliak. Patrí k druhom s krátkym sosákom 7,1 mm dlhým. Aj tento druh má nádej na umelý chov (Popovič, 2000). 
Obrázok 3 Kráľovná a samec čmeľa lúčneho

Kráľovná                                                   Samec
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Čmeľ pastvinový (Bombus pascuorum, syn. B. agrorum)
Je stredne veľký, matky majú dĺžku 15-19 mm (obrázok 4), robotnice 9-15 mm, trúdy 12-14 mm. Matky zakladajú už v marci málo až stredne početné kolónie (100-200 jedincov) väčšinou na povrchu zatrávnenej pôdy. Je častý v lesných oblastiach. Na kvetoch zberá prevažne nektár a to v 60 % prípadov. Kvety opeľuje prevažne v horizontálnej polohe. Obľubuje prvosienku, pľúcnik, lucernu, malinu a obzvlášť hluchavku bielu. Trúdy tohto druhu mimoriadne obľubujú pichliač močiarny. Dĺžka sosáka má v priemere 8,6 mm (Popovič, 2000).

Obrázok 4 Kráľovná čmeľa pastvinového

  Kráľovná
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Čmeľ záhradný (Bombus hortorum)
Patrí k väčším druhom čmeľov, matky sú dlhé l7-22 mm , robotnice 11-16 mm, trúdy 13-15 mm (obrázok 5). Často hniezdi na miestach s hustou trávou. Matka zakladá málo početné kolónie oveľa neskôr ako predchádzajúce druhy, často až v druhej polovici apríla. Životný cyklus má preto kratší. Z kvetov zberá väčšinou nektár, alebo nektár zároveň s peľom, samotný peľ zriedkakedy. Pri opeľovaní kvetu uprednostňuje horizontálnu polohu. Na tomto druhu je najpozoruhodnejšie vari to, že má najdlhší sosák, v priemere až 13,5 mm, takže je schopný opeliť i kvety s dlhšou kvetnou rúrkou. Obľubuje viac samostatné kvety, než kvety v súkvetiach. Je vari najlepším opeľovačom ovocnín. Pre umelý chov je aj tento druh vhodný (Popovič, 2000).
Obrázok 5 Kráľovná a samec čmeľa záhradného
Kráľovná
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Všetky druhy čmeľov sú na Slovensku chránené Zákonom NR SR č. 287/1994 Z.z., špeciálne Vyhláškou MŽP SR č. 93/1999 o chránených rastlinách a chránených živočíchoch a o spoločenskom ohodnocovaní chránených rastlín, chránených živočíchov a drevín.
        2.1.3 VÝZNAM  ČMELIAKOV
Čmele sú významným opeľovačom poľnohospodárskych a voľne rastúcich rastlín. Včely a čmele sú najvýznamnejšími predstaviteľmi veľkej skupiny opeľovačov hmyzomilných rastlín. Chov čmeľov ako opeľovačov semenárskych porastov bol známy na úrovni laboratórneho a sezónneho chovu už v polovici minulého storočia. Koncom 80. rokov 20. storočia bol však pre potreby opeľovania prepracovaný a na úrovni biologického systému zvládnutý kontinuálny chov čmeľa ako opeľovača v skleníkoch. Najvyššie efekty využívania čmeľov sú zaznamenávané v pestovaní rajčín, papriky a uhoriek. Zvýšenie produkcie z jednotky plochy je dosahované v závislosti od ostatných pestovateľských podmienok v rozsahu od 20 do 50 % pri vyššej kvalite, ktorá sa prejavuje vo vyššej vyrovnanosti  podielu prvotriednej produkcie. Zaradenie čmeľov ako opeľovačov do pestovateľských systémov prinieslo významné ekonomické efekty, ako aj nehmotné výstupy vo forme postupnej zmeny myslenia a prístupu k biotechnickým a biologickým spôsobom pestovania zeleniny v intenzívnom prostredí (Kreškóci, 2005).

Dôvody, prečo je čmeľ v technických izoláciách (najmä skleníkoch) účinnejším opeľovačom ako včela medonosná sú najmä tieto : 
· Včela nedokáže pracovať trvalo v uzatvorenom priestore, je schopná stálym narážaním do skla steny skleníka  unaviť sa tak, že uhynie. 

· Je nervózna a agresívna pri pestovateľských zásahoch pracovníkov v skleníku. 

· Aktivita včiel je závislá od teploty a slnečného svitu a tieto podmienky nezabezpečujú technicky nedokonalé skleníky, kde teploty v porastoch klesajú v zimných mesiacoch na 10 - l2 °C.

Výhody chovu čmeliakov:

· Pri práci v uzatvorených priestoroch je pokojný, nie je agresívny. 

· Dobre sa orientuje v uzatvorených priestoroch. Čmele v skleníkoch navzájom dobre komunikujú za každého vonkajšieho počasia.

· Pracuje pri nižších teplotách, kedy včela medonosná nelieta. Vo vonkajšom prostredí lieta aj pri teplotách 5 °C. 

· Intenzívne navštevuje kvety pri nižšej sile svetla. Táto vlastnosť je veľmi dôležitá a efektívna pri rýchlení zeleniny, keď kvitnú porasty v zlých svetelných pomeroch napr. v novembri, decembri. V tomto období sú kvety chúlostivé a len krátke obdobie spôsobilé na opelenie.

· Vo voľnej prírode navštevuje kvety aj za veterného počasia a pracuje pri rýchlosti vetra až 70 km/hod.

· Čmeľ dosahuje oproti včele medonosnej vyššiu produktivitu v návštevnosti kvetov.

· Je aktívny od skorého rána až do večerných hodín.

· Čmeľ netrpí spoločnými chorobami so včelami a nemajú ani spoločných nepriateľov.

· Čmeľ žije v menej početných kolóniách ako včela medonosná, prezimuje len matka, ktorá zakladá novú rodinu, čo je tiež určitá výhoda pri opeľovaní menších plôch.
Využívanie čmeľa na opeľovanie je zo všetkých spôsobov najefektívnejšie, najprirodzenejšie oproti doposiaľ používaným spôsobom opelení, ako bolo manuálne opeľovanie a používanie rastových hormónov na opelenie (Chlebo, 2005).
Plodiny opeľované čmeľmi: 
· Zelenina: rajčiny, melóny, koreninová paprika, zelená paprika, uhorky, baklažány.

· Semenárske porasty: uhorky, mrkva, kapustovité, cukiny.

· Ovocie: jablone, jahody, slivky, marhule, broskyne, kiwi, čerešne, mandle, černice, brusnice, maliny, egreše, hrušky, ríbezle (Kreškóci a Chlebo, 2005). 

       2.1.4 MORFOLÓGIA ČMELIAKOV 

Základná stavba tela čmeliakov je popísaná na obrázku 6.

Kutikula

Ako u ostatných včelovitých je kutikula čmeliakov veľmi tvrdá. Jej povrch je len málokde úplne hladký a lesklý, väčšinou je jemne vrásčitý a na pohľad matne lesklý (šagrénový), alebo je posiaty drobnými bodkami javiacimi sa pod lupou ako priehlbinky alebo hrbolčeky. Bodkovanie môže byť hrubé alebo jemné, husté alebo riedke. Kostra kutikuly je jedným z veľmi dobrých druhových kritérií, a preto sa tento znak používa vo všetkých determinačných tabuľkách a kľúčoch. Sfarbenie kutikuly je u čmeliakov a pačmeľov vždy čierne, len na nohách býva jemne nahnedlé. 
Takmer všetky časti tela sú u čmeliakov viac alebo menej husto pokryté chĺpkami rôznej dĺžky, kvality, farby a funkcie. Vyrastajú z jamôk kutikuly a chránia telo predovšetkým pred mokrom a tepelným vplyvom. Niektoré zhluky na nohách slúžia na čistenie tela a samičkám na zbieranie peľu. Rôzne druhy senzorických chlpov zachytávajú podnety vonkajšieho prostredia a predávajú ich nervovému centru. Na chrbtovej strane hrude a zadočku tvoria chlpy hustú a lesklú srsť, na brušných platničkách len úzke rady, na nohách dlhé brvy, alebo krátke štetinky, na špičke zadočku husté, tuhé a krátke štetiny. Na tvári a bokoch hrude je medzi dlhé chĺpky primiešaná podsada, často krát sfarbená svetlejšie.
Chlpy sa pomerne ľahko odierajú, a keďže sa neobnovujú, zostáva telo starších jedincov holé, najmä na hrudi. Srsť čmeliakov môže byť čierna, hnedá, žltá, šedá alebo biela. Tieto farby sa vyskytujú v rôznych kombináciách, väčšinou v dvoch alebo troch. Červená a biela srsť býva však len na zadnej polovici zadočka.

Každý druh čmeliaka má svoje typické sfarbenie srsti. U niektorých je tak nápadné, že ich podľa neho na prvý pohľad spoznáme, často sú však aj rôzne druhy rovnako zafarbené, a nedajú sa rozpoznať len podľa sfarbenia. Okrem toho sa značne farebne odlišujú aj v rámci druhu. Z týchto dôvodov nemôže byť farba srsti považovaná za postačujúci a spoľahlivý rozlišovací znak.

