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Wstep

Srodki ochrony ro$lin nalezy dopuszczaé¢ do uzytku
tylko w sposob, ktory nie stanowi niedopuszczalnego
zagrozenia szkodliwoscia dla pszczot miodnych. W
tym celu moze zaistnie¢ konieczno$¢ przedstawienia
podczas procesu rejestracji danych umozliwiajacych
oceng  bezpieczenstwa  rozpatrywanego  Srodka.
Niniejsza norma przedstawia kilka réznych typow
badan (badania  laboratoryjne, badania w
klatkach/tunelach i doswiadczenia polowe), ktére moga
by¢ wykorzystane do dostarczenia takich danych.
Jednak pewne badania, ktére s3  czasami
wykorzystywane, takie jak badanie inhalacji i
dhugookresowego kontaktu, nie zostaty opisane.

Opis tych metod opiera si¢ na ,,Wytycznych
ujednolicenia metod badania zagrozenia pszczo6t
miodnych pestycydami” ustalonych przez
Migdzynarodowa Komisje ds. Zaleznosci migdzy
Roslinami i Pszczotami (ICPBR) podczas sympozjow o
ujednoliceniu metod badania toksycznosci pestycydow
dla pszczét odbywajacych si¢ w  Wageningen
(Holandia, 1980), Hohenheim (Niemcy, 1982),
Harpenden (Wielka Brytania, 1985), Rez (Czechy,
1990), Wageningen (Holandia, 1993), Brunszwiku
(Niemcy, 1996) i Awinionie (Francja, 1999).

Badania laboratoryjne badaja toksycznos¢ doustna i
toksyczno$¢ kontaktowa $rodka ochrony roslin. Pot —
polowe badania w klatkach i badania w peini polowe
maja za zadanie zbada¢ wplyw zastosowania $rodka
podczas lotu pszczoty. Do badania pewnych zagrozen
dla pszczot miodnych, takich jak wplyw na pszczoty
zerujace na spadzi z mszyc, ktére sa praktycznie
niemozliwe do zbadania w warunkach polowych, moze
by¢ wykorzystane badanie w tunelu. Badania
laboratoryjne sa przeprowadzane na pojedynczych
pszczotach lub grupach pszczot, natomiast badania pot
- polowe i polowe sa przeprowadzane na koloniach
pszczo6t na uprawie.

Przyjmujac, ze pojedyncza metoda badawcza nie moze
dostarczy¢ odpowiednich informacji do okreslenia
efektéw ubocznych $rodkéw ochrony roslin u pszczot
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miodnych, nalezy podkresli¢, ze nie sa wymagane
wszystkie te badania. Z powodu czasochlonnosci i
kosztownosci badan polowych, badania laboratoryjne i
badania pot - polowe moga stuzy¢ do klasyfikowania
wielu $rodkow jako zdecydowanie nieszkodliwych lub
szkodliwych bez uciekania si¢ do badan polowych.
Decyzje dotyczace tego, ktore badania przeprowadzic i
czy podejmowac kolejne badania bgda zalezaty od cech
srodka ochrony ros$lin, sposobu jego wykorzystania i
badan, ktére juz zostaly wykonane. Decyzje te moga
opiera¢c si¢ na logicznie stworzonym planie
podejmowania nastgpujacych po sobie decyzji (Oomen
1986). Potaczone EPPO/Rada Europejskiego Zespotu
ds. Oceny Zagrozenia Srodowiska przez Srodki
Ochrony Ro$lin opracowaty takie plany, w tym plan dla
pszcz6t miodnych (OEPP/EPPO 1993).

Badania laboratoryjne
1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

Toksycznos¢ doustna i kontaktowa badanych zwiazkoéw
dla dorostych robotnic pszcz6t miodnych okresla si¢ w
laboratorium. Pszczoty poddaje si¢ réznym dawkom
zwiazku droga karmienia i zastosowania miejscowego.
Wskazniki  $miertelnosci ~ wykorzystuje  si¢  do
przedstawienia linii regresji i LDso.

