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     ГЛАВА 1. ИСТОЧНИКИ РАЗДРАЖЕНИЯ ПЧЕЛ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

ПЧЕЛИНОГО ЯДА

Все известные в настоящее время источники раздражения пчел с целью получения пчелиного яда можно разделить на механические и электрические, характерной особенностью которых является контактный способ воздействия на пчел. Кроме того, в литературе приводятся данные о конструкциях источников раздражения, в которых сочетаются оба принципа.

1.1. Механические способы раздражения

Одним из первых и наиболее трудоемких способов механического раздражения пчел является метод, описанный П.М. Комаровым и А.С. Эпштейном в 1936 году. Согласно этому методу, живые пчелы берутся пинцетом или пальцами, жало при этом высовывается наружу. Тонким глазным пинцетом оно слегка извлекается из камеры, после чего начинается автоматическое истечение яда. Если кончиком жала прикасаться к поверхности стекла, то яд изливается на него и быстро высыхает, образуя застывшую каплю. На одно предметное стекло наносится яд от 50 – 100 пчел. Этим способом получается совершенно чистый нативный яд, который может храниться неограниченно долго, не изменяя своих свойств (Комаров, Эпштейн, 1936).

Давно известен способ получения яда путем ужаления через тонкую животную пленку, предложенный Беком в 1935 году. Для этого берут широкогорлую стеклянную банку, наполняют ее до краев стерильной водой и обвязывают какой-либо животной пленкой (мочевой пузырь свиньи или пленка, снятая с мошонки барана). Пчел, фиксированных пинцетом или пальцами, прикладывают к этой пленке, жало пронизывает ее и застревает, а яд изливается в воду. Пчел удаляют, причем жалящий аппарат отрывается и остается в пленке, что связано с морфологическими особенностями строения стилета. Этот способ также как и предыдущий трудоемок и малопроизводителен. Преимущество метода заключается в том, что яд полностью извлекается из жала и при этом ничем не загрязняется. Однако, как известно яд нестоек в водном растворе и в течение суток теряет половину своей активности (Артемов, 1947).

Известный немецкий исследователь животных ядов профессор Флури предложил несколько способов добывания пчелиного яда. Согласно одному из них, пчел заставляют жалить волокнистую массу (например, размоченную фильтровальную бумагу). Жало остается в ней, а выделяющийся яд впитывается массой. Потом массу сушат и в таком виде хранят, а затем экстрагируют яд различными растворителями. Флури предложил еще один способ получения яда. Значительное число пчел помещалось в стеклянную банку, которая закрывалась фильтровальной бумагой смоченной эфиром. Пары эфира раздражали пчел и, перед тем как впасть в состояние наркоза, они выпускали яд, который оставался на стенках банки и на телах пчел. Затем стенки сосуда и находящиеся в нем пчелы споласкивались водой, которая растворяла пчелиный яд. Удалив сахаристые вещества диализом и выпарив воду, Флури получал от 1000 пчел 50 – 75 мг сухого вещества, содержащего сильно загрязненный яд (Артемов, 1965).

Своеобразный прибор для отбора яда предложил Ноел в 1968 году. Предложенная им кювета-кормушка, хотя ее нельзя отнести к чисто механическим способам, свидетельствует о разнообразии подходов в решении проблемы получения ядовитого секрета пчел. Кювета-кормушка с лестничными перегородками наполнялась разбавленным медом, пропитывающим ткань губчатого типа. Улей устроен так, что пчелы в одной половине улья испытывали некоторое недоедание. Побуждаемые запахом меда из кормушки, пчелы пробирались по специальному узкому проходу и попадали в ловушку. Возбужденные прилипанием к губке с медом пчелы выпускали в кювету яд, смешивающийся с медом (Ноел, 1968).

На механическом раздражении пчел основано устройство, разработанное Н.П. Соловьевым в 1972 году. Оно выполнено в виде располагающихся между рамками улья патронов с собирательной средой, приводимых во вращение для раздражения пчел и вызова массовых ужалений поверхности патронов. Патроны укреплялись на шестернях, смонтированных на пластине, установленной над рамками улья. Каждый патрон состоял из насаженного на стержень марлевого мешочка с впитывающей яд собирательной средой. Извлечение секрета из патрона осуществлялось с помощью центрифуги, выполненной в виде вращающегося диска с вертикально подведенными к нему пробирками, в которые вставлялись патроны (Соловьев, 1972). 

Своеобразный вариант отбора яда у пчел, сочетающий электрическое и механическое раздражение, предложил Г.С. Багмет в 1968 году. Его аппарат состоял из пчелоприемника и пчелопропускника. Ядоприемник представлял собой коробку с закрытым животной пленкой верхом и находился на уровне прохода для пчел. В потолочной части прохода были укреплены в шахматном порядке пучки волос раздражителя. Волосяной раздражитель располагался над ядоприемником. Пчелопропускники состояли из стержня и завес. Завесы свободно открывались в леток для того, чтобы прилетевшие пчелы могли свободно входить в улей, а из него не могли выйти, не пройдя пчелопропускника. Проем для ядоприемника перекрывался шестнадцатью натянутыми проволочными электродами. К клеммам подключали две спаренные параллельные батарейки. Для отсасывания ужаливших пленку насекомых, к ядоприемнику подсоединяли шланг пылесоса. Автор предлагает использовать для получения яда пчел, отработавших на основном медосборе (Багмет, 1968).

1.2. Электрические способы раздражения

Начиная с 50-х годов прошлого столетия, стали разрабатываться методы массового отбора пчелиного яда с помощью слабого электрического тока. В настоящее время источник раздражения пчел для получения яда включает в себя электростимулятор и ядоприемную кассету, конструкция которой в значительной степени варьирует в зависимости от способа постановки. Большинство зарубежных моделей ядоприемников предусматривают для получения чистого яда подложку из тонкой нейлоновой ткани или плутекса, не задерживающих в своей основе жала пчел.

Первый электростимулятор представлял собой обычный прерыватель постоянного тока. Такая схема прибора с некоторыми изменениями довольно долго использовалась в зарубежной и отечественной технологии получения яда. В простейшем случае ядоприемная кассета состояла из стеклянной пластины, над которой лежали электроды в виде проволочек, находящихся под напряжением и расположенных параллельно друг другу на расстоянии нескольких миллиметров. Стекло с электродами устанавливалось у летка на прилетной доске. Пчелы, входящие в улей или выходящие из него, прикасались к электродам и замыкали ток. В результате раздражения они жалили стекло, выделяющийся яд в виде отдельных капель оставался на стекле и высыхал. Пчела при этом не теряла своего жала и, соответственно, не погибала (Шкендеров и др., 1965).

В 1966 году американские исследователи опубликовали схему своего прибора для добычи ядовитого секрета пчел. Для сбора более чистого яда под нейлоновую ткань помещали два слоя тонкой полиэтиленовой пленки. Пчелиный яд в этом случае попадает на второй слой пленки, откуда смывается физиологическим раствором, который быстро замораживают. Чистый секрет получают выпариванием в стерильных условиях (Benton, Morse, 1966).

 Одними из первых у нас в стране на применение электростимуляции при отборе яда у пчел откликнулись проф. Н.М. Артемов и И.Г. Солодухо (1967). Они предложили конструкцию устройства, приспособленную к конкретным условиям пакетного пчеловодства на пасеках севера России. Этот способ основан на одновременном раздражении большого числа пчел электрическим током, в результате которого они жалят специальную волокнистую пленку животного происхождения. В ней жало плотно застревает и пчела отрывает его, что обеспечивает полноту получения яда от каждого насекомого (Артемов, Солодухо, 1967).

Пленка получается из специально обработанной и высушенной серозной оболочки кишечника крупного рогатого скота. Яд собирается в специальный пакет-ядоприемник, верхним слоем которого является пленка для ужаления, а нижним – целлофан; они склеены между собой, а внутрь пакета вложены 2 – 3 листа фильтровальной бумаги, чтобы впитавшийся яд мог дольше храниться.

Для стимуляции, при данном способе, применялся электрический ток, получаемый от индукционной катушки, подключенной к аккумулятору напряжением 6 – 8 В. Аппарат состоял из основания с 4-мя ножками. На основание накладывался пакет-ядоприемник, который прижимался закрепляющей рамкой. На пакет сверху накладывалась рамка с раздражающими электродами. Каждые два соседних электрода были присоединены к противоположным полюсам источника тока. В пазы раздражающей рамки вставлялся пчелоприемник, куда стряхивались пчелы. Чтобы наблюдать за их поведением, предупредить отлет, а также способствовать их равномерному распределению по поверхности пленки, в короб вставлялась подвижная плексигласовая крышка. После того, как все пчелы ужалили пленку, пчелоприемник снимали и щеткой сбрасывали использованных пчел. За один прием в аппарат запускали до 500 пчел. В один пакет собирали яд от 5000 пчел. Примерная производительность такого устройства, которым управляет один человек, 5 семей средней силы в течение рабочего дня (Артемов, Солодухо, 1967).

В 1971 году А.И. Лихачев совместно с  Е.Н. Гавриловым и Н.Г. Пановым изготовили прибор для получения яда от пчел, который положительно зарекомендовал себя при испытаниях на пасеках Ленинградской области. Прибор состоял из пульта управления, блока питания и ядоприемника-раздражителя. Пульт управления включал в себя вольтметр, амперметр и электроконтактный часовой механизм. Блок питания содержал 10 плоских батареек по 3,7 В каждая. Ядоприемник-раздражитель состоял из футляра, куда вкладывалась электрокассета, на которую с двух сторон наматывались электропроводники (60 витков). Концы проводников подключались к плоской штепсельной розетке, вмонтированной в кассеты. В электрокассету вставлялись две стеклянные пластинки.

Одновременно осуществляли отбор от 10 пчелиных семей. Ядоприемник устанавливался на прилетную доску улья вплотную к летку. Выходя из улья или входя в него пчелы должны пройти через электропластинку, таким образом замыкая цепь раздражения. В этот момент они жалят стеклянные пластинки, куда и выделяется яд. При выключении тока пчелы свободно вылетают и влетают в улей. Электроконтактный часовой механизм через каждую минуту включает и выключает ток на полминуты. В течение этой паузы насекомые, отдавшие яд, покидают электропластинку, а вместо них появляются другие пчелы. Через 30 – 45 мин верхние стекла вынимают из кассеты, переворачивают обратной стороной и вставляют обратно в ядоприемник (Лихачев и др., 1971).

Третьяков Ю.Н. и др. (1972, 1980) изготовили и испытали два новых прибора. Один из них питался от электросети напряжением 220, 127 и 110 В через малогабаритный силовой трансформатор, преобразующий переменный ток в постоянный, создавая регулируемое напряжение от 0 до 30 В для питания пластин ядоприемника. Другой прибор мог запитываться от плоских батареек по 4,5 В, соединенных последовательно. Рабочее напряжение на электродах составляло 16 – 25 В. Первый прибор, работающий от сети, мог электроснабжать до 50 и более пластин ядоприемников. Другой, питающийся от батареек, запитывал 1 – 2 пластины, а с включением реле число пластин увеличивалось до 10. 

Ядоприемник, состоящий из пластмассового каркаса с натянутыми электродами, устанавливался у летка, на прилетной доске. Пчелы, входящие в улей или выходящие из него, проходили по стеклу с положительными или отрицательными электродами, замыкали их и получали удар током. Рабочий период мог длиться от 1 до 4 часов подряд в зависимости от активности насекомых во время отдачи яда (Третьяков и др., 1972, 1980).

С целью получения большего количества яда Н.Г. Хоменко и И.Р. Харченко в 1976 году предложили использовать дополнительный раздражитель – свет. Устройство для сбора яда содержало корпус с крышкой, внутрь которого установлена рамка с ядособирателем из стекла, имеющая электроды. В корпусе над электродами были закреплены электролампочки. Устройство вставляли в улей через леток так, чтобы часть ядособирателя оставалась снаружи улья. Проходящие через устройство пчелы, раздражаясь током и светом, жалили ядособиратель, вследствие чего на стекле оставались капельки яда (Хоменко, Харченко, 1976).

Своеобразное решение проблемы получения пчелиного яда на промышленных пасеках нашли Л.И. Олейников и др. (1980). Как и все предыдущие способы отбора яда, данный способ преследует цель увеличения количества ядовитого секрета, но достигается она несколько иными путями (рис.1.1).
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Рис. 1.1. Устройство для сбора пчелиного яда (Олейников и др., 1980)

Обозначения в тексте

Устройство содержит генератор импульсов напряжения с регуляторами амплитуды, длительности импульсов и пауз между ними, электроды, резервуар (1) для сиропа, снабженный водосливным козырьком (2). Резервуар (1) соединяется шлангом (3) с камерой (4), состоящей из емкости, в которой располагается поплавок с запорной иглой. Она соединяется с распределительной камерой (5) и пищевыми щелями (6), над которыми устанавливается распределитель пищевой щели. Между пищевыми щелями (6) располагаются ядоприемные секции (8) и зоны безопасного подхода к ним (9). Кормушка устанавливается на деревянной раме (10). К ней с помощью стремянки (11) крепится электромагнит (12). К сердечнику электромагнита крепится кронштейн (13), по краям которого располагаются металлические стержни (14), соединяющиеся с крышкой (15). Крышка подпружинена пружиной (16), снизу имеет ограничители хода (17). Все устройство расположено на прямоугольном каркасе (18).

Устройство, схема которого представлена на рис.1.1, располагается на расстоянии от 1 м до 3 км от пасеки и работает следующим образом: резервуар (1) заполняется сиропом (50 – 100 л). Из резервуара через шланг (3) сироп заполняет камеру (4) и из нее поступает в распределительную камеру (5). Из камеры сироп поступает к пищевым щелям (6), в которые вкладываются марлевые фитили для лучшего забора пчелами сиропа. А чтобы пчелы не мешали друг другу в это время и равномерно располагались у пищевых щелей, над ними поставлены делители пищевых щелей (7). Для нормального лета пчел сделаны зоны безопасного подхода. При включении генератора импульсов напряжения с регуляторами амплитуды и длительности импульсов, импульс подается на электроды и электромагнит (Олейников и др., 1980). 

Напряжение на электромагнитах постоянное 12 В, а на электродах регулируемое от 4 до 12 В. Длительность импульсов регулируется от 1 до 6 с, а длительность пауз от 12 до 60 с. Пчелы, пытаясь взять подкормку, попадают на электроды ядоприемных секций и замыкают цепь. Электромагнит втягивает сердечник и с помощью кронштейна и металлических стержней опускает крышку, которая механически воздействует на пчел и они отдают яд под действием электрического и механического раздражения на стекла ядоприемных секций (Олейников и др., 1980).

Все описанные выше методы получения пчелиного яда имеют огромное количество недостатков, которые связаны в первую очередь с незнанием биологических закономерностей процесса ужаления и механизмов воздействия электрического тока на живые ткани. Принципиальной ошибкой является использование в качестве раздражителя постоянного тока, так как он воздействует только в момент замыкания или размыкания цепи. Использование ядоприемников-кормушек сопровождается выделением на стекло ядоприемника сахарного сиропа, а не яда, так как для того чтобы ужалить пчела должна подогнуть брюшко, что невозможно при наполненном медовом зобике. В связи с этим пчела под действием раздражения в первую очередь эвакуирует содержимое медового зобика и улетает, не ужалив стекло. При дальнейшем усовершенствовании технологии получения пчелиного яда стали использовать в качестве раздражителя импульсный ток (Солодухо и др., 1978; Мэлаю и др., 1982; Орлов и др., 1988; Kucinschi et al., 1978; Hu Yuan, 1990).

1.3. Конструкции электростимуляторов

Как уже указывалось выше, пионерами разработки отечественной технологии получения пчелиного яда являлись сотрудники кафедры физиологии и биохимии человека и животных Нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского и сотрудники отдела биологических исследований НИИ химии при Нижегородском университете. Большой вклад в становление и обоснование методов получения яда внесли проф. Н.М. Артемов, член-корреспондент ВАСХНИЛ, проф. А.Н. Мельниченко, доц. И.Г. Солодухо и др.

В период с 1971 по 1976 г.г. прошли полевые испытания 5 модификаций электростимулятора под общим названием НИИХ. Последняя модификация электростимулятора НИИХ-5 оказалась наиболее удачной и долгое время использовалась для сбора пчелиного яда в разных регионах страны. Принцип действия электростимулятора основан на преобразовании постоянного тока в импульсный (рис. 1.2).

Постоянный электрический ток от источника питания подается на преобразователь, который собран по двухтактной схеме с обычным эмиттером. Резисторы Р6 – Р7 создают режим работы транзисторного преобразователя Т4 –Т5 и трансформатора Тр1. Частота импульсов, генерируемых преобразователем, равнялась 0,2 – 1,0 Гц. С выходной обмотки трансформатора Тр1 сигнал подается на вход согласующего трансформатора Тр2. Согласующий трансформатор необходим для того, чтобы амплитуда напряжения на выходе стимулятора оставалась постоянной, вне зависимости от нагрузки. Нагрузка в данном случае зависит от числа пчел, находящихся на электродной сетке ядоприемной кассеты.
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Рис. 1.2. Принципиальная схема электростимулятора НИИХ-5

Объяснения в тексте

Работой преобразователя управляет схема запирания, состоящая из составного транзистора Т2-Т3 и резистора Р3. Схема запирания является электронным ключом в цепи питания преобразователя. Частота запирания схемы зависит от емкости конденсаторов С1-С2 и сопротивления резисторов Р2-Р4. Регуляция амплитуды напряжения на выходе производится потенциометром Р9 (Солодухо и др., 1978).

Проведенные испытания аппарата для сбора пчелиного яда на пасеках Рязанской, Тюменской областей, Ставропольского и Краснодарского краев показали эффективность данного устройства. Однако НИИХ-5 характеризуется индивидуально подобранными элементами, что затрудняет тиражирование аппарата и его техническое обслуживание.

Учитывая повышенный спрос на подобные устройства для массового сбора пчелиного яда позднее на кафедре физиологии и биохимии человека и животных ННГУ была разработана схема и выполнен электростимулятор в унифицированном исполнении с сохранением основных характеристик аппарата НИИХ-5 (Ошевенский и др., 1990).

Электростимулятор ЭСП-1П, являющийся аналогом НИИХ-5, имел следующие технические характеристики:

 Выходное напряжение, В . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0-120

Длительность пакетов импульсов, с . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5

Период следования пакетов импульсов, с . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2,0

Частота заполнения пакетов, Гц . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1000

Напряжение питания, В . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12

Потребляемая мощность, Вт . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   6

Диапазон рабочих температур, °С . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .-10 - +50

Влажность воздуха, % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  80

Габариты, мм . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200х30х50

Масса, кг . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,35

Работой стимулятора управляет мультивибратор, импульсы которого периодически включают и выключают генератор основной частоты. Сигнал основной частоты поступает на усилитель мощности с трансформаторной нагрузкой. Управляющий генератор выполнен на транзисторах V9 и V10 по схеме несимметричного мультивибратора и вырабатывает импульсы прямоугольной формы с длительностью пачки импульсов 0,5 с и периодом следования 2,0 с. Через диод V11 импульсы положительной полярности осуществляют включение генератора основной частоты, выполненного на транзисторах V3  и V4  по схеме симметричного мультивибратора, имеющего частоту 1000 Гц (рис. 1.3).

Усилитель мощности выполнен по мостовой схеме на транзисторах V5-   V6 и работает в ключевом режиме. Нагрузкой усилителя мощности является выходной трансформатор Т1. Точная регулировка выходного напряжения в диапазоне 0 – 120 В импульсного значения осуществляется плавно резистором Р15. Индикатором работы стимулятора служит неоновая лампочка Н1. Длительность импульсов управления определяет Р10, а Р11 определяет период следования импульсов. Р2 и Р3 определяют частоту основного генератора. Вместо указанных элементов в схеме могут быть использованы элементы других типов (Ошевенский и др., 1990).
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Рис. 1.3. Принципиальная схема электростимулятора ЭСП-1П

Объяснения в тексте

Полевые испытания аппарата ЭСП-1П, проведенные в Рязанской и Орловской областях, а также в Краснодарском и Ставропольском краях показали, что от одного стимулятора данной конструкции может работать не более 10 ядоприемных кассет. Это связано с большим падением напряжения при увеличении количества пчел на ядоприемнике. Кроме того, в связи с большими колебаниями выходного напряжения, связанного с количеством пчел на кассете, наблюдалась массовая гибель пчел (100 – 300 особей с 1 улья). Позднее мощность стимулятора ЭСП-1П была увеличена, что в определенной мере нивелировало указанные недостатки.

Дальнейшие исследования в области оптимизации процесса получения пчелиного яда показали, что нарушение ритмичности раздражителя увеличивает время активной отдачи яда пчелами, увеличивается выход яда, а оптимум амплитуды раздражающего сигнала снижается с 25 – 30 В до 9 – 18 В. На основании этих исследований был разработан ряд устройств для массового сбора пчелиного яда под общим названием «Сполох» (Орлов и др., 1988; Хомутов и др., 1991, 1992).

Все рассмотренные устройства сконструированы на гипотетических представлениях о групповой и индивидуальной чувствительности пчел к электрическому току, используемому в качестве раздражителя при получении пчелиного яда. В литературе встречается большое количество разночтений по поводу оптимальных параметров выходного сигнала. В связи с этим нами была изучена чувствительность пчел к электрическому току для того, чтобы определить реальные параметры выходного сигнала, который бы минимально влиял на жизнедеятельность пчел и согласовывался с максимальным количеством получаемого яда, чтобы на основе этого изучения создать свою конструкцию электростимулятора, отвечающую вышепоставленным требованиям.

1.4. Индивидуальная чувствительность пчел

Большинство исследований, посвященных выяснению влияния электрического поля на пчел выполнено при бесконтактном  воздействии на отдельные пчелиные семьи и пасеки в целом (Еськов, 1977, 1981, 1990, 2000; Лекомпт, Тойркауфф, 1975; Орлов и др., 1985; Сапожников, 1977, 1979; Брагин и др., 1984, 1986;  Lindauer, 1972; Altmann, Warnke, 1976-1987; Glas, 1977; Hepworth, 1980; Greenberg et al., 1981; Horn, 1982, 1983; Bindokas et al., 1984; Stell, 1984; Colin, 1987; Martin et al., 1989; Bruzek, 1990; Kasprzyk, Migacz, 1992).

Практического значения для получения пчелиного яда-сырца в промышленных масштабах данные исследования не имеют, так как повышение двигательной активности всей пчелиной семьи не локализуется в пределах ядоприемной кассеты и она в данном случае не является привлекающим фактором. Кроме того, воздействие на разные возрастные генерации пчел, а также на расплод могут привести к негативным морфо-физиологическим изменениям пчел. Наши наблюдения показали, что оптимальным является локальное контактное раздражение электрическим током определенных возрастных групп пчел, имеющих максимальное количество яда.

Для создания электростимулятора, как одного из составляющих компонентов технологии получения пчелиного яда, необходимы исследования, касающиеся трех основных показателей раздражения: амплитуды выходного сигнала, скважности сигнала и частоты модуляции сигнала. Для выявления оптимальных параметров выходного сигнала необходимы эксперименты, связанные с определением индивидуальной и групповой чувствительности пчел к электрическому току.

Для выяснения чувствительности пчел к электрическому току был поставлен ряд экспериментов, в которых каждая пчела фиксировалась в области груди токонесущими электродами. В зависимости от задач эксперимента в качестве раздражителя использовался постоянный ток, а также ток синусоидальной или прямоугольной формы. Частота подаваемого сигнала изменялась в пределах от 20 до 5000 Гц, амплитуда от 5 до 100 В. Оценивалось время наступления и продолжительность шока при действии тока с различными амплитудно-частотными характеристиками (Хомутов, Калашникова, 1997, 1998;  Гиноян, Хомутов, 2001; Хомутов, Гиноян, 2001; Homutov, 1993).

Продолжительность жизни контрольной и экспериментальной групп пчел оценивалась в сутках от момента электростимуляции. Пчелы в количестве 100 особей, взятых из каждой группы, помещались в садки, которые затем устанавливались в термостат при 34°С.

При изучении индивидуальной ядопродуктивности пчелы фиксировались пинцетом, который представлял собой электроды, за грудку, кончик жала подносился к краю предметного стекла, на которое эякулировался яд. После высушивания при комнатной температуре в темном месте производилось взвешивание яда с последующим определением биологической активности каждого образца.

При непрерывном контактном действии постоянного тока время наступления шока и его продолжительность, а также биологическая активность яда, зависели от амплитуды выходного сигнала (табл. 1.1).

                                                                                               Таблица 1.1

Влияние постоянного тока на физиологическое состояние пчел 

и биологическую активность яда

	Параметры 

измерения
	Контроль
	Амплитуда (В)

	
	
	10
	20
	30
	40

	Время наступления шока, с
	-
	501±26
	318±15
	16±2
	8±0,3

	Продолжительность шока, с
	-
	28±8
	56±12
	132±28
	164±32

	Продолжительность жизни, сут
	14±0,8
	11±0,6*
	8±0,3*
	4±0,9*
	3±0,1*

	 Ядопродуктивность, мг/100пч.
	1,0
	1,8
	2,8
	3,0
	4,2

	Потери в массе при сушке, %
	4,3
	6,5
	8,6
	9,8
	12,5

	Нерастворимые примеси, %
	4,8
	6,8
	14,5
	21,4
	28,5

	Фосфолипазная активность,МЕ
	140 
	128
	97
	72
	56


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы (р<0.05)
Максимальный дезинтегрирующий эффект при использовании постоянного тока отмечался при амплитуде 40 В, где время наступления шока равнялось 8±0,3 с, а продолжительность шока - 164±32 с. Во всех экспериментах этой серии наблюдалась гибель пчел, однако эти пчелы не учитывались при дальнейшем исследовании. Наибольшее количество пчел погибло при 40 В, причем количество погибших особей превышало почти в 1,5 раза количество пчел, используемых в дальнейшем эксперименте, в связи с чем более высокие значения амплитуды не использовались.

Продолжительность жизни контрольной группы пчел, не подвергавшихся воздействию тока, равнялась 14±0,8 суток. При использовании тока с амплитудой 5 и 10 В достоверных изменений продолжительности жизни не зарегистрировано, хотя наблюдалась тенденция к ее снижению. При увеличении амплитуды продолжительность жизни постэкспериментальных особей уменьшалась пропорционально возрастанию выходного сигнала и при 40 В равнялась 3±0,1 суток (табл. 1.1).

Ядопродуктивность оценивалась суммарно от 100 особей в контроле и опыте. Максимальная ядопродуктивность отмечалась при амплитуде постоянного тока 40 В (табл. 1.1).

При оценке качества пчелиного яда, полученного в контрольной и опытных группах было показано, что в рамки существующей фармакопейной статьи (ФС 42-2683-96) входит небольшое количество образцов (табл. 1.2).

                                        Таблица 1.2

Биологическая активность пчелиного яда согласно 

требованиям ФС 42-2683-96

	Показатели
	Требования ФС

	Потери в массе при высушивании, %
	≤ 6,0

	Нерастворимые в воде примеси, %
	≤ 7,0

	Зола общая, %
	≤ 2,0

	Гемолитическая активность, с
	≤ 300

	Активность фосфолипазы А, МЕ
	≥ 100

	Токсичность, DL50, мг/кг, мыши
	≤ 8,0


Таким образом, было показано, что максимальное количество яда получается при максимальной величине раздражителя. Однако этот эффект сопровождался значительным сокращением продолжительности жизни, а при интенсивности раздражителя 30 – 40 В и массовой гибелью пчел. Кроме того, все образцы яда, полученные при раздражении постоянным током, не соответствовали требованиям ФС 42-2683-96. Микроскопический анализ нерастворимых в воде примесей показал присутствие в экспериментальных образцах яда включений прополиса, пыльцы, фекалий.

Общая картина воздействия переменного тока промышленной частоты (50 Гц) на пчел при их индивидуальном раздражении характеризовалась в основном сходными параметрами, как и в случае применения постоянного тока. Наблюдалась отчетливая зависимость показателей физиологического состояния пчел и биологической активности яда от интенсивности раздражителя. Максимальный дезинтегрирующий эффект наблюдался при амплитуде 40 В. При значениях амплитуды переменного тока 20 – 40 В биологическая активность яда ни по одному из параметров не отвечала требованиям ФС 42-2683-96. Несмотря на видимую идентичность общей картины дезинтеграции при действии постоянного и переменного тока, следует отметить смещение всех показателей при действии переменного тока в сторону более «мягкого» воздействия, по сравнению с постоянным током (табл. 1.3).

                                                                                                     Таблица 1.3

Влияние переменного тока на физиологическое состояние пчел 

и биологическую активность яда

	Параметры 

измерения
	Контроль
	Амплитуда (В)

	
	
	10
	20
	30
	40

	Время наступления шока, с
	-
	452±8
	98±6
	26±4
	18±2

	Продолжительность шока, с
	-
	42±4
	97±9
	187±14
	236±16

	Продолжительность жизни, сут
	13±0,3
	12±0,4
	6±0,5*
	4±0,8*
	4±0,3*

	 Ядопродуктивность, мг/100пч.
	1,1
	1,9
	4,2
	6,4
	7,9

	Потери в массе при сушке, %
	5,8
	6,2
	6,8
	8,2
	12,1

	Нерастворимые примеси, %
	5,2
	5,8
	7,8
	8,8
	9,6

	Фосфолипазная активность,МЕ
	142 
	125
	102
	90
	81


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)

Таким образом, низкоамплитудный переменный ток (10 В) промышленной частоты может быть использован в качестве раздражителя для получения пчелиного яда.

При исследовании действия импульсного тока на пчел схема опыта оставалась прежней. Амплитуда раздражения в разных сериях возрастала  от 5 до 30 В, а частота – от 20 до 5000 Гц. Было показано, что раздражение импульсным током с амплитудой 5 В при всех исследованных частотных параметрах шока не наступало в течение всего времени наблюдения (30 мин). При увеличении амплитуды раздражения время наступления шока снижалось параллельно увеличению амплитуды. Необходимо отметить, что снижение времени наступления шока характеризовалось не только амплитудным, но и частотным сдвигом. Однако при частоте 5000 Гц при всех амплитудных характеристиках не удавалось вызвать шокового состояния пчел в течение 30 мин. При сочетании частоты 20 Гц и амплитуды 10 В также не удавалось вызвать шокового состояния (табл. 1.4).                                                                                              

                                                                                                    Таблица 1.4

Время (с) наступления шока пчел при непрерывном действии 

импульсного тока с различными амплитудно-частотными 

характеристиками

	Амплитуда (В)
	Частота раздражения (Гц)

	
	20
	200
	500
	1000
	2000
	5000

	5
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	10
	-
	227±5,4
	178±3,9
	153±2,9
	182±5,8
	-

	15
	232±4,6
	156±15,0
	133±6,8
	102±7,7
	128±9,1
	-

	20
	71±9,7
	62±13,3
	83±8,7
	77±8,7
	42±4,2
	-

	25
	71±10,0
	65±10,2
	46±4,9 
	33±3,4
	30±4,0
	-

	30
	54±10,8
	57±5,9
	28±3,9
	20±2,0
	28±3,4
	-


Максимальная чувствительность пчел к импульсному току отмечалась при частоте наполнения прямоугольного импульса частотой 1000 Гц. Интересно отметить, что при частоте 5000 Гц и увеличении амплитуды тока даже до 100 В не сопровождалось шоковым состоянием.

Одновременно при тех же условиях опыта оценивали продолжительность шокового состояния. Как показали эксперименты, продолжительность шока, так же как и время его наступления, зависели от амплитудно-частотных характеристик раздражителя. Чем больше амплитуда и частота раздражения, тем продолжительнее шок (табл. 1.5).

При оценке данного блока экспериментов необходимо отметить, что минимальное время наступления шока и его максимальная продолжительность отмечались при частоте раздражения импульсным током непрерывного действия 1000 Гц и амплитуде 30 В. Количество погибших пчел при таких параметрах раздражения было незначительно, хотя при пробном применении импульсного тока с амплитудой 40 В гибель  достигала 25 – 30% от всего количества пчел, задействованных в эксперименте. В связи с этим в дальнейшем использовалась амплитуда 30 В и частота 1000 Гц.  

Как было установлено рядом исследователей, продолжительность жизни пчел весенне-летней генерации, помещенных в экспериментальные садки при температуре 34°С, равнялась 8 – 13 суткам (Бальжекас, 1975, 1978; Мусаев, 1978, 1983; Galuszka, 1971).

                                                                                                     Таблица 1.5

Продолжительность шока (с) пчел при непрерывном действии 

импульсного тока с различными амплитудно-частотными 

характеристиками

	Амплитуда (В)
	Частота раздражения (Гц)

	
	20
	200
	500
	1000
	2000
	5000

	5
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	10
	-
	64±8,0
	76±7,4
	75±9,0
	77±8,6
	-

	15
	89±9,0
	91±7,5
	88±8,5
	87±8,3
	66±8,2
	-

	20
	74±8,8
	67±8,2
	144±14,0
	88±8,0
	172±40,2
	-

	25
	136±18,5
	155±13,8
	166±14,4 
	190±13,4
	194±12,2
	-

	30
	148±18,7
	208±13,3
	219±12,3
	228±11,5
	218±12,0
	-


В наших экспериментах было показано, что продолжительность жизни пчел, не подвергавшихся электростимуляции, равнялась 13,9±0,8 суток. Наибольшее влияние на пчел оказывало раздражение, имеющее частоту 20 Гц. Так, при действии импульсного тока с амплитудой 30 В и частотой 20 Гц продолжительность жизни пчел в экспериментальных условиях снижалась до 4,0±0,3 суток. Необходимо отметить, что даже при амплитуде сигнала 5 В, при которой  шоковое состояние не регистрировалось в течение 30 мин, продолжительность жизни достоверно снижалась (табл. 1.6).

При частотах 200, 500, 1000 и 2000 Гц и амплитуде 10, 15, 20, 25 и 30 В продолжительность жизни снижалась пропорционально амплитуде выходного сигнала. Однако при фиксированной амплитуде изменение частоты от 20 до 2000 Гц сопровождалось увеличением продолжительности жизни по мере увеличения частоты, оставаясь, тем не менее, меньше контрольных величин. Отдельно необходимо отметить снижение продолжительности жизни при использовании частоты 5000 Гц. В предыдущих опытах было показано, что при данной частоте шокового состояния не наблюдалось в диапазоне амплитуд от 5 до 30 В. Однако продолжительность жизни после электростимуляции снижалась пропорционально величине напряжения, так же как при использовании других частот, вызывающих шоковое состояние (табл. 1.6).

                                                                                            Таблица 1.6

Продолжительность жизни пчел (сут) при непрерывном действии 

импульсного тока с различными амплитудно-частотными 

характеристиками

	Амплитуда (В)
	Частота раздражения (Гц)

	
	100
	200
	500
	1000
	2000
	5000

	5
	10,7±0.6*
	12,6±1.0
	12,2±0.7
	14,0±0.6 
	15,5±0.7 
	13,7±0.6

	10
	8,4±0.3*
	9,7±0.4*
	10,2±0.3*
	10,8±0.3*
	11,6±0.3*
	12,6±0.4

	15
	7,2±0.3*
	7,5±0.3*
	8,8±0.2*
	8,2±0.2*
	9,2±0.2*
	9,6±0.1*

	20
	7,0±0.2*
	7,3±0.2*
	7,7±0.2*
	7,6±0.2*
	8,2±0.2*
	8,4±0.2*

	25
	5,9±0.1*
	6,5±0.2*
	6,8±0.2*
	7,0±0.2*
	7,0±0.2*
	7,3±0.2*

	30
	4,0±0.3*
	5,7±0.4*
	6,3±0.3*
	6,2±0.3*
	6,5±0.3*
	6,6±0.2*


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы (р<0.05)

При изучении зависимости ядопродуктивности от амплитуды и частоты раздражения было показано, что максимальное количество яда можно получить при выходном сигнале, имеющем следующие параметры непрерывного раздражения: напряжение 30 В, частота 1000 Гц. Применение любого другого сочетания амплитуды и частоты имеют практически линейную зависимость. Количество яда возрастает пропорционально амплитуде и частоте раздражения. Однако при увеличении частоты до 2000 Гц ядопродуктивность снижается, а при 5000 Гц – количество выделенного яда соответствует контрольным величинам. 

 Полученные образцы пчелиного яда в дальнейшем подвергались сушке в эксикаторе над хлористым кальцием в течение 72 часов, после чего яд тарировался в бюксы и герметично закрывался. Пчелиный яд от каждой группы опытов подвергался оценке биологической активности согласно ТУ 46 РСФСР 67-72 по следующим параметрам: потеря в массе при высушивании, нерастворимые в воде примеси.

Согласно ТУ потери в массе при высушивании не должны превышать 12% массы сухого яда, а нерастворимые в воде примеси – 10%. Полученные нами данные указывают на то, что минимальные потери в массе при высушивании регистрируются при частоте выходного сигнала 1000 Гц, минимальное количество нерастворимых в воде примесей отмечено также при частоте 1000 Гц.

       Фосфолипазная активность согласно ФС 42-2683-89 на яд пчелиный должна быть не менее 100 МЕ. Электростимуляция с частотой 20 и 200 Гц и напряжением 25 – 30 В сопровождается получением образцов пчелиного яда, не соответствующих ФС по фосфолипазной активности. Максимальная фосфолипазная активность отмечалась при частоте раздражения 1000 Гц.  

В результате проведенных исследований было выяснено, что оптимальная частота раздражения, необходимая для максимальной отдачи пчелиного яда, характеризующегося высокой биологической активностью, является 1000 Гц. В связи с этим в дальнейших экспериментах использовалась, в основном, именно эта частота раздражения.

Как было показано выше, непрерывное раздражение пчел импульсным током сопровождается снижением продолжительности жизни пчел и их частичной гибелью во время опыта, низкой биологической активностью яда, поэтому следующая серия экспериментов была поставлена с использованием дискретного выходного сигнала, имеющего следующие параметры: частота раздражения – 1000 Гц; амплитуда – 5 – 30 В; продолжительность пачки импульсов – 1 с; продолжительность паузы – 1 с.

Время наступления шока при перечисленных параметрах раздражения находилось в прямой зависимости от величины выходного напряжения. Чем больше амплитуда выходного напряжения, тем меньше время наступления шока. Обратная закономерность наблюдалась при оценке продолжительности шока (табл. 1.7).

Сравнивая непрерывное и дискретное раздражение пчел при частоте 1000 Гц было показано, что время наступления шока при дискретной электростимуляции более чем в 3 раза длиннее, чем при непрерывном воздействии, а продолжительность шока в 8 – 10 раз меньше. Так, продолжительность шока при амплитуде 30 В и непрерывном раздражении равна 228±11,5 с, а при дикретном – 32,3±5,2 с. Продолжительность жизни пчел, в данных условиях эксперимента практически не отличалась от контрольных величин (контроль – 12,5±0,6 суток). Только при напряжении 30 В продолжительность жизни постэкспериментальных особей снижалась на 1,5 – 2 суток (табл. 1.7).

                                                                                                    Таблица 1.7

Физиологические показатели пчел при дискретном раздражении 

импульсным током

	Амплитуда (В)
	Время наступления шока (с)
	Продолжительность шока (с)
	Продолжительность жизни (сут)

	5
	-
	-
	12,2±0,6

	10
	-
	- 
	12,3±0,6

	15
	368±18,2
	7,9±0,9
	12,0±0,6

	20
	236±16,7
	12,4±1,8
	13,0±0,5

	25
	126±12,1
	18,7±3,4
	11,9±0,7

	30
	64±5,8
	32,2±5,2
	10,4±0,6


В следующем блоке экспериментов оценивалась зависимость индивидуальной ядопродуктивности от скважности выходного сигнала, причем продолжительность пачки импульсов и продолжительность паузы изменялась в пределах 0,5 – 3 с (табл. 1.8).

        Максимальное количество яда, полученное от 1 пчелы, отмечалось при напряжении 20 В, продолжительности пачки импульсов и паузы 3 с. При продолжительности пачки импульсов и паузы 1 с и напряжении 15 В индивидуальная ядопродуктивность равнялась 0,1 мг, что несколько меньше, чем при скважности импульса 3:3. Однако для суждения об оптимальных условиях раздражения кроме указанных параметров и индивидуальной ядопродуктивности необходимо исследование биологической активности образца яда, полученного при тех или иных параметрах выходного сигнала (табл. 1.8). 
Опыты показали, что максимальной биологической активностью отличается образец яда, полученный при сочетании продолжительности пачки импульсов и паузы 1 с. При использовании импульса с параметрами  продолжительности пачки и паузы 3 с, полученный образец яда не соответствовал требованию ФС по показателю гемолиза, в фосфолипазная активность была резко снижена.                                                                    
                                                                                        Таблица 1.8

Индивидуальная ядопродуктивность пчел (мг) 

при дискретном раздражении

	Продолжтельность имп. (с)
	Продолжительность паузы (с)
	Напряжение (В)

	
	
	10
	15
	20
	25
	30

	1,0
	1,0
	0,09
	0,1
	0,06
	0,04
	0,03

	0,5
	1,0
	0,08
	0,09
	0,04
	0,04
	0,03

	2,0
	1,0
	0,05
	0,06
	0,07
	0,05
	0,05

	1,0
	0,5
	0,08
	0,09
	0,08
	0,07
	0,06

	2,0
	0,5
	0,05
	0,06
	0,07
	0,02
	0,01

	3,0
	3,0
	0,09
	0,1
	0,15
	0,09
	0,08


Групповая чувствительность пчел к импульсному току исследовалась на пчелосемьях, подобранных по принципу аналогов. В связи с тем, что шоковое состояние пчел при раздражении внутри улья не представлялось возможным,  фиксировали количество мертвых особей через 3 часа дискретной электростимуляции с частотами 500, 1000, 2000 Гц и амплитудой 20, 30, 40, 50, и 100 В. Ядоприемные кассеты помещали контрлатерально вместо второй крайней медовой рамки. Электростимуляцию производили с 18.00 до 21.00 часа, после чего вели подсчет погибших особей (табл. 1.9).      
                                                                                          Таблица 1.9

Количество погибших пчел (шт.) при электростимуляции 

импульсным током с различными амплитудно-частотными 

характеристиками

	Амплитуда (В)
	Частота раздражения (Гц)

	
	500
	1000
	2000

	20
	10,8±2,6
	7,4±0,9
	8,6±1,3

	30
	18,2±4,4
	16,1±3,8
	17,8±3,7

	40
	96,1±11,4
	63,7±12,3
	84±15,5

	50
	373,0±22,8
	301,6±18,4
	356,0±32,2

	100
	2900±28,6
	2750±106,7
	3250±363,4


Оценка количества погибших пчел показала, что минимальное количество пчел погибает при амплитуде выходного сигнала 20 В и частоте 1000 Гц. Повышение амплитуды раздражения увеличивало количество погибших пчел, и при напряжении 100 В гибель пчел была максимальной (2750 – 3250 особей).                                                                                 

Величина амплитуды 100 В была введена в эксперимент в связи с использованием в дальнейшем этого напряжения в условиях пакетного пчеловодства. При использовании такого технологического приема отпадала бы необходимость закуривания пчел, широко используемого в пакетном пчеловодстве. Применение электрошока, приводящего к смерти пчел, может давать дополнительную продукцию в виде пчелиного яда, что существенно увеличивало бы рентабельность пасеки.

Изучение зависимости ядопродуктивности пчелиных семей от амплитуды и частоты раздражения показало, что максимальное количество яда выделяется при амплитуде раздражения 30 В и частоте 1000 Гц. По мере увеличения напряжения выходного сигнала ядопродуктивность снижается, что, по-видимому, связано с репеллентным действием высоких значений интенсивности раздражителя. При напряжении 100 В количество выделенного яда колебалось от 38 до 50 мг от одной пчелиной семьи (табл. 1.10).

                                                                                                   Таблица 1.10

Ядопродуктивность (мг) пчелиных семей при электростимуляции импульсным током с различными амплитудно-частотными 

характеристиками

	Амплитуда (В)
	Частота раздражения (Гц)

	
	500
	1000
	2000

	20
	294,6±8,8
	362,8±9,8
	311±12,3

	30
	362 ,9±6,6
	486,9±12,1
	402±18,6

	40
	84,5±4,7
	96,2±8,4
	88,2±14,4

	50
	65,2±2,2
	86,1±0,6
	69,9±12,8

	100
	36,0±2,8
	50,0±4,8
	44,0±12,6


В предыдущих экспериментах использовались следующие параметры раздражения: частота варьировала в пределах 500 – 2000 Гц, амплитуда – 20 – 100 В, продолжительность пачки импульсов – 1 с, продолжительность паузы – 1 с. В дальнейшем необходимо было ответить на вопрос является ли данная скважность импульса оптимальной. Для выяснения этого вопроса была поставлена серия экспериментов, в которой продолжительность пачки импульсов изменялась от 0,5 до 3 с, продолжительность паузы изменялась в тех же пределах, а частота раздражения была фиксированной – 1000 Гц.