Hlava (caput)

Hlava má u rôznych druhov čmeliakov dosť odlišný tvar. U niektorých je veľmi dlhá, u iných je rovnako dlhá ako široká a u niekoľko málo druhov je širšia ako jej dĺžka. Za dĺžku hlavy sa považuje vzdialenosť zadnej časti temena od predného okraja čelového štítku, šírkou rozumieme najväčšiu vzdialenosť vonkajších strán zložených očí. Čím je hlava dlhšia, tým dlhší je čelový štítok, líce a sosák. Čelový štítok (clypeus) je mierne klenutá lesklá doštička tvaru lichobežníka s useknutými prednými rohmi, ležiaca pred vkĺbením tykadiel. Na čelovom štítku rozoznávame strednú plochu a bočné strany. Vpredu je spojený švom a pevnou blanou s vrchným pyskom. Líce (genae) sú holé, len vpredu a vzadu ohraničené lesklé doštičky, ktorých tvar a štruktúra sú dobrými druhovými kritériami. Môžu byť dlhé alebo krátke, nepatrne až markantne zvraštené, hladké alebo bodkované. Na prednej hrane vystupujú dva svetlohnedé hrbolčeky, tvoriace puzdrá kĺbov kusadiel. Najdôležitejším znakom líca je pomer dĺžky k ich šírke. Tyl (occiput) je z väčšej časti pokrytý hustými chĺpkami, ktorých sfarbenie zodpovedá spravidla sfarbeniu chĺpkov na temene. Temeno (vertex) je na zadnej časti lemované kruhom hustých, dlhých chĺpkov, k nim sa  vpredu, za stredným očkom, pripojuje samostatná skupina dlhých chĺpkov, ktorá sa nazýva štetka. Sfarbenie chĺpkov na temene  je u rôznych druhov čmeliakov špecifické. Čelo (frons) je pokryté dlhými chĺpkami, medzi ktorými je občas hustá podsada. Čelo a priľahlá časť čelového štítku sa nazýva tvarová časť. Jednoduché očká (oceli) ležia na temene v zoskupení silne tupého trojuholníka. Majú vzhľad silne lesklých, slabo nahnedlých perličiek a sú vsadené do jamiek uprostred plochých, prevažne hladkých a lesklých políčok kutikuly. Stredné očko je trochu väčšie než obe postranné očká. Tvar trojuholníka, ktorý tvoria očká, je veľmi dôležitou pomôckou k rozoznaniu čmeliakov a pačmeľov od iných, často podobných včiel. Oči zložené (oceli complexi) sa nachádzajú na postrannej časti hlavy, medzi temenom a lícom, tvarovou časťou a spánkami. Sú u čmeliakovitých úplne bez chĺpkov. Tykadlá (anteennae) sa skladajú z dvoch časti, jednočlánkového dlhého násadca (scapus) a mnohočlánkového bičíka (flagellum). Bičík má u samičiek 11 článkov, u samčekov 12 článkov. Všeobecne sú články bičíkov  u samičiek kratšie a valcovité. Tykadlá sú posiate  mnohými senzormi, ktoré prijímajú zmyslové vnemy, zvlášť čuchové a hmatové. Ústne ústroje (trophy) sú uložené okolo ústnej dutiny a skladajú sa zo štyroch častí : vrchný pysk, pár kusadiel, pár čeľustí a spodný pysk. Čeľuste a spodný pysk sú zložené a pružné, lebo sú prispôsobené k lízaniu a satiu tekutej potravy. Čeľuste (maxillae) sú v podstate dve dlhé , vyduté na distálnom konci zobákovito zahnuté sánky. Spodný pysk (labium) vyrastá uprostred čeľusti. Z jeho bazálnych častí sa štiepia pysky a jazyk. Pysky sú zložené zo štyroch častí. Jazyk je úzka, ku špičke sa zužujúca dlhá tyčinka, ktorá je vystužená mnohými chitínovými krúžkami. Na zadnej strane sa nachádza hlboká brázda. Napriek tomu zostáva jazyk pružný a jeho špička je pohyblivá. Koreň jazyka je obklopený párom malých pajazýčkov (paraglossae) a nesie zhluky nervových zakončení. Čeľuste a spodný pysk, napriek tomu, že vyrastajú z ústnej dutiny úplne samostatne, fungujú vždy ako celok, ktorý nazývame sosák (probiscis). V pokoji je sosák ohnutý a uložený vo výreze hrdla, pri saní je vymršťovaný príslušným svalom.
Hruď (thorax)

Hruď čmeliakov je mohutne vyvinutá a vždy pokrytá hustou, rôzne sfarbenou srsťou, ktorá je dôležitým, aj keď nie ustáleným rozlišovacím druhovým znakom. Predohruď (prothorax) u čmeliakov je veľmi krátka. Stredohruď (mesothorax) je najväčšou časťou hrude čmeliakov. Zadohruď (metathorax) je pomerne úzka. Jej zadná časť objíma ako úzky valček previslú zadnú časť štítka, pod ktorou je takmer skrytá. 
Bedrá (propodeum)

Bedrá si zachovávajú charakter zadočkových článkov, ku ktorým pôvodne patrili. Skladajú sa len z horného a dolného plátu. Horný plát sa napája na zadohruď. Dolný plát je nepatrný a tvorí spoločne s brušným plátom prvý článok zadočka. Hruď nesie tri páry prieduchov, najväčšie sú na bedrách.

Nohy (pedae)

Nohy čmeliakov sa skladajú z desiatich častí , z ktorých majú taxonomický význam len holeň(tibia), nárt(basitarsus) a pazúrik (praetarsus) stredných a zadných nôh. Rozlišovacie znaky sexuálneho dimorfizmu sú nasledovné: u samičiek je najdôležitejším znakom na nohách  utváranie zadného distálneho roku stredného nártu, ktorý môže byť tŕňovite predĺžený alebo je tupý. Tŕň je obvykle zakrytý hustými štetinami a je jasne viditeľný len pri pohľade proti svetlu. Tiež tvar zadného nártu môže byť dôležitým znakom. Ďalšími rozlišovacími znakmi na nohách sú dĺžka a sfarbenie chĺpkov. Zadné holene samičiek sú súčasťou tzv. košíčkov (corbicula), v ktorom zhromažďujú samičky čmeliakov peľ. Samci nemajú košíčky, napriek tomu je u nich dĺžka a farba chĺpkov na nohách dobrým taxonomickým znakom. Čistote tela venujú čmeliaky veľkú pozornosť. Núti ich k tomu okolnosť, že im  pri práci uviazne na tele veľa smietok, na pastve prach a zrniečka peľu, ktoré sa im lepia na očká a oči, na prieduchy a nervové bunky, ktorých funkcia je tak obmedzovaná. Na čistenie  tela používajú čmeliaci predovšetkým štetinky všetkých troch párov nôh.

Krídla (allae)

Krídla čmeliakov sa nelíšia celkovou stavbou od krídel ostatných včelovitých, rozdiely sú len v žilnatine predných krídel, ktorá vykazuje znaky celej čeľade. Zadný okraj predných krídel je v strednej časti vystužený a zahnutý dole, čím je utvorený tzv. žliabok (retinacelum), zadné krídla majú opäť na prednom okraji tenké, hore a dole zahnuté háčiky (hamuli). Rýchle kmitajúce krídla čmeliakov spôsobujú len slabý šum. Hlboký tón pri lete, pre čmeliaky tak typický, je vyvolaný prúdením vzduchu v horných prieduchoch (www.bombus.cz).
  Obrázok 6 Základná stavba tela čmeliakov (http://www.bumblebee.org/)
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2.1.5 BIOLÓGIA ČMELIAKOV
Čmele a včela medonosná sú si po fylogenetickej stránke (historický vývoj druhu) príbuzné, pretože kedysi v treťohorách, asi tak pred 50 – 60 miliónmi rokov mali spoločných predkov. Čmele i včela medonosná sú  spoločenskými druhmi hmyzu. Medzi spoločenstvami sú však značné rozdiely. Čmelie spoločenstvá sú mnohonásobne menej početné, sú jednoročné, pretože prezimuje len oplodnená samička (ktorá je analogická včelej matke). Okrem toho čmele bežne osídľujú aj pôdne prostredie tesne pod povrchom. Čmelie spoločenstvá oproti včelím sa začínajú vyvíjať asi o dva mesiace neskôr (Popovič, 2000).