1.2 Warunki doswiadczenia

Pszczoty umieszcza si¢ w dobrze wentylowanych i
fatwych do czyszczenia klatkach. Nie nalezy uzywac
klatek plastikowych, jesli nie zostana usunigte po
wykorzystaniu, z  powodu  prawdopodobnych
zanieczyszczen. Nalezy unikaé powtdérnego uzywania
klatek drewnianych, chyba ze sa bardzo czyste i
wysterylizowane. Klatki nie powinny powodowaé
$miertelnosci w probie kontrolnej. Po zabiegu pszczoly
nalezy trzyma¢ w temperaturze 25 + 2°C. Podczas
badan nalezy zapisywac wilgotno$¢ wzgledna.



Podczas catego okresu do$wiadczenia, z wyjatkiem
okresOw oceniania, pszczoly nalezy trzymaé w
ciemnosci.

1.3 Przygotowanie pszczé6t

Najlepiej jest uzy¢ jednakowych mtodych dorostych
robotnic pszczot. Pszczoly nalezy odpowiednio karmié
i powinny one pochodzi¢ ze =zdrowej kolonii
posiadajacej matke. W stosownych przypadkach nalezy
okresli¢ ostatni zabieg przeciw warrozie i odnotowaé
jego termin. Zabieg powinien zakonczy¢ —sig
przynajmniej 4 tygodnie przed rozpoczgciem badania.
Pszczoty nalezy zebra¢ w znormalizowany sposob.
Nalezy unika¢ zbierania pszczot wczesng wiosng i
pézna jesienia. Odpowiednie sa pszczoly zebrane z
plastréw bez czerwia lub z wylotka w wejsciu do ula.
Pszczoty mozna réwniez wyhodowaé w inkubatorze
karmigc $wiezym lub dobrze zakonserwowanym
pylkiem kwiatowym i roztworem sacharozy. Nalezy
poda¢ metodg zbierania, wiek i (jesli jest znana) rasg
pszczdt i date doswiadczenia.

W celu zbadania toksyczno$ci kontaktowej pszczoty
mozna u$pi¢ dwutlenkiem wegla. Nalezy uzy¢
minimalnej ilo$ci oraz minimalnego czasu ekspozycji,
ale nalezy zapewni¢ calkowite uspienie. Zabieg nie
powinien obnizy¢ temperatury w klatce oraz
temperatury pszczot.

1.4 Projekt doswiadczenia

Zabiegi: badaniu poddawane sa gotowe preparaty lub
substancje czynne. Nalezy uwzgledni¢ probe kontrolna
potraktowana no$nikiem dawkujacym oraz
odpowiednia norm¢ toksyczna w celu sprawdzenia
powtarzalnosci wynikéw (np. paration, dimethoate;
Gough i in. 1994).

Préoba: pszczoty nalezy poddawaé dawkom pojedynczo
lub w grupach przynajmniej po 10. Nie nalezy ich
przetrzymywac pojedynczo dtuzej niz godzing.
Powtdrzenia: dla kazdego stgzenia nalezy uzy¢
przynajmniej trzech grup ztozonych z 10 pszczot. W
badaniach granicznych nalezy zwigkszy¢ liczbg grup do
5.

Stgzenia: nalezy uzy¢ odpowiedniego zakresu oraz
liczby stgzen w celu przedstawienia linii regresji i LDs.

2. Stosowanie zabiegéw

2.1 Badanie toksycznosci doustnej
2.1.1 Badany preparat (preparaty)

Nalezy uzy¢ gotowego preparatu lub substancji czynnej
w 200-500 g/l koncowego stezenia roztworu sacharozy.
Jesli jest to mozliwe preparaty nalezy rozpusci¢ lub
zawiesi¢ bez dodatkowych rozpuszczalnikow.

2.1.2 Sposob stosowania

Pszczoty nalezy glodzi¢ do 2 godzin przed badaniem.
Nalezy poda¢ dawkg 10 lub 20 pl badanego roztworu
na pszczol¢ za pomoca karmnikow jednorazowego
uzytku. Przy karmieniu grupowym pszczotly dziela si¢
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badanym roztworem pomig¢dzy soba i w ten sposob
otrzymuja podobne dawki. Nalezy stosowaé
maksymalny czas dawkowania (np. 4-6 godzin), aby
unikna¢ $miertelno$ci z powodu glodu.