Максимальная ядопродуктивность отмечалась при продолжительности импульсов 1 с, продолжительности паузы 1 с, частоте модуляции импульса 1000 Гц и амплитуде раздражения 30 В. Кроме того, наблюдалась четкая зависимость ядопродуктивности от амплитуды выходного сигнала: при увеличении напряжения с 10 до 30 В ядопродуктивность увеличивалась в 10 – 20 раз. Интересно отметить, что количество яда, полученного от одной пчелиной семьи, при продолжительности импульса и паузы 3 с недостоверно отличается при амплитуде раздражения 30 В от данных, полученных при использовании импульсного тока с продолжительностью импульса и паузы равной 1 с (табл. 1.11).

                                                                                                Таблица 1.11

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от 

продолжительности импульса и паузы

	Продолжительность имп. (с)
	Продолжительность паузы (с)
	Напряжение (В)

	
	
	10
	20
	25
	30

	1,0
	1,0
	110±8,1
	318±8,6
	408±10,1
	420±21,6

	0,5
	1,0
	26±4,3
	112±12,5
	274±18,6
	296±23,2

	2,0
	1,0
	34±4,2
	186±18,2
	322±20,0
	354±26,8

	1,0
	0,5
	24±16,3
	152±12,4
	356±18,3
	372±29.2

	2,0
	0,5
	92±8,4
	284±20,1
	326±28,5
	376±31,4

	3,0
	3,0
	112±15,8
	326±26,5
	392±30,2
	412±32,3


Как уже указывалось выше, максимальная ядопродуктивность была зарегистрирована при высокой амплитуде раздражающего сигнала, поэтому оценку биологической активности образцов пчелиного яда, полученных при различной скважности импульсов, производили именно в этой группе экспериментов. Полученные данные свидетельствуют о том, что наиболее высокой биологической активностью отличаются образцы яда, полученные при сочетании продолжительности пачки импульсов и паузы 1 с. Необходимо отметить, что все образцы яда соответствуют принятым стандартам биологической активности, кроме образца яда, полученного при действии серии импульсов с продолжительностью пачки и паузы 3 с (табл. 1.12).

Этот образец не соответствует ТУ по скорости гемолиза (81±9,3 с при стандарте не более 60 с) и отличается очень высоким содержанием фруктозы (7,4±2,6), которая правда не входит в стандарт качества. Высокое содержание фруктозы, по-видимому, связано с длительным пребыванием пчел на электродной сетке, так как продолжительность пачки импульсов в данном случае равна 3 с, в связи с чем происходит эвакуация содержимого медового зобика. По этой же причине, на наш взгляд, данный образец яда имеет высокие показатели «потери в массе при высушивании» и «нерастворимые в воде примеси» (табл. 1.12).

                                                                                                 Таблица 1.12

Зависимость биологической активности образцов пчелиного яда от 

продолжительности импульсов и паузы между ними

	Показатели биологической 

активности
	Продолжительность импульс/пауза (с)

	
	1/1
	2/1
	1/0,5
	3/3

	Потери в массе при высушивании,%
	5,1±1,1
	6,2±1,8
	5,5±1,0
	8,9±2,4

	Нерастворимые в воде примеси,%
	2,8±0,6
	4,4±1,2
	3,1±0,3
	7,1±3,1

	Гемолитическая активность, с
	16±0,8
	41±2,2
	23±1,6
	81±9,3

	Фосфолипазная активность, МЕ
	160
	139
	154
	103

	Токсичность, мг/кг
	3,9±0,2
	4,8±0,4
	4,2±0,3
	5,9±0.9

	Количество фруктозы, %
	0,9±0,1
	3,0±0,9
	1,0±0,1
	7,4±2,6


В результате проведенных исследований по выявлению закономерностей индивидуальной и групповой чувствительности пчел к электрическому току было выяснено, что оптимальным является импульсный ток, имеющий частоту модуляции 1000 Гц, амплитуду раздражения 30 В, продолжительность пачки импульсов 1 с и продолжительность паузы между импульсами 1 с. Указанные параметры раздражения позволяют получать максимальное количество яда, отличающегося высокой биологической активностью, при минимальном нарушении физиологического состояния как отдельных пчел, так и пчелиной семьи в целом (Хомутов, Гиноян, 2001; Гиноян, Хомутов, 2001).

Литература

Артемов Н.М. Пчелиный яд. – М., 1947. – 223с.

Артемов Н.М. Где вырабатывается яд у пчел // Пчеловодство. – 1965. - № 11. – С. 13-14.

Артемов Н.М., Солодухо И.Г. Основные вопросы промышленного производства пчелиного яда и его лекарственных препаратов // Ученые записки ГГУ. – Горький, 1967. – С. 147-159.

Багмет Г.С. Аппарат для отбора яда у пчел. – Авторское свидетельство СССР № 207350. – Заявлено 22.03.66. – Опубликовано 19.02.68.

Бальжекас И. Отбор яда и продуктивность пчелиных семей // Пчеловодство. – 1975. - №10. - С. 27.

Бальжекас И. Влияние отбора пчелиного яда на продуктивность пчелиных семей // Труды Литовского НИИ земледелия. - Вильнюс, 1978. - вып.22. - С. 78-87.

Брагин Н.И. Биологическое действие электрических полей промышленной частоты на медоносных пчел // Биологические механизмы и феномены действия низкочастотных и статических электромагнитных полей на живые системы. - Рязань, 1984. - С. 132-138.

Брагин Н.И., Золотов Ю.Н., Сергеечкин В.С. Особенности поведения медоносных пчел в электрических полях ВЛ-500 кВ // Электропередачи сверхвысоких напряжений и экология. - Рязань, 1986. - С. 80-90.

Гиноян Р.В., Хомутов А.Е. Технология получения пчелиного яда-сырца а промышленных масштабах. – Нижний Новгород: ННГУ, 2001. – 174с.

Гиноян Р.В., Хомутов А.Е. Индивидуальная чувствительность пчел к постоянному току //Пчеловодство, 2001, № 5. С.48-49.

Еськов Е.К. Пчелы и электрические поля  // Пчеловодство. – 1981. - № 9. - С. 10-11.

Еськов Е.К. Низкочастотное электрическое поле и пчелы // Пчеловодство. – 1990. - № 1. - С. 6-8.

Еськов Е.К. Экология медоносной пчелы. - М.: Росагропромиздат, 1990. - 222с.

Еськов Е.К., Миронов Г.А. Сравнительный анализ действия на пчел низкочастотного электрического поля и сопутствующих ему физических факторов // Экология. – 1990. - № 6. - С. 81-84.

Еськов Е.К., Сапожников А.М. Активизация пчел низкочастотным электрическим полем // Матер. ХХVI Международного конгресса по пчеловодству. - Бухарест, 1977. - С. 290-293.

Комаров П.М., Эпштейн Ф.С. О применении пчелиного яда в медицине // Сборник научныз работ НИИ пчеловодства наркомзема РСФСР. – Москва, 1936. – С. 61-64. 

Лекомпт Ж., Тойркауфф Ш. Поведение пчел на пасеке, расположенной под электролинией высокого напряжения // Матер. ХХV Международного конгресса по пчеловодству. - Бухарест, 1975. - С. 308-310.

Лихачев А.И., Гаврилов Е.Н., Панов Н.Г. Прибор для получения пчелиного яда / А.И. Лихачев, // Пчеловодствою – 1971. - № 8. – С. 58-59.

Мусаев Ф.Г. Отбор яда и состояние пчелиной семьи // Пчеловодство. – 1978. - № 5. - С. 44-45.

Мусаев Ф.Г. Влияние отбора яда от пчел на развитие и продуктивность пчелиных семей // Вопросы промышленной технологии производства продуктов пчеловодства. - Рязань, 1978. - С. 157-172.

Мусаев Ф.Г. Продолжительность жизни медоносных пчел после ужаления и отбора яда // Полезные насекомые и охрана их в Азербайджане. - Баку, 1983. - С. 49-51.

Мэлаю М., Александру В., Рафирою Р. Новая технология получения пчелиного яда // Апиакта. – 1982. - № 2. – С. 54-57.

Ноел Ж. Прибор для получения яда пчел (кювета-кормушка). – Французский патент. – Кл. А 01 К., №1532251 – Заявлено 13.07.66. - Опубликовано 4.06.68.

Олейников Л.И., Олейников В.Л., Сыч М.И. Устройство для сбора пчелиного яда. – Авторское св-во СССР № 727186. – Кл. А 01 К 47/00. – Заявлено 3.10. 78. – Опубликовано 25.04. 80.

Орлов Б.Н. и др. Устройство для массового отбора яда у пчел – Авторское св-во СССР № 1409172. – Заявлено 02.01.86. – Опубликовано 15.06.88.

Орлов В.М., Брагин Н.И., Тучак С.Г. Особенности индивидуального развития насекомых в электрическом поле промышленной частоты // Биологические науки. – 1985. - № 7. – С. 29-31.

Ошевенский Л.В., Щелкунов С.Н., Когтев А.Б. К вопросу об оптимизации технологии получения пчелиного яда // Зоотоксины в экспериментальной биологии и медицине. – Н. Новгород, 1990. – С. 11-15.

Сапожников А.М. К вопросу управления поведением пчел-фуражиров искусственными электрическими полями // Управление поведением животных. – М., 1977. - С. 254-262.

Сапожников А.М. Роль электрических полей в жизни пчел //  Докл. МОИБ. зоол. и ботан. – 1978. - С. 32-34.

Сапожников А.М. О реакции пчел на электрическое поле //  Новые проблемы зоол. науки и их отражение в вузовском преподавании. - Ставрополь, 1979. - С. 153-154.

Соловьев Н.П. Устройство для получения пчелиного яда // Пчеловодство. – 1972. - № 3. – С. 23-24.

Солодухо И. Г., Плишкина К.И., Дворцова В.Л. Модификация устройства для массового сбора пчелиного яда в полевых условиях // Механизмы действия зоотоксинов. – Горький, 1978. – С. 122-124.

Третьяков Ю.Н. Получение пчелиного яда // Пчеловодство. – 1972. - № 3. – С. 33-34.

Третьяков Ю.Н., Чугунов В.К. Устройство для сбора яда у пчел. - Авторское свидетельство СССР № 2143502. – Кл. А 01 К 47/06. – Заявлено 10.06.75. – Опубликовано 28.02.80.

Хоменко Н.Г., Харченко И.Ф. Устройство для сбора яда. – Авторское св-во СССР № 663355. – Кл. А 01 К 55/00. – Заявлено 1.06.76. – Опубликовано 30.05.79.

Хомутов А.Е., Гиноян Р.В. Действие импульсного тока на пчел //Пчеловодство, 2001, № 2. С.19-20.

Хомутов А.Е., Калашникова Л.М. Особенности получения пчелиного яда //Пчеловодство, 1998, №1. С.16-17. 

Хомутов А.Е., Калашникова Л.М. Физиологические аспекты получения пчелиного яда //Апитерапия сегодня. Материалы научно-практической конференции. Рязань,1997. С.47-48. 

Хомутов А.Е. и др. Устройство «Сполох К» для воздействия электрическим током на пчел при массовом отборе яда. – Авторское свидетельство СССР № 1658946. – Заявлено 29.12.88. – Опубликовано 1.03 91.

Хомутов А.Е. и др. Способ массового отбора яда у пчел и устройство «Сполох-ЭС» для его осуществления – Авторское свидетельство СССР № 1662458. – Заявлено 9.11.88. – Опубликовано 15.03 91.

Хомутов А.Е. и др. Способ повышения жизненной активности пчел и устройство для его осуществления «Сполох-Т» – Авторское свидетельство СССР № 1769825. – Заявлено 17.05.90. – Опубликовано 22.06 92.

Хомутов А.Е., Гиноян Р.В. Действие импульсного тока на пчел // Пчеловодство, 2001, № 2. С.19-20. 

Шкендеров С., Иванова И., Люлева В. Метод за получаване ензима кисела фосфатаза от пчелна отрова // Авторское свидетельство Болгарии 1965, № 25880.

Altmann G., Warnke U. Der  Stoffwechsel von Bienen (Apis mellifera  L.) im 50-Hz-spannunsfeld // Z. angew. Entomol. – 1976. - V.80, № 3. - S. 267-271.

Altmann G., Warnke U.  Über den Einfluß der elektrischen umwelt auf das Verhnlten gekäfigter Honigbienen // Anz. Schädik, Pflanzenschutz  Umweltschutz. – 1979. - V.52, № 2. - S. 17-19.

Altmann G., Warnke U.  Thermographi der Honigbienen-Wintertraube unter Eienflus von Hochspannungswechselfeldern // Z. angew. Entomol. – 1987. - V.104, № 1. - S. 69-73.

Benton A.W., Morse R.A. Collection of the liguid fraction of bee venom // Nature. – 1966. - V. 210, N. 5036. – P. 652-653. 

Bindokas V.P., Greenberg B., Gauger J.R.  Effect of a 765-kV, 60-Hz transmission eine on honey brees / V.P. Bindokas,. - Trends Elec. Util. Res. New. York, 1984. - P. 387-396.

Bruzek K. Vcely a elektromagneticke pole // Veelarstvi. – 1990. – N. 8. – P. 63-65. 
Colin M.E., Richard D. Mise in evidence et mesure des charges electrignes portees purles fbcilles // Bull. SFECA. – 1987. - vol.2, № 2. - P. 490.

Galuszka H. Czy utrata jadu  pod wplywem pradu electrycznego skraca zycia pszczoly // Pszcztlarstwo. – 1971. - № 9. - S. 5.

Glas H.W. Modees for unambigucus E-vektor navigation in the bee // J. comp. Physiol. – 1977. - V.113, №2. - P. 129-159.

Greenberg B. et al. Response of honey bees Apis mellifera L., to hinh- voltage transmission eines  // Environ, Entomol. – 1981. - V. 10, № 5. - P. 600-610. 

Hepworth D. Effects of the periodically intermittecnt application of a constant magnetic fild of the mobility in darnkness of worker honey bees // J. apic. Res. – 1980. - vol.19, №3. - P. 179-186.
Homutov A.E. Change of productivity and physiological indexes of bee family industrial production of bee venom //33 Inter. Apicultural. Congress. Bucharest: Apimondia, 1993. P.328-329.

Horn H. Bienen im elektrischen Feld // Apidologie. – 1982. - V. 13, № 1. - S. 79-82.

Horn H. Winterruhe unter Hochspannungsfeldern // Imkerfrennd. – 1983. - V. 38, № 1. - S. 79-82.

Hu Yuan Cjllection of bee venom // J. Toxicol. Toxin Rev. – 1990. – V. 9, N. 1. – P. 50-53.

Kasprzyk A., Migacz A. Dziotanie pol elektrycznych na rodzine pszezela // Pszczelarstwo. – 1992. - V. 43, № 1. - S. 16.

Kucinschi V. Dispositive si technologii in o eficienta sporlfa in obtinerea venfnuem de albie // Apicult. – 1978. – V. 53, N. 12. – P. 16-19.

Lindauer M. Recherches recentes daus le domeine de la physiologie des sens et de l'orientation chez l'abeille mellifere // Bull., sci Apimondia. – 1972. - № 12. - P. 20-26.

Martin H., Korall H., Forster B. Magnetic fieeo effects on activity and ageing in honey bees  // J. comp. Physiol. – 1989. - vol.164. - P. 423-431.

Stell R. L'electronigue an rucher. Influence des lignes a hante tension sur le comportement des abeilles // Abeille Fr. Apiculteur. – 1984. - vol. 688. - P. 444-445. 

ГЛАВА 2. СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ ПЧЕЛИНОГО ЯДА

Локальное воздействие на летных пчел с целью получения пчелиного яда можно производить двумя путями: постановкой ядоприемных кассет непосредственно в гнездо или установкой источника раздражения на пути следования пчел в улей. Первый путь будет соответствовать внутриульевому способу, второй – внеульевому.

При внеульевом расположении ядоприемных кассет возможны два принципиально разных варианта постановки, причем каждому из вариантов должна соответствовать определенная конструкция кассет. Первый вариант внеульевого способа обеспечивает раздражение пчел и получение яда без нарушения физиологического статуса основной массы (пчел прилетковый способ). Второй вариант связан с раздражением практически всей популяции пчел данного улья, с фиксированной перестройкой всего пчелиного жилища.

2.1. Внеульевой прилетковый способ

Под прилетковой постановкой подразумевается расположение ядоприемных кассет возле леткового отверстия, на месте прилетной доски. В этом случае летная пчела, идущая в улей, либо выходящая из него вступает в соприкосновение с токонесущей частью ядоприемной кассеты.

Ядоприемная кассета состоит из металлической пластины размером 400х285х3 мм, вставленной с длинной стороны в пазы стеклопластикового профилированного бруска размером: верхний - 470х14х14 мм, нижний – 400х14х14 мм. На основу при помощи специального станка наматывается нихромовый провод толщиной 0,4 мм с шагом 3 мм. Пространство между основой и электродной сеткой в рабочем состоянии заполняется пластиной полированного стекла размером 400х280х4 мм (рис.2.1).

Принципиальной особенностью ядоприемной кассеты является то, что электродная сетка в отсутствие пчел разомкнута. Пчела, попадая на ядоприемник, замыкает близлежащие электроды и подвергается воздействию импульсного тока, под действием которого жалит стекло, помещенное под электродной сеткой. Жало скользит по стеклу, оставляя на нем капельки яда. Пчела остается живой, так как сохраняется анатомическая и физиологическая целостность жалоносного аппарата.
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Рис 2.1. Конструкция ядоприемной кассеты

А – металлическая основа;            Б – электродная сетка из нихрома;

В – брусок из стеклопластика;      Г – полированное стекло.

В первой серии экспериментов осуществлялась постановка открытой ядоприемной кассеты, фиксированной на уровне прилетной доски нижнего леткового отверстия при помощи кронштейна. Во время стимуляции пчел верхнее летковое отверстие закрывалось. Система блока питания и стимулятора параллельно соединялись с ядоприемной кассетой (рис. 2.2). 
Регистрировалась ядопродуктивность пчелиных семей и количество погибших пчел в зависимости от конструкции ядоприемного устройства и площади электродной сетки (табл. 2.1).

Электростимуляция осуществлялась при сухой (относительная влажность 45 – 65%), теплой (20 - 25°С), солнечной (освещенность 50 – 70 тыс. люкс) погоде с 15.00 до 18.00 часов. Параметры выходного сигнала ЭСС 4.1 в данной серии, также как и в последующих, были следующие: напряжение 30 В, частота модуляции импульсов 1000 Гц, продолжительность пачки импульсов и паузы между ними 1 с.
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Рис. 2.2. Способ постановки открытой ядоприемной кассеты

1. Корпус улья.                                       2. Нижнее летковое отверстие.

3. Верхнее летковое отверстие.            4. Ядоприемная кассета.

5. Кронштейн.                                        6. Электростимулятор.

7. Источник питания.                            8. Коммуникационные провода.

Эффективность открытого способа постановки ядоприемников сравнивалась с закрытой конструкцией, выполненной в виде приставки, установленной на уровне прилетной доски. Основным элементом закрытой конструкции также являлась ядоприемная кассета, изображенная на рис. 2.1. 

Наибольшее количество яда было получено при использовании закрытой конструкции ядоприемной кассеты с площадью контактной сетки 800 см2, (294,8±36,6 мг), в то время как при использовании открытой конструкции с той же площадью электродной сетки ядопродуктивность была минимальной (37,9±8,6 мг). Визуальное наблюдение показало, что большинство прилетающих и вылетающих пчел при открытой постановке не проходили через ядоприемную кассету, а попадали в летковое отверстие, опускаясь по передней стенке улья, в связи с чем даже увеличение площади электродной сетки в 4 раза незначительно увеличивало количество яда (табл. 2.1)

                                                                                           Таблица 2.1

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от площади 

электродной сетки и конструкции ядоприемных кассет

	Площадь сетки (см2)
	Конструкция

ядоприемника
	Количество

яда (мг)
	Количество погибших пчел (шт)

	800
	открытая
	37,9±8,6
	11,2±4,3

	3240
	открытая
	88,7±14,5
	19,3±5,6

	200
	закрытая
	48,6±12,4
	16,5±7,2

	800
	закрытая
	294,8±36,6
	36,4±13,1

	1080
	закрытая
	192,3±21,4
	58,2±12,6


Логично было бы предположить, что при увеличении площади контактной поверхности ядопродуктивность будет увеличиваться, однако эксперименты выявили несколько иную картину (табл. 2.1). Уменьшение количества яда, по-видимому, связано с увеличением длины пробега пчелы от края ядоприемника до леткового отверстия, в связи с чем пчелы образовывали скопления на верхней внутренней части закрытой конструкции. В этом случае регистрировалось и самое большое количество погибших пчел (58,2±12,6 шт.).

Отдельно стоит серия экспериментов, в которых все пчелы, находящиеся в улье, кроме матки и ее свиты, стряхивались на ядоприемник, имевший площадь электродной сетки 3240 см2, помещенный перед нижним летковым отверстием. Большинство пчел сразу же покидало поверхность ядоприемника, образуя скопления у верхнего леткового отверстия. Ядопродуктивность, несмотря на большую контактную поверхность, была значительно ниже, чем в предыдущих опытах (табл. 2.1.). Такой способ электростимуляции мы условно назвали «тотальным», так как практически все пчелы всех возрастных групп помещались на токонесущую часть ядоприемника.

2.2. Внеульевой тоннельный способ

Другой вид тотальной электростимуляции заключается в переходе пчел из одного улья в другой через узкую тоннельную приставку, соединяющую оба улья. Все пчелы из одного улья, кроме матки и ее свиты, стряхиваются в пустой улей, соединенный с первым тоннельной приставкой (рис. 2.3). [image: image7.jpg]



Рис. 2.3. Тоннельный способ электростимуляции

1. Корпус улья.                                        2. Тоннельная приставка.

3. Токонесущая поверхность.                 4. Электродная сетка.

5. Электростимулятор.                            6. Источник питания.

                       7. Коммуникационные провода.

                  А – жилой улей.                Б – пустой улей.

Тоннельная приставка представляет собой конструкцию, выполненную из стеклопластика, размером 200х100х7 мм. На внутренней нижней поверхности приставки через каждые 16 мм располагается электродная сетка, натянутая с шагом 4 мм. Для более свободного захода пчел в тоннельную приставку, расстояние от выхода из улья до первой электродной сетки составляет 40 мм (рис. 2.3).

Основным стимулом, побуждающим переходить пчел из одного улья в другой, является запах родного жилища, а также отсутствие пищи в пустом улье. Пчелы полностью возвращаются в жилой улей в течение 2,5 – 3,0 часов, причем гибели пчел не отмечается. Этот эффект, на наш взгляд, связан с дискретным расположением электродной сетки. Такое предположение доказывается тем фактом, что пробное применение сплошной токонесущей поверхности сопровождалось массовой гибелью пчел, заполнение трупами пространства тоннельной приставки и невозможностью в связи с этим полного перехода пчел из улья в улей.

Ядопродуктивность при тоннельной постановке ядоприемника, имеющего площадь контактной сетки 200 см2 выше, чем при использовании прилетковой приставки, имеющей такую же площадь электродной сетки, и составляет 96,2±11,4 мг в среднем с одной пчелиной семьи за одну постановку. 

Вышеописанные способы внеульевой постановки ядоприемных кассет связаны со спонтанным или вызванным перемещением пчел в улей. Это сопряжено с тем, что под действием раздражителя пчелы сбрасывают обножку, пыльцу с волосков, эякулируют нектар из зобика, тем самым загрязняя ядоприемные кассеты и снижая биологическую активность яда.

2.3. Внеульевой «бинарный» способ

В нашей лаборатории был разработан способ и устройство для внеульевой постановки ядоприемника, при котором пчелы выходят из улья в ответ на внешний механический раздражитель (Ошевенский и др., 1988, 1990).

Устройство состоит из корпуса (1), генератора электрических импульсов (2), ядоприемников (3), электродов (4), выполненных в виде двойной спирали на ядоприемнике (3) и приспособления для создания электрогидравлического удара (5). Ядоприемник выполнен из двух шарнирно соединенных между собой рамок (6, 7). На верхней рамке ядоприемника нанесен слой (8) оптически неоднородной маски – нанесенный на полимерную пленку краситель в виде пятен. Верхняя рамка соединена с приспособлением для создания гидравлического удара (5). Приспособление состоит из генератора высоковольтного искрового разряда (9), включающего высоковольтный источник тока (10), конденсатор (11), искровой разрядник (12), камеру (13), заполненную жидкостью, в которую погружены электроды (14). Камера установлена на корпусе улья. Нижняя рамка через электроды (4) ядоприемника (3) связана с генератором (2) импульсного тока (рис. 2.4). 
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Рис. 2.4. Способ электростимуляции при внеульевой постановке 

«бинарного» ядоприемника

Объяснения в тексте

Способ отбора яда у пчел осуществляется следующим образом. На электроды ядоприемника подается рабочее напряжение с генератора импульсов. Одновременно с включением генератора включают приспособление (5), которое на электродах (14), погруженных в жидкость, находящуюся в камере (13), формирует электрическую искру за счет высоковольтного источника тока (10), конденсатора (11) и разрядника (12). При этом искра в жидкости через камеру воздействует на стенки корпуса улья, рамки ядоприемника и пчел. Для получения яда от пчел необходимо при энергии искры 12 Дж не менее 5 разрядов с интервалом 2 с. Механизм воздействия на пчел искрового разряда заключается в кратковременном взаимном механическом смещении всех конструктивных элементов, образующих устройство. Пчелы, испытывая воздействие электрогидравлического удара, выходят из корпуса улья через верхний и нижний летки в объем, образованный рамками и корпусом улья. Пчелы жалят электроды ядоприемника и выделяют яд на поверхность стекла в виде капель. Слой оптически неоднородной маски привлекает пчел на рамку, где они равномерно распределяются.

Ядопродуктивность при таком способе постановки в течение трехчасовой экспозиции с 18.00 до 21.00 часа составляла в среднем 52,8±9,1 мг пчелиного яда с одной семьи за одну постановку. Гибели пчел на электродной сетке ядоприемников не отмечалось.

Оценка биологической активности образцов яда, полученного при разных способах внеульевой постановки, показала, что по всем параметрам яд, полученный при помощи «бинарного» ядоприемника обладает максимальной биологической активностью (табл. 2.2.). 

Это явление, по-видимому, связано с тем, что пчелы попадают на электродную сетку выходя из улья, освободившись от пыльцы, прополиса, нектара, снижающих активность яда.

Получение яда при помощи тоннельной приставки также обеспечивает его высокое качество близкое к вышеописанному способу постановки. Наибольшее отличие отмечается в номинации «количество фруктозы», что, по нашему мнению, связано с насильственной пересадкой пчел из одного улья в другой.

                                                                                                  Таблица 2.2

Зависимость биологической активности яда от конструкции 

ядоприемников при внеульевой постановке

	Показатели активности яда
	Конструкции ядоприемников

	
	открытый
	закрытый
	тоннельный
	бинарный

	Потеря в массе при высушивании, %
	6,5±0,5
	6,3±0,8
	3,6±0,8
	3,2±0,6

	Нерастворимые в воде примеси, %
	7,2±1,6
	4,4±0,5
	2,9±0,3
	2,1±0,1

	Гемолитическая активность, с
	42±4,3
	38±3,2
	21±1,0
	16±0,9

	Фосфолипазная активность, МЕ
	124
	125
	152
	160

	Токсичность (ЛД50),

мг/кг 
	5,9±0,7
	5,2±0,8
	4,2±0,7
	3,9±0,3

	Количество 

фруктозы, %
	5,1±1,2
	4,1±1,0
	1,6±0,1
	0,9±0,1


Система открытых и закрытых ядоприемников, отличающихся площадью электродной сетки, обеспечивает получение пчелиного яда, образцы которого удовлетворяют существующим ТУ. Однако биологическая активность такого яда резко отличается от образцов, полученных при помощи бинарных и тоннельных ядоприемников (табл. 2.2).

Одним из способов внеульевой постановки ядоприемников можно считать внепасечную установку, устройство и принцип действия которой описаны в первой главе (Олейников и др., 1980). Испытание данного устройства производилось нашей группой на базе НИИ пчеловодства в присутствии автора разработки. В результате проведенных экспериментов было установлено, что при дискретной электростимуляции с предварительной подкормкой сахарным сиропом и механическим давлением на пчел, на стеклах ядоприемника экстрагируется сахароза. Проведенные испытания биологической активности полученных образцов не выявили наличия пчелиного яда.

Этот эффект, по-видимому, связан с особенностями строения пчелы, заключающемся в невозможности ужаления при наполненном зобике. В связи с этим работа данного устройства не позволяет получать пчелиный яд не только в промышленных масштабах, но и мелкими партиями. Несомненно, в полученных образцах содержится минимальное количество яда, но выделение его из водорастворимых примесей долговременная и экономически невыгодная задача.

2.4. Внутриульевой подгнездовой способ

Внутриульевая постановка может осуществляться несколькими способами: подгнездовым, надгнездовым и внутригнездовым, причем каждому способу должна соответствовать одна или несколько конструкций ядоприемных кассет.

В наших экспериментах постановка ядоприемной кассеты, конструкция которой показана на рис. 2.1, осуществлялась непосредственно на дно улья. Электростимуляция производилась с 14.00 до 17.00 часов во время максимального лета пчел. В эксперименте фиксировались следующие показатели: количество погибших пчел, количество полученного яда с последующей оценкой его биологической активности. При установке одного ядоприемника на дно улья за 3 часа стимуляции было получено в среднем 23,3±4,2 мг яда от одной семьи (табл. 2.3).

                                                                                                 Таблица 2.3

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от расположения 

ядоприемников под гнездом

	Расположение 

ядоприемников
	Кол-во ядоприемников, шт
	Суммарная ядопродук-

тивность, мг
	Кол-во яда, мг
	Кол-во погибших 

пчел, шт

	Дно улья
	1
	23,3±4,2
	23,3±4,2
	48,5±12,4

	Вразрез корпусов 
	6
	132±14,6
	22,3±0,8
	96,8±24,3

	Вразрез корпусов

(интактные)
	6
	294±28,6
	49,0±,4,8
	58,8±13,6

	Вразрез корпуса и медовой надставки
	6
	205±31,6
	34,2±5,2
	46,6±18,2

	Вразрез корпусов с двухматочным

содержанием
	6
	586±54,2
	97,7±9,0
	42,3±14,8


В следующей серии схема опыта была видоизменена. Вниз устанавливался пустой корпус без рамок, в который стряхивались все пчелы, кроме матки и ее окружения. На нижний корпус устанавливался корпус с 6 ядоприемными кассетами, сверху ставили гнездовой корпус с маткой и свитой и закрывали крышкой (рис. 2.5).
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Рис. 2.5. Схема постановки ядоприемных кассет вразрез 

между корпусами

А – верхний корпус.      Б – корпус с ядоприемниками.    В – нижний корпус.

1-4; 9-12 – медово-перговые рамки.

5-8 – медово-расплодные рамки

Гипотетически, рабочие пчелы, перемещенные в нижний корпус без матки и запаса меда, пользуясь феромонами родного жилища, должны переходить в верхний улей и активно жалить ядоприемники, поставленные на их пути. Полностью пчелы переходили из нижнего корпуса в верхний в течение 4 – 5 часов. Ядопродуктивность в этом случае составляла в среднем 132±14,6 мг на семью (табл. 2.3).

Ядопродуктивность пчелиных семей при одноматочном двухкорпусном содержании, при постановке вразрез корпусов значительно выше, чем при стряхивании в пустой корпус, и составляет 294±28,6 мг (табл. 2.3). При постановке ядоприемных кассет между корпусами максимальная ядопродуктивность отмечается при двухматочном содержании пчел (табл. 2.3).

Наибольшее количество погибших пчел наблюдалось при стряхивании пчел (96,8±24,3), минимальная – вразрез корпусов с двухматочным содержанием. Визуальная оценка погибших пчел показала, что в большинстве случаев гибнут особи, лишенные волосков, имеющие темный, почти черный цвет, т.е. старые пчелы (Калашникова и др., 2000).                                                                                                 

Изучение биологической активности образцов пчелиного яда, полученного подгнездовым способом, показало зависимость качества яда от расположения ядоприемных кассет в улье и их количества. Так, яд, полученный при помощи ядоприемника, расположенного на дне улья практически по всем показателям не соответствует техническим условиям и фармакопейной статье (табл. 2.4).

При постановке ядоприемных кассет вразрез между корпусами в различных модификациях, получается яд, отвечающий основным требованиям ТУ и ФС. Тем не менее, необходимо отметить, что все образцы в номинации «потери в массе при высушивании» и «нерастворимые в воде примеси» отличаются высокими значениями, что связано с расположением ядоприемников под гнездом, где на стекло электродной сетки попадает большое количество дериватов жизнедеятельности пчел (воск, пыльца, нектар, мед, прополис, остатки морфологических структур пчел). По тем же причинам в образцах яда содержится большое количество фруктозы, что снижает биологическую активность яда. В связи с большой загрязненностью яда гемолитическая и фосфолипазная активность, а также токсичность имеют низкие показатели. Так, гемолитическая активность (стандарт – не более 60 с) при постановке кассеты на дно улья в два с лишним раза превышает стандарт, а в остальных случаях не опускается ниже 36 – 38 с (табл. 2.4).

                                                                                          Таблица 2.4

Биологическая активность пчелиного яда, полученного 

подгнездовым способом

	Расположение ядоприемников
	Потеря в массе при высушивании,%
	Нерастворимые в воде примеси, %
	Гемолиз, с
	Фосфолипаза, 

МЕ
	Токсичность, мг/кг
	Кол-во фруктозы, %

	Дно улья
	9,6±0,8
	14,8±2,7
	124
	72
	9,2±1,8
	16,1±4,2

	Вразрез корпусов (стряхивание)
	6,1±0,3
	8,1±1,4
	48
	110
	5,2±0,9
	7,4±2,1

	Вразрез корпусов

(интактные)
	5,0±0,8
	6,2±1,1
	36
	120
	4,9±0,3
	6,8±1,2

	Вразрез корпуса и медовой надставки
	5,6±1,2
	6,8±1,8
	41
	116
	5,5±1,4
	7,2±3,0

	Вразрез корпусов с двухматочным содержанием
	5,2±1,3
	5,8±1,4
	38
	122
	5,4±1,3
	6,6±1,6


2.5. Внутриульевой надгнездовой способ

При применении надгнездового способа получения пчелиного яда было использовано несколько модификаций ядоприемных надставок, отличающихся расположением электродной сетки относительно вертикальной оси: горизонтальные, полувертикальные, вертикальные (Хомутов, Калашникова, 2000).

Ядоприемная надставка с горизонтальным расположением электродной сетки состоит из корпуса, выполненного из дерева или пластических материалов. Размер корпуса полностью соответствует размеру улья и крепится к нему также как магазинная надставка. Внутри ядоприемной надставки помещаются проводники из нихрома, образующие электродную сетку. Над электродной сеткой на расстоянии 1 мм от нее помещается стекло, свободно передвигающееся в специальных пазах. Электродная сетка при помощи коммуникационных проводов соединяется с электростимулятором, а он в свою очередь с источником питания. При сборе пчелиного яда в ненастную погоду или в ночное время на ядоприемную надставку одевается крышка улья, соответствующая ей по размеру (рис. 2.6).

 [image: image10.jpg]1\

{9 {40]]

i





Рис. 2.6. Схема постановки горизонтальной ядоприемной кассеты

1. Корпус улья.                                  2. Нижнее летковое отверстие.

3. Прилетная доска.                          4. Верхнее летковое отверстие.

5. Ульевые рамки.                             6. Корпус ядоприемной надставки.

7. Электродная сетка.                       8. Стекло ядоприемника.

9. Электростимулятор.                    10. Источник питания.

11. Коммуникации.                          12. Крышка улья.

При горизонтальной постановке ядоприемной кассеты во всех точках надрамочное пространство было одинаковым, однако при визуальном осмотре стекла было видно, что наибольшее количество яда было сосредоточено в периферической части, а в центре, где располагается расплод, яд практически отсутствовал. Можно предполагать, что яд отдают пчелы находящиеся в периферической части гнезда, т.е. летные пчелы, достигшие возраста 20 дней.

Для проверки этого предположения нами была сконструирована надгнездовая надставка, представляющая собой бинарную конструкцию, состоящую из двух одинаковых половинок, передвигающихся относительно друг друга за счет подвижного соединения центральной оси. Используя это качество ядоприемника, были поставлены эксперименты, в которых отдельные половины образовывали внутренний угол 90° (рис. 2.7), в другом случае - внешний угол  90° (рис. 2.8).
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Рис. 2.7. Схема постановки полувертикальных («домиком») 

ядоприемных кассет

Обозначения те же, что на рис. 2.6.

В том случае, когда симметричные половины ядоприемной кассеты образовывали внутренний угол 90° (рис. 2.7), такую конструкцию мы условно назвали «домиком», а конструкцию с внешним углом 90° (рис. 2.8) – V-образной ядоприемной кассетой.  В связи с тем, что впоследствии нами использовались ядоприемные кассеты с вертикальным расположением электродной сетки, а конструкции горизонтальных кассет упоминались выше, эти кассеты мы назвали «полувертикальными».
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Рис. 2.8. Схема постановки полувертикальных (V-образных)

ядоприемных кассет

Обозначения те же, что на рис. 2.6.

Для получения максимального количества яда, по нашему мнению, было необходимо увеличить площадь соприкосновения пчел с токонесущей частью ядоприемника. В связи с этим следующая конструкция надгнездовой ядоприемной надставки отличалась значительно большей суммарной площадью электродной сетки (9600 см2), по сравнению с предыдущими конструкциями (3680 см2).

Ядоприемная надставка рассматриваемого типа состояла из корпуса, выполненного из дерева или пластика, и 8 ядоприемных кассет с вертикально расположенной электродной сеткой. Ребра жесткости ядоприемных кассет крепились к корпусу надставки. Стекло помещалось в ядоприемник через специальное окошечко, выполненное в виде щели на передней панели надставки (рис. 2.9). 
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Рис. 2.9. Схема постановки вертикальных ядоприемных кассет

1. Корпус улья.                                  2. Нижнее летковое отверстие.

3. Прилетная доска.                          4. Верхнее летковое отверстие.

5. Ульевые рамки.                             6. Корпус ядоприемной надставки.

7. Ядоприемные кассеты.                 8. Отверстия для стекол.

9. Электростимулятор.                    10. Источник питания.

11. Коммуникации.                          12. Крышка улья.

Во всех экспериментах, с использованием различных надгнездовых конструкций ядоприемников, производилась регистрация силы семей и их ядопродуктивности. Учитывалось количество ядоприемных кассет, суммарная площадь электродной сетки, а также, для сравнения отдельных групп, отличающихся площадью электродной сетки, рассчитывалось количество яда, приходящееся на 1 см2 токонесущей поверхности (табл. 2.5).

Минимальное количество яда (56,6±6,2 мг) было получено при горизонтальной постановке ядоприемника, максимальное – при использовании вертикальной конструкции, имеющей 8 ядоприемных кассет (табл. 2.5).

                                                                                       Таблица 2.5

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от конструкции

 и расположения ядоприемных кассет при использовании 

надгнездового способа

	Конструкции

ядоприемников
	Сила

семей, ул.
	Кол-во

кассет
	Площадь

электродов, см2
	Ядопро-

дуктивность,

мг
	Ядопро-

дуктивность

на 1 см2 площади



	Горизонтальная
	10-12
	1
	2210
	58,6±6,2
	0,030

	Полувертикальная

(«домиком»)
	10-12
	1
	3680
	184,3±22,3
	0,050

	Полувертикальная

(V-образная)
	10-12
	1
	3680
	258,8±41,6
	0,070

	Вертикальная

(однокорпусный улей)
	10-12
	8
	9600
	492,1±84,2
	0,051

	Вертикальная

(двухкорпусный улей)
	20-22
	8
	9600
	521,6±72,3
	0,054

	Вертикальная

(трехкорпусный улей)
	28-30
	8
	9600
	548,7±64,5
	0,057


Необходимо отметить, что вертикальная конструкция использовалась в пчелиных семьях, имеющих разную силу семей и разное количество расплода. Однако эта зависимость не имела линейного характера и увеличение силы семей в 2 – 3 раза сопровождалось незначительным увеличением количества полученного яда (табл. 2.5). Это, по-видимому, связано с тем, что пчелы нижних корпусов предпочитают оставаться на  месте, не поднимаясь до уровня ядоприемных кассет, которые расположены на верхнем корпусе.

Для объективного сравнения ядопродуктивности пчелиных семей с использованием различных конструкций ядоприемников необходимы расчетные данные количества яда на 1 см2. Расчеты показали, что максимальная ядопродуктивность по относительному показателю (0,07 мг/см2) наблюдалась при постановке полувертикальной (V-образной) надгнездовой надставки. Расчетная ядопродуктивность при вертикальной конструкции ядоприемной надставки подтвердила отсутствие линейной зависимости количества яда от силы семей. При возрастании силы семей в 2-3 раза отличия измеряются тысячными долями миллиграмма (табл. 2.5).

Оценка биологической активности пчелиного яда, полученного надгнездовым способом, показала, что все образцы практически не отличаются друг от друга и соответствуют требованиям ТУ и ФС (табл. 2.6).

                                                                                                Таблица 2.6

Биологическая активность пчелиного яда, полученного 

надгнездовым способом

	Конструкции

ядоприемников
	Потери в массе при высушивании, %


	Нерастворимые в воде примеси, %


	Гемолитическая активность, с
	Фосфолипазная активность, МЕ


	Токсичность, мг/кг

	Горизонтальная
	3,8±0,5
	2,9±0,4
	26±0,9
	148
	4,2±1,1

	Полувертикальная

(«домиком»)
	3,6±0,8
	2,2±0,3
	28±1,1
	152
	3,9±0,8

	Полувертикальная

(V-образная)
	3,5±0,3
	2,5±0,5
	24±0,4
	156
	3,7±0,7

	Вертикальная

(однокорпусный улей)
	3,4±0,2
	2,7±0,8
	22±0,6
	154
	4,1±0,9

	Вертикальная

(двухкорпусный улей)
	3,7±0,5
	2,9±0,1
	24±0,5
	155
	4,2±0,8

	Вертикальная

(трехкорпусный улей)
	3,7±0,8
	2,4±0,3
	25±0,7
	154
	4,2±0,7


Сравнивая подгнездовой и надгнездовой способы получения пчелиного яда, необходимо отметить, что по качественным показателям яд, полученный при помощи надгнездовых ядоприемников значительно превышает биологическую активность образцов, полученных подгнездовым способом и тем более образцы яда, полученного внеульевым способом (Хомутов, Калашникова, 1997,1998, 2000,2002).
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ГЛАВА 3. ЗАВИСИМОСТЬ ЯДОПРОДУКТИВНОСТИ 
ОТ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ ПЧЕЛИНЫХ СЕМЕЙ 
И ИНТЕНСИВНОСТИ РАЗДРАЖЕНИЯ

Ядопродуктивность является одним из показателей физиологического состояния как отдельных особей, так и пчелиной семьи в целом. В свою очередь ядопродуктивность, несомненно, зависит от физиологического состояния семьи: количества летных пчел, возрастной ранжировки, деятельности матки и т.д. Кроме того, ядопродуктивность и биологическая активность яда зависят от интенсивности раздражения, включающей в себя параметры источника раздражения, его расположение в улье, конструкции токонесущей части, времени экспозиции.

Известно, что в нормально функционирующей пчелиной семье основная масса расплода, матка и молодые пчелы находятся в центре гнезда, занимая 4 – 8 ульевых рамок. Для получения пчелиного яда в промышленных масштабах молодые пчелы, у которых еще не полностью сформировалась большая ядовитая железа и ее резервуар, не имеют большого значения. В связи с этим логично ставить ядоприемные кассеты в периферическую часть улья, где сосредоточены летные пчелы.

Во всех экспериментах данного блока в качестве раздражителя использовался импульсный ток, имеющий следующие параметры: амплитуда 30 В, частота модуляции импульса 1000 Гц, продолжительность пачки импульсов 1 с, продолжительность паузы между импульсами 1 с.

3.1. Количество ядоприёмных кассет

Одним из показателей интенсивности раздражения является количество ядоприемных кассет, установленных в гнезде, а сам способ такой постановки называется внутриульевым (рис. 3.1). Кассеты, имеющие площадь электродной сетки 1600 см2, при помощи плечиков фиксировались вместо ульевых рамок. Ульевые рамки после стряхивания пчел помещались в рамонос, а рамки, имеющие расплод, - в интактную семью. Электростимуляция проводилась в течение трех часов с 18.00 до 21.00 часа. Производилась оценка силы семей, количества печатного расплода (подбор семей по принципу аналогов), ядопродуктивности семей.
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Рис. 3.1. Схема постановки ядоприемных кассет 

внутригнездовым способом

1. Корпус улья.                                      2. Электростимулятор ЭСС 4.1.

3. Источник питания.                            4. Коммуникации

М – медово-перговые рамки.               Р – расплодно-медовые рамки.

Я – ядоприемные кассеты.

Для объективности сравнения данных при постановке различного количества ядоприемников рассчитывали количество яда, полученного с 1 см2 площади электродной сетки. По аналогии с физическими величинами, для удобства рассмотрения данной номинации, нами был введен термин «удельная ядопродуктивность» с единицей измерения мг/см2. 

Результаты опытов показали, что имеется определенная зависимость между количеством ядоприемных кассет и ядопродуктивностью пчелиных семей, однако эта зависимость не имела линейного характера (табл. 3.1).