Životný cyklus čmeliakov
Čmelia matka, ktorá prečkala zimu niekde v podzemnom úkryte, v dutine stromu, alebo len pod lístím a machom, pri prvom jarnom oteplení vyletí zo svojho úkrytu a začne zháňať potravu. Keď sa nasýti a vyhreje na slnku a jej metabolizmus začne normálne fungovať, vydá sa hľadať miesto pre založenie nového hniezda. Niektoré druhy vyhľadávajú len prázdne hrabošie hniezda, iné osídľujú opustené dutiny po sýkorkách a hniezda drobných cicavcov na povrchu pôdy či v machu. Samička hľadá dobre chránené, nenápadne miesto s dostatkom jemného, suchého materiálu (machu, jemnej výstelky starých hniezd), kde nie je veterno ani príliš nekolísa teplota ani vlhkosť. Keď také miesto nájde, začne ho upravovať, zhromaždí a hryzadlami zjemní časť materiálu a vytvorí v ňom komôrku. Ak je sýta a má doplnené rezervy v tukovom telese, utesní sa a začne produkovať vosk. Z neho vytvorí malú nádobku na med a vedľa nej skladuje peľ. Vždy, keď odlieta z hniezda, krúži nejakú chvíľu okolo jeho vchodu, aby si jeho polohu vštepila do pamäti. Čmeliaci nájdu svoje hniezdo podľa zrakového vnemu a čuchu. Čmeliaci, a matky na jar zvlášť, sú schopné lietať a zháňať potravu pri veľmi nízkej teplote. Matka, dobre zásobená energetickými rezervami vo vlastnom tele, medom a peľom znesie viac vajíčok (obrázok 7).
Obrázok 7 Vajíčka nakladené matkou čmeľa
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      Od tejto doby menej vyletuje, ďalej vylučuje vosk a zahrieva svoju hniezdnu komôrku. Larvy kŕmi peľom a sekrétom hltanových žliaz rovnako ako včely. Ako larvy rastú, musí častejšie lietať za potravou pre seba i pre larvy, ale aj tak sú prvé robotnice, ktoré sama vychová podvyživené a maličké. Celý vývoj trvá asi mesiac. Larvy si pred zakuklením vytvoria vlastné kokóny a pretvoria tak prvotnú spoločnú  plodovú bunku na hrboľatý zhluk súdkovitých útvarov. Matka, ak má dostatočné zdroje, vytvára i behom tejto starostlivosti o prvé larvy ďalšie zásobné bunky s peľom i medom. Ten vzniká podobne ako u včiel, fermentáciou a zahustením nektáru z kvetov, ale je redší. Niektoré matky zazimujú vo väčšej hĺbke či na tienistých miestach, alebo sú inak naprogramované a zobudia sa neskôr. Miesto pre hniezdo začnú zháňať, až keď je väčšina vhodných miest obsadená a ich majiteľky už majú zásoby a niekedy aj plod. Potom môže dôjsť k boju o vhodné miesto, alebo sa môžu obidve matky dohodnúť a založiť kolóniu spoločne. Matky, ktoré sa dohodnú na spolupráci ako aj „zlodejky“, ktoré si privlastnia cudzí plod a zásoby, dajú vznik silnejším a úspešnejším kolóniám než „poctivé matky“, ktoré sú spočiatku na všetko samé. Zlodejky však nikdy nesmú prevážiť nad poctivými, inak by nemali koho olupovať, a zdá sa, že majú tiež značne vysokú úmrtnosť pri súbojoch o hniezdo. Prvé robotnice začnú lietať za potravou spoločne s matkou a pomáhajú jej pri starostlivosti o ďalšie generácie robotníc. Čím je ich viac, tým sú larvy výdatnejšie a častejšie kŕmené a tak sa veľkosť robotníc, ktoré sa liahnu v hniezde, postupne zväčšuje. Ich vývoj je tiež kratší vďaka zvyšujúcej sa teplote v letnom období i v hniezde vyhrievanom veľkým počtom čmeliakov a lepšej výžive. Životný cyklus čmeliakov je zobrazený na obrázku 8.
 Väčšinu činnosti v hniezde a starostlivosť o plod teraz preberajú robotnice a matka už takmer trvale zostáva v hniezde a kladie ďalšie vajíčka. Keď starej matke dôjde zásoba spermii a jej posledné vajíčka sú už neoplodnené vyvíjajú sa z nich samci. To je začiatok konca čmelieho roja. Mladé matky a samci sa rozletia po okolí, kŕmia sa na jesenných kvetoch  a spravidla sa už do hniezd nevracajú. Samci vyhľadávajú zhromaždištia. Mladé samičky ich tiež vyhľadávajú a pária sa tu so samcami. Počet jedincov v hniezde rýchle klesá, hniezdo stráca rezistenciu voči mnohým parazitom, ktoré urýchľujú jeho zánik. Niektoré druhy vytvárajú silné roje o počte niekoľko sto robotníc, iné najmä horské druhy majú v hniezde na vrchole rozvoja sotva dvadsať robotníc a okolo desať nových matiek. Čmele a samotárske včely sú na lucerne  zreteľne výkonnejšie opeľovače ako včely medonosné. Prednosťami čmeľov je dlhší pracovný deň , relatívne nízka citlivosť na náhle zmeny počasia, schopnosti opeľovať kvety i za teplôt hlboko pod 10 °C, schopnosť prenášať podstatne vyšší počet peľových zŕn na tele. Ich nedostatkom je nízky počet jedincov hlavne v jarnom období a málo výrazná florokonštantnosť. Zaujímavé je ich správanie sa v kvetoch pri zbere nektáru a peľu. Čmele sú nervóznejšie „hrmotnejšie“ s nekoordinovanými pohybmi, čo však pre opelenie kvetu je väčšinou prospešné, pretože pri tom dochádza k vibrovaniu kvetu, k ľahšiemu uvoľňovaniu peľových zrniek a k ich víreniu a tým sa ľahšie prichytia na bliznu kvetu. Aj práve preto sa čmele využívajú na opeľovanie rajčiakov v rôznych skleníkoch a fóliovníkoch. Po opelení čmeľmi sa úrody rajčiakov výrazne zvyšujú , nezriedka o štvrtinu až polovicu, v porovnaní so samoopelením. Vo všeobecnosti uprednostňujú čmele väčšie kvety so zrastenými okvetnými lístkami, či už pravidelné, alebo súmerné s rôzne tvarovanou kvetnou korunou, sfarbenou prevažne červenofialovo, modro alebo bielo. Obľubujú kvety pyskovitého tvaru ako sú napr. hluchavka, šalvia, kocúrnik, zbehovec, čistec... Všetky tieto kvety  majú spoločne to, že nektár je umiestnený dosť hlboko a práve čmele, ktoré majú dlhší sosák ako včela medonosná môžu nektár ním dosiahnuť (Popovič, 2000).
Obrázok 8 Životný cyklus čmeliakov (www.bumblebee.org/lifecycle.htm)
[image: image12.png]Rozvoj kol
Zakiadanie hiezda /\
295

Prezimovanie
kraloune




       2.1.6 TECHNIKY CHOVU ČMELIAKOV
 
 Čmele sa najčastejšie chovajú z dvoch základných dôvodov:

· Prvým dôvodom je udržanie jednotlivých druhov čmeľov v danej lokalite, posilnenie populácie, či dokonca aj ich reintrodukcia. Je potrebné zabezpečiť dostatočné, kontinuálne zdroje pastvy počas celej fázy hniezdenia a tiež zabezpečenie vhodných podmienok na hniezdenie z hľadiska všeobecnej existencie hniezda (terénny kryt, nepriatelia, parazity...). 

· Druhý dôvod pre chov čmeľov je prozaický – ide o zabezpečenie vhodných opeľovačov kultúrnych rastlín. Opeľovanie hmyzomilných rastlín je z pohľadu poľnohospodárskej výroby v podstate závislé na dvoch druhoch hmyzu, a to na včelách medonosných a čmeľoch. 

Sezónny chov čmeliakov

Sezónny chov čmeliakov je známy desiatky rokov. Existuje niekoľko jednoduchých spôsobov sezónneho chovu. Základným zariadením na chov môže byť drevený úlik s rozmermi 25 x 25 x 20 cm, vybavený priečnou vstupnou chodbičkou (10–15 cm) simulujúci samičke bezpečný vstup do hniezda v prírode. Úlik vybavíme vhodným stelivom, u nás používame zmes suchého machu a krajčírskej vaty, asi do dvoch tretín vnútorného objemu. Tento najjednoduchší spôsob je bohužiaľ aj najmenej úspešný. Samičky sa usadia a založia hniezdo len v určitom počte týchto ponúknutých hniezdísk, len asi 10 percentná úspešnosť tejto metódy. Ak chceme zvýšiť úspešnosť usadenia samičiek, môžeme ich po odchytení krátko väzniť v pripravených úlikoch. Táto tzv. Zapletalová metóda je založená na odchytení samičky, ktorá sa pripravuje založiť hniezdo resp. vyľadáva vhodné hniezdište na jej 2 – 3 denným väznením. V tomto prípade na rozdiel od voľných „lákacích“ úlikov dáme samičkám potravu v podobe medového alebo cukrového roztoku a čerstvého obnôžkového peľu. Úliky umiestňujeme na stojančeky a proti loziacim nepriateľom, predovšetkým mravcom, stojančeky natierame lepom. Odchytenej samičke otvárame po uvedenej dobe, najlepšie na večer opatrne letáč a o niekoľko dní sa presvedčíme, či v úliku zostala (na zaklepanie na stenu úlika, či pohyb steliva reaguje hlasitým bzučaním). Pokiaľ sa samička usadí, nevyrušujeme ju, iba asi v týždňových intervaloch natierame okolie letáča petrolejom proti vniknutiu nepriateľov, predovšetkým samičky motýľa obaľovača čmelieho (Aphomia sociella). Poľská metóda dopĺňa uvedenú metódu tým, že sa samička aj s úlikom umiestni do klietky s rozmermi približne 1 x 1 x 1 m na záhon kvitnúceho porastu hluchaviek. V úliku potom nemusíme väzniť samičku a tá si potravu zaobstará z kvetov hluchaviek. Táto metóda je údajne úspešnejšia, ale zároveň aj najnáročnejšia - potrebné sú klietky a musia sa pestovať hluchavky (Krieg, 2001).