Jesli pod koniec tego okresu pozostanie badana dawka,
nalezy zmierzy¢ jej ilo$¢. Umozliwia to okreslenie
doktadnej dawki pobranej przez pszczoty, co pozwala
poprawniej obliczy¢ LDs, i dostarcza informacji na
temat niesmacznosci/dziatania odstraszajacego.

Po wusunigciu dawki nalezy dostarczyé Swiezego
roztworu sacharozy, ktory powinien by¢ codziennie
wymieniany, jezeli badania prowadzone sa ponad 48 h.

2.2 Badanie toksycznosci kontaktowej
2.2.1 Badany preparat (preparaty)

W przypadku, gdy jest to mozliwe substancj¢ czynna
nalezy rozpusci¢ w acetonie. Innych rozpuszczalnikow
nalezy uzy¢ tylko wtedy, gdy substancja czynna nie
rozpuszcza si¢ w acetonie. Powinny by¢é to
rozpuszczalniki o wykazanym braku szkodliwosci dla
pszczot. Jesli jest to konieczne, gotowy preparat nalezy

zastosowa¢ ~w  zawiesinie  wodnej  uzywajac
odpowiedniego czynnika zwilzajacego.

2.2.2 Sposob wykonania zabiegu

Uspione pszczoly nalezy poddawaé¢ zabiegowi
pojedynczo  poprzez  miejscowe  zastosowanie.

Zmierzong ilo$¢ preparatu nalezy nanie$¢ na tulow
kazdej pszczoly. Po zabiegu nalezy dostarczyé
$wiezego roztworu sacharozy, ktory nalezy codziennie
kontrolowa¢ (w razie konieczno$ci uzupeic).

3. Sposaéb oceniania

Poddane zabiegowi pszczoty nalezy umiesci¢ ponownie
w klatkach. Liczbg martwych lub porazonych pszczot
nalezy okresla¢ w 24-godzinnych odstgpach do 48 h
lub dluzej w przypadku, gdy $miertelno$¢ dalej
wzrasta.

4. Wyniki

Badania nalezy powtorzy¢, jesli Smiertelno$¢ w probie
kontrolnej przekracza 15%.

Smiertelno$¢ nalezy obliczyé po uwzglednieniu
poprawki na $miertelnos¢ w probie kontrolnej. W celu
zanalizowania wynikéw i obliczenia $redniej letalnej
dawki (LDso), wyrazonej w pg substancji czynnej na
pszczolg, mnalezy uzy¢ odpowiednich  metod
statystycznych.

Badania w klatkach

Badania w klatkach mozna réwniez zmodyfikowaé do
szczegblowych badan na pszczotach, np. dzialania
odstraszajacego lub oceny zagrozenia stosowania
srodkow ochrony roslin dla pszczot zerujacych na
spadzi wydzielanej przez mszyce. W takich
przypadkach mozna przeksztalci¢ badania w klatkach w
polowe badania w tunelach uzywajac odpowiednich



ro$lin uprawnych np. zbdz. Mozna réwniez badac
ewentualne ogodlnoustrojowe zagrozenie S$rodkami
stosowanymi na materiale siewnym.

1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

W klatkach w polu pszczoty z matych kolonii
zmuszone sa do zerowania na kwitnacej ro$linie
uprawnej. Badane $rodki i norme toksyczna o znanym
wysokim zagrozeniu dla pszczét rozpyla si¢ w
oddzielnych klatkach podczas lotu pszczoél, natomiast
pozostate klatki shiza jako niepoddana zabiegowi
kontrola. Normg toksyczna wykorzystuje si¢ do
uzyskania potwierdzenia o powstalym zagrozeniu dla
pszczol. Jezeli warunki badania nie pozwalaja na
uzycie normy toksycznej nalezy w inny sposob
wykazaé, ze pszczoty zostaly narazone. Wpltyw zabiegu
na pszczoly okresla sig¢ tuz przed i kilkakrotnie po
zabiegu.