Сравнение количества полученного яда при постановке одного и двух ядосборников показало, что разница между ними равна 264,2 мг, а при сравнении ядопродуктивности семей, в которых размещены два и три ядосборника, эта разница снижалась до 24,4 мг. Таким образом, увеличение количества ядосборников не сопровождается адекватным приростом массы пчелиного яда (табл. 3.1).

                                                                                               Таблица 3.1

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от количества 

ядоприемных кассет

	Кол-во ядоприемников, шт.


	Ядопродуктивность, мг
	Суммарная площадь электродной сетки, см2
	Удельная ядопродуктивность, мг/см2

	1
	96,4±11,6
	1600
	0,060

	2
	360,6±28,8
	3200
	0,112

	3
	385,0±32,2
	4800
	0,060

	4
	402,1±36,7
	6400
	0,063

	5
	435,6±38,3
	8000
	0,054


 Контрлатеральная постановка ядоприемников между двумя крайними медовыми рамками сопровождалась максимальной удельной ядопродуктивностью и максимальной суммарной ядопродуктивностью. В этом случае количество яда в среднем с одной пчелиной семьи за одну постановку соответствовало 587±29,6 мг.

Размещение ядосборников напротив летка оказалось менее эффективным и в этом случае количество получаемого яда колебалось в пределах 90 – 120 мг. Наименьшее количество яда было получено при размещении кассет между рамками с расплодом - 52±9,2 мг. Размещение ядоприемника вместо крайней медовой рамки нецелесообразно, так как сторона, обращенная к стенке улья, практически не посещается пчелами. В этом случае ядопродуктивность была на уровне 10,2±0,9 мг с одной семьи за один раз.

Обобщая полученные данные можно сказать, что наиболее эффективным способом постановки ядоприемников является их размещение между двумя крайними медовыми рамками с правой и левой стороны гнезда. Увеличение количества ядосборников нецелесообразно в связи с уменьшением удельной ядопродуктивности и снижением биологической активности пчелиного яда. Кроме того, размещение трех и более ядоприемников, размещенных в расплодной части, увеличивает риск воздействия тока на матку и расплод, качество которого ухудшается при действии раздражителя.

3.2. Площадь электродной сетки

В предыдущей серии экспериментов суммарная площадь электродной сетки изменялась за счет увеличения количества ядоприемных кассет, помещаемых в улей. В связи с тем, что наиболее оптимальной является постановка двух кассет между крайними медовыми рамками, возникла необходимость изучения ядопродуктивности пчелиных семей при увеличении электродной сетки без изменения количества ядоприемников (табл. 3.2).

                                                                                                 Таблица 3.2

Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от площади 

электродной сетки

	Площадь ядоприемника, см2
	Площадь электродной сетки, см2
	Ядопродуктивнсть семьи, мг
	Удельная ядопродуктивность, мг/см2

	400
	1600
	225,6±28,4
	0,1410

	800
	3200
	404,0±38,6
	0,1265

	1200
	4800
	680,4±67,2
	0,1417


Максимальная ядопродуктивность в наших экспериментах отмечалась при постановке двух ядоприемных кассет размером 400х300 мм в периферической части гнезда. В этом же случае наблюдалась и максимальная удельная ядопродуктивность (табл. 3.2).

В экспериментах М. Мэлаю и сотр. (1982) было установлено, что увеличение площади электродной сетки сопровождается увеличением количества яда более чем в два раза. Так, при площади электродной сетки 310 см2 ими было получена за 1 стимуляцию 22,4 мг яда, а при использовании ядосборника с площадью электродов 620 см2 – 53,1 мг. В наших опытах такой зависимости не наблюдалось, хотя с увеличением площади электродной сетки ядопродуктивность значительно возрастала.

3.3. Время экспозиции и период суток

Для успешного получения пчелиного яда необходимо изучение следующих закономерностей: во-первых, выявление зависимости ядопродуктивности пчелиных семей от длительности электростимуляции, во-вторых, изменение количества яда в зависимости от времени суток.

На рисунке 3.2 представлены данные зависимости ядопродуктивности от продолжительности электростимуляции. Как видно из диаграммы первые три часа раздражения сопровождаются резким увеличением количества яда.
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Рис. 3.2. Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей 

от продолжительности раздражения

Цифрами обозначено количество чистого яда (%).

При увеличении времени экспозиции количество яда увеличивается, но его прирост с каждым дополнительным часом раздражения уменьшается. Следует отметить, что при увеличении продолжительности электростимуляции более 4 – 5 часов резко увеличивается процент загрязненного яда. Исходя их полученных данных, представляется необходимым ограничить продолжительность электростимуляции 3 часами, так как именно в этом случае можно получить максимальное количество чистого яда, характеризующегося высокой биологической активностью (рис. 3.2).

Определив продолжительность оптимального времени электростимуляции, мы перешли к выяснению вопроса о ядопродуктивности пчелиных семей в зависимости от периода суток, причем в большинстве экспериментов продолжительность раздражения равнялась трем часам (рис.3.3). 
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Рис. 3.3. Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей от 

раздражения в разное время суток 

Цифрами обозначено количество количество чистого яда (%)

Максимальное количество яда, при данных условиях опыта, было получено при раздражении с 21.00 до 24.00 часов. Показатели ядопродуктивности были несколько ниже при стимуляции с 5.00 до 8.00 часов утра и с 18.00 до 21.00 часа. Таким образом, наибольшее количество яда было получено в утренние и вечерние часы, причем качество яда также варьировало в течение суток. Так, при раздражении с 5.00 до 8.00 часов в образце содержалось 88% чистого яда, а при стимуляции с 14.00 до 17.00 пополудни только 28% (рис. 3.3).

Подобное соотношение грязного и чистого яда вполне объяснимо с точки зрения биологии пчелы. В утренние часы пчелиная семья полностью переработала нектар, очистилась от пыльцы, убрала погибших пчел. В дневное время при массовом лете пчелы попадают на токонесущую часть ядоприемника имея полный набор пчелопродуктов, необходимых для их жизнедеятельности.

Особо стоит серия экспериментов, в которых пчелы подвергались раздражению в течение 5 часов с 22.00 до 5.00 часов утра. В этом случае отмечалась максимальная ядопродуктивность, хотя посещаемость пчелами ядоприемных кассет наибольшего уровня достигала в период с 22.00 до 1.00 часа, т.е. в течение 3 часов. Далее интенсивность ужалений снижалась, однако в течение всей ночи пчелы не покидали ядоприемников, с чем связан высокий прирост количества пчелиного яда. Кроме того, в промежутке между 3.00 и 4.00 часами наблюдался второй пик интенсивного посещения пчелами ядоприемных кассет.   

3.4. Периодичность раздражения

Для получения пчелиного яда в промышленных масштабах необходимо задействовать определенное количество пчелиных семей, электростимуляция которых должна производиться через минимальный промежуток времени с сохранением исходного физиологического состояния пчел и высоким уровнем ядопродуктивности. Для выяснения этих закономерностей была поставлена серия опытов, в которых периодичность получения яда регламентировалась 5, 10 и 15 днями, а ядоприемные кассеты экспонировались с 22.00 до 5.00 часов утра.

Эксперименты показали, что при первом получении яда ядопродуктивность семей всех трех групп не отличается друг от друга. Однако при последующих постановках ядоприемников через каждые 5 дней ядопродуктивность постоянно снижалась и после 6-ой постановки соответствовала 86±14 мг с одной семьи за одну постановку (табл. 3.3).

                                                                                           Таблица 3.3

Зависимость ядопродуктивности (мг) от периодичности 

повторной стимуляции

	№ повторной стимуляции
	Периодичность (сут)

	
	5
	10
	15

	1
	386±12
	392±16
	401±22

	2
	308±10
	374±21
	414±28

	3
	212±16
	314±19
	396±31

	4
	184±12
	258±26
	402±29

	5
	99±11
	176±18
	385±21

	6
	86±14
	122±36
	394±28


При периодичности постановки 10 суток ядопродуктивность также снижалась, но в меньшей степени, чем при периодичности получения яда 5 суток. Оптимальным сроком повторной стимуляции является 15 суток. При такой постановке ядопродуктивность на протяжении всех трех летних месяцев достоверно не отличалась друг от друга, хотя наблюдалось некоторое снижение ядопродуктивности в конце августа (табл. 3.3).

Практические данные, полученные в ходе эксперимента, дополняют теоретические выкладки о постановке ядоприемников между крайними медовыми рамками. Известно, что на периферии пчелиного жилища сосредотачиваются в основном летные пчелы. При нормальном развитии пчелиной семьи (молодая матка, наличие пыльценосов, хорошая кормовая база)  продолжительность жизни весенне-летней генерации пчел составляет 35 – 40 дней. В среднем на 21-й день ульевые пчелы переходят в разряд фуражирных, после чего их активная летная деятельность продолжается 15 – 19 дней. Таким образом, при электростимуляции через 15 дней яд отдают пчелы, которые при предыдущей постановке ядоприемников являлись ульевыми и сосредотачивались в расплодной части гнезда. Это объясняет феномен, при котором постановка ядоприемных кассет через 15 дней характеризуется высокой стабильностью показателей ядопродуктивности.

3.5. Сила семей

Эксперименты данной серии проводились в Самарской области, где наиболее распространенным является одно- двухкорпусное содержание пчел с размером ульевой рамки 470х300 мм. Исследования проводились как в искусственно созданных семьях (сила семьи 1 улочка), так и в естественных, без нарушения условий содержания. Семьи, имеющие силу 3 улочки, отбирались из готовых пакетов, 5 улочек – из отводков, остальные опыты проведены на интактных пчелиных семьях, содержащихся в 12 – 16 рамочных одно- двухкорпусных ульях. 

В эксперименте регистрировалась сила семей, количество печатного расплода, количество ядоприемных кассет, помещенных между крайними медовыми рамками, ядопродуктивность семей за 1 постановку, суммарная площадь электродной сетки с учетом обеих сторон ядоприемников, рассчитывалась удельная ядопродуктивность (табл. 3.4)

                                                                                        Таблица 3.4

Зависимость ядопродуктивности от силы 

пчелиных семей

	Сила семей, ул.
	Кол-во ядоприемников, шт.
	Ядопродуктивность, мг
	Плошадь электродной сетки, см2
	Удельная ядопродуктивность, мг/см2

	1
	1
	38,7±6,1
	2400
	0,016

	3
	1
	146,8±12,4
	2400
	0,061

	5
	2
	297,3±22,5
	4800
	0,062

	10-12
	2
	602,1±83,7
	4800
	0,125

	14-16
	2
	918,2±96,3
	4800
	0,191

	22-24
	4
	1118,5±108,4
	9600
	0,116

	28-32
	4
	1960,8±186,6
	9600
	0,206


Опыты показали, что существует линейная зависимость между силой семей и их ядопродуктивностью. Максимальное количество яда было получено от семей, имеющих силу 28 – 32 улочки, причем именно в этом случае удельная ядопродуктивность была наивысшей. Естественно, минимальное количество яда было получено при постановке 1 ядоприемной кассеты в искусственно созданную семью с силой одна улочка (табл. 3.4).

Эти данные по зависимости ядопродуктивности от силы семей были подтверждены в других климато-географических регионах. Так, в северо-восточной области Казахстана от семей силой 22 – 24 улочки было получено 2,6 г с семьи за одну постановку. В Ставропольском крае при многокорпусном содержании пчел постановка 6 – 8 ядоприемников сопровождалась получением 1,5 – 1,8 г пчелиного яда, удовлетворяющего ТУ и ФС.
3.6 Сезонные изменения ядопродуктивности

Сезонные изменения ядопродуктивности пчелиных семей изучались на стационарной пасеке в Ставропольском крае в районе Кавказских Минеральных Вод. Выбор места был обусловлен тем, что пчеловодный сезон в этом регионе значительно длиннее, чем в средней полосе России (табл. 3.5).
                                                                                 Таблица 3.5

Сезонные изменения ядопродуктивности  

пчелиных семей

	Период 

сезона
	Сила семей, улоч.
	Абсолютная ядопродуктивность, мг
	Относительная ядопродуктивность, мг/улоч.

	Апрель
	5-6
	122,3±9,6
	20,383

	Май
	8-10
	295,8±11,8
	29,580

	Июнь
	10-12
	485,6±39,4
	40,466

	Июль
	12-14
	558,5±46,2
	39,892

	Август
	10-12
	428,1±32,5
	35,675

	Сентябрь
	8-10
	32,7±4,3
	3,270


Оценивалась сила семей, количество печатного расплода, абсолютная и относительная ядопродуктивность. Термины «абсолютная» и «относительная» ядопродуктивность были введены в связи с тем, что в разные периоды пчеловодного сезона сила семей изменяется, поэтому трудно объективно судить о сезонной вариации количества яда, полученного с той или другой семьи. Абсолютная ядопродуктивность отражает среднее количество пчелиного яда, полученного с одной семьи за одну постановку с 22.00 до 5.00 часов утра. Относительная ядопродуктивность показывает количество яда, приходящееся на одну улочку пчел, что позволяет объективно оценивать сезонные колебания ядопродуктивности (табл. 3.5).

Как абсолютный, так и относительный максимумы получения пчелиного яда приходятся на июнь и июль. Более ранние и поздние сроки характеризуются меньшей ядопродуктивностью, а получение яда в сентябре сопровождается настолько минимальным его количеством, что его сбор является нерентабельным. Кроме того, в сентябре начинается формирование осенне-зимней генерации пчел, в связи с чем, по-видимому, количество яда резко снижается (табл. 3.5).                                                                                        

3.7. Суточный принос нектара

Ядопродуктивность пчелиных семей в значительной мере зависит от количества нектара, приносимого пчелами в светлое время суток. Наибольшее количество яда можно получить в случае отрицательной величины приноса нектара, т.е. в том случае, когда количество приносимого нектара меньше, чем количество потребляемого пчелами меда, а показания контрольного улья каждый вечер меньше, чем в предыдущие сутки. В такой ситуации практически отсутствует грязный яд.

При балансе приносимого нектара и потребляемого меда отмечается некоторое снижение ядопродуктивности и образование загрязненной фракции яда. Увеличение количества приносимого нектара сопровождается резким снижением ядопродуктивности, а при показаниях контрольного улья 2,5 – 3,0 кг практически весь яд является загрязненным (рис. 3.4).

При использовании внутригнездового способа получения яда в условиях интенсивного медосбора количество загрязненного яда резко уменьшается, если каждая ядоприемная кассета устанавливается не вместо одной сотовой рамки, как это делается в обычных условиях, а вместо двух рамок.

Практика показала, что в период основного медосбора лучше использовать надгнездовой способ получения яда при помощи вертикальной конструкции ядоприемных кассет с установкой надставок в ночное время.
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Рис. 3.4. Зависимость ядопродуктивности пчелиных семей 

от суточного приноса нектара

1. Общее количество яда.                      2. Количество чистого яда. 

3.8. Региональные особенности ядопродуктивности

Региональные особенности ядопродуктивности пчелиных семей изучались в Ставропольском, Краснодарском и Красноярском краях, а также в Поволжье, охватывающем Волгоградскую, Саратовскую, Самарскую, Нижегородскую области и Татарстан. По биогеоценозному признаку все регионы делились на степные, лесные, пойменные луга, предгорные и горные районы. В зависимости от климатических условий данного региона количество повторных постановок ядоприемных кассет варьировало от 5 до 8.

Учитывалось количество задействованных семей в данной местности, количество повторных постановок, средняя ядопродуктивность одной пчелиной семьи за весь пчеловодный сезон и средняя ядопродуктивность каждой семьи за один сеанс получения яда (табл. 3.6).

                                                                                               Таблица 3.6

Региональные изменения ядопродуктивности  

пчелиных семей

	Регион
	Кол-во семей, шт.
	Кол-во постановок
	Средняя ядопрдуктивность за сезон с 1 семьи (мг)
	Средняя ядопродуктивность за 1 раз с 1 семьи (мг)

	Ставропольский,

Краснодарский; районы:

Степные

Предгорные

Горные
	1500

900

500
	8

6

5
	4502

4105

4281
	562,8

684,3

856,2

	Поволжье; районы:

Степные

Пойменные луга

Лесные
	1200

400

2300
	5

5

5
	3124

4172

4539
	624,9

834,5

907,8

	Красноярский; районы:

Степные

Лесные
	300

250
	5

5
	2983

4911
	596,7

982,2


Сравнительный анализ ядопродуктивности пчелиных семей, расположенных в разных биотопах показал, что наибольшее количество яда можно получить в лесных и горных районах, минимальное – в степных районах. Хотя во всех регионах и районах данного региона пчелиные семьи подбирались примерно равными по силе, количеству печатного расплода и запасу меда, тем не менее даже внутри одного региона ядопродуктивность резко отличалась в степных, горных и лесных районах, а аналогичные биотопы разных, далеко удаленных друг от друга регионов, давали близкие величины ядопродуктивности (табл. 3.6). 

Это явление, по всей видимости, связано с климатическими условиями биогеоценозов и, как следствие, с кормовой базой регионов. Кроме того, необходимо учитывать, что в степных районах кочевые пасеки чаще всего располагаются по периметру полей, занятых сельскохозяйственными медоносами, что дает высокий и длительный медосбор. Выше указывалось, что чем выше принос нектара, тем ниже ядопродуктивность. Возможно, что в низкой ядопродуктивности степных районов задействован именно этот механизм.
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ГЛАВА 4. МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЖАЛОНОСНОГО АППАРАТА ПЧЕЛ И ЯДОПРОДУКТИВНОСТЬ  

Впервые анатомическое строение пчелиного жала и большой ядовитой железы было подробно описано голландским натуралистом Swammerdam (1952), причем он вполне справедливо предполагал, что эта железа вырабатывает пчелиный яд. Малую железу обнаружил в 1841 году французский исследователь Dufour и назвал ее смазочной железой, полагая, что функция ее заключается в выработке жирного вещества для смазывания хитиновых частей жала.

Впоследствии в литературе появилось много сообщений об анатомо-морфологическом строении ядовитых желез, их функционировании и характере выделения яда (Шпер, 1896; Кожевников, 1900, 1931; Павловский, 1913; Песоцкая, 1929; Kraepelin, 1973; Carlet, 1980).

До настоящего времени остается спорным вопрос о том, является ли пчелиный яд продуктом одной или обеих желез. Часть ученых считает, что пчелиный яд есть продукт «кислой» и «щелочной» желез (Комаров, Эпштейн, 1936; Комаров, 1957; Carlet, 1980). Однако еще в 1930 году Trogan, применив методику сериальных срезов показал, что проток малой железы открывается не в полость жала, а наружу, в камеру жала и его секрет не может смешиваться с секретом «кислой» железы. Это подтвердилось и физиологически, так как свойства яда, взятого из ядовитого пузырька идентичны с ядом, полученным с кончика жала (Артемов, 1947, 1965).

В литературе накоплено немало данных об изменении секреторной деятельности ядовитых желез у пчел разного возраста, в разное время года, а также о запасе яда в организме пчелы. Так, по данным Langer (1897) запас яда в теле одной пчелы колеблется от 0,2 до 0,4 мг. Специальное исследование П.М. Комарова и Ф.С. Эпштейна (1936) показало, что от одной пчелы можно получить 8,5 мг яда. Однако Н.М. Артемов (1965) считает эту цифру завышенной примерно в 10 раз и попавшей в текст работы вышеназванных авторов случайно.

В течение имагинальной жизни у маток и рабочих пчел наблюдаются большие изменения в морфологии ядовитых желез (Haydak, 1957). К концу 30-х годов прошлого столетия было установлено, что молодые пчелы, только что вышедшие из ячеек, практически лишены запасов яда (Muller, 1939). Однако у них сразу же начинается выработка яда ядовитой железой и к 15-му дню жизни пчелы обладают максимальным его запасом. Затем ядовитая железы атрофируется, но запас яда  в резервуаре продолжает сохраняться (Бахтина, 1965; Мельниченко. 1970; Мусаев, 1976; Owen, Bridges, 1976; Autrum, Kneitz, 1979). 

Рядом других авторов было установлено, что только что вышедшая пчела обладает небольшим запасом яда. Ее ядовитый аппарат еще мягкий и непригоден для жаления. Со второго дня жизни начинается увеличение секреции яда. Значительное наполнение резервуара наблюдается к 6 – 7 дню и достигает своего максимума между 10 и 16 днями жизни. В эти дни в клетках желез происходят четкие изменения. Отчетливо вырисовываются вакуоли, что говорит об их интенсивном развитии. С переходом пчел на сторожевую службу (в возрасте около 20 дней) деятельность железы прекращается. Диаметр железы сильно уменьшается между 20 и 30 днями жизни пчелы, достигая к концу жизни немного больше половины диаметра железы однодневной пчелы (Ежиков, 1925; Ногейра, Гонсалвес, 1981; Шербан, 1981;  Лелло, 1987; Еськов, Хрусталева, 1992; Crewe, Gordon, 1949; Grandperrin, Cassier, 1983).

Описанные выше результаты относятся к летней генерации пчел, продолжительность жизни которых редко превышает 40 дней. У них секреция яда прекращается после 20 дня жизни. Повторное наполнение ядовитого резервуара возможно у пчел летнего поколения в возрасте не старше 18 – 20 дней. У перезимовавших пчел осенней генерации главная деятельность железы начинается с 14 – 15 дня жизни, а заканчивается также у 25 дню. Эти пчелы способны вырабатывать весной небольшое количество яда (Орлов, Гелашвили, 1975). 

Мельниченко А.Н. (1970) занимался количественным учетом ядопродуктивности пчел на разных фазах их имагинального развития. Им показано, что только что вышедшие из стадии куколки рабочие пчелы имеют в резервуаре ядовитой железы примерно 60% того количества яда, которое накапливается к 12 – 20-дневному возрасту пчелы. 

Третьяков Ю.Н. (1972), рассматривая тот же вопрос о накоплении яда в резервуаре пчелы, отмечал, что со 2 дня по выходе из ячейки в резервуаре ядовитой железы обнаруживается небольшое количество яда. Максимальное накопление яда в резервуаре происходит между 10 и 16 днем жизни пчел. 

Интересными оказались данные А.Н. Мельниченко (1970) о ядопродуктивности медоносных пчел разной расовой принадлежности. Им определялась ядопродуктивность  пчел среднерусской и серой горной кавказской рас. Согласно полученным данным, продукция яда у пчел серой горной кавказской расы на 15 – 20% ниже ядопродуктивности пчел среднерусской расы. Имея в виду, что среднерусские пчелы злобливее кавказских, автором делается предположение, что злобливость среднерусских пчел находится в связи с более высокой ядопродуктивностью (Мельниченко, 1970).

Наблюдения А. Велиха (1929) показали, что семьи пчел, имеющие короткие железы, более мирные, а с длинными железами – более злые. Он также отмечает, что встречаются длинные ядовитые железы со слабо развитой секреторной тканью и, наоборот. Короткие железы с весьма развитой секрецией. Автор, однако, не делает окончательного заключения о корреляции между размером железы, злобливостью пчел и ядопродуктивностью семей (Велих, 1929).

Ряд авторов отмечает, что изменения ядовитых желез непосредственно связаны с изменением их секреторной деятельности. Артемов Н.М. (1947) указывал на то, что запас яда в резервуаре ядовитой железы зависит от времени года, возраста пчел, их питания и расы. По Е. Цандеру (1927) длина большой ядовитой железы у рабочей пчелы составляет около 21 мм. Велих А. (1929) измерял длину большой ядовитой железы у 450 пчел и выяснил, что она колеблется в очень широких пределах – от 9 до 20 мм. По мнению К.Н. Гаврилова (1958), ядовитая железа может служить показателем продуктивности пчелиных семей. Еще раньше С.Г. Петров (1927) сделал вывод, что продуктивность пчелиных семей (количество меда, собранного семьей) находится в прямой зависимости от средней длины большой ядовитой железы рабочих пчел, но провести зависимость между злобливостью пчел и длиной их ядовитых желез, по его мнению, нельзя (Петров, 1927).

По данным ряда авторов, размер ядовитой железы связан с географическим происхождением пчел: пчелы северных рас имеют более длинную ядовитую железу, а южные - более короткую (Фирсов, 1975; Kepena, 1990).

Наиболее полные исследования изменчивости ядовитой железы были предприняты Ф.Г. Мусаевым в 1976 году. Исследования показали, что величина большой ядовитой железы с возрастом несколько изменяется. Так, у кавказских пчел длина ее сначала увеличивается приблизительно до 14-дневного возраста, а затем уменьшается. Изменения длины большой ядовитой железы обнаруживаются также у среднерусских и краинских пчел вплоть до 20-дневного возраста. После этого отмечается постепенное ее уменьшение с возрастом пчел. У среднерусских пчел однодневного возраста длина железы больше, чем у кавказских и краинских пчел (Мусаев, 1976).

С изменением общей длины ядовитой железы происходит соответствующее изменение длины и ширины резервуара. С первого дня резервуар начинает увеличиваться по длине и ширине в связи с постепенным накоплением яда, количество которого у разных пород достигает максимума в разном возрасте. Величина резервуара у однодневных среднерусских пчел больше, чем у пчел других пород (Мусаев, 1976).

Скорость накопления яда в резервуаре зависит от расовой принадлежности пчел. Так, у среднерусских накопление яда начинается с первого дня жизни и заканчивается примерно к 30-дневному возрасту. У краинских пчел скорость накопления яда выше, чем у других пород, и уже у 14-дневных пчел отмечается максимальное его количество. У кавказских пчел накопление яда продолжается до 20 – 25-дневного возраста (Мусаев, 1976).

Морфология ядовитой железы связана с гистологическим состоянием ее клеток. На поперечном срезе ядовитой железы видны ряды железистых клеток, лежащих в один ряд над субэпителиальной пластиной. У пчел однодневного возраста клетки содержат крупные ядра с многочисленными ядрышками. У более старых пчел наступает стадия функционирования железистых клеток с накоплением секрета в их наружной зоне. При этом часть протоплазмы расходуется на образование секрета. 

Со стороны клеток, обращенных в просвет железы, появляются вакуоли, которые постепенно превращаются в крупные пузырьки, состоящие из секрета. К семидневному возрасту вакуоли сосредотачиваются ближе к протоку желез в виде капелек. Здесь секрет окончательно созревает и поступает в просвет железы, а затем в ее резервуар. Образование яда в клетках происходит до 14 – 20-дневного возраста, после чего секреция заметно ослабевает. У старых пчел в возрасте 25 – 30 дней секрета в протоплазме клетки нет, и по своему строению они напоминают железы однодневных пчел (Мусаев, 1976; Grandperrin, 1983; Louvedux, 1989).

4.1. Большая ядовитая железа

 Наши исследования были проведены на пчелах среднерусской, серой горной кавказской и краинской породах пчел. По методу аналогов подбирались по 4 семьи в каждой породной группе. Для получения молодых пчел из каждой группы семей было отобрано по 2 рамки со зрелым расплодом, которые помещались в термостат при температуре 34 - 36°С. Через 16 часов вышедших молодых пчел метили краской по 1000 пчел в каждой группе, а затем выпускали в семью, из которой были взяты рамки с расплодом (Хомутов и др., 1990, 1994, 2001; Хомутов, Калашникова, 1994; Homutov et al.,). 

Для определения возрастной и сезонной изменчивости большой ядовитой железы и резервуара периодически отбирали пробы по 100 меченых пчел и помещали в 70% спирт. После фиксации у пчел тонким пинцетом медленно вытягивали жало с ядовитой железой, которые помещали на предметное стекло в капельку воды. Препарат осторожно расправляли и измеряли под микроскопом. За длину ствола железы принимали расстояние от резервуара до разветвления, длину каждой из ветвей измеряли от места разветвления до конца железы. Измеряли также длину и ширину резервуара, вычисляя затем объем резервуара по формуле:

Об = 4/3ηа2в, где

Об – объем резервуара;                       η – константа = 3,14;

а – ширина резервуара;                        в – длина резервуара.

Кроме того, однодневные пчелы серой горной кавказской породы пчел раздражались импульсным током, имеющим следующие выходные параметры: частота 1000 Гц, напряжение 30 В, продолжительность пачки импульсов 1 с, продолжительность паузы 1 с. Время индивидуальной экспозиции для каждой пчелы равнялось 30 с, в течение которой не наступало шокового состояния пчел.

Морфометрия показала, что наибольшая длина железы у среднерусских пчел (14,86±0,4 мм) отмечалась в однодневном возрасте, в семидневном она несколько короче (13,64±0,38 мм), в 14-дневном возрасте наблюдается недостоверное увеличение железы, а затем плавное уменьшение до 12,56±0,31 мм к 30-дневному возрасту (рис. 4.1).

Иные возрастные закономерности были зарегистрированы при изучении серой горной кавказской породы пчел. У однодневных пчел длина железы соответствовала 10,82±0,23 мм, с возрастом длина железы увеличивалась, достигая пика развития в 14-дневном возрасте. Далее отмечалось снижение показателя и к 30-дневному возрасту длина большой ядовитой железы соответствовала 9,91±0,18 мм (рис. 4.1).

Краинская порода пчел в отличие от среднерусской в однодневном возрасте имела слабо развитую железу. Однако уже в 7-дневном возрасте она достигала своего максимума (14,86±0,19 мм). После 7-дневного возраста наблюдалось снижение длины большой ядовитой железы и в 30-дневном возрасте ее длина равнялась 12,89±0,14 мм (рис. 4.1).
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Рис. 4.1. Возрастные изменения длины большой ядовитой железы 

у разных пород пчел

1. Среднерусская пчела                2. Серая горная кавказская пчела

3. Краинская пчела                       4. Кавказская пчела после раздражения 

*- Различия между 2-ой и 4-ой группами статистически значимы (р≤0.05)
В одной из групп экспериментов были изучены изменения длины большой ядовитой железы после 30-секундной электростимуляции в однодневном возрасте. Опыты проводились на серой горной кавказской породе пчел. Было установлено, что в этом случае максимальный пик развития смещался к 20-дневному возрасту, причем длина железы увеличивалась с 12,83±0,26 мм у пчел, не подвергавшихся раздражению импульсным током, до 13,15±0,18 мм у пчел, подвергавшихся электростимуляции в однодневном возрасте (рис. 4.1).

4.2. Резервуар ядовитой железы

Параллельно с изучением морфологии большой ядовитой железы оценивались возрастные изменения объема резервуара железы среднерусской, серой горной кавказской и краинской пчел (рис. 4.2).
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Рис. 4.2. Возрастные изменения объема резервуара большой 

ядовитой железы у разных пород пчел

1. Среднерусская пчела                2. Серая горная кавказская пчела

3. Краинская пчела                       4. Кавказская пчела после раздражения 

*- Различия между 2-ой и 4-ой группами статистически значимы (р≤0.05)
Объем резервуара большой ядовитой железы однодневных среднерусских пчел является наиболее крупным по сравнению с серой горной кавказской и краинской породами пчел. Максимальных величин объем резервуара у среднерусской и серой горной кавказской пчел достигает к 25 дню жизни, а краинской – в 20-дневном возрасте (рис. 4.2).

Наибольшего развития среди исследованных пород пчел объем резервуара достигает у краинских пчел (4,54±0,3 мм3), пики максимума у среднерусской и серой горной кавказской пчел примерно одинаковы. В 30-дневном возрасте объем резервуара среднерусской и краинской пород пчел практически сравниваются друг с другом, в то время как показатели серой горной кавказской пчелы составляют 60 – 70% от величины резервуара двух предыдущих пород пчел (рис. 4.2).

Картина возрастных изменений величины резервуара большой ядовитой железы после раздражения в основном такая же, как и у интактных серых горных кавказских пчел. Однако необходимо отметить, что при начальном отставании роста к моменту максимума объем резервуара у экспериментальной группы выше, чем у контрольной на 0,3 – 0,5 мм3, а в 30-дневном возрасте – на 0,5 – 0,7 мм3 (рис. 4.2).

4.3. Возрастные изменения ядопродуктивности

Соответственно возрастным изменениям длины большой ядовитой железы и ее резервуара изменяется в течение индивидуальной жизни пчел и их ядопродуктивность (Хомутов и др., 2001). В однодневном возрасте яд выделяется только у среднерусской пчелы, но уже в 7-дневном возрасте количество яда, выделяемого краинской и серой горной кавказской пчелами значительно больше (рис. 4.3).

Максимальная ядопродуктивность среднерусских пчел отмечалась в 30-дневном возрасте, у краинских – в 25-дневном, а у серых горных кавказских пик максимума лежит в пределах 14- 20-дневного возраста. Наибольшей ядопродуктивностью к концу жизни (30 дней) отличаются среднерусские пчелы, несколько меньшей – серые горные кавказские (0,13±0,01 мг) и минимальной (0,11±0,01 мг) – краинские пчелы (рис. 4.3).

Ядопродуктивность серых горных кавказских пчел, подвергавшихся в однодневном возрасте электростимуляции, значительно ниже во всех возрастных группах, хотя, как было показано выше, длина большой ядовитой железы и объем ее резервуара при тех же условиях эксперимента восстанавливались, а в большинстве случаев и превышали контрольные величины (рис. 4.3).
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 Рис. 4.3. Возрастные изменения индивидуальной ядопродуктивности 

у разных пород пчел

1. Среднерусская пчела                2. Серая горная кавказская пчела

3. Краинская пчела                       4. Кавказская пчела после раздражения 

х -Различия между 2-ой и 4-ой группами статистически значимы (р≤0.05)

4.4. Сезонные изменения ядопродуктивности

Исследуемые структуры жалоносного аппарата пчел и индивидуальная ядопродуктивность характеризовались не только возрастными, но и сезонными изменениями. В следующей серии экспериментов были задействованы рабочие пчелы в возрасте 20 – 35 дней, относящиеся к генерации летных пчел. Отбор пчел производился с летка 10 числа каждого месяца (май, июнь, июль, август, сентябрь).

Наибольшего развития большая ядовитая железа достигала у исследованных пород пчел в июле месяце, минимальной – в сентябре. За весь период с мая по сентябрь длина большой ядовитой железы среднерусских пчел превалировала над показателями краинской и серой горной кавказской пород, причем наименьшего развития железа достигала у серой горной кавказской пчелы (рис. 4.4).
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Рис. 4.4. Сезонные изменения длины большой ядовитой железы 

у разных пород пчел

   1. Среднерусская пчела                         2. Серая горная кавказская пчела

                                                 3. Краинская пчела

Параллельно изменениям длины большой ядовитой железы регистрировалась сезонная вариабельность объема ее резервуара. Необходимо отметить, что закономерности сезонных вариаций объема резервуара аналогичны изменениям длины большой ядовитой железы. Максимальное развитие резервуара у среднерусских, краинских и серых горных кавказских пчел отмечается в июле месяце, достигая наибольшего развития у среднерусских пчел.

При изучении сезонных изменений ядопродуктивности пчелиных семей было показано, что максимальное количество яда от исследованных порол пчел можно получить в июле, минимальное - в сентябре. Наибольшей ядопродуктивностью отличались среднерусские пчелы, от которых в ряде случаев было получено два грамма яда с семьи за один сеанс электростимуляции (рис. 4.5).
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Рис. 4.5. Сезонные изменения ядопродуктивности 

у разных пород пчел

    1. Среднерусская пчела                2. Серая горная кавказская пчела

                                    3. Краинская пчела

В результате проведенных исследований было установлено, что раздражитель, минимизирующий последствия воздействия, должен представлять собой импульсный ток и иметь следующие параметры: частота модуляции импульса 1000 Гц, , амплитуда 20 – 30 В, продолжительность паузы 1 с и продолжительность пачки импульсов 1 с.

Морфофизиологический анализ развития большой ядовитой железы и ее резервуара в возрастном и сезонном аспектах показал, что для получения пчелиного яда лучше всего использовать летных среднерусских пчел в возрасте 20 – 35 дней в период с июня по август.  
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ГЛАВА 5. ВЛИЯНИЕ ДИСКРЕТНОГО РАЗДРАЖЕНИЯ 

ИМПУЛЬСНЫМ ТОКОМ НА ЭТОЛОГИЧЕСКИЕ 

ПОКАЗАТЕЛИ ПЧЕЛ

Поведенческие реакции рабочих пчел направлены, в основном, на обеспечение семьи нектаром, пыльцой, водой и другими необходимыми продуктами, которые пчелы берут в природе. Эту функцию выполняют летные или фуражирные пчелы, закончившие период внутриульевой деятельности (Лаврехин, 1960; Таранов, 1961; Атталах и др., 1983). Молодые пчелы, за счет высокой двигательной активности обеспечивают постоянство микроклиматических показателей внутри пчелиного жилища. Не менее важной функцией является защита гнезда, которую могут выполнять пчелы практически любого возраста, однако, агрессивное поведение наиболее выражено у старых пчел, постоянно находящихся вблизи леткового отверстия.

5.1. Летная активность пчел

Летная активность пчел, одна из форм поведения пчел, обеспечивающая жизнедеятельность пчелиной семьи. Интенсивность летной активности пчел определяет медовую продуктивность пчелиной семьи. После зимовки пчелы совершают очистительный облет, во время которого их кишечник освобождается от каловых масс и у пчелы образуется условный рефлекс на место расположения улья.

Внеульевая жизнь молодой пчелы начинается с ориентировочного облета, в это время она запоминает местность и расположение своего улья. Ориентировочный облет пчелы совершают индивидуально и массово. В обоих случаях они, взлетев с прилетной доски, поворачиваются к улью и совершают ориентировочный круг, после чего улетают на большое расстояние от него.  Скорость полета пчел во время ориентировочного облета колеблется от 0,384 до 1,471 м/с, что значительно меньше скорости полета пчел за кормом. Небольшая скорость полета обеспечивает пчелам запоминание окружающих ориентиров и успешное возвращение в гнездо (Левченко, 1962).

Индивидуальные ориентировочные вылеты пчелы совершают при оптимальной температуре воздуха в течение дня. Первый ориентировочный вылет пчелы совершают в возрасте 5-14 дней, преимущественно в первую половину дня. Длительность полета пчел колеблется от нескольких секунд до 10 минут (Тушмалова, 1956).

Первый массовый вылет из улья пчелы совершают в возрасте 5-8 дней. В отличие от индивидуальных вылетов массовые вылеты наблюдаются во вторую половину дня и продолжаются довольно долго. В конце мая в пчелиных семьях, содержащихся в стандартных ульях, пчелы совершают массовый вылет между 14-16 часами пополудни. Продолжительность облета колебалась в пределах 20-45 минут и составила в среднем 36,4(1,4 мин. Значительная продолжительность массового ориентировочного облета объясняется неодновременным вылетом пчел из улья и участием в облете пчел старших возрастов, которые уже знакомы с местом расположения улья и поэтому улетают на значительное расстояние. В массовом ориентировочном облете только часть пчел вылетает из улья впервые. Большинство же пчел уже неоднократно вылетали из улья и вовлекаются в облет под влиянием общего возбуждения семьи. Об этом также свидетельствует частота облетов, совершаемых ежедневно или с интервалами в 2-3 дня. По-видимому, ориентировочные массовые облеты являются той формой поведения пчел, которая обеспечивает подготовку их к летно-собирательной деятельности (Левченко, 1976).

К сбору корма пчелы переходят постепенно. Совершая индивидуальные и участвуя в массовых ориентировочных облетах, они запоминают место расположения улья и окружающих ориентиров. Время пребывания пчел вне улья с каждым вылетом увеличивается. Очевидно, это связано с дальностью полета. В возрасте 14-19 дней резко возрастает время полета пчел и в улей они возвращаются с кормом (Тушмалова, 1956).

Летная активность пчел, как и большинства других насекомых, в значительной мере зависит от условий внешней среды. Весной и осенью она ограничена низкими температурами. Продолжительность работы пчел в течение дня лимитируется также продолжительностью светового дня и в значительной мере зависит от интенсивности освещения (Левченко, 1961). Эти факторы оказывают и опосредованное влияние на летно-собирательную деятельность пчел, изменяя интенсивность нектаровыделения растений. По-видимому, температура воздуха, освещенность, сила нектаровыделения являются важными экологическими факторами, определяющими работу пчел вне улья и формирование летно-собирательной деятельности (Левченко, 1976).

Максимум летной активности пчел в семьях наблюдается в возрасте 35-40 дней, после чего наступает резкий спад, вызванный отмиранием пчел. Переход пчел к летно-собирательной деятельности зависит от индивидуальных особенностей особей и экологических условий (Таранов, 1961; Истомина-Цветкова, 1965).

Как уже указывалось выше, интенсивность лета пчел обеспечивает семью нектаром, пыльцой, прополисом и другими продуктами необходимыми для успешного функционирования пчелиной семьи (Тушмалова, 1956; Лаврехин, 1961; Таранов, 1961; Левченко, 1962, 1976; Орлов, 1968; Еськов, 1969, 1982, 1985). 

При действии антропогенных электромагнитных полей, в частности при длительном содержании пчел под линией электропередач было отмечено, что летная активность этих пчел была меньше (Horn, 1982). В лабораторных условиях при действии на пчелиную семью электрическим полем напряженностью (3-5)х10-2 кВ/см уменьшается число пчел, вылетающих из улья, прилетающие пчелы неохотно входят в улей, частично блокируя леток (Kasprzyk, Migacz, 1992).

Тем не менее, по данным И.Бальжекас (1978) отмечалось увеличение вылета пчел на 13,7-19,8% спустя 3 часа после воздействия электромагнитным полем с целью получения пчелиного яда.

Исследованиями Н.И.Брагина (1984) установлено, что летная деятельность пчел в течение летнего сезона находилась практически на одинаковых уровнях как в семьях, расположенных под высоковольтной линией, так и удаленных от нее на расстояние 12 и 55 м. Но у пчелиных семей, не подвергавшихся действию электрических полей высоковольтных линий, в зобиках вылетающих пчел было в 1,5 - 1,7 раза меньше корма, чем у пчел, находившихся под линией и в 12 м от нее. Вместе с этим прилетающие пчелы, не подвергавшиеся действию этого стимула, приносили корма в 1,3 - 1,5 раза больше по сравнению с незащищенными от него посредством экранирования или дистанционно. Следовательно, эффективность летной деятельности пчел в электрических полях высоковольтных линий была ниже (Еськов, 1990).

Другой точке зрения придерживается R. Stell (1984), наблюдавший в течение 6 лет за поведением пчелиных семей, расположенных непосредственно под ЛЭП напряжением в 220 кВ. В его экспериментах близость ЛЭП не влияла на поведение пчел и уровень медосбора. Полученные результаты автор объясняет тем, что электромагнитное поле ЛЭП взаимодействует с магнитным полем Земли и атмосферным электричеством. Вследствие заземления опор ЛЭП ее грозозащитный трос служит экраном в виде "неполной клетки Фарадея" и, имея нулевой потенциал Земли, создает под собой электростатическую защиту от атмосферного поля (Лекомпт, 1975; Stell, 1984).

Нарушение летной активности пчел сопровождается снижением физиологического статуса семьи, в связи с чем нами был проведен скрининг, направленный на выяснение оптимального времени суток постановки ядоприемных кассет, минимально влияющего на интенсивность лета. Летная активность во всех сериях экспериментов оценивалась в течение суток при электростимуляции с 5.00 до 8.00, с 8.00 до 11.00, с 11.00 до 14.00, с 14.00 до 17.00, с 18.00 до 21.00 и с 22.00 до 5.00 часов утра (Хомутов и др., 1994; Хомутов, Калашникова, 1997; Гиноян, Хомутов, 2001; Homutov, 1995; Kalashnicova et al., 1999).

Летная активность пчел оценивалась при помощи устройства, разработанного на кафедре физиологии и биохимии человека и животных ННГУ.

 Датчиком служил последовательный набор фотоэлементов, помещенный на прилетную доску. Датчик соединялся с усилителем и электромеханическим счетчиком, который фиксировал пролетающих мимо фотоэлемента пчел. Показания датчика регистрировались суммарно за 2 мин (имп/2 мин).

При раздражении в период с 5.00 до 8.00 часов утра наблюдалось снижение летной активности, особенно заметное в период с 6.00 до 10.00 часов. В 10.00 часов летная активность в контрольной группе была в 4 раза выше по сравнению с опытной (рис. 5.1). 
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Рис. 5.1. Летная активность пчел (имп/2мин) при электростимуляции с 5.00 до 8.00 часов утра.

                         1 – Опыт;  2 – Контроль

* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)

К 14.00 часам, через 6 часов после отключения стимулятора, интенсивность лета экспериментальной и контрольной групп пчелиных семей практически сравнивались, в контроле летная активность всего на 7%  выше, чем в опытной группе. С 16.00 до 20.00 часов лет стимулированных пчел значительно превышал контрольные показатели. Так, в 20.00 часов летная активность в опытной группе была на 48% больше, чем в контроле (рис. 5.1).

Это можно объяснить тем, что пчелы опытной группы уже к полудню, т.е. через 4 часа после раздражения практически приходят в нормальное рабочее состояние, а увеличение летной активности к вечеру по сравнению с контролем как бы компенсирует утренний ее спад (рис. 5.1).

Летная активность пчел при раздражении с 8.00 до 11.00 резко отличается от контрольной группы, причем максимальное снижение отмечается во время раздражения. Так, в 11.00, в момент отключения стимулятора, летная активность в опытной группе составляла 242,3(9,3 имп/мин, а в контрольной - 709,7(20,7 имп/мин, т.е. почти в 3 раза была меньше (рис. 5.2).