Laboratórny - celoročný chov čmeliakov  
Laboratórny celoročný chov si vyžaduje zložitejšie zariadenia a techniku (obrázok 9 - 12).
Obrázok 9 až 12 Laboratórny celoročný chov čmeliakov
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Obr. 9                                                    Obr. 10
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Obr. 11                                                  Obr. 12 
Ide o umelý chov v podmienkach laboratória pre čmeľov vždy vo veľmi limitovanom priestore. Metódy chovu u nás a vo svete sú si svojím princípom veľmi podobné. Ako chovné nádoby používame potravinárske plastové dózy s objemom 0.6 l , do ktorých umiestnime plastové napájadlo so stabilizovaným peľom. Dno dózy pokryjeme papierovou podložkou, na ktorú nalepíme malú guľôčku vosku pre matku ako základ budúcej plodovej bunky. Do takto pripravenej chovnej nádoby umiestnime vyzimovanú samičku čmeľa. Dózu umiestňujeme do tmavej miestnosti s teplotou 28 – 30 °C. Existuje niekoľko podporných vplyvov na aktiváciu samičiek na založenie prvej plodovej bunky, používa sa sprievod čerstvo vyliahnutých robotníc včely medonosnej, alebo pridaním kokónov čmelích samcov. Potravu musia mať samičky neustále k dispozícii, peľ treba neustále 1–2 x týždenne obmieňať. Od času, keď samička založí prvú plodovú bunku, ak nebude infikovaný plod niektorou z nákaz, objavia sa približne za mesiac prvé drobné dospelé robotnice. V tejto fáze preložíme hniezdo do priestrannejšieho úlika. Ten má pre laboratórny chov dva priestory: chovný a kŕmny. Ako náhle sa začne zvyšovať počet jedincov v hniezde tak, že to obmedzuje zootechnické zákroky a ohrozuje hygienu hniezda, úlik umiestnime do temperovanej miestnosti do klietky s rozmermi 50 x 50 x 40 cm a otvoríme letáč. Rovnaké klietky využívame pri zavedení svetelného režimu i na zabezpečenie párenia mladých samičiek. Tie sa po oplodnení, ktorého najväčšia početnosť je vo veku 5 dní od vyliahnutia, po dostatočnom vykŕmení umiestnia samostatne do plastových patrón, alebo zápalkových škatuliek a uložia v nevibrujúcej chladničke pri teplote +5 °C a použijú sa ako zakladateľky ďalšieho chovu (Krieg, 2001).            

       2.1.7 PRÍČINY OHROZENIA ČMELIAKOV

1. Zmena mozaikovitosti krajiny v dôsledku zmien v jej využívaní.
Je to hlavná príčina úbytku čmeliakov, ktorá je zaznamenávaná v Európe aj Severnej Amerike od 50. rokov. Prechod k monokultúram a k veľkým osevným plochám, znamená pre čmeliaky stratu potravinových zdrojov. Prílišná kultivácia krajiny obmedzuje možnosti hniezdenia a prezimovania čmelích matiek.

2. Nevhodná chemizácia v poľnohospodárstve.

Pesticídy majú na čmeliaky podobný účinok ako na včely, zvlášť v jarných mesiacoch  dochádza k úhynu včiel a čmeliakov v súvislosti s agrotechnickými zásahmi, napr. na repke.
3. Nevhodné vypaľovanie medzí a starín.
Podľa ročného obdobia ničia prezimujúce čmeliaky alebo ich hniezda, zabraňuje možnosti hniezdenia, nepriaznivo ovplyvňuje rastlinnú skladbu v prospech jednoročných rastlín.
4. Príliš intenzívne včelárstvo.
Môže byť pre čmeliaky ohrozujúce pre spolupôsobenie iných faktorov. Takto ohrozené sú najmä populácie v „novom svete“, kde včela medonosná nie je pôvodným druhom.

5. Eutrofizácia krajiny.
V dôsledku eutrofizácie krajiny (predovšetkým hnojením lúk, ale tiež v dôsledku prísunu dusíka z ovzdušia do pôdy) sa menia rastlinné spoločenstvá. Tento vývoj má za následok znižovanie druhovej pestrosti rastlín, ale tiež znižovanie množstva nektáru pre opeľovače.
Čo môžeme urobiť pre podporu populácií čmeliakov.

· Udržovať mozaikovitosť krajiny, hospodáriť na malých plochách.
· Ponechávať neobrobené okraje polí a medzí.
· Vysadzovať rastliny tak, aby v okolí čmeliačích hniezd stále niečo kvitlo.
· Postupne, nie jednorázovo kosiť lúky tak, aby čmeliaky v jednom okamihu neprišli o všetky zdroje potravy.
· Ponechávať časti krajín neobrobené.
· Dôsledne postihovať jarné vypaľovanie tráv a krovín.
· Legislatívne regulovať dovoz čmeliakov pre opeľovanie. 
Riziká introdukcie nepôvodných druhov čmeliakov

· Vytesňovanie pôvodných opeľovačov (hmyz a nektároví vtáci) tím, že im čmeliaci odčerpávajú nektár alebo konkurujú pri osadzovaní dutín pre hniezdenie.
· Zníženie produkcie semien u pôvodných druhoch rastlín v dôsledku nahradenia prirodzených opeľovačov čmeliakmi.
· Zvýšená tvorba semien buriny, ktoré čmeliaky opeľujú vibráciou.
· Prenos a rozširovanie parazitov na miestne druhy čmeliakov, alebo iné miestne opeľovače.
· Znížená životaschopnosť miestnych populácií čmeliakov v dôsledku kríženia s nepôvodnými druhmi. 
2.2 CHOROBY ČMELIAKOV
      2.2.1 PARAZITY
2.2.1.1 Nosema bombi

Spóry Nosema bombi sa dostávajú do tela potravou, prenikajú do čreva, za kardiou sa otvárajú a zárodok sa vystreľuje pólovým vláknom von (Weiser, 1966). Nosema bombi napadá len larválne štádia Bombus terrestris. Vyvíja sa v Malpigiho trubiciach a v čreve čmeľov. Spóry sú oválne 5 µm dlhé (Eijnde J von den Vette, 1993). Pri experimentálnej infekcii prvé mikrosporidiové štádium bolo pozorované v strednom žalúdku, kde sa objavili  meronty už 24 hodín po infekcii. Sporozoity boli zaznamenané po 48 hodinách. Sporoblasty sa objavili vo veľkom počte za 78 hodín. Spóry sa vyvíjajú primárne v Malpigiho trubiciach (Mc Ivor a Malone, l995, Ruiter, l997). Na infekciu Nosema bombi sú citlivé všetky druhy a obe pohlavia čmeliakov. Rôzne druhy spór mali rozdielny úspech pri infekcii rôznych hostiteľských kolónií (Schmid-Hempel a Loosli, l998). Čmeliaky infikované Nosema bombi môžu byť asymptomatické, alebo vykazujú široké spektrum symptómov od poklesu opeľovania a oplodňovacej schopnosti kráľovnej až po úhyn kolónie (Tay, 2002). V niektorých prípadoch samci a mladé kráľovné mali skrátené krídla a bruška (Otti, 2004). Zdrojom nákazy je trus infikovaných jedincov, ktorým sú potriesnené plásty a pastva (Weiser, 1966). Z tohto dôvodu je veľké riziko prenosu Nosema bombi  v komerčných kolóniach Bombus terrestris (Niwa a kol., 2004). Diagnostika mikrosporídií svetelným mikroskopom je problematická a preto sa využívajú špecifické DNA markery na zistenie infekcie (Mustafa, 2002).
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Obrázok 13 Spóry N. bombi:                           Obrázok 14 Polárny filament N.bombi 

Sb-sporoblasty; S-spóry  (ispi-lit.cirad.fr/text/Heuschrc.htm)
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      Obrázok 15 Životný cyklus N. bombi                     
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      Obrázok 16 Fluorescenčná mikrografia 






N.bombi (www.eco.ethz.ch/research/trypanasomes)