1.2 Warunki doSwiadczenia

Nalezy uzy¢ klatek o minimalnym rozmiarze 40 m2.
Do przegladu i badania prostych zagadnien takich, jak
krotkookresowa $miertelno$é, mozna uzy¢ klatek o
rozmiarze co najmniej 3 x 4 m2. Wielkos¢ oczek siatki
w klatce nie powinna przekracza¢ 3 mm.

Odpowiednimi do badan roslinami uprawnymi sa
Borago, Brassica, Phacelia, Sinapis i inne kwitnace
rosliny przyciagajace pszczoly, na ktorych planowane
jest uzycie badanego $rodka.

W przypadku zb6z, na ktérych imituje si¢ spadz z
mszyc, odpowiednia ro$lina uprawna, np. pszenica, jest
opryskiwana roztworem sacharozy w taki sposob, aby
utrzymac wystarczajace przyciaganie pszczot.
Odpowiednie dla badan w tunelach warunki badan oraz
metody podaje Shires i in. (1984).

1.3 Przygotowanie pszczé6t
Nalezy uzy¢ jednej malej zdrowej kolonii posiadajacej

matke na klatke z przynajmniej trzech pelnych ramek
lub odktadu.

W  czasie doswiadczenia moze by¢ Kkonieczne
karmienie kolonii oraz nalezy zapewni¢ jej wodg.

1.4 Projekt doswiadczenia

Kombinacje doswiadczenia: badany(e) preparat(y),
norma toksyczna o znanym wysokim zagrozeniu dla
pszczot (np. paration, dimethoate), proba kontrolna bez
srodka ochrony roslin. Proba kontrolna moze zostac¢
opryskana woda.

Proba: klatki z jedna kolonia.

Powtodrzenia: wystarczajace, aby umozliwié
odpowiednia  analize statystyczna oraz oceng
zagrozenia.
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2. Stosowanie zabiegéw

2.1 Badany preparat (preparaty)
Nalezy uzywac tylko gotowych preparatow.

2.2 Sposob stosowania

Srodki nalezy stosowaé w ciagu dnia, gdy pszczoty
zeruja najaktywniej. Nalezy unikac¢ opryskiwania $cian
klatki.

Nalezy poda¢ liczbe zerujacych pszczot na n? i sposéb
oceniania.

2.3 Dawki

Preparat nalezy zwykle stosowa¢ w najwyzszej dawce,
jaka jest przewidziana do wuzytku na kwitnacych
ro§linach uprawnych; jesli jest to wskazane mozna
rowniez zbadaé wyzsza dawke.

3. Sposéb oceny

Ocena dokonana przed zabiegiem powinna by¢
wystarczajaca, aby umozliwi¢ wykazanie stalej
$miertelnosci naturalnej oraz wykazanie, ze pszczoty
zaaklimatyzowaly si¢ do warunkéw badania i aktywnie
zeruja na ros$linach uprawnych.

Oceny nalezy dokonaé tuz przed i w kilku odstepach,
najlepiej 0, 1, 2, 4 i 7 dni, po zabiegu. Nalezy podac
aktywno$¢ zerowania 1 zachowanie pszczot na
roslinach uprawnych i wokot ula. Nalezy policzy¢
martwe pszczoly w pultapkach na martwe pszczoty oraz
pszczoty padle w pozostatej czgéci klatki. Nalezy
poda¢ temperatur¢ i wilgotno$¢. Innych ocen, np.
wplywu na czerw, nalezy dokona¢ w zaleznosci od
rodzaju badanego $rodka.

4. Wyniki

Badania nalezy powtorzy¢, jezeli $miertelno§¢ w probie
kontrolnej jest znaczna w poréwnaniu z norma
toksyczna oraz gdy $miertelno$¢ w zabiegu z norma
toksyczna jest niska.