  После отключения стимулятора интенсивность лета в течение часа увеличивается почти в 4 раза (799,2(47,5 имп/мин) и к 12.00 часам превышает контрольные величины уже на 4%, но результаты недостоверны (t=0,53). Этот эффект сохраняется до конца наблюдения (рис. 5.2).

По сравнению с предыдущей серией опытов, где летная активность восстанавливалась только через 4 часа после стимуляции, при раздражении с 8.00 до 11.00 часов лет пчел не только резко возрастал через 1 час после отключения стимулятора, но и превышал контрольные величины (рис 5.2).

Аналогичные изменения летной активности пчел были зафиксированы при раздражении в период с 11.00 до 14.00 часов. При подаче раздражения интенсивность лета снижалась, достигая своего минимума - 327,7(11,4 имп/мин - к 14.00 часам, что в 2,6 раза меньше чем в контрольной группе - 850,5(10,0 имп/мин. Затем следует подъем, не достигающий однако до конца эксперимента контрольных величин (рис. 5.3).
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Рис. 5.2. Летная активность пчел при электростимуляции 
с 8.00 до 11.00 часов утра.

1 – Опыт;     2 – Контроль

* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)

       Летная активность экспериментальной и контрольной групп пчелиных семей, без раздражения, достигает своего апогея к 14.00 часам. При электростимуляции с 14.00 до 17.00 часов после 1 часа стимуляции летная активность в опытной группе в 1,9 раза меньше по сравнению с контролем, а на момент выключения стимулятора, в 17.00 в 2,3 раза (рис. 5.3).  
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                    Рис. 5.3. Летная активность пчел при электростимуляции 

с 11.00 до 14.00 часов 

1. Опыт.  2. Контроль.

       * - Различия между контрольными и экспериментальными 
       группами статистически значимы (р≤ 0,05)

После прекращения раздражения отмечается подъем активности пчел в опытной группе. Так, в 20.00 часов, т.е. через 3 часа после стимуляции, летная активность пчел в опыте и контроле составила  349,7(7,1 имп/мин и 351,7(9,5 имп/мин соответственно, правда разница в данном случае недостоверна (рис. 5.4).
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               Рис. 5.4. Летная активность пчел при электростимуляции 

с 14.00 до 17.00 часов пополудни

1. Опыт.  2. Контроль.

* - Различия между контрольными и экспериментальными 
       группами статистически значимы (р≤ 0,05)

При стимуляции с 18.00 до 21.00 часа мы наблюдали ту же картину, что и при раздражении в другое время суток. Через час стимуляции летная активность контрольной группы превышала в 1,7 раза опытные показатели при коэффициенте достоверности t =8,2. На следующий день кривые интенсивности лета контрольных и экспериментальных групп не имели достоверных различий (рис. 5.5).

Стимуляция в это время суток удобна, т.к. за ночные часы физиологическое состояние опытных групп полностью приходит в норму и на следующий день не отражается на лете пчел (рис. 5.5).
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Рис. 5.5. Лётная активность пчел при электростимуляции 
с 18.00 до 21.00 часов.

1 – Опыт;       2 – Контроль

* - Различия между контрольными и экспериментальными 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)

При стимуляции с 22.00 до 5.00 часов утра летная активность экспериментальных пчел практически не отличалась от контрольной группы. Замеры летной активности через 3, 7, 11 и 15 часов после стимуляции показали, что лишь в 12.00 часов лет пчел в опытной группе составлял 923,2(13,6 имп/мин, а в контроле 929,0(8,5 имп/мин, т.е. всего лишь на 0,6% меньше чем в контроле. Во всех остальных случаях показатели летной активности опытной группы не имели достоверных различий с контрольными показателями. 
Дополнительно были проведены опыты с 12-часовой стимуляцией пчел с 8.00 до 20.00 часов вечера. Замеры летной активности производились за несколько минут до стимуляции, а затем каждый час стимуляции. До стимуляции лет пчел опытной и контрольной групп практически не отличались друг от друга. Через час раздражения активность лета пчел опытной группы уже в 2,2 раза была меньше контрольных показателей и удерживалась на таком уровне до 11.00 часов утра. Затем эта разница между опытными и контрольными показателями уменьшалась каждый час замера в течение всего дня вплоть до 20.00 часов вечера. 

В 20.00 часов летная активность опытной группы составляла 350,0(3,8 имп/мин, а контрольной - 298,0(6,3 имп/мин, что в 1,8 раза выше  контрольных величин (рис. 5.6).
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Рис. 5.6. Лётная активность пчел при 12-часовом раздражении 
с 08.00 до 20.00 часов вечера.

1 – Опыт;      2 – Контроль

* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы (р≤ 0,05)

   12-часовая дневная стимуляция пчел считается нецелесообразной, т.к. нарушает летную активность пчел опытной группы практически на весь световой день.  

Анализируя полученные данные, необходимо сказать, что при раздражении пчел импульсным током в дневное время суток наблюдается снижение летной активности пчел. В большинстве случаев, когда раздражение применяется в первой половине дня, пчелы экспериментальной группы быстро восстанавливают свою активность после отключения раздражителя, причем их лет превышает к концу дня лет контрольной группы.                                                               

5.2. Двигательная активность пчел

В  тесной связи с переходом к лётной деятельности у пчел медоносных формируется сигнальная деятельность, выражающаяся в увеличении двигательной активности особей (Левченко, 1976).

Изучение сигнальной деятельности пчел в данном случае проводилось с помощью покадровой киносъемки. У одно- и двухдневных пчел реакции на внешние раздражители заторможены. Они неподвижно сидят или медленно перемещаются по соту, вступая в пищевые контакты с пчелами старшего возраста. Пчелы старшего возраста, участвующие в выполнении ульевых работ, оказавшись рядом с танцующей разведчицей, проявляют ориентировочную реакцию и в дальнейшем вовлекаются в ее свиту. Кратковременная связь их с разведчицей объясняется тем, что они не летают в поле за кормом, поэтому прием информации о координатах места пищевого подкрепления лишен биологической целесообразности. Самый высокий процент в свите разведчицы приходится на пчел в возрасте 36-42 дней. Пчелы старше 42 дней встречаются в свитах реже, что может быть объяснено их отмиранием (Левченко, 1976).

Таким образом, описанные акты внутриульевой двигательной активности являются непременной составляющей жизнедеятельности пчел и направлены на выращивание расплода, прием и складирование корма, дозаривание меда и т.д.

Несколько иная картина двигательной активности наблюдается при действии различного рода антропогенных факторов, таких как, например, электромагнитные поля. В этом случае, чаще всего, двигательная активность связана с агрессивным поведением пчел в отношении источника раздражения.

В лабораторных опытах проведенных Е.К.Еськовым (Еськов, 1990), двигательную активность возбужденных пчел контролировали фотоэлектрическим методом. Периоды затенения пчелами, находившимися в садке фотодиода, преобразованные усилителем в прямоугольные импульсы, регистрировали счетчиком СЭД-2. Показания счетчика за определенные интервалы времени нормировали по максимальному значению, принимаемому за единицу.

Большинство авторов считают, что пчелы активизируются под действием электромагнитных полей (Еськов, 1969-2000; Сапожников, 1977, 1979; Брагин, Золотов, Сергеечкин, 1986; Орлов, 1993; Caldwell, Russo, 1968; Lindauer, 1972; Altmann, Warnke, 1976, 1979; Warnke, 1976; Glas, 1977; Hepworth, 1980; Colin, Richard, 1987).

Двигательная активность пчел под действием электрического поля зависит от его напряженности, частоты, численности и физиологического состояния пчел. Максимум чувствительности к электрическим полям пчелиных семей, содержащих 9 - 13 тыс. рабочих особей, приходится на частоту 500 Гц. Порог чувствительности на этой частоте составляет 4 - 5 В/см. Чувствительность к электрическим полям неравномерно уменьшается с уклонением частоты от 500 Гц в сторону ее понижения или повышения. С уменьшением частоты до 10 Гц порог чувствительности повышается до 8 - 10 В/см, а с повышением до 5000 Гц достигает 44-67 В/см.

Частотная характеристика чувствительности не зависит от численности пчел в семье. С нею связан лишь порог чувствительности. Он возрастает примерно в 1,7 раза при уменьшении количества рабочих особей в семье с 10 до 2 тысяч (Еськов, 1990).

По данным акустического контроля, под действием электрического поля промышленной частоты, небольшая семья, содержащая всего 1,8 - 2,2 тыс. пчел, начинает возбуждаться при напряженности 8,8(0,4 В/см. Семье с 9 - 12 тыс. пчел для этого достаточно 5,2(0,41 В/см. Минимальная напряженность, необходимая для возбуждения небольшой семьи, равна 7 В/см, максимальная – 12 В/см, а большой – соответственно 3 и 9 В/см.

Различие в чувствительности семей к электрическим полям с разной численностью пчел объясняется особенностями восприятия этого стимула. Действие низкочастотного электрического поля воспринимается в основном опосредованно за счет раздражения током. Он наводится в теле пчел под влиянием электрического поля и протекает в местах контактирования насекомых друг с другом и различными  токопроводящими поверхностями.

Чувствительность к току различных частей тела зависит как от их электропроводности и раздражимости, так и от многих случайных факторов, влияющих на величину контактного тока, например наличия в местах контактирования воды, частиц пыли, воска, прополиса и т.п. По этой причине порог чувствительности варьирует в широких пределах. Однако его величина имеет четкую тенденцию к понижению с увеличением численности особей в гнезде, поскольку с этим связано повышение частоты  их контактирования (Еськов, 1990).

Двигательная активность пчел под действием электрического поля в зависимости от возраста пчел подробно изучена Е.К.Еськовым. Пчелы в возрасте около 150 дней (зимний период) реагируют увеличением двигательной активности с ростом напряженности до 150 - 175 В/см. Дальнейшее ее увеличение влечет за собой понижение двигательной активности. Ее заметный спад начинается примерно с 200 В/см. Пчелы в возрасте от 15 до 50 дней (летний период) наиболее активны при электрическом поле напряженностью 150 - 200 В/см, а молодые (до 3 дней) – при 75 - 100 В/см. Максимальный уровень двигательной активности молодых  пчел примерно вдвое ниже, чем у рабочих особей в возрасте свыше 15 дней. 

У пчел средних возрастных групп, подвергаемых действию электрического поля частотой 500 Гц при напряженности 175 В/см, резкий спад двигательной активности начинается через 20 - 30 с после отключения поля. Подача электрического поля в форме импульсов длительностью  20 - 30 с с паузами такой же продолжительности в наибольшей мере предотвращает развитие у пчел адаптации к этому стимулу. При этом в первые 6 - 8 минут его действия активность пчел находится на более низком уровне, чем при подаче электрического поля в форме непрерывных  синусоидальных колебаний. Однако в дальнейшем пульсирующее электрическое поле позволяет дольше и на более высоком уровне поддерживать двигательную активность пчел (Еськов, 1990).

Уровень возбуждения зависит также от исходного состояния пчел. Реакция группы, состоящей из 100  уже возбужденных насекомых, наблюдается при напряженности 80 - 100 В/см (пороговая напряженность). В случае, когда эти пчелы находятся в спокойном состоянии, пороговая напряженность составляет около 200 В/см (частота поля 500 Гц). Наиболее эффективно действие поля проявляется на группе пчел. Отдельно сидящая пчела взлетает с кормушки лишь при включении электрического поля напряженностью не менее 1500 В/см, тогда как для взлета большей части группы, содержащей более 100 особей, достаточно воздействия полем напряженностью 250 В/см (Сапожников, 1978).

При действии на пчел электрического поля высоковольтной линии сверхвысокого напряжения неоднократно наблюдался выход пчел из ульев. Часть пчел при этом собиралась на передней стенке улья группами и некоторое время оставалась неподвижной. При осмотре гнезда нередко наблюдали пчел, периодически вибрировавших крыльями. Указанные аномалии поведения пчел наиболее четко проявлялись в сырую погоду и в высоких ульях (Брагин, 1984). Это совпадает с данными Б.Греенберга и В.Биндокаса (Greenberg, 1981). Влияние высоты ульев на поведение пчел при действии электрического поля, авторы объясняют величиной стекающего с улья тока.

В лабораторных условиях подвергали пчелиные семьи действию электрического поля. Пчелы не реагировали на действие постоянного электрического поля в пределах напряжений (0-20)х10-2 кВ/см. Переменное синусоидальное электрическое поле с частотой 50 Гц заметно нарушает жизнедеятельность пчелиной семьи в пределах напряжения (0-15)х10-2 кВ/см. В улье пчелы совершают нескоординированные движения, сталкиваются друг с другом. При действии электрического поля с напряжением в пределах (5-15)х10-2 кВ/см эти нарушения усиливаются: спустя 10 минут часть пчел начинает вздрагивать, проявлять агрессивность друг к другу, гул улья превращается в "писк", а из летка ощущается запах пчелиного яда. Пчелы успокаиваются спустя примерно через 1 час после отключения электрического поля (Kasprzyk, Migacz, 1992). 

При действии на пчел, находящихся в садках, электрического поля напряженностью 20 кВ/м, пчелы резко активировались, часто взлетали к верхней стенке садка и затем падали. Возбужденные пчелы при остановке движения чистили антенны и вибрировали крыльями. Особенно сильно пчелы реагировали на включение поля, после отключения которого они успокаивались (Брагин, 1984). Изучалось влияние 15-минутной экспозиции электрического поля промышленной частоты на зимующую семью. Достоверное изменение поведения пчел происходило при напряженности поля 800 В/м и выше. Насекомые становились беспокойными, перемещались в более холодную зону гнезда (Altmann, Warnke, 1987).

Для объективной регистрации двигательной активности пчел на кафедре физиологии и биохимии человека и животных ННГУ была разработана установка, сущность которой состоит в следующем (Патент. МПК А01К55/00). В улей, между крайними медовыми рамками, помещаются контрлатерально две ядоприемные кассеты, соединенные с источником раздражения (рис. 5.7). 
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Рис. 5.7. Схема установки для определения двигательной

активности пчел (Гиноян, Хомутов, 2003)

1. Отводящие электроды                      2. Дифференциальный усилитель

3. Усилитель биопотенциалов             4. Осциллограф

5. Чернильнопишущий прибор            6. Источник раздражения

7. Источник питания                             8. Коммутационные провода

К – корпус улья                                     М – медово-перговые рамки

Я – ядоприемные кассеты                    Р – расплодные рамки

На дне улья помещаются пластинчатые отводящие электроды, выполненные из фольгированного гетинакса. Длина пластины равна длине ядоприемной кассеты (400 мм), а ширина - проекции трех медовых рамок (110 мм). Сверху, не соприкасаясь с рамками и ядоприемными кассетами, помещаются верхние отводящие электроды. Электроды попарно соединяются с дифференциальным усилителем, после чего выходной сигнал подается на усилитель биопотенциалов (УБП). Для визуального контроля сигнала используется катодный осциллограф, соединенный с УБП. Параллельно, для объективной регистрации двигательной активности пчел, подключается чернильнопишущий самописец (рис. 5.7).
Сигнал с дифференциального усилителя подается на УБП и регистрируется в виде кривой на движущейся ленте самописца (рис. 5.8).
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Рис. 5.8. Двигательная активность пчел при раздражении

импульсным током

1. До раздражения                                 2. Через 1 мин раздражения

3. Через 5 мин раздражения                 4. Через 1 час раздражения

5. Через 4 часа раздражения                 6. Через 5 часов раздражения

7. Через 6 часов раздражения               8. Через 5 мин после раздражения

                           9. Через 30 мин после раздражения  

                                         Отметка времени – 1с

Двигательная активность пчел до раздражения импульсным током характеризовалась небольшими отклонениями самописца от изолинии. В момент включения и в течение 10 мин двигательная активность резко повышалась, причем максимальное отклонение от изолинии наблюдалось в момент поступления сигнала от источника раздражения, а во время паузы - несколько снижалось (рис. 5.8).

В течение последующего времени (1 – 5 часов) раздражения ответная реакция пчел на периодическое чередование раздражения и паузы имело асинхронный характер. В это время разницы двигательной активности пчел во время подачи раздражения и во время паузы не наблюдалось. Через 6 часов раздражения кривая двигательной активности характеризовалась отдельными всплесками довольно большой амплитуды, которые наблюдались и во время раздражения, и во время паузы (рис. 5.8).

Через 5 мин после отключения источника раздражения, кривая двигательной активности характеризовалась снижением амплитуды сигнала и увеличением его частоты. Через полчаса двигательная активность возвращалась к исходному уровню (рис. 5.8). 

Таким образом, максимальная двигательная активность при раздражении отмечается в течение первых 3 – 4 часов. Затем активность пчел снижается и через 6 часов характеризуется отдельными всплесками, а через 30 мин после отключения стимулятора двигательная активность снижается практически до исходных величин (Зимина, Калашникова, Хомутов, 1999; Гиноян, Хомутов, 2001; Homutov; 1993; Homutov et al., 1999).

5.3. Звуковая сигнализация пчел

Звуковой фон пчелиной семьи характеризуется высокостабильным участком спектра в диапазоне частот от 200 до 400 Гц, интенсивность составляющих которого зависит от активности пчел. Соотношение интенсивности частотных компонент в этом диапазоне определяется биологическим состоянием пчел и не зависит от метеорологических факторов. Отсюда, по частотной характеристике этого стабильного диапазона можно судить о состоянии пчелиной семьи. В частности, для выявления семей, готовящихся роиться, и безматочных семей, доброжелательно относящихся к вводимой в улей матке, достаточно определить интенсивность составляющих в полосах от 210 до 240 и от 265 до 325 Гц. Равенство интенсивностей частотных составляющих в этих полосах будет свидетельствовать о том, что семья готовиться к роению. Смещение максимума интенсивности на область 210-240 Гц будет указывать на то, что семья должна роиться в ближайшие дни. Аналогичное соотношение составляющих в звуковом фоне безматочной семьи, в которую введена оплодотворенная матка, будет говорить о доброжелательном к ней отношении пчел. Потеря семьей матки может быть обнаружена по изменению отношения интенсивности частот в области от 330 до 390 Гц и от 265 до 325 Гц (Губин, 1963, 1965; Еськов, 1966-2000; Жантиев, 1981).

В соответствии с поведением насекомых все сигналы, используемые ими в минуты опасности, можно условно разделить на три категории: угрозы и предупреждения, тревоги и бедствия.

К сигналам угрозы и предупреждения относятся те из них, которые сопутствуют оборонительным реакциям или издаются в конфликтных ситуациях. Звуки, издаваемые медоносными пчелами в момент ужаления, не стимулируют возбуждения или других реакций членов пчелиной семьи.

Под сигналами тревоги следует подразумевать средства, стимулирующие защитные функции всей семьи или большинства ее членов. Так, например, возбужденные индийские пчелы издают специфические, напоминающие шипение звуки, которые можно квалифицировать как сигналы тревоги, в тех случаях, когда семье угрожает опасность, т.е. при нападении на семью врагов, покушающихся на самих пчел или их кормовые запасы (Лопатина, 1971).

Возбуждение быстро распространяется по гнезду от одной пчелы к другой. Скорость распространения составляет 25 см/с. Благодаря этому, к опасности, замеченной одной пчелой, быстро подготавливается вся семья. В это время обычно вылет пчел из ульев приостанавливается. Пчелы, приготовившиеся к обороне, принимают защитную позу: поднимают вверх голову, а крылья разворачивают под углом около 45( (Еськов, 1981).

Роль сигналов бедствия могут выполнять звуки, сопутствующие некоторым процессам в жизнедеятельности насекомых. Например, сложный характер изменения звуков в семьях пчел связан с температурой среды и с регуляцией терморежима внутри улья. Звуки, издаваемые вентилирующими особями, воспринимаются членами их семей как сигналы неблагополучия. Они побуждают взрослых насекомых принимать меры по защите гнезда от перегрева. Стимуляция членов семьи сопровождается реакцией вентиляции у всех особей, находящихся в любой части жилища и даже за его пределами, например у входа в летковое отверстие. Чем больше опасность перегрева гнезда, тем активнее пчелы занимаются аэрацией - быстрее машут крыльями, что интенсифицирует процесс воздухообмена с внешней средой. Рост частоты звука пчел-вентилировщиц вовлекает в процесс аэрации жилища все новых членов семьи, которые до этого выполняли другой вид работы. С понижением температуры частота звуков пчел-вентилировщиц уменьшается, что ведет к ослаблению активности пчел. Так, сопутствующий звук в процессе эволюции общественного образа жизни насекомых обрел чрезвычайно важное для семьи сигнальное значение (Еськов, 1979).

Благодаря наличию закономерных связей между структурой издаваемых звуков и физиологическим состоянием пчел возможен  акустический контроль процессов жизнедеятельности пчелиной семьи. По изменению структуры звуков можно не только констатировать реакцию на ту или иную ситуацию, но и оценить сущность этой ситуации и способы ее устранения.

Об уровне активности семьи или группы пчел можно судить по амплитудно-частотным параметрам издаваемых звуков. Наиболее четким показателем, характеризующим уровень активности пчел, является соотношение интенсивности спектральных составляющих в диапазоне 210-400 Гц. Частотное положение максимума спектральной энергии (пика интенсивности)  в этом диапазоне напрямую связано с уровнем активности пчел. В частности, в тех случаях, когда пчелы пассивны, пик интенсивности находится в области более низких частот указанного диапазона (Еськов, 1990).

Активизация семьи под действием искусственной стимуляции или возбуждение пчел, связанное с повышением их летной активности, отражается на смещении пика интенсивности в область низких частот. Значительное усиление высокочастотных составляющих в рассматриваемом диапазоне наблюдается в связи с потерей семьей матки. В противоположность этому, подготовка пчелиной семьи к роению, представляющая собой накопление пассивных пчел, выражается в усилении спектральных составляющих в области 210-240 Гц. При наличии в природе взятка, в этом диапазоне звуков семей готовящихся к роению, наблюдаются два пика интенсивности составляющих. Первый из них связан со звуками, издаваемыми пчелами перед роением, второй - со звуками пчел, занимающихся пополнением пищевых запасов семьи (Еськов, 1979).

Изменение микроклимата пчелиного жилища отражается, прежде всего, на интенсивности спектральных составляющих в диапазоне 120-190 Гц. Наибольшей интенсивности этот диапазон достигает в летний период при высокой температуре, особенно когда в улей вносится большое количество нектара. Резко возрастает интенсивность составляющих частот 120-190 Гц при повышении в улье концентрации углекислого газа. Так, при повышении в период  зимовки содержания углекислого газа в улье с 2 до 7% интенсивность указанных спектральных составляющих возрастает на 8-14 дБ. Этому сопутствует смещение пика интенсивности в диапазоне 210-400 Гц в его высокочастотную область (250-300 Гц), что свидетельствует о возбуждении семьи (Еськов, 1977).

Спектральный состав звуков пчелиной семьи существенно изменяется в результате возбуждения пчел электрическим полем (Еськов, 1969, 1981, 1984, 1990; Еськов, Сапожников, 1974, 1975, 1977).

В первые одну-три минуты после включения поля общая интенсивность звуков, издаваемых пчелами, возрастает на 15-17 дБ, после чего понижается и не превышает на протяжении всего последующего воздействия 4-7 дБ над первоначальным уровнем. Составляющие различных частот изменяют интенсивность на разную величину. Низкочастотные составляющие в результате возбуждения электрическим полем увеличиваются на меньшую величину, чем высокочастотные. Интенсивность низкочастотных составляющих порядка 240-270 Гц увеличивается на 4-5 дБ, а высокочастотных, лежащих в диапазоне 18-19 кГц, возрастает на 26-27 дБ (Еськов, 1981, 1990).

Действие электромагнитных полей может не только повышать, но и угнетать активность пчел. На основании изучения акустических спектров звуков, издаваемых пчелиными семьями за несколько часов, предшествующих грозе, было замечено изменение интенсивности звуков. Анализ звуковых спектров семей проводился в ночное или вечернее время после прекращения летной деятельности пчел. Звуки, производимые семьями в предгрозовые часы, сравнивались со звуками, производимыми ими в те же часы других дней. Сравнением установлено достоверное ослабление интенсивности составляющих спектра в звуках, производимыми семьями пчел перед грозой. А так как приближение грозы связано с изменением геофизических факторов, в том числе со значительным увеличением напряженности, то можно говорить об угнетающем действии электрического поля, которое создается в природе перед грозой (Еськов, 1982, 1984; Еськов, Миронов, 1990).

В нашей работе изучение амплитудно-частотных характеристик звукового режима пчел проводилось по методу, предложенному Е.К.Еськовым (1975). Схема эксперимента заключалась в следующем: на первом этапе записывалась фоновая активность пчел на магнитную ленту, затем включали электростимулятор, выполняющий функцию источника раздражения, и производили запись акустических сигналов через каждый час в течение всего времени раздражения; запись производили также после отключения источника импульсного тока, оценивая восстановление звукового режима пчелиного жилища.

Анализ динамических спектров звуковых сигналов производился с помощью широкополосных фильтров. Оценка спектра производилась в диапазоне 0-14 кГц, однако последующие эксперименты показали, что в диапазоне 3-14 кГц звуковая активность отсутствует, в связи с чем диапазон анализа был сокращен до 3 кГц (табл. 5.1).

Изучение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов пчел в течение суток без применения раздражения показало, что максимальной амплитуды достигают звуковые колебания в низкочастотной части спектра, от 300 до 700 Гц. В этой области в течение суток интенсивность звука колеблется в пределах 15-28 дБ. В течение суток интенсивность звука в зависимости от частотной характеристики спектра изменяется неоднозначно.

                                                                                                     Таблица 5.1
Изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов пчел

в течение суток без электростимуляции

	(Гц)
	Интенсивность звука (дБ)

	
	Время суток (час)

	
	6.00
	10.00
	14.00
	18.00
	22.00
	2.00
	6.00

	250
	15
	17
	28
	28
	15
	16
	16

	300
	19
	18
	18
	18
	27
	21
	19

	350
	28
	28
	26
	26
	28
	29
	27

	400
	20
	24
	28
	28
	20
	19
	20

	600
	22
	20
	18
	18
	16
	18
	22

	700
	19
	22
	28
	28
	18
	18
	18

	800
	15
	16
	18
	18
	20
	20
	16

	900
	12
	20
	22
	22
	15
	17
	14

	1000
	10
	12
	18
	18
	9
	11
	10

	1250
	7
	10
	12
	12
	5
	7
	7

	1600
	8
	12
	18
	18
	8
	8
	8


Так, частотная составляющая, расположенная в диапазоне 300-350 Гц изменяется в пределах 18-28 дБ, а 250-300 Гц - амплитуда достаточно стабильна, за исключением небольшого увеличения амплитуды в разное время суток. Высокочастотная часть спектра у интактных пчелиных семей характеризовалась низкоамплитудными составляющими, причем минимальная интенсивность звука отмечалась в частотной части спектра, соответствующей 2600 Гц (табл.5.1).    

В последующих сериях экспериментов изучалось изменение амплитудно-частотных характеристик под воздействием импульсного тока, имеющего следующие параметры: частота модуляции сигнала - 1000 Гц, продолжительность пачки импульсов - 1с, продолжительность паузы - 1с. Следовало выяснить, при каком амплитудном значении раздражителя звуковой режим подвержен максимальным изменениям. Для этого запись звуковой активности пчел производилась в течение 15 минут при следующих амплитудных характеристиках выходного сигнала электростимулятора: 5, 10, 15, 20, 25, 30,40, 50 и 100 В (табл. 5.2).

                                                                                                       Таблица 5.2
Изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых

сигналов пчел в зависимости от силы раздражителя

	Частота
	Интенсивность звука (дБ)

	(Гц)
	
	Амплитуда раздражителя (В)

	
	К
	5
	10
	15
	20
	25
	30
	40
	50
	100

	250
	15
	19
	28
	36
	40
	42
	44
	42
	40
	36

	300
	18
	21
	23
	24
	26
	29
	29
	29
	28
	26

	350
	28
	32
	34
	35
	41
	42
	42
	42
	40
	38

	400
	20
	28
	35
	38
	40
	44
	44
	44
	42
	40

	600
	22
	29
	30
	30
	32
	34
	34
	34
	32
	30

	700
	19
	26
	30
	36
	38
	40
	40
	40
	36
	33

	800
	15
	21
	27
	30
	34
	38
	38
	38
	32
	30

	900
	12
	17
	21
	25
	28
	30
	30
	30
	25
	25

	1000
	10
	15
	20
	24
	28
	31
	31
	31
	26
	27

	1250
	7
	12
	18
	20
	23
	25
	25
	25
	23
	20

	1600
	8
	15
	19
	25
	30
	34
	34
	34
	25
	23

	1700
	12
	18
	21
	24
	29
	32
	32
	32
	20
	18

	2600
	3
	12
	16
	18
	21
	25
	26
	26
	25
	25


В ходе эксперимента выяснилось, что при повышении амплитуды выходного сигнала внешнего раздражителя на всех фиксированных диапазонах частот звукового режима пчел, амплитуда звукового сигнала также увеличивалась. Особенно большое повышение относительно контрольных величин наблюдалось в высокочастотной части звукового спектра. Так, в диапазоне 2600 Гц интенсивность звука повышалась с 3 дБ в контроле до 26 дБ при увеличении силы раздражения до 40 В (табл.5.2).

Изменение интенсивности звука в зависимости от амплитуды раздражения не носило линейного характера и стабилизировалось при напряжении 25-30 В. Дальнейшее увеличение силы раздражителя до 40-100 В   сопровождалось снижением показателей интенсивности звука (табл.5.2).

Таким образом, было выявлено, что максимальные изменения амплитудных характеристик звукового режима пчелиных семей во всех частях спектра происходят при амплитуде внешнего раздражителя 30 В. Эта величина и была использована нами в дальнейших экспериментах.

Анализируя полученные данные в ходе экспериментов по изучению зависимости интенсивности звукового режима пчел от амплитуды внешнего раздражителя необходимо сказать, что высокие значения раздражителя (100 В) обладают отчетливо выраженным репеллентным действием. Это явление хорошо согласуется с данными, полученными при исследовании зависимости ядопродуктивности пчелиных семей от силы раздражения. Максимальная ядопродуктивность наблюдалась при напряжении 30 В. Использование 100 В  в качестве электростимуляции сопровождалось снижением ядопродуктивности в 2,5-3 раза (Хомутов, Серебрякова, 2002; Калашникова и др., 2002, 2003; Серебрякова, Калашникова, 2002; Гиноян и др., 2002; Зимина и др., 2004; Калашникова и др., 2004).

При получении пчелиного яда необходимы такие условия, при которых вредные воздействия электромагнитных полей, возникающих при применении импульсного тока должны быть сведены к минимуму. В связи с этим необходимо изучение оптимальных сроков постановки ядоприемных кассет во время суток. Одним из показателей двигательной активности пчел является регистрация звукового режима, в связи с чем в следующих сериях экспериментов оценивалось изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов пчел в ночное и дневное время.

При раздражении пчел в ночное время с 21.00 до 5.00 часов утра отмечалось увеличение интенсивности звука во всем исследованном частотном диапазоне. Интенсивность звука увеличивалась через 1 час электрораздражения и практически не менялась в течение всего времени стимуляции (табл.5.3).

           В частотном диапазоне 400-700 Гц интенсивность звука достигает 43-46 дБ, а в диапазоне 1000 - 2600 Гц – 25 - 34 дБ, причем в первом случае прирост интенсивности звука равен 20 - 26 дБ, во втором – 20 - 28 дБ. В диапазоне 400 - 700 Гц интенсивность звука относительно контрольных величин увеличивается в 2,3 раза, в диапазоне 1000 - 2600 Гц - в 8,3 раза (табл.5.3).

                                                                                                     Таблица 5.3
Изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов

пчел при электростимуляции в ночное время (21.00-5.00 часов)

	Частота
	Интенсивность звука (дБ)

	(Гц)
	
	Стимуляция (час)
	Восстановление (час)

	
	К
	1
	3
	7
	8
	1
	2
	3

	250
	15
	42
	40
	36
	40
	27
	24
	26

	300
	28
	29
	29
	30
	32
	21
	26
	22

	350
	28
	32
	40
	35
	35
	25
	28
	26

	400
	20
	46
	44
	44
	44
	32
	30
	32

	600
	15
	33
	34
	34
	34
	20
	20
	20

	700
	18
	43
	40
	38
	38
	25
	26
	26

	800
	20
	36
	36
	38
	36
	20
	20
	22

	900
	15
	34
	32
	30
	30
	18
	15
	15

	1000
	9
	30
	31
	30
	29
	17
	14
	15

	1250
	5
	29
	25
	25
	25
	10
	10
	12

	1600
	8
	36
	34
	33
	33
	18
	18
	20

	1700
	8
	32
	32
	32
	30
	16
	14
	16

	2600
	3
	25
	25
	22
	22
	8
	6
	9


После отключения стимулятора наблюдается восстановление звукового режима пчелиного жилища. Высокочастотная часть спектра быстро снижается и уже через час амплитуда становится соизмеримой с контрольными величинами. Однако следует заметить, что и через 3 часа после отключения стимулятора интенсивность звука примерно в 2 раза выше, чем в контроле (табл.5.3).

В низкочастотной части спектра восстановительный период характеризуется быстрым снижением амплитуды до исходных величин. Правда, в некоторых опытах, в диапазоне частот 300-350 Гц интенсивность звука после отключения стимулятора ниже исходных величин на 2 - 7 дБ (табл.5.3).

При раздражении пчелиных семей в дневное время с 9.00 до 12.00 часов и с 13.00 до 17.00 часов изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов происходит в той же последовательности, что и при электростимуляции в ночное время. Отличительной чертой является тот факт, что восстановление звукового режима имеет более короткий период. Это явление, видимо, связано с тем, что время восстановления совпадает с максимальной летной активностью пчел-фуражиров (табл.5.4, 5.5).

                                                                                                  Таблица 5.4
Изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов

пчел при электростимуляции в утреннее время (9.00-12.00 часов)

	Частота
	Интенсивность звука (дБ)

	(Гц)
	
	Стимуляция  (час)
	Восстановление (час)

	
	К
	1
	2
	3
	1
	2

	250
	16
	40
	38
	38
	32
	28

	300
	20
	30
	30
	26
	24
	18

	350
	28
	38
	40
	38
	30
	26

	400
	20
	45
	45
	42
	35
	28

	600
	23
	35
	34
	32
	24
	18

	700
	20
	42
	42
	38
	30
	28

	800
	16
	38
	38
	36
	25
	18

	900
	14
	32
	34
	32
	22
	22

	1000
	10
	30
	30
	27
	20
	18

	1250
	7
	23
	22
	20
	10
	12

	1600
	8
	35
	33
	28
	10
	18

	1700
	12
	30
	30
	30
	22
	20

	2600
	4
	24
	22
	18
	10
	6


Наиболее совершенным, с точки зрения возможностей видоизменения спектральной и временной структуры сигналов, является звуковой аппарат пчел, основанный на вибрации экзоскелета торакса при сокращении крыловой мускулатуры непрямого действия. Эти мышцы принимают неодинаковое участие в генерации разных звуков. Например, низкочастотные звуки генерируются преимущественно при участии поперечных мышц, высокочастотные - продольных. В издавании пульсирующих звуков превалирующая роль принадлежит продольным мышцам. Об этом свидетельствует тот факт, что потенциалы действия, отводимые от этих мышц, следуют раньше или совпадают с вибрацией торакса (Еськов, 1969, 1970, 1980).

Роль крыловых пластин в издавании звуков пчелами двояка. С одной стороны, они издают звук как всякое тело, совершающее периодически повторяющиеся движения; основная частота этого звука определяется частотой взмахов крыла. С другой стороны, они выполняют роль резонаторов, усиливающих колебания, генерируемые тораксом (Еськов, 1975, 1979).                                                                                                    
                                                                                            Таблица 5.5
Изменение амплитудно-частотных характеристик звуковых сигналов

пчел при электростимуляции в дневное время (13.00-17.00 часов)

	Частота
	Интенсивность звука (дБ)

	(Гц)
	
	Стимуляция (час)
	Восстановление (час)

	
	К
	1
	2
	3
	4
	5
	1
	2
	3

	250
	28
	41
	41
	34
	34
	34
	32
	32
	25

	300
	18
	20
	31
	25
	25
	25
	25
	22
	20

	350
	26
	40
	40
	30
	30
	30
	30
	25
	25

	400
	28
	44
	44
	40
	40
	40
	33
	33
	29

	600
	18
	36
	37
	32
	31
	31
	27
	25
	22

	700
	28
	44
	44
	38
	38
	38
	32
	32
	30

	800
	18
	40
	38
	31
	34
	34
	28
	25
	20

	900
	22
	34
	35
	30
	32
	32
	27
	25
	20

	1000
	18
	32
	35
	29
	30
	30
	22
	20
	18

	1250
	12
	25
	26
	20
	21
	21
	16
	14
	12

	1600
	18
	30
	32
	28
	28
	28
	21
	20
	18

	1700
	20
	35
	34
	30
	30
	30
	23
	21
	18

	2600
	6
	25
	25
	20
	20
	18
	10
	10
	8


В наших опытах, при контактном раздражении пчел импульсным током, наиболее характерные изменения происходили в высокочастотной части спектра, т.е. были задействованы продольные мышцы торакса, создающие колебания с частотой 1000 - 2600 Гц. Интересно отметить, что Е.К.Еськов (1970), экспериментируя с пчелами, пришел к выводу, что эффективным средством торможения летной активности пчел могут служить колебания с частотой 500-2500 Гц. 

Действительно, при раздражении пчел в топографически локализованном месте, а именно между крайними медовыми рамками, летная активность всех пчел, расположенных далеко от источника раздражения резко снижается, причем количество прилетов значительно превалирует над количеством вылетов. Этот эффект, видимо, связан с тормозящим влиянием звукового фона пчел, расположенных вблизи источника раздражения.

5.4. Специфическое поведение
Электрические поля высоковольтных линий сверхвысокого напряжения вызывали различные этологические аномалии пчел. В большинстве семей значительно возрастала  раздражительность и агрессивность, которые сохранялись на протяжении всего периода пребывания семей под линией. В некоторых случаях отмечено нападение пчел на людей, находившихся на расстоянии десятков метров от ульев. Некоторые пчелы беспорядочно перемещались по летку и набрасывались на прилетающих с пыльцой и нектаром пчел-сборщиц (Брагин, 1984; Еськов, 1990, 1994; Titera, 1984).

Защитная реакция пчел от электрического поля линии электропередач проявлялась в усиленном прополисовании леткового отверстия и гнезда. Большинство (80%) семей под высоковольтной линией сильно запрополисовывали летки, оставляя лишь несколько отверстий для прохода в улей. В отдельных ульях многослойные перегородки из прополиса строились в ближайшей от летка зоне гнезда. Нижние бруски рамок также были склеены между собой прополисом. В 30% семей, удаленных от линии на 12 метров, пчелы также усиленно прополисовали летковые отверстия и гнезда. В противоположность им в семьях, живших в заземленных ульях и в контрольных семьях, аномального прополисования не замечено (Брагин, 1984; Еськов, 1990; Titera, 1984; Bindokas, Greenberg, Gauger, 1984).

Существует несколько мнений по роению пчел при воздействии на них электромагнитного поля. Интересными оказались данные Е.К.Еськова (1990) о том, что действие электрического поля подавляет у пчел инстинкт роения. В течение 3 лет наблюдений в 10 из 15 семей, находившихся под ЛЭП, пчелы строили мисочки, но отроились только 4 из них. Такое же количество отроилось в контрольной группе (15 семей), находившихся в 55 м от ЛЭП. Показана возможность активизации пчел в роевой период с помощью переменного электрического поля напряженностью 500 В/см, частотой 200 - 1000 Гц. Активизация пчел под действием электрического поля способствует предотвращению роения (Еськов, Брагин, 1975; Еськов, Сапожников, 1977).

В противоположность этому мнению рядом других авторов было установлено, что находящиеся под высоковольтной линией пчелы отличаются чрезмерной ройливостью. Последняя выражалась в закладывании пчелами роевых маточников и может быть рассмотрена как стремление пчелиных семей к смене местообитания (Wallenstein, 1973; Horn, 1982).

Исследования Е.К.Еськова (1990) наоборот показывают, что, несмотря на отрицательное отношение пчел к электрическому полю высоковольтных линий, не обнаружено их стремления покинуть эту зону (слететь).

Было изучено влияние переменного электрического поля на биологическое состояние пчел в лабораторных условиях. На пчел, находящихся в садках, воздействовали полем напряженностью 200 - 1000 В/см. Садковые опыты показали, что в момент включения поля пчелы приходят в состояние сильного возбуждения. Клуб, висящий на потолочной планке садка, под действием поля немедленно распадается: пчелы начинают резко двигаться и усиленно вентилировать крыльями. Отдельные насекомые совершают резкие вращательные движения тела вокруг дорсо-вентральной оси на 100 - 180(. 

Через 5 - 15 минут после включения поля часть пчел, примерно половина, образует на сетке садка клуб. В это время клуб находится в состоянии динамического равновесия с возбужденными, бегающими по садку пчелами. Бегающие пчелы прививаются на клубе, а пчелы, отрывающиеся от клуба, ведут себя описанным выше образом. Подобная реакция наблюдалась у пчел всех возрастов (Еськов, 1969).

Под специфическим поведением в нашей работе мы понимали агрессивность пчел в отношении источника раздражения, помещенного непосредственно внутри пчелиного жилища, в область сосредоточения летных пчел. В отличие от исследований прошлых лет, в которых агрессивность регистрировалась визуально, или по изменению звукового режима семьи (Еськов, 1990), нами была разработана установка, при помощи которой производилась объективная регистрация количества пчел, находящихся на электродной сетке источника раздражения (рис. 5.8).

Принципиальной особенностью данной установки является тот факт, что источник раздражения (ядоприемная кассета) состоит из отдельных электродов, замыкание которых осуществляется пчелами. Таким образом, чем больше количество пчел на электродной сетке, тем больше нагрузка цепи. Регистрация тока цепи позволяет судить о количестве пчел, находящихся на электродной сетке в данный момент времени (рис. 5.8).

При раздражении в ночное время с 22.00 до 5.00 часов максимальная сила тока отмечалась через 30 секунд после включения электростимулятора. Однако уже через 30 минут нагрузка снижалась более чем в 3 раза. Затем следовало дальнейшее снижение силы тока  и к 5.00 часам утра величина нагрузки не превышала исходных величин (рис.. 5.8).

После отключения стимулятора в течение первого получаса нагрузка оставалась на уровне контрольных величин (рис. 5.8). К 6.00 часам утра нагрузка увеличивалась на 0,1 мА, что говорит не об остаточных явлениях электростимуляции, а о повышении спонтанной двигательной активности пчел.  
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Рис. 5.8. Изменение величины тока (мА) в цепи источника 
раздражения при стимуляции в ночное время (22.00-05.00)

* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы (р≤0,05)

Дневная электростимуляция сопровождалась меньшей агрессивностью пчел в отношении источника раздражения. При трехчасовой электростимуляции величина тока в цепи была значительно ниже, чем при ночном раздражении. Так, если при ночном раздражении в первые минуты стимуляции величина тока равнялась 7,72(0,44 мА, то при дневном эта величина колебалась в пределах 2,5-3,5 мА (рис. 5.9).
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Рис. 5.9. Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения при стимуляции в дневное время (11.00-14.00)

* - Различия между контрольной и экспериментальной 
группами статистически значимы (р≤0,05)                                                                 

Этот эффект легко объясним с точки зрения топографии постановки источников раздражения в улье и биоритма летных пчел. Ядоприемные кассеты во всех опытах устанавливались между крайними медовыми рамками в месте сосредоточения летных пчел. Естественно, что в ночное время количество летных пчел в местах постановки источника раздражения значительно больше, чем в дневное время. Поэтому и величина тока в цепи раздражителя в 2 - 3 раза больше в ночное время.

Следует отметить, что уже в течение первого получаса раздражения величина тока резко снижается, что говорит об адаптации пчел к раздражителю. Скорость адаптации в дневное время значительно выше, чем в ночное, что также объяснимо с точки зрения биоритмов пчелиной семьи.

Общеизвестно, что летная активность пчел в дневное время суток ограничена двумя факторами - сильным ветром и дождем. При рассмотрении внутриульевой агрессивности пчел при сильном ветре было показано, что величина тока в цепи раздражителя значительно выше, чем при стимуляции в то же время (14.00-17.00) в безветренную погоду. Так, при стимуляции в безветренную погоду ток цепи равнялся 3,37(0,47, а в ветреную - 7,58(0,33 мА (табл.5.6).