 2.2.1.2 Crithidia bombi

Životný cyklus parazita Crithidia bombi je reprezentovaný schémou, ktorá je rovnaká pre všetky formy článkonožcou. Do organizmu čmeliaka sa Crithidia bombi dostane prostredníctvom kontaminovanej potravy exkrementami infikovaných jedincov. V tráviacom trakte flagelaty prenikajú cez esofagus, medový vak a črevo do menšej časti čreva. Tam ich rozmnožovanie dosahuje maximum v strede leta (Gorbunov, 1995). Vo veľkom množstve začínajú penetrovať medzi záhyby menšej časti čreva. Niektoré z nich sa pretransformujú na amastigotné štádiá a tak ukončia svoj vývin v hostiteľovi. Amastigoty sa stávajú súčasťou odpadu čmeliačích hniezd spolu s exkrementami (Gorbunov, 1996). Experimentálne infikované kolónie vykazovali príznaky infekcie po 9 a pol dňoch (Inhoof a Schmid-Hempel, 1999). Robotnice čmeliakov infikované Crithidia bombi mali značne zníženú imunitnú odpoveď (Doums a Schmid-Hempel, 2000; Brown a kol., 2003). Vysoká prevalencia a rýchlosť prenosu parazita na populáciu zahŕňa stresové obdobie hibernácie a zakladania novej kolónie (Brown a kol., 2003). Crithidia bombi skracuje život čmeliakov. Prežíva v infikovanej kráľovnej počas zimy až do ďalšej sezóny. Štúdie poukazujú na to, že ak parazit je schopný sa adaptovať na hostiteľský druh jeho virulencia narastá (Yorth a Schmid-Hempel, 2004). Crithidia bombi má veľký stupeň genetickej diverziy infekcie. Bolo zistených celkovo 11 rozdielnych genotypov. Vysoko štruktúrované a geneticky rozdielne populácie Crithidia bombi sú výsledkom ich silnej genotypickej interakcie hostiteľ-parazit (Schmid-Hempel a Funk, 2004). Robotnice čmeliakov napadnuté Crithidia bombi majú menej vyvinuté vaječníky a ich produkčný potenciál je redukovaný (Shykoff a Schmid-Hempel, 1991).
Obrázok 17 Crithidia bombi (http://archiv.ethlife.ethz.ch/articles/)
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 2.2.1.3 Sphaerularia bombi
Tento parazit postihuje len kráľovné čmeliakov a spôsobuje zmenu ich správania (obrázok 18). Juvenilné nematody opúšťajú mŕtve čmeliaky, prenikajú do pôdy a žijú ako voľná generácia niekoľko mesiacov. Tento vývoj sa zastaví dozretím samíc a kopuláciou. Oplodnená samica čaká na hostiteľa (čmeliaka). Preniká do samice čmeliaka, ktorá sa chystá na zimovanie a hrabe si komôrku. V priebehu zimy sa červy takmer nevyvíjajú až v jari sa ovárium zväčšuje až je vychlípené cez vulvu von (Weiser, 1966). Uterus rastie a dosahuje veľkosť až 1-2 cm, zatiaľ, čo ostatná časť červa je tenká a má len niekoľko milimetrov (obrázok 19). U zdravej kráľovnej sa hormóny zvyšujú a jej ovária ju stimulujú na budovanie hniezda, ale u infikovanej kráľovnej sa to nedeje. Vajíčka červa sa vyliahnu a larvy prechádzajú do čreva a reprodukčného systému. Larvy prenikajú do hemolymfy čmeliaka, prenikajú stenou čreva a odchádzajú trusom von do pôdy (Weiser, 1966). Počas tohto obdobia sa kráľovná kŕmi len pre seba a nevyhľadáva nové miesto pre hniezdo a jej ovária sa nevyvíjajú. Často sa vracia späť k hibernácii. Medzi príznaky infekcie patrí zmenšenie plodnosti a zastavenie znášky vajíčok (Weiser, 1966). Rozšírenie nematoda je pomalšie ako rozšírenie jeho hostiteľa čmeliaka. Výskyt parazita je 56 % u Bombus terrestris a 7 % u Bombus hortorum. Mortalita je 3-10 % u oboch druhov čmeliakov (Macfarlane a Griffin, 1990).
Obrázok 18 Sphaerularia bombi (www.bombus.org.ua/parasits/sphaerularia.html)
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Obrázok 19 Sphaerularia bombi (http://www.bumblebee.org/)
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2.2.1.4 Locustacarus buchneri

Lokalizuje sa vo vzdušniciach (Ruiter, 1997). Locustacarus buchneri ako tracheálny parazit bol detekovaný u oboch komerčných a prirodzených kolóniách Japonských druhov čmeliakov (Goka, 2001). Koncom apríla, keď sa kráľovná čmeliaka zobúdza zo zimného spánku sa samička Locustacarus buchneri pári v jej trachee, je ingestovaná a larvy sa dostávajú do prostredia trusom. Samec má slabo vyvinutú ústnu dutinu, žije veľmi krátko a nikdy neopúšťa hostiteľa. Larva samičky migruje do trachey robotnice, atakuje jej stenu a začína sa zväčšovať (obrázok 20). Takto zväčšená samica sa nedokáže dostať von z hostiteľa. Väčšina napadnutých robotníc, samcov a stará kráľovná počas jesene uhynú a prežije len parazit, ktorý prežíva v trachee mladej kráľovnej počas hibernácie (Goka, 2001).
Obrázok 20 Locustacarus buchneri (insects.ummz.lsa.umich.edu/.../Podapolipidae.htm)
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2.2.1.5 Psithyrus spp.

Samice vojdú do hniezda čmeliakov a nakladú tam svoje vajíčka (obrázok 21). Robotnice sa o ne starajú ako o vlastné. Tieto parazity sú veľmi podobné čmeliakom, ale nemajú peľové vačky na nohách a nesekretujú vosk na stavbu hniezda. Nemajú kastu robotníc a všetky ich vajíčka sa vyliahnu ako reprodukcie schopné samice alebo samce (Benton, 2006).
Obrázok 21 Psithyrus spp.
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2.2.1.6 Aphomia sociella (vosková moľa)

Dospelá moľa vojde do čmelieho hniezda a nakladie tam svoje vajíčka (obrázok 22). Najprv sa húsenice živia potravou v hniezde, ale ako rastú požierajú voskové komôrky, zásoby potravy a tiež larvy. Obyčajne zničia celé hniezdo. Mole opúšťajú hniezdo ako larva (Schmid-Hempel a Funk, 2004).
Obrázok 22 Aphomia sociella
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 2.2.1.7 Brachycoma devia (mucha)

Je to mucha, ktorá sa podobá na muchu domovú (obrázok 23). Samička vojde do hniezda a nakladie larvy pomedzi larvy čmeliakov. Larvy múch sa pripoja k larvám čmeliakov a čakajú. Čmelia larva raz otvorí svoj kokón a vtedy ju larva muchy zožerie. Keď dostatočne vyrastie (1 čmeliačí kokón podporí v raste 4 parazitárne larvy) opustí kokón čmeliakov a zakuklí sa v čmeliačom hniezde (Edwards, 2005).
Obrázok 23 Brachycoma devia
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2.2.1.8 Conopidae (muchy)

Samička muchy čaká na kvete, kým sa príde čmeliak nakŕmiť. Vtedy naňho rýchlo skočí, prebodne jeho telo a naloží do jeho vnútra vajíčka (obrázok 24). Vajíčka sa v jeho tele vyvíjajú a živia sa obsahom abdomenu pokiaľ ho celý nezaplnia. Čmeliak uhynie asi o 10 dní a larvy múch sa zakuklia vo vnútri mŕtveho čmeliaka. Predtým ako čmeliak uhynie má tendenciu sa zahrabať do pôdy. Z tela napadnutého čmeliaka sa v nasledujúce leto vyliahnu už dospelé muchy. Tento parazit môže zmeniť správanie čmeliaka. Infikované robotnice zostávajú mimo hniezda dlhšie ako ostatné, často aj celú noc (Macdonald, 2003).
Obrázok 24 Conopidae 
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 2.2.1.9 Melittobia acasta (mravec) 
Rôzne druhy mravcov invadujú hniezda čmeliakov ak ich nájdu (obrázok 25). Požierajú im zásoby potravy, vajíčka a larvy a tak často zničia celú kolóniu (Jenner, 2005).
Obrázok 25 Melittobia acasta
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       2.2.2 KOMENZÁLY

2.2.2.1 Volucella bombylans (mucha)
Dospelá samička vojde do hniezda a nakladie tam vajíčka (obrázok 26). Vajíčka sa vyliahnu a živia sa hniezdnym detritom, pričom hniezdo nepoškodzujú. Muchy prezimujú ako kukly v prázdnom hniezde. Tieto muchy sa podobajú na čmeliaky a dokonca aj tak bzučia (O Toole, 2002).
Obrázok 26 Volucella bombylans (www.bioresurs.uu.se/myller/skog/volucella2.htm)
[image: image30.jpg]


           [image: image31.jpg]




 2.2.2.2 Parasitus fuscorum (kliešť)

Tieto kliešte sa často nachádzajú na hrudi čmeliakov, ktorú využívajú na transport medzi hniezdami (obrázok 27). Živia sa mŕtvymi čmeliakmi v hniezde, potom sa pripoja ku kráľovnej a spolu s ňou hibernujú (Brown a kol., 2003).
Obrázok 27 Parasitus fuscorum (www.bombus.org.ua/parasits/sphaerularia.html)
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2.2.2.3 Antherophagus spp. (chrobák)
Živí sa hniezdnym detritom a dospelé čmele využíva na svoje rozšírenie (obrázok 28) (Christopher, 2002).
Obrázok 28 Antherophagus spp.
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2.3 MOR VČELIEHO PLODU
Po prvý krát bolo toto ochorenie zistené a popísané v rokoch 1904 – 1907 a to súčasne Whiteom v USA, od ktorého dostal mikrób názov Bacillus larvae, v Nemecku Marasenom, ktorý ho pomenoval Bacillus brandenbergensis a vo Švajčiarsku Burrim, ktorý ho označil ako Bacillus burri.
 Pôvodcom tohto ochorenia je Bacillus larvae (White, 1920), v súčasnosti reklasifikovaný (Ash a kol., 1993) na novovytvorený rod Paenibacillus. Jeho nový taxonomický názov je Paenibacillus larvae subsp. larvae  (Alippi a Aguilar, 1998). Taxonomicky mu je veľmi príbuzný Paenibacillus pulvifaciens, pôvodca ochorenia lariev, pri ktorom sa larva mení na práškovitú formu. Paenibacillus pulvifaciens bol reklasifikovaný ako poddruh rovnakého druhu ako Paenibacillus larvae subsp. larvae na základe 90% genómovej príbuznosti. Jeho nový názov je Paenibacillus larvae subsp. larvae (Alippi a Aguilar, 1998).