Zawsze nalezy przedstawi¢ dane o $miertelnosci oraz
wszystkie inne dane, ktére sg istotne dla wlasciwosci
srodka poddanego badaniu.

Dane zrédlowe (robocze) powinny by¢ dostgpne na
zadanie. Zwykle nalezy zastosowac¢ analizg statystyczng
przy pomocy odpowiednich metod, ktore nalezy podacé.
Jesli analiza statystyczna nie jest przeprowadzana,
nalezy to uzasadnic.

Badania polowe
1. Warunki doswiadczenia

1.1 Zasada doswiadczenia

Kolonie pszcz6t umieszcza sig na skraju lub na duzych
polach  badawczych z  kwitnagcymi  ro$linami
uprawnymi. Pola wybiera si¢ w taki sposob, aby
pszczoty byty gléwnie przyciagane do kwitnacego pola,
na ktérym znajduje si¢ ich ul. Pola poddane badaniu



powinny by¢é dobrze odseparowane. Zabiegi
przeprowadza si¢ na oddzielnych badanych polach
podczas lotu pszczol. Dla poréwnania mozna wlaczy¢
preparaty pordwnawcze o znanym niskim lub wysokim
zagrozeniu dla pszczol. Jesli preparat poréwnawczy o
wysokim zagrozeniu nie zostanie uwzgledniony (jako
norma toksyczna) nalezy w inny sposob wykazac¢, ze
pszczoty miodne zostaly narazone, np. na podstawie
oceny zerowania pszczot przed i po zabiegu. Zbior
pytku oraz znakowanie pszczot w polu moga réwniez
dostarczy¢ przydatnych informacji w tym wzgledzie.

Oceny dokonuje si¢ w celu okreslenia potencjalnego
wpltywu na pszczoty krotko przed i kilkakrotnie po
zabiegu.

1.2 Wybor rosliny uprawnej

Badania przeprowadza si¢ na roslinach uprawnych, na
ktorych ma by¢ uzywany badany preparat. Jesli nie jest
to mozliwe nalezy uzy¢ jako badanych ros$lin rzepaku,
gorczycy, facelii lub innej ro$liny uprawnej
przyciagajacej pszczoty. W kazdym przypadku roslina
uprawna powinna by¢ w fazie pelnego kwitnigcia.

1.3 Warunki doswiadczenia

Kolonie nalezy umiesci¢ na skraju lub na kwitnacej
uprawie, ktora zostanie opryskana. Aby zapewnic, ze w
dniu zabiegu pszczoly beda zerowaly glownie na
badanym polu, nalezy je umie$ci¢ w odpowiednim
miejscu kilka dni przed badaniem, poniewaz pszczoty
zaczynaja zerowaé na powierzchniach bezposrednio
przylegajacych do ich uli.

1.4 Przygotowanie pszczé6t

Nalezy uzy¢ zdrowych, dobrze odzywionych, bedacych
w normalnej kondycji kolonii posiadajacych matke,
zawierajacych w zaleznosci od sezonu co najmniej 10
000-15 000 pszczot. Kazda kolonia powinna zajmowac
przynajmniej 10-12 ramek, wliczajac w to przynajmnie;j
5-6 ramek z czerwiem. Je$li kolonie rdznig sie
wielkoscia, nalezy zapewni¢ ich odpowiednie
rozmieszczenie.

1.5 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje dos$wiadczenia: badany(e) preparat(y),
preparaty porownawcze (jesli sa uwzglednione) i nie
poddana zabiegowi lub opryskana woda proba
kontrolna.

Rozmiar poletka: co najmniej 1500 m2. Kolonie w
petnej sile wymagaja wigkszych powierzchni. Poletka
powinny by¢ dobrze odseparowane w celu uniknigcia
zerowania pszczot na niewlasciwym poletku. Poletka
nie powinny znajdowaé si¢ blisko innych kwitnacych
upraw, ktore przyciagaja pszczoty. Nalezy odnotowaé
odlegtos¢ pomigdzy poletkami.