                                                                                                       Таблица 5.6

Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения

при стимуляции в особых метеоусловиях

	Метеоус-

ловия
	Контроль
	Продолжительность раздражения (час)

	
	
	0,5
	1,0
	2,0
	3,0

	Ветер 26 м/с
	1,0±0,02


	7,6±0,3*
	4,0±0,1*
	1,71±0.09*
	1,09±0.03*

	Дождь, гроза
	1,6±0,01
	10,2±0,2*
	7,3±0,2*
	3,44±0,08*
	2,27±0,08*


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)

При раздражении пчел импульсным током с 18.00 до 21.00 часа во время сильного дождя с грозой внутриульевая агрессия пчел была выше, чем в предыдущей серии, и тем более выше, чем при стимуляции в то же время в ясную погоду. Через 0,5 часа после включения источника раздражения ток  цепи раздражения увеличивался с 1,6(0,01 мА в контроле до 10,23(0,21 мА в опыте (табл. 5.6).                                                                                             

При раздражении пчел в ясную погоду в то же время суток ток увеличивался с 1,1(0,02 в контроле до 2,48(0,05 мА в опыте (табл. 5.6).

Скорость адаптации пчел при электростимуляции в особых метеоусловиях была значительно ниже, чем в условиях ясной безветренной погоды. Таким образом, внутриульевая агрессивность пчел в ответ на действие раздражителя зависит от времени суток и степени их занятости в процессах, обеспечивающих оптимальное функционирование пчелиных семей.

Следующий блок  экспериментов был посвящен выяснению закономерностей изменений агрессивности пчел в зависимости от периодичности раздражения. В предыдущей серии опытов было установлено, что максимального значения величина тока в цепи раздражителя регистрируется в первые 5 - 10 минут после включения стимулятора. Аналогичная тенденция отмечалась и при стимуляции каждые 5 дней (табл. 5.7).                                                                                          
                                                                                                Таблица 5.7

Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения

при стимуляции каждые 5 дней с 22.00 до 5.00 часов

	№

п/п
	Контроль
	Время суток

	
	
	22.00
	23.00
	24.00
	5.00
	6.00

	1
	0,6±0,01
	8,3±0,3*
	3,1±0,2*
	1,8±0.06*
	1,5±0.01*
	1,4±0,01*

	2
	0,8±0,01
	2,2±0,1*
	0,9±0,02*
	0,5±0,03*
	0,5±0,02*
	0,4±0.01*

	3
	0,8±0,01
	1,9±0,07*
	0,6±0,02*
	0,4±0,01*
	0,4±0,01*
	0,4±0,01*

	4
	0,5±0,01
	7,2±0,7*
	3,2±0,06*
	2,38±0,1*
	0,6±0,1*
	0,5±0,01

	5
	0,3±0,001
	0,7±0,07*
	0,3±0,03
	0,3±0,00
	0,3±0,00
	0,3±0,00

	6
	1,2±0,01
	1,7±0,08*
	0,5±0,03
	0,4±0,01*
	0,4±0,01*
	0,4±0,01*

	7
	0,3±0,001
	0,7±0,02*
	0,6±0,03*
	0,3±0,00
	0,3±0,00
	0,3±0,00

	8
	0,3±0,001
	0,3±0,001
	0,3±0,001
	0,3±0,001
	0,3±0,001
	0,3±0,001

	9
	0,3±0,001
	0,2±0,001*
	0,2±0,001*
	0,2±0,001*
	0,2±0,001*
	0,2±0,001*


* - Различия между контрольной и экспериментальной 

группой статистически значимы (р<0,05)

Максимальная величина тока (8,32(0,33 мА) наблюдалась при первом применении раздражителя, причем, несмотря на снижение величины тока, даже в конце опыта его величина была в несколько  раз   выше, чем в контроле (0,6(0,01 мА).

Второе и третье применение раздражителя сопровождались снижением величины тока со стабилизацией в конце опыта и восстановительном периоде. Причем амплитуда была в два раза ниже, чем в контроле (табл. 5.7).                                                                                                                                                                                                                                                                        

           Таким образом, в течение трех последовательных стимуляций через каждые 5 дней величина тока в цепи раз от раза снижалась, т.е. происходила адаптация пчел к раздражителю. Четвертая стимуляция вновь показала резкое увеличение тока с 0,5(0,01 мА до 7,21±0,72 мА, с последующим снижением к 5.00 часам до 0,62(0,03 мА (табл. 5.7).

На первый взгляд полученные данные выбиваются из общей схемы адаптации пчел. Однако следует заметить, что каждые 15 дней пчелы, находящиеся на крайних медовых рамках меняются, поэтому и наблюдается данный феномен. Кроме того, четвертая стимуляция пришлась на первую декаду июля, когда процесс отхода пчел и выращивание расплода наиболее интенсивен.

Последующее применение раздражения каждые 5 дней сопровождалось последовательным снижением величины тока. Это связано не только с избеганием пчелами электродной сетки раздражителя, но и с постановкой второго корпуса, в который переместилась матка, внутриульевые и летные пчелы.

Увеличение периода раздражения до 10 дней показало, что ярко выраженной адаптации в этих условиях не наблюдается (табл. 5.8).                                                                                                                                                                                                                                              

После отключения стимулятора с 5.00 до 6.00  величина тока в части экспериментов соответствовала контрольным величинам, в другой части была ниже контроля. В отличие от предыдущей серии опытов с применением раздражения каждые 5 дней, в конце пчеловодного сезона - последняя декада августа - наблюдалось равномерное распределение пчел внутри первого и второго корпусов. Расплод находился и в первом и во втором корпусе. Таким образом, электростимуляция каждые 10 дней не обладает ярко выраженным репеллентным действием на пчел.                                                                                                                                                                            

                                                                                              Таблица  5.8

Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения 

при стимуляции каждые 10 дней с 22.00 до 5.00 часов

	№

п/п
	Контроль
	Время суток

	
	
	22.00
	23.00
	24.00
	5.00
	6.00

	1
	0,7±0,001
	5,9±0,2*
	2,0±0,06*
	0,5±0,02*
	0,4±0,01*
	0,4±0,01*

	2
	0,7±0,01
	4,8±0,40*
	2,4±0,05*
	1,9±0,08*
	0,5±0,02*
	0,3±0,01*

	3
	0,5±0,001
	6,9±0,1*
	1,4±0.07*
	1,2±0,04*
	0,4±0,01*
	0,5±0,01

	4
	0,3±0,001
	1,3±0,1
	0,7±0,03*
	0,3±0,00
	0,3±0,00
	0,3±0,00

	5
	0,3±0,001
	2,92±0,3*
	1,4±0,03*
	0,8±0,02*
	0,3±0,01
	0,3±0.00


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)

При пятнадцатидневной стимуляции изменение величины тока нагрузки в цепи источника раздражения не имело зависимости от количества раздражений. Так, при первой стимуляции величина нагрузки равнялась 4,38(0,14 мА, при второй - 9,31(0,58 мА, при третьей - 3,0(0,2 мА. Следует заметить, что при первой и второй стимуляции в течение получаса нагрузка резко снижалась, а во время третьей стимуляции нагрузка возрастала до 5,01(0,03 мА, постепенно снижаясь до контрольных величин (табл. 5.9).                                                                               
                                                                                                     Таблица 5.9

Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения при стимуляции каждые 15 дней с 22.00 до 5.00 часов

	№

п/п
	Контроль
	Время суток

	
	
	22.00
	23.00
	24.00
	5.00
	6.00

	1
	0,8±0,01
	4,38±0,1*
	1,5±0,02*
	0,8±0,00
	0,8±0,00
	0,8±0,00

	2
	0,4±0,001
	9,3±0,58*
	1,9±0,09*
	1,8±0,07*
	0,4±0,02
	0,4±0,01

	3
	0,6±0,01
	3,0±0,2*
	3,6±0,02*
	2,5±0,01*
	0,6±0,01
	0,6±0,01


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)                                                                          
           Таким образом, анализируя полученные данные, можно сказать, что максимальная ответная реакция пчел на присутствие внутриульевого раздражителя наблюдается в ночное время, когда летные пчелы находятся в жилище. Необходимо отметить, что величина тока нагрузки зависит от времени стимуляции. Максимальный эффект регистрируется в первые 5 минут после включения электростимулятора, а затем происходит массовый слет пчел с электродной сетки. Подобные результаты, связанные с испытанием двух типов стимуляторов были получены В.Н.Крыловым (Крылов, 1995).

Адаптация пчел к импульсному току особенно ярко наблюдается при стимуляции пчелиных семей каждые 5 дней, причем через 15 дней величина нагрузки вновь увеличивается, что связано с естественным отмиранием одной генерации и приходом другой, не подвергавшейся воздействию тока. Характерной особенностью ответной реакции пчел на раздражитель являются плохие погодные условия (сильный ветер, дождь, гроза) в дневное время суток. В этих условиях агрессивность пчел многократно возрастает.                                                                             
5.5. Условно-рефлекторная деятельность пчел

Условно-рефлекторная деятельность достигает особенно высокого уровня у медоносной пчелы. По способности  к обобщению визуальных стимулов на основе обучения пчелы превосходят рыб и даже крыс, приближаясь к собакам и обезьянам (Тыщенко, 1986).

Образование условных рефлексов у насекомых протекает как и у позвоночных животных. Условный рефлекс вырабатывается при сочетании во времени действия того или иного индифферентного раздражителя с безусловным раздражителем. Обычно говорят о "подкреплении" индифферентного раздражителя безусловным. В результате нескольких таких подкреплений индифферентный раздражитель приобретает сигнальную функцию. Он становится условным раздражителем, способным вызывать ту же реакцию, которую до начала выработки условного рефлекса вызывал безусловный раздражитель.

При работе с пчелами в качестве безусловных раздражителей используют: 1) сахарный сироп, вызывающий положительную пищевую реакцию; 2) раствор лимонной кислоты, вызывающий отрицательную пищевую реакцию; 3) электрический ток, вызывающий оборонительную реакцию вытягивания жала. 
Индифферентными раздражителями служат окрашенные и неокрашенные фигуры, монохроматические цвета и разнообразные запахи. Пищевые и оборонительные условные рефлексы на зрительные и обонятельные стимулы обычно вырабатываются после 1 - 12 подкреплений. Пищевой условный рефлекс вырабатывается значительно быстрее на запахи цветов, обычно посещаемых пчелами, чем на запахи цветов, не посещаемые ими, или на искусственный запах бутилового спирта (Тыщенко, 1986).

Способность к обучению у насекомых широко варьирует от одного вида к другому. Это находится в тесной связи с различной высотой организации нервной системы у разных представителей этого класса. Так, отношение мозга к объему тела у Ditiscus составляет 1:4200, у Ichneimon - 1:400, у Formica и Apis соответственно 1:280 и 1:174. Наиболее четко выступает эта разница при сопоставлении размеров грибовидных тел (ассоциативная часть ганглия) и подглоточного ганглия. Это отношение наиболее высоко у общественных насекомых. У пчел оно составляет 1:5, у муравьев - 1:2 (Шовен, 1953, 1970). 

 Все насекомые обладают наиболее простыми формами обучения типа привыкания и способности к образованию и угашению условных связей на одиночные стимулы.

Исследования, позволяющие сделать такой вывод, были проведены на многих представителях насекомых из отрядов Orthoptera, Isoptera, Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Heteroptera, Hymenoptera. В этих работах условнорефлекторная деятельность насекомых изучалась по скорости дрессировки на место (Shima, 1940; Free, 1955) и время (Grabensberger, 1934; Renner, 1958), а также по скорости укрепления условных связей на одиночные обонятельные и зрительные стимулы при пищевом подкреплении (Ilse, 1932; Uvarov, 1932; Hoffman, 1933; Hundertmark, 1937; Frings, 1941; Thorpe, 1943; Roeder, 1952; Rösch, 1954; Leppin, 1954). 

 Все исследования свидетельствуют о значительной скорости образования (5 - 10 сочетаний) указанных простых форм временных связей. У насекомых доказана способность к выработке условных связей в личиночной стадии (Лобашев, Никитина, 1951) и сохранение этих навыков у imago (Черкашин и др., 1968). Интересно отметить, что по данным А.Н.Черкашина, следы, запечатленные в нервной системе личинок, отличаются особой прочностью. Это замедляет угасание и затрудняет переделку условного рефлекса на стадии imago.

Индивидуальные формы поведения общественных насекомых достигают значительно более высокого уровня. По сложности взаимоотношений со средой и между членами семьи медоносная пчела занимает среди насекомых особое положение.

Необходимость вылета на значительные расстояния (до 12 км) от места расположения гнезда (улья) при сборе пищи - нектара и пыльцы - требует большой точности ориентации в пространстве. Если учесть, что выделение нектара у разных видов растений  приурочено зачастую к определенному времени суток, то к необходимости точной ориентации в пространстве присоединяется и необходимость к точной ориентации во времени, а также к различению цветов по сочетанию их окраски, запаху и другим признакам.

Понятно, что эти формы деятельности не могут быть обслужены лишь врожденными инстиктивными формами поведения. В связи с этим изучение индивидуальных форм адаптивного поведения медоносных пчел приобретало первостепенное значение. Начало этим исследованиям было положено известными работами Фриша (Frisch, 1915). 

Эти исследования отчетливо показали, что у этих животных два вида поведения: высшее и низшее, индивидуальное и видовое.

Впоследствии способность пчел к образованию временной связи - стимул-пищевое подкрепление - в сочетании с электрофизиологическими методами была использована многими исследователями для изучения функций органов чувств (зрительного, обонятельного, акустического, тактильного) (Мазохин-Поршняков, 1965; Wehner, Lindauer, 1966; Voss, 1967; Schnefter, 1968; Vogt, 1969).

Требовалось не только констатировать факт образования временной связи между стимулом и пищевым подкреплением, но и изучать возможности затормаживать выработанную условную поведенческую реакцию в отсутствии подкрепления, способность к дифференцированию стимулов, а также изучать более сложные формы интегративной деятельности нервной системы. В последний круг вопросов входило изучение: 1) возможности образования условных рефлексов на сложные раздражители, некоторых видов внутреннего торможения (следовые условные рефлексы, условный тормоз); 2) свойства системности в работе нервной системы; 3) возможности использования навыков в новой ситуации; 4) пластичности приобретенных форм поведения (Лопатина, 1971).

Условно-рефлекторная деятельность медоносной пчелы изучалась по схеме, осуществляемой обычно для такого же рода исследований на позвоночных животных: 1) изучение возможности образования и угашения временной связи на одиночные раздражители; 2) возможность дифференцирования раздражителей; 3) значение силы условных и безусловных раздражителей в укреплении временных связей; 4) способность к переделке сигнального значения раздражителей; 5) степень тренируемости нервных процессов; 6) индивидуальная изменчивость свойств нервных процессов; 7) место замыкания временных связей (Воскресенская, Лопатина, 1952; Лобашев, 1955, 1956, 1957, 1958; Левченко, 1976).

Особенность применявшейся в данных работах методики изучения условных рефлексов у пчел заключалась в том, что изоляция животного в эксперименте сочеталась с естественными условиями его жизни.

Опыты проводились как в природных условиях - в условиях свободной летной деятельности по общедвигательной методике, так и в лаборатории в особо сконструированной для этих исследований камере.

В природных условиях пчела получала пищевое подкрепление (30-50% сахарный сироп) на столике, на котором размещались зрительные (цветная бумага) или обонятельные (ароматизированный раствор) раздражители. Перед пищевым подкреплением устанавливался фон спонтанного предпочтения стимулов. Угашение проводилось путем прекращения подкрепления условных сигналов.

Дифференцирование раздражителей и переделка их сигнального значения производились также обычным способом - путем поочередного подкрепления пищей одного из раздражителей и неподкрепление другого.

Критерием выработки положительного условного рефлекса служила общедвигательная реакция пчелы - прилет к месту подкрепления и присаживание на поверхность столика по условному сигналу. В ряде опытов образование условной связи определялось по уровню статистически достоверного выбора положительного сигнала в присутствии альтернативного стимула. В большинстве случаев добивались 100% выбора положительного раздражителя. При этом скорость обучения оценивалась по числу сочетаний стимула с пищевым или оборонительным подкреплением, необходимых для достижения в ряде опытов статистически значимого уровня обучения (процент выбора положительного стимула в отношении альтернативного), а в большинстве опытов - 100% уровня выбора.

Критерием образования отрицательного условного рефлекса в случае угашения, дифференцирования и в других случаях служило торможение реакции присаживания - "пчела подлетела, но не садилась".

Локальные двигательные пищевые условные рефлексы - по вытягиванию хоботка, и оборонительные - по вентилированию крыльями и по вытягиванию жала - вырабатывались в камере, приставленной к улью и имеющей с ним прямое сообщение. В качестве условных раздражителей в этих опытах использовались светофильтры с определенной длиной волны, помещенные на дне камеры в свободно выдвигаемой кассете.

При пищевом подкреплении в камеру опускалась через отверстие в ее крыше кормушка с сахарным сиропом.

Критерием образования положительного пищевого рефлекса служило вытягивание хоботка по условному сигналу в отсутствии пищевого подкрепления, отрицательный рефлекс выражался в торможении этой реакции (Лопатина, 1971).

Скорость обучения зрительным цветовым стимулам в условиях альтернативного выбора определялась степенью близости цветовых раздражителей по длине волны.

При усложнении задачи - образовании условной связи на комплекс зрительных раздражителей - 2- или 3-цветный объект - или на цвет в сочетании с запахом для достижения 100% уровня обучения требуется большое число сочетаний - от 5 до 42. Еще ниже скорость обучения при выработке условной связи на более сложный зрительный стимул, каким является форма предмета (Мазохин-Поршняков, 1967).

При образовании условных связей на обонятельные раздражители также существует различная скорость обучения на натуральные запахи (цветы, посещаемые пчелами) и искусственные запахи (бутиловый спирт), а также на запахи цветов, не посещаемые пчелами. Так, на запах красного и белого клевера, подсолнечника условная связь вырабатывалась уже после 1-го подкрепления (пищевого). Для достижения такого же уровня обучения запаху цветов, не посещаемых пчелами в природе (тысячелистник), или искусственным запахам (бутиловый спирт), требуется от 6 до 10 сочетаний.

Скорость образования условной связи на обонятельные стимулы зависит и от степени близости альтернативного раздражителя. Так, при образовании условной связи на запах 50% метилового спирта при альтернативном запахе 100% метилового спирта для достижения 100% уровня кривой обучения потребовалось 10 - 15 сочетаний.

Н.А.Солодкова (1948), Колтерманн (Koltermann, 1969) при обучении запаху, а Менцель (Menzel, 1969) при обучении цвету показали способность пчел к одновременной выработке 2 - 3 долго сохраняющихся условных пищевых рефлексов. Замечательным свойством нервной системы высших животных является способность длительное время сохранять следы от действия стимула, что, по-видимому, послужило основой развития памяти. Поэтому было обращено внимание на изучение возможности образования у пчел следовых условных связей. Опыты в этом направлении были проведены И.А.Никитиной (Никитина, 1959).

Пчела впускалась в начальный отсек лабиринта, где сразу же включалась цветовая подсветка на 15 с. После выключения света, пчела в течение 30 - 45 с  выдерживалась в отсеке, а затем выпускалась и получала пищевое подкрепление в одном из боковых отделов лабиринта в зависимости от цвета лампочки (синего или зеленого). Условный рефлекс считался выработанным, если пчела 10 раз подряд выбирала по цветовому стимулу правильный отдел лабиринта (правый или левый). Для этого потребовалось всего 6 - 12 сочетаний. Однако при дальнейшем увеличении паузы условная связь не вырабатывалась.

Скорость формирования условно-рефлекторных реакций находится в зависимости от физической силы воздействия условных и безусловных раздражителей. Увеличение силы условных раздражителей - площади цветового пятна (в 16 раз) или концентрации ароматизированного раствора (в 10 раз) - приводит к ускорению выработки условных связей у пчел (в 2 раза). К этому же эффекту приводит повышение (в 2 раза)  концентрации сахарного раствора, служащего безусловным подкреплением при выработке пищевых условных связей (Никитина, 1959).

Скорость обучения при оборонительном пищевом или другого вида оборонительном подкреплении оказывается такой же высокой, как и при образовании пищевых условных рефлексов. Так, замыкание отрицательной условной связи на запах при безусловном отвергаемом подкреплении - горьким на вкус 50% раствором хлористого кальция - осуществляется после 1 - 2 погружений хоботка в раствор (Воскресенская, Лопатина, 1952).

Изучение скорости образования условного оборонительного рефлекса вентилирования крыльями производилось в камере, которая снабжалась устройством, позволяющим быстро нагревать и охлаждать в ней воздух. В случае образования условной связи пчела по условному сигналу при входе в камеру с нормальной температурой ((20(С) вставала в характерную позу - поднимала брюшко и начинала производить быстрые движения крыльями (реакция на повышение температуры в улье).

Оборонительный рефлекс жаления вырабатывался в той же камере, дно и стены которой были обвиты проволокой, по которой подавался слабый электрический ток. Характерная реакция жаления по условному сигналу в отсутствие электрического раздражения - поза и вытягивание жала, жужжание - наблюдалась у пчел при укреплении оборонительного условного рефлекса. Скорость укрепления оборонительного условного рефлекса - вентилирования крыльями и жаления - не отличалась от скорости укрепления пищевых временных связей (4 - 11 сочетаний).

Данные А.К.Воскресенской (1957) дают возможность заключить, что в замыкании условных рефлексов у медоносной пчелы существенную роль играют грибовидные тела надглоточного ганглия, являясь, вероятно, главным местом замыкания временной связи.

Различная степень и локализация повреждения грибовидных тел приводит к полной или частичной утрате ранее выработанных условных связей со зрительного или обонятельного анализатора. Двустороннее и глубокое разрушение грибовидных тел при сохранности других отделов надглоточного ганглия полностью исключает все ранее выработанные условные связи при сохранении координации движений и безусловных рефлексов на цвет и запах. При сочетании экстирпации различных частей грибовидных тел с повреждением периферической части обонятельного анализатора устанавливаются существенные различия в путях замыкания зрительных и обонятельных условных связей. Обнаруживаются раздельная односторонняя прямая связь каждого глаза с правыми и левыми долями грибовидных тел и значительно более сложная двусторонняя связь между грибовидными телами и обонятельными долями мозга. Эксперименты показывают, что некоторую роль в образовании условной связи играет и центральное тело надглоточного ганглия (Воскресенская, 1957).

Таким образом, можно заключить, что медоносная пчела обнаруживает высокую степень интегративной деятельности головного мозга. Это обеспечивает: а) быстрое образование локальных высокоспециализированных двигательных условных рефлексов в пищевой и оборонительной деятельности; б) выработку всех видов внутреннего торможения, включая условный тормоз и следовые условные рефлексы, без чего невозможен тонкий анализ биологически значимых сигналов; в) способность интегрировать их в сложные системы - комплексы, цепи, стереотипы; г) длительное сохранение их в памяти; д) быструю перестройку соответственно изменившимся условиям среды; е) обобщение зрительного образа, инвариантного ко многим преобразованиям; ж) применение приобретенного индивидуального опыта в новой ситуации в процессе ориентации в незнакомой местности и сигнализации внутри семьи (Лопатина, 1971).

При изучении условно-рефлекторной деятельности пчел нами были отобраны 12  пчелиных семей, соответствующих друг другу по силе, количеству расплода и запасам меда и разделены на две группы: контрольную и опытную по 6 семей в каждой. В качестве безусловного раздражителя использовался 60% раствор сахарного сиропа, который предлагался пчелам каждый день в 18.00 часов, в количестве 1000 мл. В кормушке располагался поплавок, соединенный со штоком, выведенным на крышку улья. Рядом со штоком располагалась градуированная шкала (1 деление - 25 мл), при помощи которой регистрировался расход корма в любой временной период (Калашникова и др., 2001).

Первая подкормка была поставлена в контрольные и опытные семьи 19.07.97 в 18.00 часов. В период с 18.00 до 6.00 часов утра следующего дня в кормушке находились одиночные пчелы и расход корма за 12 часов составил всего 50 мл. С 6.00 часов до 12.00 часов пополудни расход корма составил 400 мл, причем визуальные наблюдения показали, что в кормушке находятся в основном старые пчелы. С 12.00 часов до 18.00 часов расход корма составил еще 200 мл и только к 22.00 часу кормушка была полностью пуста. 

Вторая постановка кормушки как в опытной, так и в контрольной группах пчелиных семей показали, что потребление сиропа возросло и к 12.00 кормушка была пуста. Последовательная подкормка в течение 6 дней сопровождалась снижением времени потребления 1000 мл сиропа и к 10.00 часам утра кормушка была пуста и в контрольной и в экспериментальной группах. Следует отметить, что во всех 12 семьях разброс данных по времени составлял не более 15 минут. Седьмая постановка кормушки по динамике потребления сиропа не отличалась от шестой.

Восьмая постановка кормушки отличалась от предыдущих тем, что в опытной группе пчелиных семей производилась электростимуляция пчел с 22.00 до 9.00 часов утра, а в контрольной группе на ядоприемные рамки ток не подавался. В контрольной группе пчелиных семей динамика потребления корма соответствовала по времени 6-ой и 7-ой подкормке. В экспериментальной группе, скорость потребления сиропа с 18.00 до 1.00 часа не отличалась от контроля. В период с 1.00 до 5.00 часов количество  сиропа в кормушке оставалось на одном уровне. Начиная с 5.00 часов скорость потребления стала возрастать и к 8.00 часам кормушка была пуста.

В следующей серии экспериментов была поставлена задача, требующая выяснения скорости угасания условного рефлекса. Для этого тем же пчелиным семьям, контрольным и опытным группам, был предложен сироп через 5 дней после последней постановки кормушки. В этих условиях эксперимента динамика потребления корма в контрольной группе семей была такой же как и при 6-7-ой подкормке. В опытной группе скорость потребления сиропа резко возросла и к 23.30 1000 мл были полностью выбраны.

Повторная стимуляция с 18.00 до 21.00 часа сопровождалась увеличением скорости потребления и к 21.30 часу кормушка была пуста. Однако, следует заметить, что максимальная скорость потребления наблюдалась за период с 20.30 до 21.30 часа.

Угасания рефлекса через 5 дней после повторной электростимуляции не наблюдалось. Наоборот, после повторной стимуляции кормушка была пуста уже к 20.30 часам. В то же время не наблюдалось угасания рефлекса и в контрольной группе пчелиных семей - потребление сиропа заканчивалось в 10.00 часов.

Во время раздражения учитывалась не только скорость потребления сиропа, но и величина тока в цепи источника раздражения. При электростимуляции с 22.00 до 9.00 часов в первые 5 минут раздражения нагрузка увеличивалась с 1,8(0,01 мА до 5,38(0,02 мА. Затем наблюдалось постепенное снижение амплитуды тока и к 5.00 часам утра нагрузка стабилизировалась на уровне 0,2 мА (табл. 5.10).

                                                                                                   Таблица 5.10
Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения 

при стимуляции с 22.00 до 9.00 часов

	Условия

опыта
	Время суток (час)

	
	22.00
	23.00
	24.00
	5.00
	8.00
	9.00

	Опыт
	5,38±0,02*
	1,6±0,01
	0,8±0,01*
	0,2±0,01*
	0,2±0,01*
	0,2±0,01*

	Конт-

роль
	1,7±0,01
	1,5±0,002
	1,6±0,01
	1,4±0,01
	1,5±0,01
	1,6±0,01


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)
При повторной стимуляции через 7 дней с 18.00 до 21.00 часа изменение нагрузки на электродной сетке раздражителя подчинялось тем же закономерностям, что и в предыдущей серии, однако величина тока была значительно ниже. К 20.30 часам амплитуда тока стабилизировалась (табл. 5.11) и именно с этого времени скорость потребления сиропа резко возрастала.                                                                                                                                                                                                          

                                                                                                   Таблица 5.11
Изменение величины тока (мА) в цепи источника раздражения при 

стимуляции с 18.00 до 21.00 часа

	Условия
	Время суток (час)

	опыта
	18.00
	19.00
	19.30
	20.00
	20.30
	21.00

0,7±0.01*


	Опыт
	1,6±0,1*


	0,9±0,01*
	0,9±0,01*
	0,8±0,02*
	1,0±0,01*
	

	Конт-

роль
	0,6±0,01
	0,5±0,001
	0,5±0,001
	0,6±0,001
	0,5±0,001
	0,5±0,001


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)
Оценивая полученные результаты, следует обратить внимание на тот факт, что посещение пчелами электродной сетки практически заканчивается к 5.00 часам утра и именно с этого времени увеличивается скорость потребления корма.

Резюмируя полученные данные, связанные с выработкой условного рефлекса на время, можно сказать, что электростимуляция не только не тормозит условно-рефлекторных реакций, а, наоборот, в значительной мере усиливает их.
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ГЛАВА 6. ВЛИЯНИЕ ДИСКРЕТНОГО РАЗДРАЖЕНИЯ 

ИМПУЛЬСНЫМ ТОКОМ НА ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 

ПОКАЗАТЕЛИ ПЧЕЛ

Электрический ток может оказывать не только непосредственное влияние на физиологические показатели пчелиных семей, но и оказывать долговременное влияние, в связи с чем необходимо учитывать отдаленные последствия действия импульсного тока на такие показатели как медосбор, выращивание расплода обменные процессы, зимовка (Хомутов, Калашникова, 1994).
6.1. Показатели медосбора
Одна из основных особенностей общественного образа жизни медоносных пчел - совместная систематическая заготовка корма для всех членов семьи. Пчелы собирают нектар и пыльцу постоянно в течение всего периода, когда условия благоприятны для выделения растениями нектара и лета пчел. Запасы корма в улье во многом определяют жизнеспособность семьи. Большую часть активного сезона нектар и пыльца расходуются на текущее питание самих пчел и расплода. Основные запасы корма пчелы собирают за сравнительно короткий промежуток времени (июнь-июль), когда цветут интенсивно выделяющие нектар медоносы. В период массового цветения высокопродуктивных медоносов пчелы наиболее интенсивно работают на сборе корма. В другие периоды интенсивность лета пчел в 2 - 3 раза слабее, а иногда составляет лишь пятую часть от максимального уровня.

Процесс эволюционного развития семьи медоносных пчел как целостной взаимосвязанной биологической системы шел под воздействием двух основных факторов - максимального накопления кормовых запасов летом в сравнительно короткий период цветения основных медоносов и наиболее экономного расходования собранных запасов в период отсутствия их в природе. Под воздействием этих факторов формировались основные особенности семьи, обеспечивающие наиболее эффективное использование главного медосбора (Лебедев, Билаш, 1991).

По данным большинства авторов под действием электрического тока показатели медосбора значительно снижаются (Бальжекас, 1975, 1978; Брагин, 1984; Редькова, 1995; Greenberg, 1981; Horn, 1982; Bindokas, 1984). Пчелы, расположенные под ЛЭП с напряжением 380 - 220 кВ, собрали меда на 44,5% меньше чем в контрольных группах (Horn, 1982).

Наиболее полные исследования в этой области  были проведены Н.И.Брагиным  (Брагин, 1984). Количество собранного пчелами корма в семьях под высоковольтными линиями оказалось ниже, чем в семьях, удаленных от линии на 55 м:  в 1981 г - на 74%, в 1982 г - на 38%, в 1983 г - на 35% или в среднем за 3 года на 49%. Семьи, размещенные на расстоянии 12 м от линии, также собрали корма на 26% меньше, чем семьи контрольной группы. Медосбор семей, находившихся под линией в заземленных ульях, был на уровне семей контрольной группы (Брагин, 1984).

Тем не менее, G.Wallenstein (Wallenstein, 1973) показал, что активность и возбудимость пчелиных семей, находившихся под влиянием ЛЭП, были достоверно выше. Стимулируемая электричеством моторика при хорошей погоде и богатом медосборе оказала положительное действие: пчелиные семьи, стоящие под высоковольтной линией (110 кВ), собрали по сравнению с контрольными в 2 раза больше меда.

В экспериментальных условиях при стимуляции пчел, с целью получения яда, 2 - 3 раза в неделю переменным электрическим током напряжением 12 - 12,5 В, опытные семьи собрали на 13,9% меньше меда, чем контрольные пчелиные семьи (Митев, 1971).

В опытах И.Бальжекаса (1975) при стимуляции пчел электрическим током напряжением 40 - 50 В в течение 3-х часов: 1-ой группы - через 3 дня, 2-ой группы - каждые 6 дней, валовый сбор меда уменьшился соответственно на 5,8 кг/пч. семью (17,4%) и на 3,8 кг/пч. семью (11,4%). 

Интересными оказались данные Л.А. Редьковой. За сезон пчел 3 раза подвергали электростимуляции: до, во время и после основного медосбора, с целью получения яда. Воздействие электрического тока приводит к тому, что до трети насекомых совершают холостые полеты (возвращаются с пустыми зобиками). Вероятно, какое-то время после электростимуляции пчелы находятся в возбужденном состоянии и не могут сразу же включиться в работу по сбору нектара.

В день электростимуляции привесы в подопытных группах были на нуле, в то время как контрольная семья собрала 1,5 кг меда. В последующие 2 дня подопытные семьи собрали меда в 2 раза меньше по сравнению с контрольными (Редькова, 1995).

 В наших экспериментах изучение медосборной функции пчел осуществлялось на крупных пасеках Ставропольского края в течение мая, июня, июля, августа и сентября. Пчелиные семьи, подобранные по принципу аналогов, были разделены на 4 группы, по 10 семей в каждой. Одна группа семей не подвергалась электростимуляции (контроль), три другие подвергались раздражению через 5, 10 и 15 дней в течение всего сезона. Весовые показатели ульев фиксировались в 19.00 каждый день.

В контрольной группе пчелиных семей положительный баланс между приносом нектара и его расходом устанавливался в период с 21 по 30 мая. Это связано с отсутствием обильных медоносов в природе в первых двух декадах мая и, тем не менее, быстрым ростом силы семей. В этот же период максимальный положительный баланс отмечался в группе экспериментальных семей, стимуляция которых производилась каждые 15 дней (табл. 6.1). Прирост меда в последней декаде мая связан с перевозкой пасек на цветущий рапс. В июне также отмечался положительный баланс медосбора, связанный с цветением не технических культур, а природного разнотравья (табл. 6.1.). Июль в разных климатических условиях считается периодом главного медосбора. В Ставропольском крае главными медоносными культурами, обеспечивающими основной медосбор, считаются эспарцет и гречиха. Как показали наши исследования, наибольший принос нектара отмечался в третьей декаде июля, причем максимальный принос наблюдался в группе семей, подвергавшихся раздражению каждые 15 дней (табл. 6.1). 

                                                                                                Таблица 6.1

Влияние периодичности стимуляции на динамику 

поступления нектара (кг) в пчелиные семьи

	Период

сезона
	Числа

месяца
	Периодичность стимуляции (дн.)

	
	
	Контроль 
	5
	10
	15

	май
	1-10
	-0,3(0,1
	-0,4(0,1
	-0,3(0,1
	0,0(0,1

	
	11-20
	0,0(0,1
	-0,1(0,1
	0,1(0,1
	0,4(0,1

	
	21-30
	0,9(0,2
	0,25(0,1
	0,8(0,1
	1,1(0,2

	июнь
	1-10
	0,25(0,1
	0,15(0,1
	0,2(0,1
	0,4(0,1

	
	11-20
	0,2(0,1
	0,1(0,1
	0,2(0,1
	0,3(0,1

	
	21-30
	0,4(0,2
	0,3(0,1
	0,5(0,1
	0,6(0,2

	июль
	1-10
	1,1(0,3
	0,9(0,2
	1,0(0,2
	1,5(0,1

	
	11-20
	1,6(0,4
	1,2(0,3
	1,7(0,3
	2,1(0,2

	
	21-30
	2,2(0,4
	1,8(0,5
	2,1(0,4
	2,5(0,3

	август
	1-10
	0,5(0,1
	0,2(0,1
	0,4(0.1
	1,3(0,2

	
	11-20
	2,1(0,3
	1,6(0,3
	2,2(0,4
	3,2(0,4

	
	21-30
	3,5(0,5
	2,6(0,5
	3,6(0,5
	3,7(0,5

	сентябрь
	1-10
	2,5(0,4
	2,3(0,3
	2,3(0,3
	2,8(0,2

	
	11-20
	0,4(0,1
	0,3(0,1
	0,5(0,1
	1,4(0,3

	
	21-30
	-0,2(0,1
	-0,2(0,1
	-0,3(0,1
	0,6(0,1


Основной медоносной культурой, дающей большое количество нектара, в условиях Ставропольского края в конце августа начале сентября является подсолнечник. Выставка пасек на поля, занятые подсолнечником обеспечивает высокий уровень медосбора и считается вторым главным медосбором. Так в период с 11 августа по 10 сентября суточный принос нектара в контрольной группе пчелиных семей составлял 2,1 - 3,5 кг (табл. 6.1). 

Электростимуляция каждые 5 дней отрицательно сказывалась на медосборе и принос нектара в этих семьях колебался от 1,6 до 2,6 кг на семью в сутки, что на 24 - 26% ниже, чем в контрольной группе (табл. 6.1). Электростимуляция каждые 10 дней практически не оказывала влияния на показатели медосбора, а раздражение каждые 15 дней оказывало положительное влияние. Так, принос нектара за период второго основного медосбора был на 5,7 - 52,3% больше, чем в контрольной группе пчелиных семей (табл. 6.1).

Показатели медосбора зависят не только от медоносной базы, но и от строения некоторых морфо-функциональных структур пчелы, в частности медового зобика. В передней части брюшка пищевод расширяется и переходит в медовый зобик. Стенки медового зобика имеют множество петель, за счет которых медовый зобик может сильно увеличиваться при наполнении нектаром. Объем медового зобика в среднем 14 - 18 мм3, но в отдельных случаях, наполненный нектаром, может достигать 55 мм3. У матки и трутня медовый зобик недоразвит и имеет вид небольшого узенького мешочка. Медовый зобик является резервуаром, в котором депонируется нектар. При обильном медосборе пчела приносит в улей по 40 - 50 мг нектара. Если медосбор скудный, то количество принесенного нектара составляет 15 - 25 мг (Лебедев, Билаш, 1991; Комаров, 1992).

В наших опытах масса медового зобика оценивалась в середине июня, июля и августа, т.е. в те месяцы, в которые медосбор достигает максимального уровня. Во всех сериях экспериментов в опытных и контрольной группах пчелиных семей наблюдалась тенденция к увеличению массы медового зобика с течением времени (табл. 6.2). 

В контрольной группе масса возрастала с 37,2(2,0 мг в середине июня до 40,8(4,6 мг  в середине августа, т.е. прирост составил 9,6%. В группе пчелиных семей, подвергавшихся раздражению каждые 5 дней, показатели массы медового зобика были несколько ниже, чем в контрольной группе, однако прирост массы зобика был выше, чем в контроле и равнялся 12,7% за тот же период времени (табл. 6.2).

В группе экспериментальных семей, подвергавшихся стимуляции каждые 10 дней, показатели массы медового зобика в течение июня-августа не отличались от контрольных величин и процент прироста массы за период наблюдения равнялся 10,2% , что недостоверно отличается от контроля (табл. 6.2).

Вес медового зобика в семьях, подвергавшихся раздражению каждые 15 дней, в течение всего пчеловодного сезона выше, чем в контроле и в других экспериментальных группах. Однако прирост массы медового зобика в этой серии экспериментов оказался минимальным - 8,7% . Это явление, видимо, связано с анатомической ограниченностью объема медового зобика.

                                                                                                     Таблица 6.2

Влияние периодичности раздражения на массу (мг) 

медового зобика

	Период

сезона
	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	
	5
	10
	15

	июнь
	37,2(2,0
	34,6(3,8
	37,8(4,2
	38,7(3,1

	июль
	38,1(1,8
	35,8(1,2
	38,0(2,4
	39,5(5,2

	август
	40,8(4,6
	38,8(3,4
	41,6(5,4
	42,1(7,2


Таким образом, масса медового зобика и суточный принос нектара в определенной степени зависят от периодичности стимуляции. И в том и в другом случае показатели ниже в семьях, подвергавшихся стимуляции каждые пять дней. При раздражении пчелиных семей с периодичностью 10 дней показатели приноса и массы зобика практически не отличались от контрольной группы. Во всех случаях в семьях, подвергавшихся стимуляции каждые 15 дней, показатели динамики поступления нектара и масса медового зобика выше, чем в контрольной и других экспериментальных группах (табл. 6.2).

6.2. Выращивание расплода

Под расплодом пчел понимают совокупность яиц, отложенных пчелиной маткой в ячейки сота, личинок и куколок. Из оплодотворенных яиц выводятся матки и рабочие пчелы, из неоплодотворенных - трутни. При своем развитии все особи последовательно проходят стадии яйца, личинки, куколки и предкуколки. Яйца и личинки младшего возраста называют открытым расплодом. Когда личинки начнут прясть коконы, рабочие пчелы запечатывают ячейки пористыми крышечками из смеси воска и перги. Личинки старших возрастов, предкуколки и куколки в запечатанных ячейках называют печатным расплодом (Комаров, 1992).

Первый расплод в пчелиной семье появляется в конце зимовки в клубе пчел. Количество его зависит от состояния перезимовавших пчел, обеспеченности семьи медом и пергой, ее силы, температуры и влажности окружающей среды. Как правило, первую яйцекладку матка начинает в центре сота, занятого клубом пчел, и идет по соту концентрическими кругами, откладывая яйца сначала на одной его стороне, затем на другой. Через 12 суток расплод располагается на соте следующим образом: в центре - печатный расплод, вокруг него - ячейки с незапечатанными личинками, затем ячейки с яйцами. Площадь печатного расплода в сильной семье с хорошей маткой может достигать 30 тыс. ячеек; ежедневно могут выходить более 2000 рабочих пчел (Лебедев, Билаш, 1991).

Существуют противоречивые данные по вопросу о развитии пчелиных семей при действии на них электрического поля. Сокращение печатного расплода при содержании пчел под линией высоковольтной передачи с электрическим полем 7 кВ/м отмечалось в опытах V.P.Bindokas (1984). 

Отставание в развитии семей, находящихся под высоковольтной линией, также было показано Е.К.Еськовым (Еськов, Брагин, 1986). В частности, в течение летних сезонов 1982 и 1983 гг. За 36 дней пребывания в электрическом поле линии электропередач ими выращено печатного расплода на 15% меньше по сравнению с семьями, удаленными от линии на 55 м. Однако разница статистически недостоверна. Семьи, размещенные в 12 м от линии, и семьи, жившие под линией в заземленных ульях, вырастили практически одинаковое с контрольными количество расплода.

Наблюдения B.Greenberg   и соавторов за семьями медоносных пчел находившихся под высоковольтными линиями в 765 кВ (ЭП 7кВ/м) на высоте 1 и 1,5 м показали, что количество запечатанного расплода не менялось в ульях, размещенных на высоте 1 м, но снижалось к 4 неделям опыта в ульях, размещенных на высоте 1,5 м. По мнению авторов это связано с потерей маток и маточников (Greenberg, 1981).

В опытах Н.Horn  (1982) с пчелопакетами, размещенными непосредственно под ЛЭП и на различных расстояниях от нее, также было показано, что в опытных семьях было выращено меньше расплода.

В связи с возросшим интересом к пчелиному яду было получено немало данных по последствиям электростимуляции пчел с целью получения яда, в том числе и данные по развитию семей.

В опытах И.Бальжекаса (1975) сбор яда проводили с помощью пульсирующего тока 40 - 50 В в течение 3-х часов. При отборе яда через 3 дня в подопытных семьях было на 9% больше расплода, чем в контроле, а при отборе через 6 дней - на 9,8% меньше, чем в контроле.

По данным ряда авторов отбор яда одновременно в гнезде и над гнездом приводит к ослаблению пчелиных семей: они выращивали на 13,6 - 24,1% меньше расплода, чем контрольные (Яковлев, Редькова, Легович, 1990).

Однако ряд других авторов придерживается абсолютно другой точки зрения (Кынчов, Лазов, 1968;  Митев, 1971; Мусаев, 1978; Спрогис, 1985; Тойганбаев, 1994). Так, К.Кынчов и  И.Лазов при электроотборе яда в течение активного сезона отмечают некоторое увеличение количества печатного расплода  в подопытных семьях и отсутствие вредного влияния электротока на них. Б. Митев указывает на увеличение  количества расплода на 4,66% и пчел на 20,8% в подопытных семьях, от которых отбирали яд посредством электроимпульсов. Ф.Г. Мусаевым было показано, что при отборе яда каждые 12 дней значительно повышалось количество выращиваемого расплода.

Существуют интересные данные по учету количества расплода при электростимуляции различных пород пчел - карпатской и среднерусской. Стимуляция проводилась с периодичностью один раз в 10 дней в течение всего сезона (Тойганбаев, 1994). При сравнении общего количества печатного расплода, выращенного семьями за время учета, установлено, что контрольные семьи карпатской породы вырастили в среднем 643,2(23,04 сотни ячеек расплода; подопытные - 656,8(22,56 сотни, то есть на 2,1% больше. Небольшая разница в количестве выращенного расплода наблюдалась также между контрольными и подопытными семьями среднерусской породы - 0,7% от контроля (Тойганбаев, 1994).

В другой серии опытов от семей первой подопытной группы отбирали яд с периодичностью один раз в 6 дней; от второй группы - один раз в 3 дня. Группы также состояли из пчел среднерусской и кавказской пород. Подопытные семьи среднерусской породы в течение всего сезона несколько  превосходили по количеству печатного расплода семьи контрольной группы. Превышение составило 4,7% в первой подопытной группе и 3,4% - во второй.

В семьях пчел карпатской породы количество печатного расплода составило в первой подопытной группе 3,3% по сравнению с контролем и во второй подопытной группе - 1,5% (Тойганбаев, 1994). Таким образом, несмотря на высокую интенсивность электроотбора яда, не наблюдалось снижения количества выращиваемого расплода в подопытных семьях.