Paenibacillus larvae je Gram pozitívna, mikroaerofilná baktéria tyčinkovitého  tvaru, na koncoch zaoblená, dlhá 1,5 – 0,6 µm a široká 0,5 – 0,8 µm. Tyčinky nachádzame jednotlivo alebo sa spájajú do retiazok. Baktérie sa pohybujú pomocou bičíkov 1 alebo 2 µm dlhých, ktoré sa často zlepia a vytvoria tzv. „giant whips - veľké biče“ (Gochnauer, 1969). Paenibacillus larvae tvorí oválne endospóry veľkosti 1,1 – 1,9 x 0,4 – 0,7 µm. Spóry sa tvoria centrálne alebo terminálne, povrch majú hladký (Poljakov a kol., 1971). Vegetatívne bunky sú ľahko farbiteľné, spóry sa farbia podľa metód na farbenie spór. Spóry Paenibacillus larvae sú veľmi odolné. Virulentnosť spór z nakazených plástov bola dokázaná po 33 rokoch. Ich pridaním do potravy lariev došlo k vyvolaniu ochorenia (Svoboda, 1968; Švancer, 1977). Toporčák (nepublikované) dokázal virulenciu aj po 50. rokoch. V 1 – 5 % kyseline karbolovej ostávajú virulentné niekoľko mesiacov. V 5 – 10 % formalíne 6 hodín, v 20 % 30 minút (Toporčák, 1988), suché teplo 98 °C znesú až 46 hodín, vo vosku prežívajú pri 100 °C po dobu 5 dní. Slnečné žiarenie časť spór ničí, ale až za dlhú dobu. Zo spór, ktoré boli vystavené 600 hodín slnečnému žiareniu, uhynula iba jedna polovica (Wilson, 1971).
      2.3.1 Výskyt ochorenia
  
 Mor sa môže vyskytnúť v rôznom období roka, keď je v úli prítomný plod. Vyskytuje sa na celom svete a postihnuté sú všetky kontinenty. Na Slovensku sa vyskytoval sporadicky od roku 1939. V 80. rokoch kedy jeho výskyt značne stúpal a v súčasnom období evidujeme viacero ohnísk (Toporčák, 1988). Počet ohnísk moru včelieho plodu na Slovensku podľa Štátnej veterinárnej a potravinovej správy Slovenskej republiky je uvedený (tabuľka 1 a graf 1).
Podľa platného zákona č.39/2007 o veterinárnej starostlivosti Slovenskej republiky  patrí mor včelieho plodu k nebezpečným nákazám zvierat, ktoré podliehajú hláseniu.

Tabuľka č.1 : Počet ohnísk moru včelieho plodu v SR za roky 1980 – 2006
	Rok
	Počet ohnísk
	Rok
	Počet ohnísk

	1980
	13
	1994
	192

	1981
	12
	1995
	89

	1982
	14
	1996
	62

	1983
	21
	1997
	83

	1984
	23
	1998
	95

	1985
	37
	1999
	78

	1986
	46
	2000
	87

	1987
	72
	2001
	84

	1988
	104
	2002
	85

	1989
	179
	2003
	50

	1990
	128
	2004
	42

	1991
	142
	2005
	58

	1992
	159
	2006
	79

	1993
	125
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      2.3.2 Priebeh ochorenia 
Paenibacillus larvae napáda iba včely. Pre teplokrvné živočíchy a človeka nie je nebezpečný. Rozširovanie ochorenia môžeme rozdeliť do troch základných skupín (Toporčák, 1996) : 

1. Rozširovanie ochorenia vo vnútri úľa – prirodzeným javom vo včelstve je čistiaci pud včiel, kedy sa včely snažia vynášať choré alebo mŕtve jedince mimo úľa. Inak preváži infekcia a včelstvo hynie. Veľkú úlohu tu hrá rýchlosť rozpoznania a rýchlosť odstránenia chorých a mŕtvych jedincov. Predpokladáme, že mladé včely – čističky roznášajú spóry zárodkov vo včelstve a môžu byť v staršom veku ich prenášačmi do okolitých včelstiev. Na štvrtý deň sa stávajú krmičkami, čím napomáhajú ďalšiemu prenosu spór pri kŕmení lariev. Vo vnútri úľa môžu mor rozširovať aj parazity (Varroa destructor ) a škodcovia (Galleria mellonella). 

2. Rozširovanie ochorenia medzi včelstvami môže byť spôsobené včelami, škodcami a hlavne včelármi. Včelami – napr. rabovaním infikovaných kolónií včelami zo zdravých včelstiev; zalietavanie včiel do cudzích úľov; rojmi, kde vyrojené včely príjmu med z úľa, a ak obsahuje spóry Paenibacillus larvae, prenesú ich na nové miesto. Človekom – pri prekladaní nakazených plastov s plodom do včelstiev prostých nákazy; používanie úľových častí, ktoré už boli predtým kontaminované spórami; po vytočení medu z plastov postihnutých včelstiev sú  tieto plasty zaradené do zdravých včelstiev; dokrmovanie peľom alebo plastmi so zbytkovým medom pochádzajúcim z infikovaných včelstiev zdravým včelám. 

3. Rozširovanie ochorenia na veľké vzdialenosti- táto cesta je v našich podmienkach veľmi aktuálna, napr. kočovaním, presťahovaním včelstiev, predajom hlavne úľových častí, zasielaním matiek, nedovoleným prevozom lariev atď. Robotnice odstránia časť postihnutých ešte nezaviečkovaných lariev, u ktorých ochorenie pravdepodobne rozpoznajú podľa zmeny dýchania, prípadne podľa záchvevov bunky. U týchto lariev dochádza aj k zmene ich vône, čo je spôsobené vylučovaním unikavých mastných kyselín, obzvlášť kyseliny valérovej (Gochnauer a Shearer, 1981) anteizovalérovej, maslovej a kaprónovej (Drobníková, 1983). Spóry Paenibacillus larvae sa môžu zachytiť tiež na povrchu tela včiel – lietaviek, dostať sa na kvety, kde ich najčastejšie s peľom – zbierajú ďalšie včely a zanesú tak ochorenie do iných včelstiev. Zdrojom nákazy môže byť aj matka, vylučujúca spóry vo výkaloch a ďalej ich prenášajú včely, ktoré sa o matku starajú (Drobníková, 1983). Spóry Paenibacillus larvae  získané z alimentárneho traktu dospelých včiel môžu zapríčiniť ochorenie plodu u mladých vnímavých lariev (Wilson, 1971). Šíreniu infekcie napomáhajú tiež škodcovia, ako je víjačka voštinová (Gallerian mellonella). Podaním vysokých dávok spór Paenibacillus larvae jej larválnym štádiám nedošlo k ich vyklíčeniu v čreve. Inokuláciou týchto pasažovaných spór črevom víjačky do potravy lariev včiel došlo k prepuknutiu ochorenia a úhynu lariev (Toumanoff, 1930).
Larva  sa nakazí spórami Paenibacillus larvae prítomnými v potrave. Larvy mladšie než 24 hodín sú veľmi vnímavé už na dávku 10 spór, larvy staršie než 2 dni sú odolnejšie na infekciu dávkou 105 spór (Woodrow, 1942). To potvrdzuje aj pokus (Bamricka a Rothenbuhlera, 1961), ktorí podávali spóry larvám vo veku 3, 21 a 45 hodín. Najvnímavejšie boli larvy vo veku 3 hodín, čiastočne odolné vo veku 21 hodín a najrezistentnejšie boli larvy vo veku 45 hodín. Dokázať to môže aj fakt, že u dvojdňových lariev (45 hodín), vyklíčilo približne 50 % spór v žalúdku, ale k vyvolaniu ochorenia nedošlo. Štyri až päť dňové larvy sú odolné voči nakazeniu, ale vysoká dávka spór 10 môže vyvolať ochorenie (Bailey a Lee, 1962). 

Drobníková (1983) uvádza niekoľko dôvodov, prečo najmenšie larvy sú k infekcii najvnímavejšie: 

1. Potrava lariev, napr. baktériostatické vlastnosti medu, vyšší obsah glukózy v potrave starších lariev, ako je väčšie množstvo peľu. 

2. Nepriechodnosť čreva u mladých lariev, kým u starších lariev dochádza k vylúčeniu spór výkalmi.  

3. Nedostatkom kyslíka v čreve starších lariev. Spóry klíčia najlepšie pri nízkej tenzii kyslíka ale vegetatívny rast a sporulácia vyžadujú aeróbne prostredie. V období najrýchlejšieho rastu larvy, tj. od konca 2. do 5. dňa po vyliahnutí je pravdepodobné množstvo kyslíka pre množenie Paenibacillus nedostatočné. Spóry teda môžu vyklíčiť aj u starších lariev, ale vegetatívne tyčinky nedosiahnu žalúdočný epitel a sú vylúčené výkalmi. 

Vegetatívne bunky Paenibacillus larvae nie sú pri podávaní s potravou infekčné, čo je pravdepodobne spôsobené baktericídnymi vlastnosťami potravy, v ktorej sa mladé larvy nachádzajú. Materská kašička, ako aj jej pH 4 nemá výrazný efekt na životaschopnosť spór. Úhyn vegetatívnych tyčiniek Paenibacillus larvae v materskej kašičke nastal v priebehu 5 minút, pokiaľ v PBS roztoku (pH 4), čo je pH materskej kašičky nastal až v priebehu 20 minút. Hlavná príčina úhynu sa pripisuje prítomnosti kyseliny 10-hydroxy-decenovej (Blum a kol., 1959). Táto kyselina inhibovala rast Escherichia coli a Streptococcus aureus. Kyslá reakcia materskej kašičky (pH 2,5 – 4,8) (Vittek a Janči, 1968) je v čreve larvy neutralizovaná na hodnotu pH 6,6 (Bailey a Ball, 1991), čím sa vytráca jej baktericídny účinok.

U mladých lariev germinácia spór Paenibacillus larvae prebehne v priebehu niekoľko hodín až jedného dňa (Kitaoka a kol., 1959). (Sturtevant, 1924) uvádza, že ku germinácii spór Paenibacillus larvae v žalúdku lariev dochádzalo 21 hodín po ich požití potravou. Bamrick (1967) pozoroval klíčenie spór v rozsahu 21 – 22 hodín po inokulácii.