Powtorzenia: chociaz bardzo pozadane, powtorzenie
jest czgsto niewykonalne z powodu wymogu
odseparowania. Nalezy uzy¢ przynajmniej 3 kolonii na
zabieg.
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2, Stosowanie zabiegéw

2.1 Badany (e) preparat (y)
Nalezy uzywac tylko gotowych preparatow.

2.2 Preparat (y) porownawczy (e)

Jesli jest uwzgledniony, nalezy zarejestrowac preparat
(y) poréwnawczy do uzytku zblizonego do
planowanego uzycia badanego $rodka.

2.3 Sposob stosowania

Srodki nalezy stosowaé w ciagu dnia, gdy pszczoty
aktywnie zeruja na badanej roslinie uprawnej. Zabiegi
nalezy stosowal jednocze$nie, np. w przeciagu
maksymalnie 2 h. Stosowanie powinno by¢ zgodne z
zaleceniami.

Nalezy odnotowaé liczbe Zerujacych pszczot na n? i
sposob oceny.

2.4 Dawki

Zwykle nalezy stosowaé §rodek w najwyzszej dawce
zalecanej do praktycznego uzycia w warunkach
polowych. Objgtos¢ dawki i rodzaj dysz powinny by¢
zgodne z zaleceniami i powinny by¢ odnotowane.

3. Sposab zbierania i rejestrowania wynikow

3.1 Dane meteorologiczne

W trakcie okresu do§wiadczenia nalezy odnotowywaé
temperatur¢ 1 wilgotno§¢é.  Nalezy  réwniez
odnotowywa¢ opady deszczu, nastonecznienie lub
zachmurzenie.

3.2 Sposob, terminy oraz

dokonywania oceny
3.2.1 Rodzaj danych

Nalezy oszacowac lub okresli¢ nastgpujace parametry:
liczbe pszczol zerujacych na uprawie, zachowanie
pszczot na uprawie i wokot uli, $Smiertelno$¢ pszczot
(wykorzystujac putapki na martwe pszczoty).

czestotliwosc

Nalezatoby = rowniez  okreslic  zbior  pylku
(wykorzystujac putapki na pylek) oraz pylek w
zebranym miodzie. W szczegblnych sytuacjach moze
by¢ konieczne okreslenie liczby pszczét na ramkach,
status czerwia w ramkach i zbadanie pozostatosci w
martwych pszczotach, pytku, wosku i miodzie. Zawsze
nalezy okre$la¢ status czerwia na poczatku oraz na
zakonczenie badania.

3.2.2 Terminy i czestotliwosé

Ocena przed zabiegiem: przynajmniej dwukrotnie, w
tym jedna powinna odby¢ si¢ bezposrednio przed lub
maksymalnie 1 dzien przed zabiegiem.

Ocena po zabiegu: w kilku odstepach, najlepiej 0, 1, 2,
4,7, 14 128 (tylko dla czerwia) dni po zabiegu.



Wszystkie oceny nalezy wykona¢ mniej wigcej o tej
samej porze dnia. Ocenianie mozna kontynuowaé w
dluzszych odstgpach czasu az do 3 miesiecy po
zabiegu.

4. Wyniki

Doswiadczenie jest niewazne 1 powinno zostac
powtorzone, jesli narazenie w czasie stosowania nie
moze by¢ przekonywujaco wykazane, np. przy uzyciu
preparatu porownawczego lub na podstawie oceny
zerowania przeprowadzonej bezposrednio  przed
zabiegiem. Dos$wiadczenie nalezy powtorzy¢ réwniez
wtedy, gdy $miertelnos¢ w probie kontrolnej jest
znaczna (ogolnie ponad 15%).

Dane zrédlowe (robocze) powinny by¢ dostepne na
zadanie. Zawsze nalezy przedstawi¢ dane o
$miertelnosci oraz wszystkie inne dane, ktore sa istotne
dla wlasciwosci srodka poddanego badaniu. Zwykle
nalezy przeprowadzi¢ analizg¢ statystyczna przy
pomocy odpowiednich metod, ktére nalezy podac. Jesli
analiza statystyczna nie jest przeprowadzana, nalezy to
uzasadnic.
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