По мнению ряда ученых, увеличение количества расплода при электроотборе яда объясняется возбуждением пчел и большим потреблением ими меда, что, в свою очередь, вызывает интенсивное выделение молочка и увеличение яйцекладки маткой (Кынчов, Лазов, 1968).

По данным Е.К.Еськова, различные величины и сочетания электрических полей могут вызывать у пчел различный эффект: стимуляцию или угнетение активности. Так, например, он дает рекомендации по использованию электрического поля для стимуляции развития пчелиных семей в осенний период. Это связано с активизацией пчел и повышением ими внутригнездовой температуры. Применение этого приема в конце лета - начале осени стимулирует увеличение количества выращиваемого расплода не менее, чем в 10 раз. Для этого пчелиные семьи необходимо подвергать ежедневно в течение 10-15 минут действию электрического поля частотой 500 Гц при напряженности 150(20 В/см (Еськов, 1989).

 В наших экспериментах оценка выращивания расплода производилась по количеству печатного расплода в течение июня, июля и августа (табл. 6.3). Для этого через каждые 24 дня производилась ревизия пасеки и при помощи рамки-сетки учитывалось количество расплода в сотнях ячеек.

                                                                                                    Таблица 6.3

Влияние периодичности раздражения на количество

печатного расплода (сот ячеек)

	Период

сезона
	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	
	5
	10
	15

	июнь
	65,2(4,3
	55,4(3,7
	70,4(5,3
	83,4(6,3*

	июль
	85,6(8,9
	81,2(8,2
	105,2(11,7
	124,0(12,5*

	август
	77,2(6,2
	68,6(4,4
	86,4(7,7
	104,0(8,5*


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р<0,05)
В контрольной и экспериментальных группах пчелиных семей наблюдалась двухфазная картина выращивания расплода. Максимальный уровень печатного расплода как в контрольной, так и в экспериментальных группах пчелиных семей отмечался в июле, в июне и августе величина этого показателя была несколько ниже (табл. 6.3).

Количество печатного расплода зависело от периодичности раздражения. Электростимуляция каждые 5 дней оказывала негативное влияние на процесс выращивания расплода, и в этом случае, его количество на 4-17% было меньше контрольных величин (табл. 6.3).

Стимуляция через 10 и 15 дней положительно влияла на выращивание расплода, в связи с чем наблюдалось увеличение печатного расплода на 8 -42%. Таким образом, раздражение импульсным током через 10 и 15 дней положительно влияло на интенсивность выкармливания расплода, что приводило к увеличению силы семьи (табл. 6.3).

Размещение расплода в улье требует расширения гнезда, которое осуществляется за счет отстройки новых сот, в том случае, если не хватает старых. На выделение 1 кг воска пчелы расходуют до 3,6 кг меда и частично пыльцу, то есть в пересчете на 1 гнездовую рамку, которая весит 140 г (без вощины), пчелы расходуют 0,5 кг меда (Лебедев, Билаш, 1991).

Отстройка сот зависит не только от необходимости расширения гнезда, но и от наличия в природе медосбора; при отсутствии медосбора восковыделительная деятельность пчел полностью прекращается. В связи с этим оценку деятельности пчел по отстройке сот мы производили в июне, июле и августе, когда существует, как минимум поддерживающий медосбор.

Так же как и при выращивании расплода, параметры интенсивности процесса отстройки сот имели двухфазный характер. Наибольшее количество сот и в контрольной, и в экспериментальных группах было отстроено в июле, при подготовке к главному медосбору (табл. 6.4).

                                                                                                     Таблица 6.4

Влияние периодичности раздражения на процесс 

отстройки сот (шт)

	Период

сезона
	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	
	5
	10
	15

	июнь
	1,8(0,6
	1,2(0,1
	1,6(0,3
	2,2(0,3

	июль
	2,9(0,9
	1,8(0,3
	2,5(0,4
	3,3(0,4

	август
	2,0(0,4
	1,3(0,2
	1,8(0,2
	2,5(0,2


В контрольной группе семей в июле было отстроено 2,9(0,9 сот, в семьях подвергавшихся раздражению каждые 5 дней - 1,8(0,3 шт., т.е. интенсивность отстройки сот была ниже на 38% . При десятидневной стимуляции разница между контролем и опытом была несколько меньше и составляла 14%. В третьей экспериментальной серии показатели процесса отстройки сот были самыми высокими и позитивно отличались от контроля на 13,7-25,0% (табл.6.4).

Полученные данные частично подтверждают данные Б. Митева (1971), изучавшего влияние отбора яда при помощи слабого переменного тока на состояние и продуктивность пчелиной семьи. Пчелиные семьи, подвергавшиеся действию электрического тока, по сравнению с контрольными, имели в конце опыта на 20,8% больше пчел и на 4,66% больше расплода, собрали на 13,0% меньше меда и выделили на 11,34% меньше воска. Автор объясняет это возбуждением пчел во время сеансов электростимуляции, которые нарушали нормальную работу в течение 2 - 3 часов и побуждали пчел к потреблению увеличенного количества меда. Последнее в свою очередь вызывало усиленное выделение молочка пчелами-кормилицами и повышение яйценоскости матки (Митев, 1971).

С автором следует согласиться в том, что сила семей и количество выращенного расплода увеличивается при раздражении пчел электрическим током. Однако этот эффект, как показали наши исследования, зависит от периодичности раздражения. То же самое можно сказать и о показателях  медо- и воскопродуктивности. Действительно, при стимуляции каждые 5 дней и показатели медосбора, и интенсивность отстройки сот значительно ниже контрольных величин. Но раздражение с периодичностью 15 дней сопровождается ярко выраженным позитивным эффектом. Так, И.Бальжекас (1975) отмечал, что при стимуляции, с целью получения пчелиного яда, с периодичностью 6 дней медо- и воскопродуктивность снижалась, а при раздражении каждые 12 дней - количество меда увеличивалось на 0,9% , а сотов было отстроено на 3,4% больше, чем в контрольной группе пчелиных семей (Бальжекас, 1975).

6.3. Развитие жирового тела

Жировое тело представлено в виде клеточной ткани, выстилающей внутренние органы и внутренние стенки тела пчелы. Оно имеет желтовато-белый цвет и состоит из мелких долек, окруженных соединительной тканью и связанных тканевыми тяжами. Различают периферическую часть жирового тела, расположенную под кутикулой, и висцеральную, окружающую кишечник (Жеребкин, Шагун, 1971).

Клетки жирового тела близки к клеткам гемолимфы - гемоцитам и способны к фагоцитозу. Между гемоцитами и жировым телом существует тесное функциональное взаимодействие: гемоциты поглощают питательные вещества в зоне кишечника и переносят их к жировому телу, при необходимости происходит обратная связь. В клетках жирового тела идут процессы промежуточного обмена веществ, а также синтез и накопление резервных углеводов, липидов и белков. В структуре жирового тела различают два вида клеток: трофоциты, в которых проходят процессы синтеза и накопления питательных веществ, и уратные, или мочевые клетки, где происходит накопление мочевой кислоты (Уиглсуорс, 1937; Кузнецов, 1953).

Резервные углеводы в трофоцитах представлены полисахаридом гликогеном. Жировое тело - единственный поставщик в гемолимфу дисахарида трегалозы. И гликоген, и трегалоза синтезируются из глюкозы под контролем гормона линьки - экдизона. Резервные липиды жирового тела представлены триглицеридами, находящимися в трофоцитах в виде жировых капель. Транспортные липиды синтезируются в жировом теле и поступают в гемолимфу в виде ди- и триглицеридов. В липидную фракцию жирового тела входят также моноглицериды, свободные жирные кислоты, фосфолипиды и стерины. Белки жирового тела, так же как углеводы и липиды, подразделяются на резервные и транспортные. Они синтезируются трофоцитами под контролем нескольких гормонов (экдизон, ювенильный  гормон). За счет резервных питательных веществ жирового тела при необходимости клетки восковых желез могут восстанавливать свои функции (Жеребкин, 1963, 1965; Maurizio, 1954). 

Степень развития жирового тела пчел оценивали по пятибальной системе Маурицио (Maurizio, 1954). Оценка производилась во второй декаде августа, перед последней откачкой меда. Как  показали наши исследования, при периодичности раздражения 15 дней степень развития жирового тела не отличалась от таковой в контрольной группе пчелиных семей (табл. 6.5). 
                                                       Таблица 6.5

Зависимость развития жирового тела от периодичности стимуляции

	Контроль
	Периодичность стимуляции (дн)

	
	5
	10
	15

	4,2
	2,8±0,1*
	3,4±0,1*
	4,1±0,4


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 
статистически значимы (р<0,05).
В экспериментальной группе пчелиных семей, подвергавшихся раздражению каждые 5 дней, степень развития жирового тела была достоверно (t=4,0) меньше, чем в контрольной группе. Эта разница равнялась 33,4% . При стимуляции каждые 10 дней жировое  тело также отставало в развитии. В данном случае разница соответствовала 19,1% (табл. 6.5).

6.4. Количество общего азота и жира

Содержание белка и жира в теле пчелы изменяется в связи с возрастом и физиологическим состоянием. Для всех поколений пчел характерно то, что количество белка в их теле  сначала уменьшается, а по мере старения пчел увеличивается и почти достигает исходной величины. Примерно та же тенденция наблюдается и в содержании жира в теле пчелы.

Наибольшие колебания в количестве белка и жира отмечены для пчел июльского вывода. Это объясняется резкими изменениями в физиологическом состоянии пчел (семьи быстро развиваются, количество расплода и молодых пчел в них быстро увеличивается). Июльские и августовские пчелы значительное время оставались физиологически молодыми (количество расплода в их гнездах и общие работы резко сократились). Колебание содержания белка у пчел этого поколения поэтому незначительны. Примерно та же картина наблюдается у осенних и роевых пчел (Жеребкин, 1963, 1971; Василиади, 1969).

Было обнаружено меньшее накопление резервных веществ у пчел, народившихся в течение летнего сезона под линией электропередач. Так, с мая по август масса пчел в семьях под высоковольтными линиями возросла на 11,6%, а в семьях, удаленных от линии на 55 м, на 18,5%. За указанный период содержание общего азота у первых увеличилось на 4,2%, у вторых - на 7,3%. Наибольшие различия у пчел сравниваемых групп было по количеству накопленного ими общего жира. В теле пчел контрольной группы его содержание с мая по август увеличилось на 21,8%, а у пчел, расположенных под высоковольтными линиями, всего на 7,6% (Брагин, 1984).

С изменением степени развития жирового тела тесно связан запас энергетических и строительных материалов. Основным энергетическим материалом являются липиды. Липиды находятся в клетках жирового тела в виде капельно-жидких включений, состоящих в основном из глицеридов. Триглицериды соответствуют резервным липидам жирового тела. Транспортные липиды, синтезируемые в жировом теле и передаваемые в гемолимфу, представлены ди- и триглицеридами (Тыщенко, 1986). 

Содержание липидов в жировом теле обычно достигает 50 - 70% по отношению к сухой массе этого органа, причем 85 - 95% липидной фракции приходится на долю триглицеридов. Остальные липиды жирового тела представлены диглицеридами, моноглицеридами, фосфолипидами, свободными жирными кислотами и стеринами. Основными фосфолипидными компонентами жирового тела являются фосфатидилэтаноламин и фосфатидилхолин (Wigglesworth, 1967).

Жирные кислоты, входящие в состав глицеридов жирового тела могут быть как насыщенными, так и ненасыщенными. И те, и другие имеют не меньше 12, но и не больше 18 атомов углерода, образующих открытую цепь. Наиболее обычные кислоты жирового тела представлены олеиновой, пальмитиновой и стеариновой кислотами. Жирные кислоты могут синтезироваться в жировом теле из ацетата, глюкозы и аминокислот. В бесклеточных гомогенатах жирового тела в присутствии всех необходимых кофакторов успешно осуществляется синтез длинноцепочечных насыщенных кислот, например пальмитиновой кислоты. Жировое тело может синтезировать и ненасыщенные кислоты с одной двойной связью, например олеиновую кислоту. Полиненасыщенные жирные кислоты, содержащие больше одной двойной связи, обычно не синтезируются пчелами; потребности в этих кислотах удовлетворяются за счет пищевого рациона (Жеребкин, 1963, 1965).

В наших опытах оценивалось количество жира в теле 30 пчел. Такие измерения производились во второй декаде августа, причем как в контрольной, так и в экспериментальной сериях было отобрано по 10 проб. Как и в случае со статусом жирового тела, количество общего жира в контрольной серии и группе семей, подвергавшихся стимуляции каждые 15 дней, не отличается друг от друга (t=1,28).

При раздражении каждые 5 дней наблюдается снижение количества общего жира на 42% относительно контрольных величин, а при 10-ти дневной стимуляции на 12% (табл.6.6).                                                                                             
                                                                              Таблица 6.6

Изменение количества общего жира (мг) 

при периодической стимуляции

	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	5
	10
	15

	42,6±2,7
	24,7±2,8*
	37,5±1,1
	39,9±2,1


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 

статистически значимы (р<0,05).  

Белки накапливаются в трофоцитах в виде оформленных гранул. Содержание белков в жировом теле существенно изменяется в ходе развития и метаморфоза. В конце личиночной стадии достигается максимальное содержание белков - до 40 - 50% по отношению к сухой массе жирового тела. Как правило, по их относительному содержанию в жировом теле белковые резервы лишь немного уступают резервным липидам. Жировое тело синтезирует резервные белки, накапливаемые в трофоцитах, и транспортные белки, выделяемые в гемолимфу (Жеребкин, 1965; Maurizio, 1954).

Синтез резервных и транспортных белков регулируется гормонами, влияющими на развитие пчел. Активационный гормон, который вырабатывается нейросекреторными клетками мозга и накапливается в первой паре мозговых желез, стимулирует синтез белка в жировом теле. Экдизон - стероидный гормон, вызывающий линьку насекомых, тоже способствует быстрому включению аминокислот в белки жирового тела. Ювенильный гормон, задерживающий метаморфоз и обладающий гонадотропным действием, оказывает стимулирующее влияние на синтез транспортных белков.

Количество общего азота определяли в 10 пробах, причем в каждой пробе использовалось 10 пчел. Результаты опытов показали, что при раздражении каждые 5 дней запас строительного материала уменьшался на 26,4% относительно контрольных семей (табл.6.7). Разница между контрольной и экспериментальной группами в этом случае была достоверной (р<0.05).

                                                                                                       Таблица 6.7

Изменение количества общего азота (мг) 

при периодическом раздражении

	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	5
	10
	15

	22,0±0,9
	16,2±0,7*
	19,8±0,8
	21,5±1,2


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами 

статистически значимы (р<0,05).  

При электростимуляции каждые 10 дней количество общего азота в теле пчел снижалось с 22,0(0,9 мг в контроле до 19,8(0,8 мг в эксперименте, что в процентном выражении составляло 10%. При раздражении экспериментальной группы пчелиных семей каждые 15 дней показатели общего азота контрольной и опытной групп практически не отличались друг от друга (табл.6.7).

6.5. Зимовка

В сложном комплексе адаптаций, благодаря которым медоносная пчела за сравнительно короткий период филогенеза освоила широкий ареал с умеренным и даже холодным климатом, первостепенное значение принадлежит высокосовершенной системе коллективной терморегуляции семьи. Наряду с этим немаловажное значение имеют такие индивидуальные приспособления, как холодовое оцепенение и устойчивость к замерзанию (Еськов, 1990).

Температурный порог холодового оцепенения (та минимальная температура, при которой пчелы перестают двигаться) зависит от исходной активности пчел и времени пребывания при относительно низкой температуре. Холодовое оцепенение стимулирует длительное пребывание индивидуально изолированных пчел при температуре +10ºС. Однако, в этом случае оцепенение бывает неглубоким, о чем свидетельствует их быстрая активизация после повышения температуры. Например, после 15-часового пребывания при температуре +10ºС пчелы активизируются при 20 - 25ºС за 6 – 7 минут, а после такой же экспозиции оцепенения при 0ºС им требуется для восстановления активности в семь раз больше времени (Еськов, 2002).

 Пчелы, оказавшись при температуре, стимулирующей холодовое оцепенение, сопротивляются этому повышением двигательной активности. Время, в течение которого они могут противостоять охлаждению (находиться в активном состоянии), при прочих равных условиях зависит от возраста пчел. Серые горные кавказские пчелы в возрасте 17 – 35 дней впадают в холодовое оцепенение при 0ºС через 6,9±0,23 минуты. В этих условиях среднерусские пчелы такого же возраста цепенеют за 6,8±0,25 мин. Молодые пчелы в возрасте от 1 до 3 дней впадают в холодовое оцепенение при 0ºС соответственно через 3,8±0,24 и 3,5±0,17 мин. Следовательно, молодые пчелы слабее, чем старые, противостоят охлаждению, что, по мнению автора, можно объяснить большей двигательной активностью особей старших возрастных групп (Еськов, 1990).

Оцепеневшие пчелы не могут самостоятельно активизироваться, находясь при температуре, стимулирующей это состояние. Для активизации им необходима более высокая температура. Время, необходимое для восстановления двигательной активности оцепеневших пчел, при прочих равных условиях прямо коррелирует с продолжительностью действия термофактора, вызвавшего оцепенение. При увеличении экспозиции пребывания в этом состоянии при 0ºС с 2 – 3 мин до 1 – 3 часов время, необходимое для активизации среднерусских пчел, возрастает с 2,1±0,1 мин до 13,7±1,6мин. После 9 – 14-часового оцепенения они активизируются через 36,8±4,0 мин. Серые горные кавказские пчелы после указанных экспозиций охлаждения активизируются через 2,0±0,1 мин, через 14,7±2.2 и через 40,0±4,3 мин соответственно (Еськов, 1990). 

На скорость восстановления активности оцепеневших пчел влияет индивидуальная обеспеченность их углеводным кормом. Об этом свидетельствуют результаты опыта, в котором одна группа пчел перед охлаждением имела неограниченный доступ к корму, а другая в течение 10 часов не получала подкормку. К концу этого периода у пчел, получавших корм, медовые зобики содержали его в среднем в 7 раз больше по сравнению с находящимися на голодной диете. После 14,5 часов пребывания при 0ºС пчелы, получавшие подкормку активизировались при 24ºС через 48±4,1 мин, не получавшие - через - 27±2,9 мин. Таким образом, голод стимулирует ускорение активизации оцепеневших пчел (Еськов, 2002; Cahill, Lustick, 1976).

Несмотря на наличие связи между скоростью активизации оцепеневших пчел и количеством углеводного корма в зобиках, они не могут пользоваться этим кормом в состоянии глубокого оцепенения. На это указывает тот факт, что у части погибших пчел, которые не активизировались при повышении температуры, в зобиках находилось свыше 10 мг корма. В то же время, у некоторых активизировавшихся особей зобики были пустыми. Следовательно, устойчивость к холоду в состоянии оцепенения зависит не от того, насколько заполнен медовый зобик, а от активности питания в период, предшествующий охлаждению, и связанного с этим насыщения гемолимфы сахарами.

Продолжительность жизни пчел в состоянии холодового оцепенения зависит от температуры, стимулирующей это состояние. С ее понижением жизнеспособность уменьшается. При температуре +10ºС пчелы осенней генерации погибают через 50 – 80 часов, при 0ºС – через 48 – 60, при - 5ºС - через 3 – 6, при -10ºС – через 0,5 – 1,2 ч. Количество корма, остающегося в медовых зобиках пчел, обычно тем больше, чем ниже температура, действию которой они подвергались. Это, по мнению автора, связано с различным количеством его потребления в то время, когда пчелы сопротивляются действию охлаждения повышением двигательной активности (Еськов, 1990). 

Толерантность к охлаждению у пчел, как и у многих одиночно живущих насекомых, определяется температурой максимального переохлаждения (ТМП), ниже которой начинается замерзание жидких фракций тела. Образующиеся при этом кристаллы льда повреждают клетки, ткани и органы насекомых в результате чего они погибают. ТМП у пчел имеет выраженную сезонную цикличность (от лета к осени понижается) и зависит от экологической ситуации. В частности у особей, зимующих при оптимальной температуре (5±1ºС), ТМП составляет -10,8±0,2ºС, а под открытым небом -12,4±0,2ºС (Еськов, 2002).

В естественных условиях и условиях пасечного содержания пчелы максимально подвергаются действию гипотермии во время зимовки. Общественный образ жизни позволяет медоносным пчелам выживать в различных климатических условиях. В отличие от других насекомых, которые впадают в спячку, пчелы вырабатывают зимой минимум теплоты, необходимой для выживания, собираясь в плотный клуб, особая структура которого обеспечивает сохранение теплоты (Трифонов, 1998; Кривцов и др., 1999; Касьянов,  2002, 2003).

С понижением температуры наружного воздуха до 13ºС пчелы начинают концентрироваться вблизи летка на участках сотов, из которых вышел последний расплод. Здесь образуется «ложе» зимнего клуба. Установлено, что в сильных семьях образование клуба наступает при температуре наружного воздуха 7ºС, в средних – при 10ºС, а в слабых – при 13ºС. У пчел, объединенных в клуб, теплопотери уменьшаются в 9 раз, а потребление корма в период зимнего покоя снижается в 20 - 25 раз по сравнению с потреблением корма одиночной пчелой за то же время. Обмен веществ и расход энергии в зимнем клубе в 250 – 300 раз ниже, чем в активный период жизни (Лебедев, Билаш, 1991; Кривцов и др., 1999).

Структура зимнего клуба неоднородна. Внешняя часть клуба состоит из плотно сидящих пчел, образующих так называемую корку толщиной от 2,5 до 7,5 см. Пчелы в корке постоянно меняются местами с теми, которые размещаются внутри клуба. В составе корки клуба они находятся до тех пор, пока в зобиках имеется запас меда. После полного использования этого запаса они «ныряют» в центральную часть клуба, поднимаются по соту к запасам корма и пополняют зобик медом. Корка надежно сохраняет теплоту, вырабатываемую пчелами в середине клуба.

В корке клуба температура поддерживается на уровне от 6,1 до 12ºС. Наиболее высокая и стабильная температура (24,5ºС) отмечается в центральной части зимнего клуба, которая называется тепловым центром. На протяжении зимы температура в центре клуба меняется незначительно – обычно не более чем на 1 - 2ºС за сутки. Разогрев теплового центра происходит в зависимости от числа пчел в клубе, их физиологического состояния, уровня активности и внешней температуры. В свою очередь, активность пчел во многом зависит от температуры и влажности окружающего воздуха, скорости воздухообмена и концентрации диоксида углерода в клубе, от наличия в гнезде расплода и корма, а также состояния пчел и семьи в целом (Кривцов и др., 1999).

Прямыми измерениями установлено, что температура в центре клуба пчел во время зимовки существенно, примерно на 20°С, выше, чем температура на наружной поверхности корки. Вероятно, этот факт послужил основой утверждения, что тепло вырабатывается в основном теми пчелами, которые находятся в центре клуба (Лебедев, Билаш, 1991).

Однако есть мнение, что температура в центре клуба-шара будет больше, чем на его поверхности не потому, что пчелы, находящиеся в центре клуба, выделяют больше тепла, а потому, что это физический закон теплообмена. В центре клуба пчелы сидят более рыхло, чем на периферии. Если бы они сидели также плотно, как в корке, им было бы жарко (Трифонов, 1993, 1998).

Гипотетическое утверждение А.Д. Трифонова (1998) о формировании зимнего клуба в виде шара опровергается практическими пчеловодами. В ночное время при температуре минус 17 - 20°С и при наличии запечатанного расплода клуб представляет собой форму, вписанную в вершину усеченного конуса со сферическим дном (Мальгота, 1999).

Исследования НИИ пчеловодства показали, что осеннее поколение пчел по своей физиологии принципиально отличается от летнего: в теле рабочих особей осенью наблюдается более высокое содержание азотистых веществ, резервного жира и гликогена и более низкое – общей воды, что и обеспечивает позитивную зимовку (Жеребкин, Шагун, 1971; Харитонов, 2002).

Сравнительная характеристика выживших и погибших пчел, взятых из  перезимовавшего клуба, показала, что погибшие во время зимовки пчелы имели меньшую массу, а также меньший процент воды в теле. Кроме того, погибшие во время зимовки пчелы отличались от живых пчел клуба степенью развития фарингеальных желез и жирового тела, а также степенью заражения спорами ноземы и содержанием пыльцы в пищеварительном тракте. Авторы считают, что погибшие во время зимовки пчелы находятся в более слабом состоянии по сравнению с пчелами зимнего клуба, что и является причиной их меньшей устойчивости к измененчивым микроклиматическим условиям зимнего клуба (Борнус, Мушинска, 1983). 

Известно, что в холодостойкости насекомых важное значение имеет тип дыхания и соотношение его этапов. Согласно данным И.В. Кожанчикова (1939), Р.С. Ушатинской (1957) и ряда других исследователей, у насекомых в период зимнего покоя на фоне резкого снижения обмена веществ ведущая роль принадлежит анаэробному типу дыхания, катализируемому дегидрогеназами.

В периоды диапаузы или спячки у большинства насекомых отмечено увеличение активности дегидрогеназ. Увеличение активности дегидрогеназ в осенне-зимний период отмечено и у медоносной пчелы (Жеребкин, Шагун, 1971), однако экспериментально показать зависимость обмена веществ от типа дыхания пока не удалось. Правда, имеются указания некоторых исследователей на замедление обмена веществ у пчел при повышении углекислоты в зимнем клубе (Аветисян, 1949; Михайлов, Таранов, 1960; Жданова и др., 1967; Bornus, 1962). 

Для непосредственного выявления связи между типом дыхания и интенсивностью обмена веществ был поставлен ряд экспериментов. По результатам осенних определений активности суммы дегидрогеназ были сформированы 2 группы пчелиных семей, различающихся по этому показателю примерно в два раза. В течение зимы в этих семьях было произведено восемь замеров уровня углекислоты, а весной учтено количество израсходованного за зиму корма (Жеребкин, 1971).

В результате проведенной работы удалось установить определенную связь между некоторыми физиологическими показателями, характеризующими состояние пчел, и результатами зимовки. Так, интенсивность обмена веществ у пчел в течение зимнего периода (по количеству израсходованного корма) достоверно определяется активностью окислительных ферментов в мышцах грудного отдела (дегидрогеназа и каталаза). Интенсивность выращивания расплода весной зависит от степени развития глоточных желез, жирового тела и яичников у рабочих особей, а также от количества резервных веществ, отложенных в их теле с осени. Степень опоношенности и количество погибших пчел достоверно коррелируют с активностью каталазы ректальных желез (Жеребкин, 1974).

В наших экспериментах регистрация температуры пчелиного жилища в осенне-зимний период осуществлялась с 25 сентября 2003 г. по 20 марта 2004 г. в средней полосе России (Нижегородская обл.). В эксперименте были задействованы 4 пчелиные семьи (контроль) и 4 семьи подвергавшиеся электростимуляции с частотой повторения 15 дней, подготовленные к зимовке и размещенные в 24-рамочных лежаках из пенополистирола, силой восемь улочек. В каждой семье устанавливалось по 8 датчиков. Первый датчик устанавливался между корпусом улья и 1-ой сотовой рамкой, последующие датчики устанавливались между соответствующими сотовыми рамками на глубине 70 мм. Температура атмосферного воздуха регистрировалась обычным ртутным термометром в 12.00 часов пополудни. В это же время снимались показатели с датчиков электротермометра.

Оценка температурного режима пчелиного жилища во время формирования зимнего клуба (сентябрь – октябрь) показала, что наименьшая температура пчелиного гнезда регистрируется в области между 7 и 8 сотовыми рамками, расположенными возле нижнего леткового отверстия. В этом случае, при колебаниях наружной температуры в течение суток от 8 до 18°С, внутриульевая температура в этой области колебалась в течение суток от 13 до 18°С.

Температура между 1 и 2 сотовыми рамками была максимальной и колебалась в зависимости от времени суток от 17 до 22°С, причем, следует заметить, что температура 21 - 22°С регистрировалась в 21.00 и 23.00 часа. В утренние и дневные  часы (с 7.00 до 17.00 часов) увеличение температуры наблюдалось в области между 5 и 6, 7 и 8 сотовыми рамками. 

Таким образом, можно предположить, что во время формирования зимнего клуба в сентябре – октябре основная масса пчел в ночное время сосредотачивается в области 1 и 2 сотовых рамок, т.е. области, наиболее удаленной от леткового отверстия, а в утреннее и дневное время основная масса пчел перемещалась к летковому отверстию. 

Наши исследования показали, что формирование достаточно устойчивого зимнего клуба происходило в середине декабря при наружной температуре - 10°С. В это время температура в области установки 3 и 4 датчиков (между 2 и 3, 3 и 4 сотовыми рамками) поднималась до 22 - 23°С (рис. 6.1).
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Рис. 6.1. Диаграмма изменений температуры разных областей 

пчелиного жилища в декабре месяце

Регистрация температуры в первую декаду января, когда температура наружного воздуха в дневное время колебалась в пределах 0 - +3°С, показала, что зимний клуб пчел стал более диффузным, а высокая температура отмечалась при регистрации показателей 1– 5 датчиков. Интересно отметить, что максимум температуры отмечался между корпусом улья и 1-ой сотовой рамкой (датчик 1), а 2-ой температурный пик – между 3 и 4 сотовыми рамками (рис. 6.2.).
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Рис. 6.2. Диаграмма изменений температуры разных областей 

пчелиного жилища в первой декаде января

При снижении температуры наружного воздуха в третьей декаде января до  -18°С происходит концентрация зимнего клуба пчел и они располагаются в улочках между 1 и 4 сотовыми рамками, где температура колеблется от 18 до 26°С. Необходимо отметить, что температура на периферии гнезда, обращенной к летковому отверстию, не превышает 0°С (рис. 6.3).
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Рис. 6.3. Диаграмма изменений температуры разных областей 

пчелиного жилища в третьей декаде января

В феврале, когда средняя температура наружного воздуха в дневное время в среднем равнялась -10°С, максимальная температура в улье регистрировалась в области размещения 4, 5 и 6 датчиков и колебалась от 21 до 25°С (рис. 6.4.).

В марте, при температуре наружного воздуха в среднем -12°С, динамика распределения температур по разным областям пчелиного жилища практически соответствует февральским результатам. Максимальная температура (22 - 24°С) регистрируется между 3 – 5 сотовыми рамками. Температура в периферической области, обращенной к летковому отверстию минимальна и соответствует 2,5±0,3°С.

По нашим данным зимний клуб полностью распадается в начале апреля, когда температура наружного воздуха поднимается в дневное время до 10°С и выше. В это время внутри улья устанавливается температура, характерная для периода массового развития расплода.   
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Рис. 6.4. Диаграмма изменений температуры разных областей 

пчелиного жилища в феврале месяце

Таким образом, полученные данные говорят о том, что в осеннее время ночью пчелы концентрируются вдали от леткового отверстия, а в дневное время располагаются ближе к летку. «Классический» зимний клуб образуется к середине декабря и располагается в центральной части гнезда, между 2 и 3, 3 и 4 сотовыми рамками.

В январе при усилении морозов зимний клуб смещается в сторону, противоположную летковому отверстию, причем температура между 6 и 7, 7 и 8 сотовыми рамками падает до 0°С. Здесь же следует заметить, что потепление сопровождается диффузией пчелиного клуба и он распределяется в улочках между стенкой улья и 5-ой сотовой рамкой.

В феврале и марте клуб начинает сдвигаться в область, расположенную вблизи леткового отверстия и даже при температуре -18°С  располагается между 3 и 4, 4 и 5,  5 и 6 сотовыми рамками (рис. 6.4).

В экспериментальной группе пчелиных семей, которые подвергались электростимуляции в течение всего пчеловодного сезона с целью получения пчелиного яда, при формировании зимнего клуба и его распределении внутри улья в зависимости от внешней температуры были отмечены такие же закономерности, что и в контрольной группе пчелиных семей.

В практическом пчеловодстве состояние пчел после зимовки оценивают по трем основным признакам: сила семей, количество подмора, количество израсходованного корма во время зимовки (Тойганбаев, 1994). Именно этими показателями мы и пользовались при изучении состояния зимовки контрольных и экспериментальных групп пчелиных семей (табл.6.8).

                                                                                                       Таблица 6.8

Влияние периодичности раздражения на состояние 

перезимовавших пчелиных семей

	Показатели

зимовки
	Контроль
	Периодичность раздражения (дн)

	
	
	5
	10
	15

	Сила семей (кг)
	1,8±0,03
	1,6±0,01
	1,9±0,02
	2,1±0,1*

	Подмор (г)
	356±32,1
	384±48,1
	348±44,2
	295±48,7

	Израсходовано корма (кг)
	14,6±1,1
	15,4±1,6
	14,3±0,9
	13,8±0,7


* - Различия между контрольной и экспериментальной группами статистически значимы (р≤0.05)
При раздражении экспериментальной группы пчелиных семей с периодичностью 5 дней  сила перезимовавших семей снижалась относительно контроля на 11,2% . В противоположность этому сила перезимовавших семей, подвергавшихся стимуляции каждые 10 и 15 дней была выше на 5,5% и 16,6% соответственно (табл.6.8).

Оценка количества подмора и израсходованного за зиму корма показала недостоверные различия между контрольными и экспериментальными группами пчелиных семей. Однако, учитывая средние величины показателей можно сказать, что, как и во всех предыдущих опытах, сохранялась тенденция к улучшению показателей пчел, которые стимулировались каждые 15 дней.
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ГЛАВА 7. ВЛИЯНИЕ РАЗДРАЖЕНИЯ ИМПУЛЬСНЫМ ТОКОМ 

НА ПОКАЗАТЕЛИ МИКРОКЛИМАТА 

ПЧЕЛИНОГО ЖИЛИЩА

В настоящее время принято делить животных по способности регулировать температуру тела на пойкилотермных и гомойотермных. К числу первых относят животных с непостоянной температурой тела, меняющейся в зависимости от температуры окружающей их среды. К пойкилотермным животным относятся все беспозвоночные, а из позвоночных – рыбы, земноводные и пресмыкающиеся. Под гомойотермными подразумеваются животные, характеризующиеся довольно постоянной, устойчивой температурой тела, которая почти не зависит от температуры окружающей среды. Сюда входят млекопитающие и птицы. 

Приведенная классификация далеко не всегда позволяет правильно определить принадлежность животного к той или иной группе. Дело в том, что стабильность и характер терморегуляции у одного и того же животного могут существенно изменяться в зависимости от его физиологического состояния.

Наряду с указанной классификацией животных делят по принципу терморегуляции на экто- и эндотермных. При таком делении за основу принимается главный источник тепла, используемый животными. Для эндотермных животных основным источником тепла служит энергия их собственного метаболизма. Под эктотермными животными подразумевают тех, которые не могут поддерживать необходимую температуру тела за счет собственного метаболизма и нуждаются в получении тепла извне, преимущественно от солнца.

Специфика образа жизни пчел не позволяет отнести их к какой-либо группе приведенных классификаций. Пчелиная семья ближе всего подходит к определению, характеризующему квазигомойотермный организм, использующий эндотермный источник тепла. Отдельную особь можно отнести к группе пойкилотермных организмов, пользующихся экто- и эндотермным теплом. Однако по отдельной особи нельзя включить всех пчел, образующих семью, в группу пойкилотермных животных, так как их нормальная жизнедеятельность невозможна вне связи с семьей (Еськов, 1983; Ellis et al., 2003).

Пчелиная семья, как единый организм, стремится поддерживать в гнезде определенную для каждого периода температуру, влажность и газовый состав воздуха, создавая тем самым особый микроклимат своего жилища (Боборыкин, 1961; Деалиниди, 1969; Лебедев, Билаш,1991; Трифонов, 1993; Нахаев, 1995; Кривцов и др., 1999; Касьянов, 2003). 
Температура среды влияет на все биохимические и биофизические процессы, протекающие в организме. По этой причине любая живая ткань реагирует на изменение температуры. В организме имеются специализированные структуры, реагирующие на термостимуляцию. По физиологической классификации в соответствии с выполняемой функцией их относят к температурным рецепторам (Еськов, 1983; Тыщенко, 1986).

Оптимальная температура тела пчелы в семье, воспитывающей расплод, 34 - 36ºС при колебании до 2ºС. Температура груди у отдельных пчел выше температуры брюшка. У группы пчел эта разница значительно меньше из-за выравнивания средней температуры окружающего их пространства. У пчелы вне ее жилища температура тела может быть выше температуры окружающей среды: на 14ºС у рабочих пчел и на 16ºС у трутней. В солнечных лучах у темных пчел температура хитина может быть на 3ºС выше, чем у светлых, что объясняется различной степенью абсорбции солнечного излучения (Лебедев, Билаш, 1991).

Интенсивная и длительная деятельность, например взмахи крыльями, может вызвать повышение температуры тела до 40ºС. У летящей пчелы вследствие повышенного обмена веществ, а также вследствие прямого воздействия внешней температуры тела по сравнению с температурой окружающего воздуха повышается в среднем на 10ºС. Способность переносить такую температуру зависит, прежде всего, от наличия корма и сообщества пчел. Изолированные пчелы при значительно более низкой температуре воздуха менее жизнеспособны (Лебедев, Билаш, 1991; Harrison et al., 1996).

Механизм выработки теплоты у пчел основан на мышечной активности. Теплогенерация пчел необязательно связана с повышением их двигательной активности. У внешне неподвижных пчел может происходить быстрое повышение температуры тела за счет микросокращений грудных мышц, что подобно явлению дрожи у млекопитающих. Поэтому разогрев тела пчелы всегда начинается с подъема температуры в грудном отделе. В результате температура груди становится на 5 - 11ºС выше температуры брюшка (Кривцов и др., 1999).

Температурный режим гнезда пчел стабилизируется с момента откладывания яиц маткой и появления расплода. Диапазон температур развития расплода колеблется от 30 до 37 - 38ºС. Температурный оптимум развития пчел в постэмбриональный период весьма ограничен и, как правило, составляет 34 - 35ºС, что и принято считать нормой для печатного расплода. В ряде исследований по изучению температуры в гнезде пчелиных семей приводятся данные о том, что во время весеннего развития семей наблюдается снижение температуры в зоне расплода до 30ºС, тогда как во время активного летнего периода при наружной температуре 46ºС она достигает 42ºС. Однако такая высокая температура в пчелином гнезде наблюдается крайне редко, обычно она не поднимается выше 37 - 38ºС (Лаврехин, 1961; Жданова, 1963; Лебедев, Билаш, 1991).

Большое влияние на стабильность температуры  в области расплода оказывает его количество и сила семьи. Результаты измерения температуры в семьях с разным количеством пчелиных особей показали, что в весенний и раннелетний периоды, когда внешняя температура не превышает 17 - 18ºС, температура в зоне расплода в сильных семьях выше, чем в слабых. Это говорит о необходимости правильного и своевременного утепления гнезд пчелиных семей вообще, а слабых – в особенности. Очевидно также, что достигаемое при этом уменьшение тепловых потерь в свою очередь сокращает расход запасов корма, изнашивание пчел (Деалианиди, 1969; Лебедев, Билаш, 1991).

Температура в зоне расплода отличается наибольшей стабильностью, тем не менее, в зависимости от месторасположения расплода как на соте, так и в гнезде температура может колебаться. По данным ряда авторов, температура в нижней части сота с расплодом по сравнению с его центральной частью падает с 35 до 30 - 25ºС. Наиболее высокая температура регистрируется около расплода в центральной его части, а в верхней и особенно в нижней части улочек она понижается. Самую стабильную температуру пчелы поддерживают на участках сотов с яйцами и молодыми личинками. С увеличением возраста личинок температура начинает колебаться в пределах 0,5ºС, а с началом запечатывания расплода в пределах 4ºС (Лебедев, Билаш, 1991; Кривцов и др., 1999).

Температура в зоне трутневого расплода, развивающегося из яиц пчел-трутовок, как правило, выше, чем там, где находится аналогичный расплод маток. Отличие достигает максимума в центральной зоне сотов в середине гнезда. Так, при колебании внешних температур от 10 до 30ºС температура в зоне локализации трутневого расплода в безматочной семье была в среднем равна 36ºС, а в семье с маткой – 35,3ºС. При измерении температуры в нижней части сотов результаты были соответственно ниже на 0,6 и 0,3ºС (Еськов, 1999).

В гнезде семьи-трутовки, находящейся без матки 30 – 40 дней, в зоне сотов с интродуцированным пчелиным расплодом температура выше, чем в аналогичных зонах семей с матками; колебания внешней температуры вызывают сходные изменения ее в зонах расплода в гнездах семей с матками и семей-трутовок. Например, при 11 - 27ºС около расплода, находящегося в средней части сота, подставленного в гнездо безматочной семьи, регистрировалась температура 35,6ºС, в нижней части – 35,0ºС, а в гнезде семьи с маткой в этих зонах сотов она была в среднем на 0,2ºС ниже. Понижение температуры с 27 до 11ºС приводило к ее снижению в гнезде первой семьи соответственно на 0,2 и 0,7ºС, а второй – на 0,4 и 0,7ºС (Еськов, 1999).

Таким образом, в гнездах семей с пчелами-трутовками отмечается повышение температуры и концентрации углекислого газа. По мнению автора, это связано с тем, что развитие овариол у рабочих пчел интенсифицирует метаболические процессы в их организме. Наряду с этим у пчел-трутовок отмечается повышенная локомоторная активность, которая стимулируется взаимной агрессивностью таких особей, связанной с конкуренцией за ячейки для откладки яиц. Нормализация состояния безматочных семей под влиянием внесения в их гнезда открытого расплода рабочих пчел благоприятствует восстановлению внутригнездового микроклимата (Еськов, 1999).  

Механизм терморегуляции представляет собой цепь сложных поведенческих актов. Важную роль при этом играют индивидуальные особенности пчел – чувствительность их терморецепторов, способность в сотни раз замедлять или усиливать обмен веществ. Следует помнить о том, что пчелам значительно легче повысить температуру гнезда, чем понизить. Так, за один и тот же промежуток времени пчелы способны повысить температуру гнезда на 30ºС, а понизить  лишь на 4ºС.

В зависимости от ситуации и интенсивности воздействия термофактора пчелы ведут себя по-разному. При повышении температуры гнезда, в первую очередь в зоне размещения расплода, пчелы активно понижают ее, уменьшая плотность скопления, рассредоточиваясь по сотам и тем самым увеличивая объем гнезда и его теплопотери. Если температура продолжает превышать оптимальную для взрослых и развивающихся членов семьи, то пчелы покидают гнездо и выкучиваются, собираясь под дном или прилетной доской улья. При понижении температуры в гнезде пчелы плотнее собираются на сотах, перемещаются в верхнюю часть гнезда и на соты с расплодом. Одновременно с поведенческими реакциями у пчел усиливается обмен веществ, а, следовательно, и образование тепла (Жданова, 1963; Кривцов и др., 1999). 

Таким образом, несмотря на довольно совершенную систему терморегуляции в пчелиных семьях, температурный режим, как в месте расположения расплода, так и на других участках может варьировать в зависимости от ряда факторов.

Расширение сети электроэнергетических сооружений, радио- и телевизионной связи, а также систем радиолокации сопряжено со значительным насыщением атмосферы электромагнитными полями. Электромагнитные поля в обычных условиях содержания пчел, по-видимому, не влияют на их состояние и жизнеспособность. Так, при воздействии на пчел полями, используемыми в телевидении и радиолокации, с плотностью потока в несколько десятков мВ/см2 не выявлено каких-либо специфических форм реагирования, изменения состояния или снижения жизнеспособности. Действие высокочастотных полей обнаруживается при большой мощности (Еськов, 1990).

Разносторонние исследования, выполненные на медоносной пчеле, показали, что она является удобным тест-объектом для мониторинга уровней низкочастотных электрических полей. Вместе с тем разработаны эффективные средства использования низкочастотных электрических полей для управления поведением этих насекомых. Что касается отношения пчел к ультравысокочастотным полям, то этот вопрос до последнего времени оставался открытым (Еськов, 1992).

Взрослых или развивающихся пчел подвергали действию УВЧ-поля (частота – 40,68 мГц, напряженность – 100 В/см). Разогрев тела  взрослых пчел, личинок и куколок контролировали микродатчиком электротермометра. Датчик контактировал с телом насекомого или вводился в него. Последнее использовалось для контроля за разогреванием головного, грудного и брюшного отделов пчелы. Было установлено, что под действием УВЧ-поля взрослые особи погибают за 1,5 – 39,0 мин (в среднем за 6,1 мин). За 4 мин температура отчлененной головы повышается в среднем на 3ºС, груди – на 9ºС и брюшка – на 6ºС. У личинок шестидневного возраста температура тела за 40 секунд повышается до 42ºС. У куколок, находящихся в запечатанных ячейках, она медленно возрастает с увеличением продолжительности действия УВЧ-поля: за 5 мин – до 40,6ºС, за 30 мин – до 45,0ºС и за 60 мин – до 51,0ºС (Еськов, 1994).