Zatiaľ nie je známe, či reprodukcia Paenibacillus larvae prebieha v lúmene čreva alebo v detrite poškodených epiteliálných buniek. Väčšie množstvo tyčiniek Paenibacillus larvae však bolo pozorovaných pri epiteliálnych bunkách (Gregor a Bowen, 1998). V histologickej analýze po perorálnom infikovaní 2-dňových lariev, tyčinky Paenibacillus larvae boli nájdené medzi vrstvami peritrofickej membrány v žalúdku larvy. Peritrofická membrána v tomto veku sa nepreukázala ako efektívna bariéra proti bakteriálnej infekcii, ako sa to potvrdilo u lariev vo veku 5 dní, kde je táto membrána silnejšia. 6 hodín po inokulácii 2-dňových lariev, boli vegetatívne formy baktérií nájdené na povrchu mikrovíl epiteliálnych buniek (Gregorc a Bowen, 1998).

Mechanizmus penetrácie ešte nie je dostatočne objasnený. Mohol by to byť špecifický receptor na povrchu epiteliálnych buniek, alebo alternatívne fagocytóza Paenibacillus larvae epiteliálnymi bunkami. Prvou fázou bunkovej infekcie je fagocytóza tyčiniek Paenibacillus larvae. Bunková membrána obaľuje baktérie ako cudzí materiál. V in vitro podmienkach prechádza Paenibacillus larvae cytoplazmou až k bazálnej membráne obalený touto plazmickou membránou, alebo sa môžu tyčinky Paenibacillus larvae voľne vyskytovať v cytoplazme. Charakteristickou morfologickou zmenou v týchto napadnutých bunkách bola vzrastajúca vakuolizácia buniek. K úplnému poškodeniu týchto buniek dôjde do 4 dní. Rozmnožovanie Paenibacillus larvae v epiteliálných bunkách nebolo pozorované, ako v prípade Bacillus popilliae u chrústika (Amphimallon majalis) (Splittstoesser  a kol., 1978).
Účinkom enzýmov a metabolitov baktérií dochádza k rozrušeniu epiteliálnej bunky a ďalšie pomnoženie prebieha v hemolymfe, kde boli nájdené u dvoj a trojtýždňových lariev (Jaeckel, 1930). Po preniknutí bazálnou membránou epiteliálnych buniek a svalovou vrstvou do hemolymfy spôsoboval degradáciu hemocytov, tracheálnych buniek, slinných žliaz a tukového telesa. Pomerne vo veľkom množstve sa tyčinky Paenibacillus larvae vyskytovali na periférii- pod kutikulou lariev 50 hodín po perorálnej inokulácii u 2–dňových lariev. Zmeny epiteliálnych buniek boli po 48 hodinách po perorálnej infekcii  u 2-dňových lariev ireverzibilné. Jadrá buniek sa stávali pyknotické a dochádzalo ku granulácii cytoplazmy (Gregorc a Bowen, 1998). Väčšina lariev uhynie pri prirodzenej infekcii tesne pred zakuklením (Drobníková, 1983; Bailey a Lee, 1962) alebo pri premene na kuklu (Vittek a Janči, 1968; Hornitzky, 1998 a,b) vo veku 9 dní, kedy dochádza aj k viečkovaniu buniek. Sturtevant (1924) naznačil, že k úhynu lariev dôjde až po zaviečkovaní, kvôli najnižšiemu obsahu cukrov v tráviacom trakte. Toto štádium je vhodné pre rast a pomnožovanie patogénna, takže v nasledujúcich 24 hodinách dôjde k úhynu larvy. U 3-dňových lariev je obsah cukru v kŕmnej kašičke 4,9 %, u 5-dňových lariev až 15,7 %. Pri takomto obsahu cukru v čreve larvy spóry nemajú vhodné podmienky na vyklíčenie. Rozklad mŕtvej larvy pokračuje hlavne pôsobením proteáz a nakoniec Paenibacillus larvae sporuluje. Väčšina spór je formovaná na 11. deň (Hornitzky, 1998). Sturtevnat (1932) uvádza, že približne 2,5 % spór Paenibacillus larvae sa nachádza v príškvare napadnutej larvy. Drobníková (1983) sa zmieňuje o 0,5 miliardách spór v jednom príškvare. Nevyskytuje sa tam žiaden iný mikrób (Drobníková, 1983). Hoist (1945) tiež naznačil, že príškvary lariev uhynutých na mor plodu obsahujú čistú kultúru Paenibacillus larvae. Predpokladá sa, že Paenibacillus larvae by mohol produkovať nejakú antibiotickú látku, ktorá spôsobuje úhyn ostatných baktérií  (Drobníková, 1983). Kultúra Paenibacillus larvae porastená v Baileyho tekutom médiu sa vyznačovala antibiotickou aktivitou na konci stacionárnej fázy rastu. Na 7-dňovej kultúre, keď stacionárna fáza rastu už bola ukončená sa prejavila antibiotická aktivita voči Bacillus subtilis, Sarcina lutea a Corynebacterium equi. Táto aktivita bola vyššia voči týmto  baktériám na 14 dňovej kultúre. To dáva predpoklad, že antibiotická aktivita sa zhoduje s časom sporulácie Paenibacillus larvae v Baileyho médiu. Antibiotické substancie sa uvoľňovali počas sporulácie Paenibacillus larvae na umelých pôdach, ale nie v prirodzených podmienkach. Antibiotická aktivita nebola prítomná v čerstvo uhynutom plode a uhynutých larvách vo veku jedného mesiaca. Čiastočná aktivita bola zaznamenaná v uhynutých larvách vo veku jedného týždňa. Je možné, že čistá kultúra Paenibacillus larvae v príškvaroch je výsledkom toho, že v čreve lariev je málo alebo žiadna indigénna mikroflóra, ktorá by súťažila s patogénnom (Glinski a Jarosz, 1992). Greenberg a Halvorson (1955) sa prikláňa k názoru, že antibiotické látky uvoľňované Baileyho médiu by mohli byť skôr zaradené do skupiny autolytických enzýmov (autolyzíny) produkovaných počas formovania spory, než ako antibiotické látky a bakteriocíny uvoľňované počas exponenciálnej fázy rastu Paenibacillus larvae. Príškvary lariev obsahujú okrem spór Paenibacillus larvae subsp. larvae aj lipoidný materiál, proteázový komplex, fluorescenčné zložky a sulfhydrylové zlúčeniny (Gochnauer, 1969).
Sturtevant (1924) uvádza u zdravých lariev dostatočný obsah glykogénu, pokiaľ v rozkladajúcej sa larve alebo v príškvare jeho obsah je minimálny napriek tomu, že niektoré línie európskych včiel Apis mellifera majú geneticky určenú rezistenciu voči Paenibacillus larvae, ktorý nemá alfaamylázovú aktivitu (Gordon  a kol., 1973). Boli popísané maximálne hladiny glykogénu v tele kukiel v štádiu „White eye“. V tomto štádiu vývinu larvy obyčajne na toto ochorenie uhynú. Táto rezistencia sa prejavuje zvýšeným čistiacim pudom robotníc (Danka a Villa, 1994). Rýchle odstraňovanie postihnutých lariev dosahuje maximum na desiaty deň. Odumretý plod môže byť odstraňovaný ešte pred štádiom formovania spór. Z tohto hľadiska sú robotnice schopné úplne eliminovať toto ochorenie v úli (Ratnieks, 1992). Rinderer a Rothebuhler (1969) podával spóry Paenibacillus larvae do potravy lariev (v množstve 3650), pričom zisťoval náchylnosť kráľovien, trúdov a robotníc na toto ochorenie. Uvádza až 92,8 % úhyn lariev kráľovien, 81,7 % u robotníc a 68,4 % u trúdov. Táto rozdielna vnímavosť je spôsobená faktormi prostredia, kvalitou a kvantitou potravy, hlavne obsahom peľu prítomného v potrave lariev týchto kást. Larválna potrava obsahuje dve zložky: med a žľazový výlučok (sekrét). Pomer medzi nimi je 1,7 : 1 pri materskej kŕmnej šťave a 2 : 1 pri potrave lariev robotníc a trúdov (Vittek a Janči, 1968). Peľ je podávaný larvám od tretieho dňa krmičkami. Trúdí plod dostáva najviac peľu, preto je voči moru odolnejší než robotničí plod, pokiaľ larvy kráľovien dostávajú peľu najmenej a sú aj najvnímavejšie voči tomuto ochoreniu. Samotný peľ môže obsahovať baktériostatické, alebo baktericídne zložky, ktoré sa stávajú prístupné hneď v larválnej potrave, alebo sú uvoľňované v procese trávenia v žalúdku (Rinderer a Rothebuhler, 1974).
2.3.3 Príznaky ochorenia
Ochorenie môže pretrvávať v kolónii niekoľko rokov, než dôjde ku klinickým príznakom. Pri slabej infekcii môžu včelstvá prekonať toto ochorenie, ale pri postihnutí viac než 100 lariev dochádza k úhynu kolónie (Hornitzki a Karlovski, 1989). Prvým príznakom nakazenej larvy je zmena jej farby. Perleťovo biela farba sa mení na šedobielu. Na druhý týždeň po uhynutí klesá larva na dno bunky a tmavne. Vytráca sa segmentácia tela a larva sa mení na lepkavú hmotu, ktorá sa dá ľahko vytiahnuť v podobe tenkých vlákien (nitiek). V tomto období zisťujeme mikroskopickým vyšetrením vegetatívne formy Paenibacillus larvae a v 3. týždni po uhynutí nájdeme v rozpere už len spóry. Za 5 – 6 týždňov larva vysychá a mení sa v tmavý príškvar, ktorý pevne lipne na spodnej stene bunky (Svoboda, 1968). Medzi najvýraznejšie klinické príznaky ochorenia, ktoré môže včelár spozorovať sú: nepravidelnosť liahnutia plodu, bunky s prepadnutými viečkami, ktoré môžu byť niekedy prederavené, väčší úhyn včiel a oslabenie včelstva (Svoboda, 1968).            
3. CIEĽ DIPLOMOVEJ PRÁCE
1. Sumarizácia dostupnej literatúry o čmeliakoch, ich chove, parazitárnych chorobách a komenzáloch 
2. Experimentálne preukázať infekcie lariev čmeliakov zárodkami Paenibacillus larvae ako pôvodcu moru včelieho plodu

 3. Vypracovať odporúčania pre metodiku kontroly vykupovaných peľov od chovateľov včiel
4. MATERIÁL A METODIKA

Materiál

1. Terénne izolanty Paenibacillus larvae z lokality Kožany a Sabinov.
2. Živné pôdy: MYPGP agar podľa Dingmana a Stahlyho (1983) - Mueller - Hinton agar Sevac 1,015 %, kvasničný autolyzát Sevac 1,5 %, K2HPO4 0,3 %, glukóza 0,2 % - sterilizujeme oddelene, pyruvát sodný 0,1 %, agar 1,5 %, voda destilovaná 1 000 ml. Sterilizovať pri 120 oC po dobu 15 minút. Konečné pH 7,2 – 7,5.

Na živnej pôde sa za suspektnú kolóniu pokladajú okrúhle, vyvýšené, lesklé, mliečne zakalené kolónie. Preparáty farbíme Gramovým farbením v Huckerovej modifikácii.
3. Biochemická aktivita - katalázový test s 3 % peroxidom vodíka. 
4. Pokusné zvieratá – 6 rodín čmeliakov v boxoch (firma Koppert).
Metodika
1. Izolácia Paenibacillus larvae z včelstva postihnutého morom včelieho plodu: izolácia terénneho kmeňa Paenibacillus larvae naočkovaním časti hmoty rozkladajúcej sa larvy na MYPGP agare bola vykonaná za účelom získania solitárnych kolónii. Naočkované vzorky sa kultivovali 48 hodín pri teplote 37 oC.
2. Farbiaca metóda: preparáty boli farbené Gramovým farbením v Huckerovej modifikácii.
3. Enzymatický test: za účelom medzidruhovej diferenciácie bol u terénneho izolantu Paenibacillus larvae sa používaný katalázový test (na detekciu tvorby enzýmu kataláza s 3 % peroxidom vodíka - Paenibacillus larvae má negatívny katalázový test.
4. Infekčný materiál: inokulá z 5 dňových kolónií z kmeňa Kožany a z kmeňa Sabinov boli prenesené do skúmavky so sterilnou vodou a zohriate na 80 °C po dobu 20 minút vo vodnom kúpeli. Zárodky Paenibacillus larvae sa riedili tak, že 50 μl z kmeňa Kožany obsahovalo 11 000 spór a 50 μl z kmeňa Sabinov 10 000 spór.
5. Metóda infekcie: infekciu lariev čmeliakov Bombus terrestris zárodkami Paenibacillus larvae subsp. larvae bola vykonaná nasledovne:
Boli vytvorené 3 skupiny A, B a C, pričom každá skupina obsahovala 2 boxy čmeliakov.

V skupine A  do peľu bolo pridané      50 μl  (11000 spór)     spóry P.  larvae subsp.                                       
                                                                                                   larvae
                       do sirupu bolo pridané  50 μl  (11000 spór)    spóry P.  larvae subsp. larvae      
V skupine B do peľu bolo pridané    50 μl  (10000 spór)        spóry P.  larvae subsp.                   larvae
                      do sirupu bolo pridané  50 μl (10000 spór)       spóry P.  larvae subsp. larvae
V skupine C do peľu bolo pridané        50 μl                vegetatívne formy P.  larvae








subsp. larvae                                                                     
subsp.  larvae
                       do sirupu bolo pridané  50 μl                   vegetatívne formy P.  larvae             
                                                                                         subsp. larvae                                                       
5. VÝSLEDKY

Po 12-13 dňoch po inokulácii sme vyšetrili larválne štádiá čmeliakov. Zistili sme, že v oboch skupinách A a B sa vyskytovali uhynuté larvy. Niektoré larvy čmeliakov pripomínali svojimi klinickými zmenami larvy včiel ako pri more včelieho plodu – hnedá farba so zachovalým krúžkovaním poprípade aj bez krúžkovania. Avšak nachádzali sme aj zvyšky lariev už v štádiu rozkladu (obrázok 29). 
V skupine C sme zistili niekoľko munifikovaných lariev v obidvoch boxoch. Tieto sa klinicky odlišovali od lariev v skupine A a B (obrázok 30).  
Z postihnutých lariev skupiny A a B sme naočkovali platne s MYPGP agarom a nechali inkubovať 48 hodín pri 36 °C. Po 48 hodinovej inkubácii sme izolovali zárodky Paenibacillus larvae, ktoré vykazovali okrúhle, vyvýšené, lesklé, mliečne zakalené kolónie a po farbení Gramovým farbením v Huckerovej modifikácii sme pozorovali len vegetatívne formy Paenibacillus larvae gram pozitívne zárodky, tyčinky. Nález sme  potvrdili stanovením katalázovej aktivity Paenibacillus larvae za použitia 3 % peroxidu vodíka, kde Paenibacillus larvae vykazoval negatívnu katalázovú reakciu.
Z munifikovaných lariev zo skupiny C sme taktiež naočkovali platne s MYPGP agarom. Po 48 hodinovej inkubácii pri 36 °C sme neizolovali Paenibacillus larvae. napriek tomu sme zaznamenali určité morfologické zmeny na larvách, ktoré však neboli spôsobené vegetatívnymi formami Paenibacillus larvae.
Obrázok 29 Klinické príznaky postihnutých lariev skupiny A a B
[image: image35.jpg]) 2 9) )



      [image: image36.jpg]) 2 9))




Obrázok 30 Klinické príznaky postihnutých lariev skupiny C
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6. DISKUSIA
Podľa Chleba (2005) včely a čmeliaky netrpia spoločnými chorobami a nemajú ani spoločných nepriateľov. Toto tvrdenie sa nám pokusom popísaným v tejto diplomovej práci podarilo vyvrátiť, pretože sme v experimentálnych podmienkach dokázali možnosť prenosu moru včelieho plodu na larvy čmeliakov, čo je významným poznatkom z hľadiska starostlivosti o čmeliaky v podmienkach laboratórneho chovu ako aj v medzinárodnom obchode. A to najmä z toho dôvodu, že mor včelieho plodu patrí medzi nebezpečné nákazy zvierat podliehajúce hláseniu veterinárnemu lekárovi podľa platného zákona č. 39/2007 o veterinárnej starostlivosti. Táto nákaza môže v laboratórnych chovoch predstavovať veľké epizootologické riziko ako aj značné ekonomické straty. 
 Vypracovali sme metodiku na kontrolu vykupovaných peľov od chovateľov včiel, aby sa tak zabránilo prenosu ochorenia do chovu a s tým súvisiacimi epizootologickými aspektami a  ekonomickými stratami.

Okrem infekcie lariev čmeliakov morom včelieho plodu v laboratórnych podmienkach je táto diplomová práca zameraná aj na zhromaždenie a sprehľadnenie dostupných informácií o chorobách čmeliakov so zameraním na parazitárne ochorenia čmeliakov a ich komenzálov. Viedla nás k tomu skutočnosť, že v súčasnej dobe u nás neexistuje dostupná literatúra, ktorá by obsahovala informácie o chove a chorobách čmeliakov.  
7. ZÁVER


Naša práca sa zaoberala možnosťou infekcie lariev čmeliakov (Bombus terrestris) zárodkami moru včelieho plodu Paenibacillus larvae. Larvy čmeliakov boli na zárodky moru včelieho plodu vnímavé s prejavmi typických príznakov, ako je zmena farby z perleťovo bielej na šedo bielu, poklesom larvy na dno bunky, jej stmavnutím, vytratením sa segmentácie tela.

Na základe pozitívnych výsledkov experimentálnej infekcie lariev čmeliakov zárodkami moru včelieho plodu bola vypracovaná metodika na kontrolu vykupovaných peľov od chovateľov včiel, ktoré sa používajú ako krmivo v podmienkach chovu čmeliakov pre cielené opeľovanie entomofilných rastlín.

Ďalšou časťou tejto diplomovej práce bolo zozbierať všetky dostupné informácie o parazitárnych chorobách čmeliakov a ich komenzálov.
 CONCLUSION
The aim of the thesis is to confirm the posibillity to infect the larvae of bumblebees (Bombus terrestris) with the Paenibacillus larvae. The larvae of bumblebees where sensitive to this infection and we observed typical clinical symptomes of this desease of honeybees. For instance the color of the larvae changes from its healthy pearly white to dark brown and the dead larvae dries out. 
This results help us to prepare a method  to control the pollen from the beekeepers. This  pollen is feed for the bumblebees keep at laboratory condition

The next part of this diploma thesis was the colection of literature informations about the rearing, parasitical deseases and pests of the bumblebees.
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