Смертность развивающихся пчел возрастает с увеличением продолжительности действия на них УВЧ-поля. Незначительную их гибель порождает 5-минутное воздействие УВЧ-полем на куколку (всего 2%). В случае трехкратного воздействия полем указанной продолжительности, даже при несущественном повышении температуры тела, гибель насекомых к завершению постэмбрионального развития составляет 81%. Все развившиеся пчелы погибают под влиянием 40-минутного воздействия УВЧ-полем. Под влиянием 15-минутного действия УВЧ-поля на стадии предкуколки у 76% пчел, достигших имаго, были недоразвиты крылья, а после 20-минутного воздействия – у 86%. У 8% пчел, подвергавшихся на стадии предкуколки 20-минутному действию УВЧ-поля, длина хоботка составляла всего 4,6 – 4,7 мм (в контроле его минимальное значение составляло 6,0 мм). Эти изменения происходили при дискретном действии поля (по 5 мин с перерывами такой же длительности), что не связано с гипертермией (Еськов, 1990).

Таким образом, под воздействием УВЧ-поля головной, грудной и брюшной отделы тела пчелы разогреваются в неодинаковой степени. Личинки разогреваются сильнее куколок. Это связано в основном с различным содержанием воды и теплоизоляцией (у личинок ячейки открыты, у куколок запечатаны). Существенные различия в продолжительности жизни пчел в УВЧ-поле связаны с неодинаковым наполнением их пищеварительных трактов. Аномалии морфогенеза порождаются процессами, которые не имеют непосредственного отношения к перегреву тела развивающихся пчел. Это происходит в результате аккумуляции повреждающего эффекта УВЧ-поля (Еськов, 1994).

Воздействие на пчелиные семьи электрических полей (ЭП), напряженность которых превосходит пороговые значения, влечет за собой изменение микроклимата в их гнездах. Наибольшее изменение температуры (на 0,1 – 0,3ºС) и концентрации углекислого газа (на 0,05 – 0,1%) в улье наблюдается в летний период под действием низкочастотного ЭП напряженностью 15 – 18 В/см. Микроклиматические показатели значительно изменяются под действием полей с напряженностью десятка вольт на сантиметр. Чем выше напряженность ЭП, тем на большую величину возрастает температура и концентрация углекислого газа. Пчелы наиболее чувствительны к электрическим полям с частотой от 100 до 1000 Гц. Наибольшей эффективностью действия обладают ЭП с частотой 500 Гц (Еськов, 1990, 2000; Золотов, 2003; Horn, 1983; Martin et al., 1989; Kasprzyk, Migacz, 1992). 

В период активной жизнедеятельности семьи для ее возбуждения, приводящего к изменению внутригнездового микроклимата, необходимо ЭП, напряженность которого в 3 – 4 раза превосходит ее минимальное значение, стимулирующее первые признаки активизации. При повышении напряженности ЭП до 30 В/см температура на периферии гнезда за 12 – 14 минут поднимается на 4 - 5ºС, а концентрация углекислого газа за 7 – 9 минут – на 2,0 – 2,8% (Еськов, Миронов, 1990; Bruzek, 1990).

Возбуждение семьи и внутригнездовой микроклимат по-разному меняются в зависимости от длительности действия ЭП. Так, на одноминутное включение ЭП напряженностью 35 В/см (500 Гц) максимальное повышение внутригнездовой температуры составляет 1,2ºС, а концентрация углекислого газа – 0,7%. Пятиминутная стимуляция таким же полем вызывает повышение температуры на 2,7ºС и концентрации углекислого газа на 1,7%. Действие же этого стимула в течение 1 часа повышает температуру на 3,6ºС, а концентрацию углекислого газа – на 2% (Еськов, 1990).

Нормализация внутригнездового микроклимата при часовой стимуляции семьи ЭП относительно небольшой  напряженности (30 – 40 В/см) начинается еще во время действия поля. Уже через 18 – 20 минут от начала его включения концентрация углекислого газа приближается к исходному уровню. Что касается температуры, то она очень медленно, со скоростью около 0,03ºС в минуту, понижается от максимального значения в период действия ЭП и непосредственно после его отключения. Судя по относительно высокому уровню интенсивности звуков, сохраняющемуся на протяжении всего периода включения ЭП, пчелы находятся все это время в возбужденном состоянии. Тем не менее, отклонение параметров микроклимата за пределы оптимума побуждает пчел заниматься его нормализацией (Еськов, 2000; Galuszka, 1970).

Значительные аномалии внутригнездового микроклимата происходят под действием ЭП высокой напряженности порядка 200 – 250 В/см. При таких напряженностях на частотах максимальной чувствительности к этому стимулу температура в разных зонах гнезда за 5 – 7 минут повышается на 10 - 18ºС. Минимальные ее изменения происходят в центральной части гнезда, максимальные – на периферии. После отключения ЭП, действовавшего в течение 45 мин, быстрый спад температуры со скоростью около 0,2ºС в минуту происходит в течение первого часа. В дальнейшем она снижается на 0,03ºС в минуту (Сапожников, 1975; Еськов, 1981; Horn, 1982).

В конце активного периода жизнедеятельности семьи (сентябрь) при температуре 10 - 15ºС на действие ЭП 75 В/см, включаемое на 10 – 15 мин, температура в центре гнезда повышается на 4 - 5ºС со скоростью около 0,3ºС в минуту. Максимальное значение температуры достигает 37 -38ºС. За 1,5 – 2 часа после отключения ЭП она понижается всего на 0,2 – 0,9ºС и возвращается к исходному уровню через 5 – 6 часов. Повышение напряженности ЭП до 200 В/см за 10 – 15 мин стимулирует разогрев гнезда на 8 - 9ºС. За первые 2 – 3 часа после отключения ЭП температура понижается всего на 0,5 – 1,3ºС. Быстрое ее понижение начинается через 3,5 – 4,5 часа после окончания стимуляции. Полное восстановление исходного температурного режима происходит через 15 – 18 часов (Еськов, 1990, 2000; Titera, 1984).

Диапазон изменения внутригнездовой температуры под действием ЭП зависит от внешней. Например, при 11 - 13ºС температура в центре гнезда возрастает с 33,4 – 33,6ºС до 37,1 – 37,8ºС, а при 18 - 21ºС – с 34,1 – 34,5 до 38,0 - 39,8ºС. Возвращение внутригнездовой температуры к исходному уровню происходит быстрее при более низкой температуре окружающей среды: при 11 - 13ºС – за 5 – 9 ч, а при 18 - 21ºС – за 10 – 14 часов (Еськов, 1990, 2000; Altman, Warnke, 1987)

Подача ЭП в виде импульсов и синусоидальных колебаний вызывает практически адекватное влияние на изменение температуры, если продолжительность действия поля и пауз между его включениями находится в пределах 20 – 40 с. Уменьшение продолжительности импульсов ЭП и увеличение пауз между ними при прочих равных условиях влечет за собой понижение возбуждения пчел. Например, ЭП с частотой 500 Гц при напряженности 70 В/см, подаваемое в виде непрерывных синусоидальных колебаний в течение 1 мин, стимулирует повышение температуры в верхней части гнезда (над расплодом) на 2,2±0,46ºС. ЭП, подаваемое в импульсном режиме со скважностью равной двум и длительностью импульсов 20 мс, стимулировало повышение температуры на 1,3±0,23ºС. При скважности, равной 10, температура изменялась на 0,4±0,12ºС (Еськов, 1990, 2000).

Сеть высоковольтных линий электропередачи (ЛЭП) из года в год возрастает. По многим из них передается переменный ток промышленной частоты (50 Гц). Напряженность ЭП в зоне ЛЭП зависит от напряжения, передаваемого по линии. Максимальный уровень ЭП вблизи ЛЭП 110 кВ составляет 33, а у ЛЭП 750 кВ – 155 В/см. Для многих наземных объектов важна напряженность ЭП у поверхности Земли. Она отличается у линий разных классов и зависит также от высоты опор, провисания проводов и рельефа местности. Среднее значение напряженности ЭП на высоте 2 м от земли под ЛЭП 500 кВ/см равно 60 В/см, под ЛЭП 750 кВ/см – 110 В/см и под ЛЭП 1500 кВ/см – 174 В/см (Еськов, 1990).

Действие низкочастотного ЭП воспринимается в основном опосредованно за счет раздражения током. Он наводится в теле пчел под влиянием ЭП и протекает в местах контактирования насекомых друг с другом и различными токопроводящими поверхностями (Еськов, 1966; Lindauer, 1972; Wallenstein, 1973; Altmann, Warnke, 1976; Warnke, 1976)

Внутригнездовая температура в различных зонах с развивающимся расплодом находится в относительно узком диапазоне, изменяясь в небольших пределах в зависимости от состояния семей и погодных условий. Однако абсолютные значения температуры и суточный ход ее изменений отличаются в гнездах семей, расположенных длительное время под ЛЭП. Отличия достигают максимального значения на периферии гнезда в середине дня. В это время температура в нижней части гнезда семьи, удаленной на 20 м от ЛЭП (контроль: напряженность около 20 В/см), составляла 33,1±0,26ºС, вверху – 35,7±0,12ºС, сбоку – 33,0±0,17ºС. У семьи, находящейся под ЛЭП,  температура повышалась на 2,2; 0,7 и 2,8ºС соответственно.

Колебания внешней температуры вызывали сходные тенденции изменения внутригнездового терморежима как в семьях, находящихся под ЛЭП, так и в 20 м от линии. Например, при повышении внешней температуры на 10ºС ее значение в центральной зоне гнезда тех и других семей увеличивалось на 1,0 – 1,3ºС. 

7.1. Микроклимат и расположение источника раздражения

Размещение источника раздражения внутри улья сопровождается при прочих равных условиях наибольшей интенсивностью раздражения. В качестве источника раздражения использовалось устройство, состоящее из электростимулятора и кассеты, имеющей площадь электродной сетки 1600 см2. Кассеты при помощи плечиков фиксировались внутри улья вместо сотовых рамок между крайними медовыми рамками (см. рис. 3.1). 

Раздражение проводилось в вечернее (18.00 – 21.00) и ночное (22.00 – 5.00) время. Показатели микроклимата регистрировались до начала раздражения, во время и после раздражения. Кроме того, одновременно фиксировалась температура и влажность пчелиного жилища контрольной группы пчелиных семей, которые не подвергались действию импульсного тока, а также регистрировалась температура и влажность атмосферного воздуха.  

Оценивая температуру пчелиного жилища в течение суток в контрольной группе пчелиных семей на периферии гнезда (датчик расположен между крайними медовыми рамками), необходимо сказать, что в этой области температура изменяется от 25,8±0,2ºС в 7.00 часов утра до 33,0±0,1ºС в 21.00 (рис. 7.1). Следует отметить, что максимальное повышение температуры на периферии гнезда отмечается с 19.00 до 22.00 часов, что, видимо, связано с активацией двигательной активности пчел, направленной на выпаривание воды из нектара.

Температура атмосферного воздуха в указанных временных пределах колебалась от 15,8ºС в 5.00 часов утра до 28,0ºС в промежутке между 13.00 и 19.00 часами (рис. 7.1).
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Рис. 7.1. Изменение температуры в периферийной части гнезда

                     при раздражении с 22.00 до 5.00 часов 

1. Температура атмосферного воздуха

2. Температура на периферии гнезда контрольной группы семей

3. Температура на периферии гнезда экспериментальной группы 

При раздражении импульсным током отмечалось резкое повышение температуры в области постановки источника раздражения. Так, уже через час раздражения температура между крайними медовыми рамками достигала 43,0±0,2ºС, в то время как в контрольной группе пчелиных семей температура в этой области соответствовала 27,9±0,1ºС. Максимальная температура регистрировалась через час экспозиции раздражителя в 23.00 часа, достигая 43 - 44ºС (рис. 7.1).

В течение всего времени раздражения температура оставалась высокой на уровне 42 - 43ºС. После отключения источника раздражения температура на периферии гнезда резко снижается. Так, уже через полчаса, т.е. в 5.30 часов утра, температура между крайними медовыми рамками снижается до 38,7±0,3ºС, в то время как в контрольной группе семей температура в этой области гнезда соответствует 27,0±0,2ºС.

Через три с половиной часа после отключения источника раздражения регистрировались достоверные различия температурного режима между контрольной и экспериментальной группами пчелиных семей в периферической области гнезда (рис. 7.1). 

Иная картина наблюдалась в расплодной части гнезда. В контрольной группе пчелиных семей  в течение суток температура изменялась незначительно и колебалась в пределах 34,2 – 34,8ºС. В экспериментальной группе семей в ответ на раздражение импульсным током температура в расплодной части гнезда повышалась и достигала своего максимума (35,8±0,2ºС) к 3.00 – 5.00 часам утра (рис. 7.2).

Сравнительный анализ температурного режима в области расплодной части и периферии гнезда показал, что в расплодной части температура в условиях раздражения повышается на 0,4 – 1,0ºС, а на периферии гнезда в области постановки источника раздражения – на 12 - 15ºС.

По мере удаления от центральной расплодной части гнезда температура при раздражении увеличивается, причем тем больше, чем дальше от расплода расположена область измерения температуры. Так, температура в области 5 и 6 рамок возрастает с 32,6±0,2ºС до 37,9±0,1ºС, а между 6 и 7 рамками температура возрастает с 31,9±0,2ºС до 38,2±0,1ºС. После отключения источника раздражения температура в течение 3 – 4 часов возвращается к исходным величинам (рис. 7.2).
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Рис. 7.2. Зависимость температурного режима пчелиного жилища

при раздражении импульсным током от степени 
удаленности от расплодной части гнезда

1. Контроль

2. Температура в центре гнезда

3. Температура между 5 и 6 рамками

4. Температура между 6 и 7 рамками

Наряду с изменениями температурного режима пчелиного жилища  изменяются и показатели относительной  влажности. В контрольной группе пчелиных семей, начиная с 21.00 часа, относительная влажность снижается с 67,0±1,1% до 59,8±1,8% к 5.00 часам утра. Затем влажность воздуха внутри улья повышается и к 21.00 следующих суток достигает 69,8±0,8% (рис. 7.3). 

В экспериментальной группе семей относительная влажность при включении источника раздражения резко увеличивается, достигая 73,8±0,3%, в то время как в контрольной группе семей эта величина равна 60,8±0,9%, а влажность воздуха составляет 76,7±2,3%. К 5.00 часам утра показатели влажности снижаются, практически сравниваясь с показателями контрольных семей (рис. 7.3). 
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Рис. 7.3. Изменение относительной влажности (%) пчелиного

жилища при раздражении с 22.00 до 5.00 часов

1. Влажность атмосферного воздуха

2. Влажность воздуха в улье при раздражении

3. Контрольные значения влажности

Резкое повышение относительной влажности внутри улья, возможно, связано с тем, что при раздражении увеличивается температура на 10 - 15ºС, что, в свою очередь, вызывает усиление работы пчел-вентилировщиц. В это время влажность атмосферного воздуха составляет 76 – 79%. За счет нагнетания атмосферного воздуха внутрь улья для стабилизации внутриульевой температуры, влажность воздуха внутри улья резко увеличивается.

 Еще одним объяснением резкого повышения влажности внутри улья при раздражении пчел импульсным током может быть также увеличение температуры, вследствие чего интенсифицируется процесс дозаривания меда, связанный с испарением воды из нектара. Возможно, по этой причине и повышается показатель относительной влажности. 

Несколько иная картина наблюдается при изучении влажности воздуха внутри улья при раздражении в течение 3-х часов с 18.00 до 21.00. Как в экспериментальной, так и в контрольной группах семей с течением времени относительная влажность снижается с 68 – 69%  в 17.00 часов до 52 – 56% в 22.30 (табл. 7.1).

                                                                                                Таблица 7.1

Изменение относительной влажности (%) пчелиного жилища

при раздражении с 18.00 до 22.00 часов

	Время суток
	Эксперимент
	Контроль

	17.00
	68,0 ± 3,7
	68,7 ± 1,0

	18.30
	58,0 ± 1,0*
	64,7 ±0,9

	20.30
	52,5 ± 1,0
	52,8 ± 0,8

	21.30
	51,5 ± 1,0
	51,2 ± 0,7

	22.30
	56,5 ± 1,1*
	51,8 ± 0,6


* - Различия между контрольной и экспериментальной группой 

статистически значимы (р < 0.05)

Раздражение импульсным током с 18.00 до 21.00 часов при постановке источника раздражения между крайними медовыми рамками сопровождается такими же изменениями температурного режима пчел, как и при экспериментах с раздражением с 22.00 до 5.00 часов. В течение получаса раздражения температура в области постановки источника раздражения увеличивается на 10 - 13ºС, а в расплодной части гнезда разница с контрольными величинами не превышает 1,0ºС. Скорость восстановления исходной температуры в экспериментальной группе семей соответствует 1,5 часа, что на много меньше скорости восстановления, зарегистрированной при раздражении с 22.00 до 5.00 часов.

Таким образом, при раздражении пчел импульсным током в вечернее и ночное время температура в периферийной части гнезда резко возрастает, а в расплодной части эти изменения незначительны. Это явление имеет большой биологический смысл, заключающийся в различной терморезистентности взрослых пчел и расплода. В периферийной части гнезда температура повышается, видимо, за счет усиления двигательной активности пчел. В расплодной части гнезда наблюдаются иные явления: пчелы-вентилировщицы резко увеличивают свою активность, за счет чего и происходит охлаждение расплода. Одним из доказательств этого предположения является повышение влажности пчелиного жилища экспериментальной группы семей по сравнению с контрольной.

В дальнейшем использовались надгнездовые конструкции источников раздражения, отличающихся друг от друга расположением электродной сетки относительно вертикальной оси: горизонтальные и полувертикальные.

Источник раздражения с горизонтальным расположением электродной сетки состоит из корпуса, выполненного из дерева или пластических материалов. Размер корпуса полностью соответствует размеру улья и крепится к нему также как магазинная надставка. Внутри надставки помещается электродная сетка, расстояние от которой до верхних брусков ульевых рамок равно 50 мм (см. рис. 2.6). 

При раздражении пчел в ночное время с 22.00 до 5.00 утра температура в разных точках пчелиного жилища изменяется неодинаково. Так, в расплодной части гнезда температура в течение суток колеблется в пределах 0,5ºС (контроль). 

При раздражении импульсным током, с использованием горизонтальной электродной сетки, температура в течение раздражения несколько повышается и соответствует 34,9±0,3ºС (рис. 7.4).

Несколько иная картина наблюдается при регистрации температуры между 5 и 6 ульевыми рамками. При раздражении температура увеличивается в течение первого часа с 33,4±0,2ºС до 35,2±0,4ºС. Затем температура стабилизируется, после отключения источника раздражения снижается до исходных величин в течение 4 часов (рис. 7.4).

Максимальное увеличение температуры наблюдается в области 7 и 8 ульевых рамок, там, где сосредоточена основная масса летной пчелы. Через час после включения источника раздражения температура повышается с 31,2±0,3ºС до 36,3±0,4ºС. Затем следует небольшое нарастание температуры, пик которого отмечается в 5.00 часов утра (37,3±0,2ºС). После отключения стимулятора кривая температуры резко снижается (рис. 7.4).
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Рис. 7.4. Топография изменений температуры при надгнездовой

(горизонтальной) постановке источника раздражения

1. Контроль
2. Температура в центре гнезда

3. Температура между 5 и 6 рамками

4. Температура между 7 и 8 рамками

Таким образом, при надгнездовой постановке  источника раздражения с горизонтальной электродной сеткой, где расстояние между раздражителем и пчелами одинаково во всех точках улья, температура увеличивается от расплодной части к периферии, где сосредоточены летные пчелы, двигательная активность которых, видимо, и создает условия для повышения температуры.

В следующей группе экспериментов с использованием надгнездового способа раздражения, конструкция источника раздражения была принципиально изменена. Источник раздражения представлял собой бинарную структуру, состоящую из двух одинаковых половинок, вращающихся относительно друг друга за счет подвижного соединения центральной оси. Используя это качество источников раздражения, нами были поставлены эксперименты, в которых подвижные половинки в одном случае образовывали внутренний угол 90º (см. рис. 2.7), в другом случае – внешний угол  90º (см. рис. 2.8). Таким образом, в разных частях пчелиного жилища расстояние от пчел до электродной сетки будет разным.

При использовании V-образной конструкции источника раздражения расстояние от расплодной части гнезда до электродной сетки  минимально и равно 25 мм, а на периферии, где сосредоточены летные пчелы, это расстояние равно 100 мм. 

Несмотря на то, что источник раздражения в центре гнезда находится значительно ближе к пчелам, чем на периферии, однако распределение температур в разных точках пчелиного жилища практически не отличается от данных представленных на рис.7.4. Также как и в случае с использованием горизонтальной электродной сетки, температура в расплодной части гнезда при раздражении не превышает 35,0±0,3ºС, а на периферии гнезда – 36,8±0,5ºС.

Аналогичная картина наблюдается и при использовании А-образной  («домиком») конструкции источника раздражения, где расстояние от пчел до электродной сетки в области расплода увеличено до 100 мм, а на периферии – уменьшено до 25 мм.  В этом случае, в расплодной   части изменение  температуры при раздражении не достигает достоверных величин относительно контроля, а в периферической части температура максимально увеличивается до 38,6±0,4ºС.  Увеличение температуры на 1,3ºС  относительно результатов, полученных с применением горизонтальной электродной сетки, объясняется, видимо, тем, что при постановке А-образной конструкции источника раздражения последний находится вдвое ближе к летным пчелам.

В наших экспериментах, как уже указывалось выше, использовался не только внутриульевой, но и внеульевой способ получения пчелиного яда. Под внеульевым расположением подразумевается установка источника раздражения возле нижнего леткового отверстия вместо прилетной доски (см. рис. 2.2).

Раздражение осуществлялось в летнее время при сухой (влажность 45 – 65%), теплой (температура 20 - 25ºС), солнечной (освещенность 50 – 70 тыс. люкс) погоде с 15.00 до 18.00 часов. Регистрировалась температура в 8 точках улья (рис. 7.5).
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Рис. 7.5. Топография изменений температуры при внеульевой

постановке источника раздражения  с 15.00 до 18.00 часов

1. Контроль
2. Температура через 1 час раздражения

3. Температура через 1 час после раздражения

4. Температура через 2 часа после раздражения

В контрольной серии экспериментов, с использованием интактных пчел было показано, что температура пчелиного жилища возрастает в зависимости от топографии внутриульевого пространства. Так, на периферии гнезда (датчики 1 и 8) температура находится в пределах 28,0ºС. По мере приближения к центральной части гнезда температура повышается и своего максимума достигает в области размещения расплода (рис. 7.5).

Через 1 час после начала раздражения температура возрастала в периферийной части гнезда с 28,0±0,1ºС до 32,4±0,6ºС. В центральной части гнезда температура также увеличивалась с 34,1±0,2ºС до 34,7±0,2ºС (датчик 4). Такая температура как на периферии, так и в центре гнезда держалась в течение всего времени раздражения с 15.00 до 18.00 часов (рис. 7.5).

После отключения источника раздражения температура пчелиного жилища постепенно возвращается к исходным величинам. Интересно отметить, что через 1 час после отключения раздражения температура в центре гнезда опускается ниже контрольных величин. Этот эффект, по всей видимости, связан с тем, что пчелы-вентилировщицы, активно охлаждая пространство улья, снижают температуру и в расплодной части до 32,8 – 33,3ºС (рис. 7.5).

Таким образом, применение импульсного тока в качестве раздражителя пчел как при внутриульевой, так и внеульевой постановке источника раздражения, сопровождается изменением температурного статуса пчелиного жилища. Следует заметить, что внутриульевая постановка источника раздражения между крайними медовыми рамками вызывает значительно большее повышение температуры (до 42 - 45ºС), чем внеульевая постановка, причем массовой гибели пчел не наблюдалось ни в одном случае.

Эффект быстрого повышения температуры на периферии гнезда при внутригнездовой постановке источника раздражения может быть использован при термической обработке пчел против варроатоза. В настоящее время используется метод обработки пчел против варроатоза в термокамере  (Гробов и др., 1987; Кривцов и др., 1999).   Сущность метода заключается в том, что всех пчел из улья стряхивают с каждой соторамки через специальную воронку в кассету, которую помещают в термокамеру и прогревают 10 – 15 минут при температуре 46 - 48ºС. 

Камера имеет съемную двухстенную крышку, двухстенный корпус, окна для стряхивания кассет, остекленные смотровые стекла, термоконтактор с реле, термометры на 100ºС, сетку-сборник для клещей, вентиляционные отверстия. Источником тепла в камере могут быть электрические нагревательные приборы (мощностью 1,5 – 2 кВт), передвижной тепловой агрегат типа МП-70 и др. Они должны обеспечивать быстрый подъем температуры до необходимого уровня и обладать малой инерционностью, чтобы после отключения нагрева температура в камере не повышалась более чем на 2 – 3ºС. Кассета - металлический каркас (длина 554 мм, дно эллиптической формы с длиной осей 400 и 250 мм, поверхность 0,742 м2, вместимость 1,5 кг пчел, масса 2,5 кг) из проволоки или трубки (диаметр 4 – 5 мм), с внутренней стороны обтянутый металлической сеткой (размер ячеек 2,5х3,0 мм). Сетка крепится к каркасу у оснований верхней и нижней частей кассеты, которая закрывается холстиком. Для стряхивания пчел с сотовых рамок в кассету применяют жестяную воронку с широким верхним основанием (25х55 см). Чтобы обеспечить полное прикрытие верха кассеты воронкой, на расстоянии 200 мм от ее низа по периметру приваривают полоску жести (ширина 50 мм), загнутую вниз на 20 мм. Для герметичности к ней прикрепляют полоску поролона. На крупных пчелофермах применяют термокамеру, вмещающую несколько кассет, для чего используют переоборудованный кузов грузового автомобиля-цыплятовоза. За 1 час в нем можно обработать до 60 пчелиных семей (Гробов и др., 1987; Кривцов и др., 1999).

Описанный метод отличается крайней трудоемкостью, разлетом пчел при перемещении их из улья в термокамеру и обратно, а также поражением обслуживающего персонала пчелиным ядом. Применение внутригнездового раздражения пчел снимает описанные проблемы и, кроме того, позволяет получать пчелиный яд, что, несомненно, увеличивает рентабельность пчеловодного хозяйства (Гиноян, Хомутов, 2003). 

7.2. Температурный режим и пчелиный яд

В настоящее время накопилось большое количество сведений о влиянии
пчелиного яда на продолжительность жизни животных, относящихся к разным таксономическим группам (Хомутов и др., 1986 - 2005; Ягин и др., 2002; Калашникова и др., 2004; Пурсанов и др., 2005), однако сведений о влиянии яда на самих пчел в доступной  литературе нами не обнаружено. Также нет сведений и о сочетанном действии пчелиного яда и высокой температуры, хотя при получении пчелиного яда температура в местах постановки ядоприемных кассет, как уже указывалось выше, повышается до 42 - 45ºС. 

Для выяснения одновременного действия пчелиного яда и высокой температуры были проведены эксперименты, в которых было задействовано 10 групп пчел по 100 особей в группе. Каждая группа пчел помещалась в колбу емкостью 1300 см3. Группы пчел подразделялись на 2 контрольные и 8 экспериментальных, из которых 4 группы подвергались нагреванию до 30ºС, а другие 4 группы – до 40ºС. На дно каждой колбы экспериментальных групп помещался кружочек фильтровальной бумаги диаметром 35 мм, смоченный раствором пчелиного яда, концентрация которого варьировала от 10-5 до 10-2. В контрольных группах пчел фильтровальная бумага смачивалась дистиллированной водой. Сверху каждая колба закрывалась плотным ватным тампоном, внутренняя сторона которого смачивалась 60% сахарным сиропом в объеме 10 мл. Температурный режим в течение суток поддерживался автоматически. Количественная оценка погибших пчел производилась через 6 и 24 часа после помещения пчел в термостат.

При температуре 30ºС, являющейся адекватной температуре в улье, в контрольной группе особей через 6 часов не погибло ни одной пчелы, а через 24 часа  погибли все пчелы. В экспериментальной группе выживаемость пчел зависела от концентрации яда и продолжительности экспозиции. Так, при концентрации яда 10-5 через 24 часа погибло 20% пчел, при концентрации яда 10-4 через 6 часов погибло 70% пчел, а через сутки – 90%, при концентрации 10-3  через 6 и 24 часа 90 и 100% соответственно, при концентрации 10-2 через 6 часов не погибло ни одной особи, а через сутки погибли все пчелы.

При температуре 40ºС, регистрируемой при получении пчелиного яда в местах постановки ядоприемных кассет, в контрольной группе пчел через 6 часов экспозиции погибло 60% особей, а через 24 часа – 100%. Иная картина наблюдалась при действии пчелиного яда. Так, при концентрации пчелиного яда 10-5  через 6 часов не погибло ни одной пчелы, а через 24 часа погибло 50% пчел. Увеличение концентрации яда сопровождалось повышением выживаемости пчел в условиях экспериментального перегревания. При концентрации яда 10-4  через 6 часов погибло 10% , а через 24 часа – 20% пчел. Еще более разительные результаты были получены при использовании яда в концентрации 10-3 и 10-2, при применении которых и в том и другом случае погибло только 10% пчел.

Исследования, проведенные в нашей лаборатории на млекопитающих (кролики, крысы), также показали термоадаптивный эффект пчелиного яда (Хомутов и др., 2005). Известно, что пчелиный яд является мощным стрессорным фактором, в реализации которого у млекопитающих задействована гипоталамо-гипофизарно-адреналовая система. Такая система отсутствует у насекомых и, хотя основным медиатором нервной системы пчел является ацетилхолин, нельзя отрицать и наличия адренергических синаптических образований. Возможно, стрессорное воздействие пчелиного яда реализуются именно через эти структуры. Стресс вызывает большой спектр изменений в организме, которые сопровождаются адаптационным синдромом. Во второй фазе адаптационного синдрома (фаза сопротивления) усиливается секреция кортикостероидов и организм обнаруживает повышенную устойчивость к стрессору.

При раздражении импульсным током, как было показано выше, температура в области постановки источника раздражения увеличивается на 10 - 15°С относительно контрольных величин. При раздражении на стекле ядоприемной кассеты остается пчелиный яд, который, возможно, дополнительно стимулирует процессы возбуждения пчел, в результате чего температура внутри пчелиного жилища повышается (табл. 7.2).

Для проверки этой гипотезы был проведен ряд экспериментов, в которых сравнивались данные, полученные при воздействии ядом и импульсным током. С этой целью были выбраны по принципу аналогов четыре группы пчелиных семей, из которых две группы служили контролем, в котором пчелы не подвергались воздействию. В одной экспериментальной группе семей устанавливали в качестве раздражителя ядоприемные кассеты, соединенные с генератором импульсного тока, и расположенные между двумя крайними медовыми рамками. В другой группе на верхнюю поверхность рамок под холстик помещали марлю, которую однократно опрыскивали раствором пчелиного яда (20 мл) в разведении 10-3. Во всех группах пчелиных семей регистрация температуры и раздражение в экспериментальных группах производились в ночное время с 22.00 до 5.00 часов (табл. 7.2).

                                                                                            Таблица 7.2

Топография изменений температуры пчелиного жилища 

при раздражении импульсным током и пчелиным ядом

(горизонтальное расположение датчиков)

	№

дат-

чиков
	Раздражение ядом
	Раздражение током

	
	Контроль
	Эксперимент
	Контроль
	Эксперимент

	1
	30,0±0,5
	40,0±0,4*
	28,3±0,3
	37,7±0,2*

	2
	30,9±0,6
	43,7±0,3*
	28,5±0,2
	44,2±0,1*

	3
	34,0±0,6
	37,8±0,3*
	34,2±0,2
	38,3±0,1*

	4
	35,8±0.3
	37,3±0,2*+
	34,5±0,1
	35,6±0,2

	5
	35,9±0,1
	37,7±0,4*
	34,2±0.2
	37,5±0.1

	6
	34,2±0,3
	38,0±0,3*
	32,2±0,2
	39,1±0,1*

	7
	32,2±0,2
	43,4±0,3*
	27,3±0,2
	43,9±0,1*

	8
	29,6±0,5
	41,8±0,6*+
	27,6±0,2
	37.3±0,1*


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р <0.05)
+ - Различия между экспериментальными группами статистически 

значимы (р <0.05)

Датчики температуры устанавливались на уровне верхнего края сотовой рамки следующим образом: 1 датчик - между корпусом улья и первой медовой рамкой; 2 – между 1 и 2 рамками, где располагался источник раздражения и группировалась основная масса летной пчелы; 3 – между 2 и 3 рамками; 4 – в расплодной части гнезда между 5 и 6 рамками; 5 – между 8 и 9 рамками; 6 – между 11 и 10 рамками; 7 – между 12 и 11 рамками, где располагался источник раздражения; 8 – между корпусом улья и 12 рамкой. 

При раздражении импульсным током температура в области постановки источника раздражения возрастает с 28,5±0,2 до 44,2±0,1°С а в области расплода (датчик 4) температура повышается лишь на 1,0 – 1,2°С. В области, расположенной в непосредственной близости от источника раздражения температура также повышается на 9 - 10°С относительно контрольных величин (табл. 7.2).

При регистрации изменений температуры пчелиного жилища под действием пчелиного яда было показано, что максимальная температура отмечается  в области между 1 и 2 (датчик 2), а также между 11 и 12 рамками (датчик 7) и достигает 43 - 44°С. Следует отметить, что минимальное повышение температуры фиксируется в расплодной части (датчик 4), хотя и несколько превышает величины, полученные при раздражении импульсным током (табл. 7.2).

На первый взгляд, температура должна была повышаться одинаково во всех точках регистрации, так как раздражение пчелиным ядом осуществлялось равномерно по всей поверхности надрамочного пространства. Но, тем не менее, получены температурные максимумы и минимумы, связанные с определенными зонами пчелиного жилища. Такая температурная гетерогенность связана, видимо, с тем, что на периферии гнезда сосредоточена летная пчела и отсутствует расплод, а в центре гнезда располагается расплод, температура которого не должна превышает определенных пределов. 

Наибольшее количество летной пчелы в ночное время сосредоточено между крайними медовыми рамками, поэтому здесь отмечается максимальный температурный пик. При увеличении температуры в расплодной части гнезда начинают работать пчелы-вентилировщицы, которые, нагнетая атмосферный воздух внутрь улья, снижают температуру в этой области пчелиного жилища.

В следующем блоке экспериментов, при аналогичных условиях, сравнивали распределение температур по вертикали, с установкой датчиков  поперек сотовой рамки. Температурные датчики устанавливали на 2-ой сотовой рамке через каждые 40 мм, начиная от верхней планки.

Контрольные измерения показали, что температура постепенно понижается от уровня верхней планки (датчик 1) до уровня нижней планки (датчик 8) сотовой рамки (табл. 7.3).

                                                                                            Таблица 7.3

Топография изменений температуры пчелиного жилища 

при раздражении импульсным током и пчелиным ядом

(вертикальное расположение датчиков)

	№

дат-

чиков
	Раздражение ядом
	Раздражение током

	
	Контроль
	Эксперимент
	Контроль
	Эксперимент

	1
	28,7±0,1
	43,1±0,2*
	29,4±0,4
	43,9±0,2*

	2
	28,2±0,3
	42,8±0,1*
	28,8±0,2
	41,4±0,1*

	3
	27,9±0,2
	42,4±0,3*+
	28,2±0,3
	40,9±0,4*

	4
	27,5±0,3
	42,2±0,4*+
	27,7±0,2
	38,4±0,2*

	5
	27,0±0,4
	42,0±0,2*+
	27,1±0,1
	37,9±0,1*

	6
	26,7±0,3
	41,8±0,2*+
	26,6±0,3
	35,4±0,4*

	7
	26,5±0,2
	40,6±0,1*+
	26,4±0,1
	32,2±0,3*

	8
	26,2±0,1
	40,1±0,2*+
	25,8±0,4
	32,1±0,2*


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р <0.05)

+ - Различия между экспериментальными группами статистически 

значимы (р <0.05)

При использовании в качестве раздражителя импульсного тока температура с 43,9±0,2ºС снижается до 32,1±0,2°С, т.е. в среднем на 11°С, в то время как в контрольной группе пчелиных семей температура снижается  в среднем на 2 - 3°С. Низкие показатели температуры в подрамочном пространстве и на нижней части сотовых рамок при раздражении импульсным током, видимо, связаны с активной деятельностью пчел-вентилировщиц, которые нагоняя атмосферный воздух в значительной степени снижают температуру пчелиного жилища.

  При раздражении раствором пчелиного яда температура  во всех точках регистрации практически остается неизменной. Эффект равномерного распределения температуры по вертикальной оси улья в периферической области при раздражении пчелиным ядом,  по всей видимости, связан с тем, что пахучие вещества яда равномерно распределяются по всему объему улья, вызывая возбуждение пчел, начиная от надрамочного и кончая подрамочным пространством. 

В следующем блоке экспериментов был проведен сравнительный анализ изменений температурного режима  пчелиного жилища под действием пчелиного яда и импульсного тока не только во время раздражения, но и после него (табл.7.4).                                                                                       
                                                                                            Таблица 7.4

Изменение температурного режима периферии пчелиного жилища

в течение суток при действии импульсного тока и пчелиного яда

с 22.00 до 5.00 часов

	Время 

суток
	Контроль
	Пчелиный яд

(эксперимент)
	Импульсный ток

(эксперимент)

	21.00
	32,5±0,3
	32,3±0,1
	32,0±0,1

	23.00
	30,5±0,2
	37,1±0,4*
	43,8±0,3*+

	1.00
	30,8±0,3
	43,4±0,3*
	44,4±0,2*+

	3.00
	30,0±0,1
	43,1±0,1*
	44,1±0,3*+

	5.00
	28,5±0,2
	42,0±0,3*
	43,8±0,1*+

	7.00
	28,2±0,3
	41,8±0,4*
	39,2±0,4*+

	9.00
	27,8±0,1
	40,0±0,2*
	30,8±0,2*+

	11.00
	28,0±0,2
	38,8±0,3*
	30,0±0,3*+

	13.00
	28,2±0,3
	36,4±0,3*
	29,2±0,4+

	15.00
	29,3±0,4
	33,2±0,1*
	30,4±0,2+

	17.00
	31,0±0,3
	33,6±0,2*
	32,0±0,3+

	19.00
	33,0±0,2
	34,9±0,4*
	33,6±0,2+


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р <0.05)

+ - Различия между экспериментальными группами статистически 

значимы (р <0.05)

Температура регистрировалась в течение суток при помощи датчиков, расположенных между верхними планками сотовых рамок по схеме, описанной выше. Раздражение производилось с 22.00 до 5.00 часов утра. Регистрация температуры в расплодной части гнезда показала, что в этой области температура повышается лишь на 1,5 – 2,0°С относительно контрольных величин.

Иная картина наблюдается в периферической части гнезда, где сосредоточена основная масса летной пчелы. При раздражении импульсным током температура возрастает через 3 часа воздействия до 44,4±0,2°С. Через 2 часа после отключения источника раздражения (7.00 часов) температура снижается до 39,2±0,4°С, а через 4 часа практически не отличается от контрольных величин (табл.7.4). 

При раздражении пчелиным ядом эффект повышения температуры пролонгируется, хотя через 1 час после начала раздражения (23.00 часа) температура соответствует 37,1±0,4°С, а в то же время температура в группе семей, подвергающихся воздействию импульсного тока, равна 43,8±0,3°С. Наиболее интересные события происходят после прекращения воздействия пчелиным ядом, когда высокая температура (36,4±0,3°С) в периферической части гнезда сохраняется до 13.00 пополудни (табл.7.4).
Таким образом, повышение температуры в периферической части гнезда может быть вызвано как при помощи раздражения импульсным током, так и при помощи раствора пчелиного яда в разведении 10-3. Возможно, что повышение температуры внутри пчелиного жилища при получении пчелиного яда вызвано не столько непосредственным действием импульсного тока, а пчелиным ядом, который экстрагируется на стеклах ядоприемных кассет. Можно предполагать, что раздражение импульсным током является лишь пусковым механизмом, результатом действия которого является появление определенного количества яда на стеклах кассет. Это предположение основывается на том, что наиболее значительное количество яда эвакуируется пчелами в течение 1 часа раздражения импульсным током, а высокая температура в области постановки ядоприемных кассет поддерживается пчелами в течение всего времени раздражения. 

7.3. Температурный режим и перевозка пчел

Для обеспечения максимальной продуктивности пчелиных семей в течение всего активного сезона пчелы должны находиться на близком расстоянии от массива цветущих медоносов, только в этом случае они в состоянии полностью реализовать свой биологический потенциал. Пасеки, расположенные весь сезон на одном месте, лишь в случаях специально организованного конвейера могут иметь непрерывный и устойчивый медосбор. Для максимального медосбора ульи с пчелами перевозят с одних массивов медоносов (отцветающих) на другие (зацветающие). Тем самым обеспечивается непрерывный медосбор, эффективное опыление энтомофильных культур и значительное повышение их урожайности (Кривцов и др., 1999).

С момента образования в семьях зимнего клуба (октябрь – ноябрь) пчел перевозить практически нельзя. Во время переноски, погрузки и транспортировки ульи сотрясаются, клуб распадается, в гнезде повышается температура, пчелы начинают расходовать больше меда, что приводит к перегрузке задней (толстой) кишки и поносам. Не имея возможности летать, пчелы загрязняют соторамки, внутреннюю поверхность улья и др. Кроме того, от сотрясения клуб может упасть на дно; в этом случае создается угроза гибели пчел от холода (Аветисян, 1982; Комаров, 1992). 

Перевозить пчел можно только после первого очистительного облета, когда кишечник не переполнен экскрементами. Кроме того, весной количество пчел в ульях относительно невелико, соты не заполнены медом, в гнезде имеется много свободного места и пчелы могут свободно перемещаться и вентилировать гнезда с целью снижения температуры. Температура внешней среды в этот период невысокая, а потому поддержание оптимальных условий в гнезде трудностей не составляет (Бертран, 1906).

Летом в гнездах пчелиных семей очень много расплода, вызревшего и незрелого меда. Кроме того,  в это время для обновления сотов в гнезда добавляют рамки с искусственной вощиной, которая может быть не полностью отстроенной и заполненной медом; их восковая конструкция очень слабая, и потому при резком встряхивании соты могут оборваться и погубить всю семью.

При перевозке нарушаются привычные условия жизни пчел. В результате этого пчелы во время перевозки сильно возбуждаются. Возбужденные пчелы резко увеличивают расход меда и образование воды в дыхательной системе. По этой причине в жаркую погоду пчелы могут «запариться» - они становятся мокрыми и погибают. Следовательно, для предупреждения запаривания пчел перед началом работ по перевозке семей необходимо создать им условия, при которых пчелы не приходят в длительное возбужденное состояние.

При подготовке семей к перевозке необходимо:

- увеличение надрамочного пространства;

- открывание клапанов вентиляционных окон;

- закрывание леткового отверстия;

- перевозка в ночное время или в дневное при температуре воздуха 0°С.

К недостаткам такого способа перевозки пчелиных семей следует отнести:

- резкое увеличение температуры в расплодной части гнезда, за счет чего часть расплода может погибнуть;

- обрыв медовых сотов;

- запаривание пчел;

- сильное возбуждение пчел, которое сопровождается образованием клубка пчел в надрамочном пространстве и «зажаливание» друг друга;

- перевозка пчел только в ночное время или в дневное при температуре воздуха 0°С;

- ограниченность расстояния перевозки.

Все указанные выше недостатки в значительной степени увеличивают трудоемкость процесса перевозки и, кроме того, создают негативные предпосылки гибели как отдельных пчел, так и целых семей (Бертран, 1906; Аветисян, 1982; Комаров, 1992; Кривцов и др., 1999).

Все авторы указывают на повышение внутриульевой температуры при перевозке пчелиных семей, однако конкретных сведений об изменении температуры в разных частях пчелиного жилища нами в доступной литературе не обнаружено.

Для регистрации температурных изменений внутри улья нами был создан специальный стенд, имитирующий проселочную дорогу. Экспериментальный стенд представляет собой круг диаметром 5,0 м. По периферии круга уложены бруски длиной 1,0 м, причем высота и ширина брусков варьировали от 1,0 до 5,0 см. Кроме того, следует отметить, что угол наклона для каждого бруска был индивидуальным.

Полноценные пчелиные семьи, находящиеся в стандартном улье, помещались на площадку тележки, которая соединялась с помощью штанги с центром стенда, где располагался механический привод. Сущность эксперимента заключалась в том, что при движении по круговому стенду, за счет различной высоты и ширины брусков, улей, размещенный на тележке асинхронно встряхивался. До начала эксперимента увеличивали надрамочное пространство, открывали вентиляционные окна и закрывали летковые отверстия летковыми заградителями.

Регистрацию внутриульевой двигательной активности осуществляли с помощью установки, схема которой изображена на рис. 5.5. Температурные датчики располагали в верхней части сотовых рамок.

При экспериментальном встряхивании ульев двигательная активность пчел резко увеличивалась и продолжала оставаться на высоком уровне до окончания эксперимента (рис. 7.6). 

Следует отметить, что при встряхивании ульев значительно повышается и температура в расплодной части гнезда с 34 - 36°С в контроле до 38 – 38,6°С в экспериментальных семьях. Как уже указывалось выше, при действии импульсного тока температура максимально повышается в периферической части гнезда, где сосредоточена летная пчела. Температура в этой части улья достигала 43 - 44°С. Однако в расплодной части гнезда она не отличалась от контрольных величин (табл. 7.5).
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Рис. 7.6. Изменение двигательной активности пчел при встряхивании (А), электростимуляции (Б) и встряхивании через сутки 
после стимуляции (В)

1. до воздействия
2. через 30 минут воздействия

3. через 60 минут воздействия.

Выше было показано, что пчелиный яд обладает термоадаптивными свойствами, увеличивая выживаемость пчел в условиях высокой температуры. Известно, что при перевозках пчел в большинстве случаев пчелы гибнут именно из-за высокой внешней температуры эндотермного характера. В связи с этими двумя аспектами был поставлен ряд экспериментов,  суть которых состояла в следующем: в экспериментальные семьи ставились источники импульсного тока между крайними медовыми рамками. Раздражение пчел осуществляли с 21.00 часов до 5.00 часов утра, после чего отключали источник раздражения, однако ядоприемные кассеты, на стеклах которых был напрыск пчелиного яда, не вынимали из улья. 

Через 24 часа после начала воздействия импульсным током (т.е. в 21.00 следующего дня), эти же семьи подвергали встряхиванию на экспериментальном стенде. В этом случае внутриульевая двигательная активность пчел была значительно ниже (рис. 7.6), а температура распределялась достаточно ровно по всему объему пчелиного жилища и соответствовала 36 - 37°С (табл. 7.5).                                                                       
                                                                                      Таблица 7.5

Изменение температурного режима пчелиных семей 

при различных видах воздействия                   

	№ датчика
	Контроль
	Встряхивание
	Импульсный ток
	Встряхивание на фоне раздражения

	1
	30,0±0,5
	38,8±0,2*+
	37,7±0,2*
	36,0±0,1*+

	2
	30,9±0,6
	39,7±0,3*+
	44,2±0,1*
	36,7±0,3*+

	3
	34,0±0,6
	38,6±0,1*+
	38,3±0,1*
	36,8±0,2*+

	4
	35,8±0.3
	38,1±0,3*+
	35,6±0,2
	36,3±0,2+

	5
	35,9±0,1
	37,9±0,4*+
	37,5±0.1
	35,7±0,3+

	6
	34,2±0,3
	38,0±0,3*+
	39,1±0,1*
	37,0±0,2*+

	7
	32,2±0,2
	39,4±0,5*+
	43,9±0,1*
	37,4±0,3*+

	8
	29,6±0,5
	37,8±0,4*+
	37.3±0,1*
	35,8±0,6*+


* - Различия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р <0.05)

+ - Различия между экспериментальными группами статистически 

значимы (р <0.05)                                                                                       
Таким образом, при экспериментальном встряхивании ульев на фоне предварительного раздражения импульсным током, двигательная активность пчел заметно снижается, а температура не превышает 37,4±0,3°С. На наш взгляд, этот эффект можно объяснить двумя причинами. Во-первых, импульсный ток вызывает стрессорную реакцию у пчел, что, возможно, приводит к некоторой адаптации к стресс-фактору иной модальности, чем импульсный ток. Во-вторых, пчелиный яд обладает термоадаптивными свойствами, что в определенной степени снижает гибель пчел от воздействия высокой температуры.                                                             

Далее мы перешли от экспериментальной установки к реальной перевозке пчел. Перевозка осуществлялась в ночное время на тракторной тележке по проселочной дороге со средней скоростью 15 км/час. Температурный режим пчелиных семей, которые не подвергались предварительному действию импульсного тока, изменялся относительно контрольных семей (стационарная пасека) в довольно широких пределах. В среднем температура во всех частях улья поднималась на 8 - 10°С (табл. 7.6.).

                                                                                     Таблица 7.6

Изменение температурного режима пчелиного жилища

при перевозке пчел

	№ дат-

чиков
	Контроль
	Перевозка
	Перевозка на фоне

раздражения

	1
	30,0±0,5
	38,2±0,1*
	36,8±0,2*+

	2
	30,9±0,6
	40,9±0,6*
	37,3±0,1*+

	3
	34,0±0,6
	39,9±0,1*
	37,6±0,2*+

	4
	35,8±0.3
	38,8±0,5*
	37,1±0,2*+

	5
	35,9±0,1
	38,9±0,3*
	37,3±0,3*+

	6
	34,2±0,3
	40,0±0,5*
	37,8±0,4*+

	7
	32,2±0,2
	41,1±0,6*
	37,9±0,5*+

	8
	29,6±0,5
	38,8±0,2*
	36,4±0,4*+


  * - Различия между контрольной и экспериментальными группами 

статистически значимы (р <0.05)

+ - Различия между экспериментальными группами статистически 

значимы (р <0.05)

Температурный режим пчелиного жилища при перевозке на фоне предварительного раздражения импульсным током изменялся в меньшей степени, чем в предыдущем случае (табл. 7.6).

Данные, приведенные в табл. 7.6, отражают топографию изменений температуры через 1 час после начала перевозки. Оценивая динамику нарастания температуры во времени, необходимо отметить, что уже через 10 минут после начала перевозки температура устанавливается в пределах, указанных в таблице 7.6, а затем поддерживается на этом уровне, хотя логично было бы предположить, что со временем она должна увеличиваться. Этот эффект, возможно, также связан с адаптацией пчел к раздражителю, в связи с чем можно предполагать, что количество возбужденных пчел со временем не увеличивается. 
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ГЛАВА 8. ВЛИЯНИЕ ДИСКРЕТНОГО РАЗДРАЖЕНИЯ 

ИМПУЛЬСНЫМ ТОКОМ НА ЭКСТЕРЬЕРНЫЕ 

ПОКАЗАТЕЛИ ПЧЕЛ

Большинство исследований, посвященных изучению экстерьерных показателей пчел, связано с их селекцией, определением породной принадлежности, исследованием экстерьера в связи с ареалом  обитания, сроков вывода пчел, сезонной  изменчивостью пчел (Михайлов, 1926, 1927; Цандер, 1927; Алпатов, 1948; Власов, 1965; Миньков, 1966; Губин, 1969; Королев, 1968-1971; Тилюшинова, 1971; Мусаев, 1978, 1983; Риб, 1981, Акац, 1983; Билаш, 1983; Билаш, Кривцов, 1991; Rekos, 1975; Martin, 1989).     

Экспериментов, посвященных фенотипическим изменениям пчел в электромагнитных полях (ЭМП) очень мало. Рядом авторов были получены данные по морфофизиологическим признакам пчел, выращенных в семьях под линиями электропередач (ЛЭП) (Брагин, 1984, 1988; Еськов, Брагин, 1986; Еськов, 1990).

По результатам морфометрического анализа размер хитиновых частей экзоскелета пчел увеличивается к середине лета, что соответствует общей закономерности динамики сезонной изменчивости. В частности, у пчел, выращенных в семьях, которые находились в 55 м от ЛЭП, длина хоботка увеличилась с мая к середине июня на 1,7%, а к началу  июля различия с особями майской генерации уменьшились на 1,1%. В отличие от этого у пчел, выращенных в семьях под ЛЭП, длина хоботка сохранила тенденцию к увеличению, но оно было относительно небольшим и составляло к середине июня 0,5%, а к началу июля достигло 0,8%. Длина крыла и третьего тергита у пчел контрольной группы в рассматриваемый период изменилась подобно изменению длины хоботка. Так, крыло увеличилось в июне на 0,5%, в июле - на 0,4%, тергит - на 1,2 и 0,9% соответственно. У пчел из семей опытной группы длина тергита практически не изменилась, а длина крыла имела некоторую тенденцию к уменьшению (Брагин, 1984; Еськов, 1990).

С целью выявления фазы постэмбрионального развития, на которую прямо или косвенно повлияло электрическое поле ЛЭП, измеряли хоботок, крыло и третий тергит у пчел, развивавшихся различное время после запечатывания расплода в электрическом поле напряженностью 200 В/см. В контроле был расплод из той же семьи. В результате не обнаружено статистически достоверных различий по величине измеряемых частей тела у особей контрольной группы с особями, подвергавшимися действию электрического поля как в первой, так и во второй половине периода развития в запечатанных ячейках. Таким образом, рассматриваемый стимул оказывал влияние на морфогенез пчел до начала фазы предкуколки (Еськов, Брагин, 1986).

О влиянии электрического поля на личиночную фазу развития судили по массе 5 - 6-дневных личинок в семьях, находившихся под высоковольтной линией и на расстоянии 55 м от нее. Масса личинок контрольной группы составляла 131(2,1 мг, а опытной - 125(2,5 мг. Это согласуется с меньшим накоплением жира в теле пчел осенней генерации у особей опытной группы; содержание жира с мая по август увеличилось в контрольной группе в 1,2, а в опытной - в 1,1 раза (Брагин, 1988).

Уменьшение по отношению к контролю массы личинок и слабое накопление жира в теле пчел осенней генерации, развивавшихся в семьях под ЛЭП, можно объяснить ухудшением их кормления. Раздражающий эффект электрического поля связан с действием наведенных токов, протекающих в местах контактирования членов семьи друг с другом. Пчелы, получая удары током при соприкосновении с личиночным кормом или личинками, реже контактировали с ними и недодавали им некоторое количество корма (Еськов, 1984).

В лабораторных условиях было исследовано действие поля напряженностью 20 кВ/м на куколок однодневного возраста при 144-часовом экспонировании. В результате между опытной и контрольной группами пчел не обнаружено различий по величине хоботка, переднего крыла, третьего тергита, форме и величине 3-й кубитальной ячейки и по числу зацепок на заднем крыле (Брагин, 1984).

Как показали наши эксперименты, при локальном раздражении пчел импульсным током, в месте постановки источника раздражения температура может достигать 43 - 45°С, что может негативно сказаться на расплоде. В связи с этим источник раздражения устанавливали на периферии гнезда, где сосредоточена летная пчела. Разные группы пчелиных семей раздражали, вызывая экстремальное повышение температуры, через 5, 10 и 15 дней. Заборы для фиксации пчел производились каждые 15 дней по следующим числам: 1 забор - 21.06.97; 2 забор - 6.07.97; 3 забор - 21.07.97; 4 забор - 5.08.97; 5 забор - 28.08.97. Полученные данные сравнивали с контрольной группой семей, не подвергавшихся раздражению.

8.1. Масса и длина тела 

Одним из показателей вариабельности экстерьера пчел являются длина и масса тела. Измерение указанных признаков производилось в течение всего пчеловодного сезона, с момента полного развития пчелиных семей, когда сила семьи достигала 12 улочек.

Контрольные измерения массы пчел показали ее повышение к середине июля на 13,3%, а затем постепенное ее понижение. К концу августа масса контрольных пчел была примерно на 10% ниже, чем в июле, однако превышала показатели массы июньских пчел. Таким образом, изменение массы контрольных пчел имело двухфазный характер с пиком развития в июле месяце, т.е. в период основного медосбора (табл. 8.1).

Такая же тенденция наблюдалась и в экспериментальных группах пчел, подвергавшихся электростимуляции с периодичностью 5, 10 и 15 дней.

При раздражении с периодичностью 5 дней максимальная разница между контролем и опытом отмечалась в период с конца июля по начало августа. Уменьшение показателей массы экспериментальных групп пчелиных семей в этот период было достоверным и составляло 12-15 мг (табл.8.1).

Более резкие изменения массы пчел наблюдались при раздражении каждые 10 дней. В этом случае разница в массе контрольных и экспериментальных пчел в период с конца июля по начало августа составляла 19-23 мг. В семьях, подвергавшихся раздражению каждые 15 дней, эта разница в тот же период была меньше и составляла 11 - 14 мг (табл.8.1).

                                                                                                      Таблица 8.1

Изменение массы (мг) пчел в контрольных и опытных группах

пчелиных семей в течение пчеловодного сезона                                                                                                                                

	Дата

забора 
	Контроль
	Периодичность стимуляции (дн)

	
	
	5
	10
	15

	21.06.
	95,5±1,81
	94,8±1,31
	92,7±1,76
	99,9±0,85*

	6.07.
	102,5±2,59
	95,5±2.25*
	93,9±3,02*
	108,0±4,09

	21.07
	116,1±2.20
	101,8±1,99*
	97,2±1,55*
	105,4±1,45*

	5.08
	109,4±0,55
	94,9±2,48*
	86,5±1,47*
	95,9±2,52*

	26.08
	98,6±2,29
	96,7±1,31
	87,8±0,79*
	89,3±3,06


* - Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р <0.05)

Интересно отметить, что в конце августа, на фоне понижения показателей массы, разница между контрольной и экспериментальными группами семей была меньше, чем в предыдущий период, причем эта разница была минимальной у пчел, подвергавшихся воздействию импульсного тока каждые 5 дней. Наблюдающийся парадокс, видимо, можно объяснить с точки зрения адаптации пчел к дискретному повышению внутриульевой температуры.

В классических методах определения экстерьера пчел такой показатель как длина тела отсутствует, в связи с тем, что его очень трудно объективно оценить на фиксированном материале. Однако в литературе имеется упоминание о том, что при действии электрического тока длина тела пчел уменьшается (Мусаев, 1978). Правда, необходимо отметить, что автор в своем сообщении не приводит метода,  при помощи которого он определял длину тела пчел. В наших экспериментах длина тела измерялась как расстояние от выступающей точки головы до конечной точки последнего брюшного сегмента.

Измерения показали, что в течение пчеловодного сезона длина тела пчел как в контрольных так и в экспериментальных группах семей изменяется. Наибольшей вариабельностью этого признака отличались пчелы, подвергавшиеся раздражению каждые 15 дней (рис. 8.1).
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Рис. 8.1. Изменение длины тела пчел (мм)

          1 – раздражение через 5 дней            2 – раздражение через 10 дней

          3 – раздражение через 15 дней          4 – контроль

                     1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

8.2. Длина хоботка

Строение хоботка у всех особей пчелиной семьи одинаковое. Разница заключается лишь в его длине. Длина хоботка у маток и трутней различных пород пчел почти одинакова. У маток среднерусских пчел она равна 4,144 мм, у трутней -  4,042; итальянских - 4,056 и 4,085 соответственно; краинских -  4,236 и 4,179;  кавказских - 4,355 и 4,228 мм. Наиболее длинный хоботок у рабочих пчел, но его длина колеблется в больших пределах (от 5,5 до 7,2 мм), чем у маток и трутней. Величина хоботка устойчиво передается по наследству. Этот признак необходим при определении породной принадлежности пчел, а также имеет самостоятельное селекционное, биологическое и хозяйственное значение: пчелы, обладающие длинным хоботком, способны доставать нектар из нектарников, расположенных глубоко в цветках. В связи с этим в практической работе по бонитировке пчелиных семей, селекционно-племенной и научной работе измеряют длину хоботка. За длину хоботка принимают расстояние от вершины подподбородка до наружной границы ложечки нижней губы. Величина хоботка в значительной мере подвержена сезонным изменениям (Билаш, Кривцов, 1991; Лебедев, Билаш, 1991).

Наши исследования подтвердили сезонную вариабельность длины хоботка. Так, в контрольной серии экспериментов была выявлена закономерность, характеризующаяся увеличением к периоду основного медосбора длины хоботка с 6,18(0,12 мм в июне до 6,39(0,018 мм в июле и снижением до 5,77(0,15 мм к концу августа (рис.8.2). 

В процентном отношении это составило увеличение длины хоботка к основному медосбору на 3,4%. При раздражении через каждые пять дней это увеличение равнялось 11,8%, десять дней - 12,1%, пятнадцать дней - 10,8% (рис.8.2). 

Таким образом, при электростимуляции в течение пчеловодного сезона наблюдалось большее увеличение длины хоботка, чем в контрольной группе семей.
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             Рис. 8.2. Изменение длины хоботка

                1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

                3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

                        1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Для точного измерения длины хоботка используются три промера: длина подподбородка, подбородка и собственно хоботка (табл.8.2).

Как видно из таблицы 8.2 наибольшей вариабельностью показателей отличается показатель длины собственно хоботка. Именно, в основном, за счет него идет суммарное увеличение длины хоботка как в контроле, так и в экспериментальных группах пчелиных семей. За счет этого же показателя идет сравнительное увеличение длины хоботка экспериментальных пчел относительно контрольных.                                                                                     

                                                                                            Таблица 8.2

Изменение длины (мм) подподбородка (А), подбородка (Б) и

собственно хоботка (В) в контроле и при раздражении

пчелиных семей

	Условия

опыта
	№

забора 
	А
	Б
	В

	Контроль
	1
	0,59(0,009
	1,63(0,013
	3,69(0,12

	
	2
	0,55(0,013
	1,68(0,011
	4,10(0,075

	
	3
	0,58(0,011
	1,67(0,013
	4,15(0,022

	
	4
	0,56(0,013
	1,68(0,014
	3,16(0,15

	
	5
	0,58(0,011
	1,65(0,013
	3,54(0,16

	До раздражения
	1
	0,50(0,01
	1,60(0,01
	3,37(0,15

	Стимуляция

каждые

5 дней
	2
	0,53(0,013
	1,58(0,011
	3,80(0,15

	
	3
	0,53(0,013
	1,60(0,001
	3,99(0,088

	
	4
	0,55(0,013
	1,60(0,001
	3,17(0,15

	
	5
	0,54(0,013
	1,61(0,009
	3,65(0,16

	Без стимуляции
	1
	0,51(0,007
	1,60(0,014
	3,64(0,15

	Стимуляция

каждые

10 дней
	2
	0,50(0,001
	1,65(0,013
	4,21(0,017

	
	3
	0,50(0,001
	1,69(0,007
	4,25(0,031

	
	4
	0,51(0,007
	1,63(0,012
	4,25(0,027

	
	5
	0,50(0,01
	1,69(0,012
	3,60(0,15

	Без стимуляции
	1
	0,54(0,013
	1,69(0,012
	3,74(0,16

	Стимуляция

каждые

15 дней
	2
	0,57(0,013
	1,69(0,012
	3,91(0,14

	
	3
	0,56(0,013
	1,71(0,007
	4,20(0,02

	
	4
	0,55(0,013
	1,70(0,01
	3,57(0,16

	
	5
	0,58(0,014
	1,73(0,013
	4,09(0,07


8.3. Изменения тергита, стернита и восковых зеркалец

У личинок всех трех особей пчелиной семьи брюшко состоит из 10 сегментов. В процессе превращения личинки во взрослую особь первое брюшное кольцо переходит в грудной отдел и образует проподеум. Последнее кольцо у всех трех особей образует анальное кольцо, которое внешне не обнаруживается.

Брюшко женских особей (пчелы и матки) состоит из шести хорошо видимых колец, восьмое и девятое кольца пошли на образование жалоносного аппарата.

Каждое брюшное кольцо состоит из двух полуколец - спинного (тергита) и брюшного (стернита). Тергиты у пчелы сильно увеличены и прикрывают своими концами края стернитов. Концы тергитов и стернитов соединены между собой тонкой хитиновой перегородкой - плейральной мембраной.

Каждое брюшное кольцо соединяется с соседним также хитиновыми перепонками, причем предыдущее кольцо как бы прикрывает собой последующее. Такой способ соединения колец между собой и тергитов со стернитами обусловливает возможность расширения брюшка в продольном и поперечном направлениях. Способность брюшка к расширению имеет огромное биологическое значение: в брюшке рабочей пчелы в основном сосредоточены органы пищеварения. Постоянное изменение объема брюшка крайне необходимо для осуществления процесса дыхания, при медосборе, для транспортировки нектара в медовом зобике, а также во время зимовки, когда задняя кишка наполняется экскрементами (Лебедев, Билаш, 1991).

В наших экспериментах было показано, что длина третьего тергита контрольных и экспериментальных пчел в течение пчеловодного сезона увеличивается (рис. 8.3). 

В контрольной группе пчел в период с июня по август это увеличение достигало 4,6% . При раздражении в тот же период каждые 5 дней процент прироста длины третьего тергита составлял 2,3% , при 10-дневной стимуляции - 1,8% , а при 15-дневной - 2,6% . Результаты эксперимента показывают, что при раздражении прирост третьего тергита в длину меньше, чем в контрольной группе пчелиных семей (рис. 8.3).
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Рис. 8.3. Изменение длины 3-го тергита

                1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

                3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

                        1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Ширина третьего тергита изменяется в течение пчеловодного сезона примерно также как и длина (рис. 8.4). В контрольной серии опытов прирост ширины третьего тергита составлял 1,6% , в экспериментах с раздражением каждые 5 дней - 1,8% , каждые 10 дней - 4,5% , каждые 15 дней - 1,6% .

При измерении параметров тергитов было отмечено, что к началу июля в большинстве экспериментов длина и ширина тергитов резко возрастает, затем происходит некоторая стабилизация параметров и следующий этап, наступающий в конце августа, вновь характеризуется усиленным развитием третьего тергита.


[image: image46.emf]4

4,1

4,2

4,3

4,4

4,5

4,6

4,7

4,8

4,9

5

5,1

Ряд1

4,38 4,64 4,85 4,81

Ряд2

4,64 4,7 4,76 4,92

Ряд3

4,75 4,76 4,84 4,96

Ряд4

4,81 4,75 4,83 4,97

Ряд5

4,87 4,85 4,85 4,89

1 2 3 4


Рис. 8.4. Изменение ширины 3-го тергита

                1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

                3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

                        1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Длина третьего стернита в контрольной серии экспериментов в течение сезона увеличивалась с 2,71(0,015 мм в конце июня до 2,83(0,019 мм в конце августа, т.е. на 4,4% (рис. 8.5). При раздражении каждые 5 дней длина третьего стернита увеличивалась с 2,75(0,013 мм до 2,87(0,023 мм, т.е. на 4,4% . Следует заметить, что через три сеанса раздражения (в начале июля) длина стернита снижалась до 2,72(0,02 мм, однако различия в данном случае недостоверны (t=1,5). При повторности раздражения каждые 10 дней длина стернита увеличивалась с 2,75(0,013 мм до 2,83(0,025 мм (2,9%). Пятнадцатидневная стимуляция сопровождалась разнонаправленными показателями длины третьего стернита. Сравнение данных первого забора в конце июня и последнего - в конце августа не выявило различий показателей. Так, средняя длина стернита 21 июня равнялась 2,85(0,03 мм, а 26 августа - 2,85(0,019 мм. Однако внутри массива показатели длины третьего стернита были подвержены значительным изменениям, хотя все изменения оказались статистически недостоверными (рис. 8.5).
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Рис. 8.5. Изменение длины 3-го стернита

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Ширина третьего стернита в контрольной группе пчел изменялась в течение сезона с 4,62(0,031 мм до 4,64(0,041 мм, т.е. на 0,4% (рис. 8.6). При  электростимуляции каждые 5 дней прирост ширины третьего стернита за летний период равнялся 3,7%, каждые 10 дней - 1,3%, каждые 15 дней - 1,08% (рис. 8.6).
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Рис. 8.6. Изменение ширины 3-го стернита

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Таким образом, длина и ширина третьего тергита и стернита  в течение пчеловодного сезона изменялись. Прирост длины третьего тергита и стернита  в контрольной группе был выше, чем во всех трех экспериментальных группах. Обратная тенденция наблюдалась при оценке показателей ширины тергита и стернита. Прирост ширины третьего тергита и стернита выше в экспериментальных группах, чем в контрольной. Наименьшей вариабельностью данных признаков отличались пчелы, подвергавшиеся раздражению каждые 15 дней.

На четырех последних стернитах брюшка рабочей пчелы расположены особые участки хитина, называемые восковыми зеркальцами. На каждом из четырех стернитов расположены два восковых зеркальца. Они более светлой окраски, неправильной пятиугольной формы, окаймлены утолщенным хитиновым ободком. В хитине восковых зеркалец имеются многочисленные поры, сквозь которые из восковых желез выделяется воск, застывающий на поверхности восковых зеркалец в виде восковых пластинок.

Восковые пластинки прозрачны, их толщина и масса зависят от питания пчелы и интенсивности ее работы по отстройке сот. В среднем одна восковая пластинка весит около 0,25 мг. На строительство одной пчелиной ячейки пчела тратит 13 мг воска, или около 50 пластинок, трутневой – 29 - 30 мг, или 112-120 пластинок.

Активное восковыделение начинается у пчел с 12-ти суточного возраста, хотя тонкий слой воска на восковых зеркальцах образуется уже на 3 - 6-е сутки жизни пчелы и прекращается с началом летной деятельности. Восковыделение связано с потреблением пчелами меда и пыльцы, поэтому его интенсивность зависит не только от строения и функций клеток восковой железы, но и от силы медосбора. При благоприятных условиях за сезон медосбора пчелиная семья может выделять до 3 кг воска. Обильное восковыделение позволяет пчелам осуществлять побелку сотов. В период деятельности восковых желез восковыделение у пчел происходит непрерывно, поэтому при отсутствии свободного места для постройки сотов они отстраивают их на брусках рамок или теряют восковые пластинки внутри и вне улья. С ослаблением медосбора восковыделение в пчелиной семье уменьшается. Во время зимовки пчел, в безматочных семьях и при подготовке пчел к роению восковыделение также прекращается (Таранов, 1987).

При изучении динамики параметров воскового зеркальца в течение пчеловодного сезона нами было показано, что в контрольной серии опытов длина воскового зеркальца увеличивается с июня по конец августа с 1,33(0,016 мм до 1,41(0,019 мм, т.е. на 6% (рис. 8.7). При стимуляции каждые пять дней длина воскового зеркальца уменьшается с 1,31(0,021 до 1,26(0,013 мм и только к концу августа показатели длины воскового зеркальца возвращаются к исходным величинам (рис. 8.7).
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Рис. 8.7. Изменение длины воскового зеркальца

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Длина воскового зеркальца при 10-дневном раздражении увеличивается с 1,27(0,015 мм до 1,31(0,012 мм, т.е. на 3,1%, а при 15-дневной стимуляции - на 5,3% (рис.8.7). Сравнение прироста длины воскового зеркальца контрольной и экспериментальной групп показало, что прирост длины в контрольной серии выше, чем в экспериментальных. Это положение согласуется с общей тенденцией уменьшения длины тела пчел, снижением показателей длины третьего тергита и стернита (рис.8.7). Минимальная разница отмечалась между контрольной группой и группой пчелиных семей, подвергавшихся раздражению каждые 15 дней.

Ширина воскового зеркальца, также как и длина в течение сезона изменялась. Однако эти изменения носили несколько иной характер, чем параметры длины. В контрольной серии ширина воскового зеркальца увеличивалась с 2,33(0,021 мм в июне до 2,42(0,017 мм в конце августа. В процентном отношении прирост составлял 3,8% (рис.8.8.).
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Рис. 8.8. Изменение ширины воскового зеркальца

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

В экспериментальных группах пчелиных семей прирост ширины воскового зеркальца был меньше, чем в контроле. В первой экспериментальной группе, при раздражении импульсным током каждые 5 дней ширина воскового зеркальца увеличивалась с 2,36(0,025 мм до 2,43(0,021 мм (2,9%), при стимуляции каждые 10 дней - на 3,4%, каждые 15 дней - на 1,7% (рис.8.8).

8.4. Изменение параметров крыла

Пчелы имеют две пары крыльев, которые являются придатками средне- и заднегруди. Крылья развиваются полностью только при переходе пчелы из стадии куколки во взрослое состояние. У взрослой пчелиной особи крыло - тонкая, эластичная пластинка, по которой проходят жилки, представляющие собой затвердевшие участки полых трубок. По ним во время формирования крыла нагнетается гемолимфа, расправляя крыловую пластинку.

Жилки представляют собой механическую опору крыла, помогая преодолевать сопротивление воздуха при полете. В крыле различаются продольные жилки, частично ветвящиеся, и поперечные, соединяющие продольные друг с другом. Между жилками натянуты тонкие прозрачные перепонки.

Жилки образуют на крыле замкнутые ячейки, которые, так же как и жилки, имеют названия: радиальная, кубитальная, дискоидальная. Их названия определяются по прилегающим продольным жилкам. При установлении породы медоносных пчел, хорошо характеризует их породную принадлежность кубитальный индекс, который определяется как отношение длины продольной жилки третьей кубитальной ячейки к поперечной. Этот признак практически не подвергается сезонным изменениям, слабо коррелирует с остальными экстерьерными признаками (Билаш, Кривцов, 1991).

Заднее крыло имеет сходное строение, но значительно меньше переднего. Кроме того, у трутней встречается добавочное жилкование задних крыльев. Специфика жилкования заднего крыла отражает индивидуальные особенности каждой матки, а отсюда и отдельных пчелиных семей. Следовательно, можно считать, что специфика жилкования задних крыльев является морфологическим признаком при определении принадлежности пчел к той или иной группе или линии одной породы.

Заднее крыло снабжено на переднем крае рядом крючков, направленных вверх. При движении пчелы переднее крыло с расположенной на заднем крае складкой скользит по заднему и крючки цепляются за нее. Этим достигается прочное сцепление передней пары с задней. При складывании они легко разъединяются. У рабочей пчелы на заднем крыле число зацепок колеблется от 15 до 27 (Лебедев, Билаш, 1991).

При изучении экстерьера пчел обычно используются следующие параметры крыла: длина и ширина правого переднего крыла, кубитальный индекс и число зацепок заднего правого крыла.

В контрольной группе пчелиных семей максимального размера длина крыла достигала к концу июля (9,04(0,03 мм), а к концу августа снижалась до 8,94(0,05 мм. В конце июня эта величина равнялась 8,76(0,05 мм. Таким образом, наибольшее различие показателей длины крыла составляло 3,2% (рис.8.9).
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Рис. 8.9. Изменение длины правого переднего крыла

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

В течение пчеловодного сезона изменялась длина крыла и в экспериментальных группах пчелиных семей при 5-ти дневном раздражении минимальное значение длины крыла отмечалось в начале июля (8,60(0,06 мм), а максимальное в конце августа - 9,01(0,03 мм, что составило 4,8% , при 10-ти дневном режиме - процент прироста снижался до 0,6% , а при 15-дневном - до 0,5%  (рис.8.9).

Измерение ширины правого переднего крыла показало, что в течение сезона как в контрольной, так и в экспериментальных группах пчел этот показатель незначительно варьировал (рис. 8.10).
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Рис. 8.10. Изменение ширины правого переднего крыла

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 5 – номера заборов для фиксации пчел

Однако следует отметить, что в первой экспериментальной группе, в которой пчелы подвергались действию импульсного тока каждые 5 дней, ширина крыла увеличивалась с 3,02(0,02 мм в конце июня до 3,12(0,02 в конце августа (рис.8.10).

Хотя большинство источников литературы утверждает, что кубитальный индекс не подвержен сезонным колебаниям (Билаш, Кривцов, 1991; Лебедев, Билаш, 1991), тем не менее, как показали наши исследования, в контрольной серии опытов, где пчелы не подвергались воздействию электрического тока, имеются достоверные различия величин кубитального индекса (рис.8.11). 
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Рис. 8.11. Изменение кубитального индекса

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 5 – номера заборов для фиксации пчел

Так, если в конце июня величина кубитального индекса составляла  42,7(1,53%, то в начале августа эта величина равнялась 52,0(1,92% (t=2,82). В большинстве экспериментов величина сезонных колебаний кубитального индекса недостоверно отличается друг от друга в разные периоды сезона. Единственным достоверным различием следует считать снижение кубитального индекса в группе семей, подвергавшихся раздражению каждые 15 дней. Так, в конце июня кубитальный индекс равнялся 41,3(0,91%, а в конце июля - 37,3(0,88% (t=3,17).

В течение сезона в контрольной группе пчелиных семей, а также в экспериментальных группах, подвергавшихся воздействию импульсного тока через 10 и 15 дней достоверных различий в количестве зацепок заднего правого крыла не отмечалось. Только в первой экспериментальной группе наблюдалось достоверное снижение количества зацепок (рис.8.12).
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Рис. 8.12. Изменение числа зацепок на заднем крыле

1 – раздражение через 5 дней     2 – раздражение через 10 дней

             3 – раздражение через 15 дней   4 – контроль

1 – 4 – номера заборов для фиксации пчел

Таким образом, обобщая результаты данного блока экспериментов можно сказать, что антропогенный дискретный раздражитель в виде импульсного тока, повышающего температуру пчелиного жилища на 12 - 15°С, изменяет экстерьерные показатели пчел. Масса пчел значительно снижается, уменьшаются линейные размеры пчел, увеличивается длина хоботка, уменьшается длина тергита и стернита, но увеличивается их ширина. Наименьшие изменения претерпевают такие показатели как длина и ширина крыла, кубитальный индекс, число зацепок правого заднего крыла. Следует отметить, что все изменения в определенной степени зависят от дискретности применения раздражителя, однако линейного характера изменений не наблюдалось.

В отличие от одиночных насекомых, которые подвергаются непосредственному влиянию факторов внешней среды, у общественных насекомых, в частности у пчел, образующих высокоорганизованное сообщество родственных по происхождению особей, факторы внешней среды в значительной мере регулируются самой семьей и зависят от ее состояния. При нарушении нормального состояния семьи факторы микроклимата могут влиять на качество выращиваемых пчел и даже вызвать гибель расплода. Важная роль в этом отношении принадлежит температуре, так как она влияет на изменение влажности и газового состава воздуха (Билаш, 1985). 

Температура в области расплода может быть различной в зависимости от силы семьи. Большое влияние на стабильность и уровень температуры  оказывает количество расплода в семье (Комаров и др., 1935; Моисеев, 1959; Жданова, 1963, Билаш, 1985; Еськов, 1990, 1992).

Повышение температуры пчелиного жилища, по данным Н.Г. Билаш (1985), вызывало разнонаправленное действие на экстерьерные показатели пчел. Автором в экспериментальных условиях изучалось влияние температуры на фенотипическую изменчивость пчел при инкубировании расплода при температуре 30, 34 и 37°С.

В наших экспериментах пчелы и расплод подвергались дискретному воздействию высокой температуры с периодичностью 5, 10 и 15 суток, причем повышение температуры, создаваемой самими пчелами, в области расположения летных пчел достигало 43 - 45°С, а в области расплода температура повышалась на 1,5 – 2,0°С, достигая 35 - 36°С. Следует заметить, что экстерьерные показатели пчел изменяются при действии электромагнитного излучения (Еськов, 1983, 2000), так и при повышении температуры внутри гнезда (Комаров и др., 1935; Моисеев, 1959; Жданова, 1963, Билаш, 1985; Еськов, 1990, 1992). В нашем случае, видимо, изменение экстерьерных признаков вызвано совместным действием импульсного тока и дискретным повышением температуры.
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ГЛАВА 9. ТЕХНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ ПОЛУЧЕНИЯ

ПЧЕЛИНОГО ЯДА

Производство продуктов пчеловодства является узкоспециализированным технологическим процессом, отличающимся от других видов производства меньшим уровнем механизации, а также особенностями, вытекающими из биологической специфики пчелиной семьи. В силу этой специфики, в особенности размножения и характера деятельности пчел, многие приемы по уходу за ними выполняются вручную (осмотр и контроль состояния семей, постановка и отбор корпусов, надставок, рамок, смена маток и т.д.).

Механизации поддаются лишь некоторые подготовительные работы: перевозка ульев, корпусов, откачка меда, переработка продуктов пчеловодства. Поэтому в основе своей интенсификация технологии получения продуктов пчеловодства направлена на повышение силы и качества семей, систематические перевозки пасек к источникам медосбора, а также использование прогрессивных приемов пчеловождения, способствующих значительному повышению продуктивности семей с наименьшими затратами труда (Чудаков, 1979; Таранов, 1987; Хейман, 1991; Кривцов и др., 1999).

Производство пчелиного яда  может быть налажено как на индивидуальных пасеках, так и вахтовым методом с привлечением не только собственных пчел, но и арендованных для этих целей в других хозяйствах. 

Организация производства пчелиного яда в промышленных масштабах предусматривает создание мобильной группы, обеспеченной передвижными жилыми и бытовыми комплексами, лабораторией, автотранспортом. Мобильная группа в оптимальном варианте должна состоять из 10 человек: бригадира, обеспечивающего непрерывность и ритмичность работ, 4 человек, работающих непосредственно на пасеке, и 4 человек, работающих в лаборатории и производящих счистку, сушку и тарирование яда. Также необходим 1 человек, который бы заведовал кухней. Таким образом, в полевых условиях необходимо развернуть основное производство (получение яда-сырца на пасеках), вспомогательное (счистка, сушка, тарирование и хранение яда) и обслуживающее производство, связанное с бытовыми нуждами бригады.

Успешное получение пчелиного яда связано с техническим обеспечением технологического процесса. Нами, на основе проведенных экспериментов, были разработаны технические устройства, с помощью которых осуществляется весь процесс получения яда от электростимуляции пчел до хранения яда.

Электростимуляцию пчел производили с помощью электростимулятора ЭСС 4.1, в ночное время с интервалом 15 дней постановкой ядоприемных кассет между крайними медовыми рамками.

9.1. Электростимулятор ЭСС 4.1

Исходя из полученных данных, оптимизирующих процесс получения пчелиного яда-сырца, в нашей лаборатории был сконструирован электростимулятор ЭСС-4.1 (электростимулятор специализированный четвертого поколения, модель первая). При создании электростимулятора учитывались, в первую очередь, биологические принципы функционирования пчелиной семьи в условиях контактного воздействия импульсным током (Патент, 2003). Немаловажную роль при разработке стимулятора играла структурная надежность прибора, стабильность параметров выходного сигнала, простота и надежность обслуживания, дизайн (рис. 9.1).

В состав источника раздражения входят: блок питания, электростимулятор и ядоприемные кассеты, конструкции которых были описаны выше. Источником питания в зависимости от типа пасеки (стационарная или кочевая) может служить обычный автомобильный аккумулятор или сетевое напряжение.

Основу стимулятора составляет усилитель мощности (УМ). Блок промежуточного преобразователя (ПП) инициирует работу УМ. Одновременно через ПП осуществляется отключение (запирание) УМ на время паузы, с целью отключения холостого хода и повышения КПД (рис. 9.1).

Сформированные импульсы с выхода УМ через блок измерения и защиты БИЗ (от ненормальных и аварийных режимов – перегрузка, короткое замыкание и т.д.) поступают на выходные каналы устройства. БИЗ обеспечивает визуальный контроль величины выходного напряжения по гальванометру РУ, потребляемого каждым каналом тока и степени разряженности аккумуляторной батареи (V1).
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Рис. 9.1. Блок-схема специализированного стимулятора ЭСС 4.1

Обозначения в тексте

Факт срабатывания защиты конкретного канала фиксируется блоком индикации (БИ) и одновременно вступает в работу блок радиосвязи с оператором (БРС), который сообщает об отключении одного из выходных каналов стимулятора (рис. 9.1).

Система управления (СУ) обеспечивает работу ПП и требуемые параметры выходных импульсов. ИРН – импульсный регулятор напряжения (V2) служит для изменения его величины на выходе. Стабилизатор напряжения (СН) вырабатывает требуемое напряжение (V3, V4), необходимое для работы СУ, БИЗ, БИ, БРС.

В целом устройство работает следующим образом: после подачи внешнего питания начинают работу ИРН и СН, после чего СУ по заданным значениям длительности импульса и паузы (переключатели S1 и S2) через ПП, УМ и БИЗ обеспечивает требуемые параметры выходного напряжения. Величину выходного напряжения можно плавно изменять через ИРН ручкой «Регулировка напряжения». 

В случае срабатывания защиты при ошибке подключения ядоприемных кассет или перегрузке, номер канала высвечивается в БИ. После устранения причины срабатывания защиты, кнопкой «Сброс» S4 аварийный канал возвращается в рабочее состояние. Кнопкой «Контроль» S5 проверяется работа блока радиосвязи. Кнопкой S3 возможно резкое увеличение выходного напряжения (рис. 9.1).

Наличие ИРН и отключаемого УМ позволяет получать достаточно высокий КПД, что особенно важно при работе в полевых условиях и питании стимулятора от аккумулятора. БРС обеспечивает беспроводную связь с оператором, которая необходима в качестве индикатора короткого замыкания в цепи ядоприемных кассет. Разбивка ядоприемных кассет по независимо работающим каналам позволяет оперативно отыскивать неисправности, контролировать интенсивность ядосбора и получать информацию для корректировки последующих сеансов стимуляции.

Созданный в нашей лаборатории электростимулятор ЭСС 4.1 имеет следующие технические характеристики:

Напряжение питания, В . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  11-13,5

Диапазон регулировки выходного напряжения, В . . . . . . . . . . . . . . . .. .  10-100

Рабочий режим, В . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10-50

Форсированный режим, В . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50-100

Максимальная мощность одного канала, Вт . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

Ток срабатывания защиты канала, А . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5

Длительность 100% перегрузки одного канала, с . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

Диапазон регулировки длительности паузы и импульса с шагом 0,5 с .. 0,5-4,5

Количество подключаемых ядоприемных кассет, шт на канал . . . . . . . . . .125

Дальность радиосвязи с оператором, м . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 300

Рабочая температура, °С . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .. .  . . .. . . . . . . . . . . . 5-45 

Электростимулятор ЭСС 4.1 имеет два режим работы: рабочий режим (10 – 50 В), при котором получение яда сопровождается минимальными отклонениями физиологического состояния пчелиных семей и форсированный режим (50 – 100 В), связанный с получением яда в условиях пакетного пчеловодства, при котором пчелы погибают. С пакетным пчеловодством связан и широкий диапазон регулировки длительности импульса и продолжительности паузы (0,5 – 4,5 с). 

9.2. Транспортировка и сушка яда

После окончания электростимуляции ядоприемные кассеты вынимаются из ульев и помещаются в транспорные ящики, которые могут быть двух типов: без выдвижного дна и с выдвижным дном (рис. 9.2).
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Рис. 9.2. Ящик для транспортировки ядоприемных кассет

Транспорный ящик представляет собой полый объем размером 900х400х360 мм, выполненный из 3-х мм фанеры, снабженный герметичной крышкой и откидывающейся ручкой, обеспечивающей более компактную перевозку. Внутри имеются плечики, на которые вывешиваются ядоприемные кассеты (рис. 9.2).

В полевой лаборатории, приспособленной для сушки, счистки и тарирования яда, ящики с выдвижным дном помещаются на специальные стеллажи, под которыми находятся мощные тепловентиляторы, прогоняющие нагретый воздух между кассетами. Одним из достоинств такого способа сушки является меньшая трудоемкость процесса, но с другой стороны, в связи с разнородностью материалов, из которых изготовлены ядоприемные кассеты (дерево, стеклопластик, нихромовая проволока, стекло), этот метод ведет к быстрому выходу из строя ядоприемников.

В целях исключения этого недостатка была разработана конструкция сушильной камеры, в которую помещаются только стекла ядопремников (рис. 9.3).
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Рис. 9.3. Камера для сушки пчелиного яда-сырца

Камера представляет собой стеллаж размером 1500х1000х400 мм, выполненный из металлического уголка 25х25 мм. На передней и задней стенках расположены деревянные бруски, сечением 30х30 мм с поперечными пазами шириной 4 мм и глубиной 5 мм. Пазы передней и задней стенки должны соответствовать друг другу. Расстояние между пазами должно быть не менее 15 мм (рис. 9.3).

Стеллаж устанавливается в металлический кожух, на дне которого помещается электротепловентилятор, соединенный с терморегулятором. Тепловентилятор с терморегулятором обеспечивают постоянную температуру в камере не более 40°С. Продолжительность сушки зависит от влажности пчелиного яда и влажности атмосферного воздуха. Она регулируется гигрометром, датчики которого установлены на внутренней стороне камеры, вблизи вентиляционного люка.
9.3. Счистка и хранение яда

После окончания сушки, стекла укладываются на белую глянцевую бумагу, где производят ретушировку стекол, заключающуюся в удалении включений нектара, пыльцы, воска и т.д. Отретушированное стекло помещается на специальный столик, конструкция которого, создавая мощное электрическое поле, предотвращает распыление частиц яда в воздухе. 

Счистка заключается в соскабливании яда с полированной поверхности стекла при помощи скребка. Скребок представляет собой зажимное устройство для фиксации лезвия безопасной бритвы. Скребок может быть выполнен из металла, пластических материалов либо металла и пластика одновременно.

После окончания счистки, полученный яд просеивают через «мельничный газ», имеющий величину ячейки 0,1х 0,1 мм при помощи специального приспособления, выполненного из инертных пластических материалов. Устройство состоит из двух одинаковых резервуаров: верхнего и нижнего, имеющих высоту 150 мм. В нижнем стакане имеется вырезка, где помещается сито, фиксируемое сверху пазами верхнего резервуара. В нижний резервуар помещается пчелиный яд, в пазы вставляется сито из «мельничного газа» и сверху фиксируется верхним резервуаром. Затем устройство переворачивается так, чтобы резервуар с ядом оказался вверху. Устройство помещается на площадку вибратора, которая соверщает вертикальные колебания с частотой 50 Гц и амплитудой 1 мм. Кроме того, площадка поворачивается вокруг вертикальной оси со скоростью 1 оборот в секунду, причем после каждого оборота направление меняется на обратное.

Просеянный яд развешивается по 25 г и помещается в банки оранжевого стекла емкостью 100 мл. Открытые банки с пчелиным ядом помещаются в эксикатор на 2 – 3 сутки, после чего закрываются пробками, заливаются воском или парафином и хранятся в темном прохладном месте. Упакованнй таким образом пчелиный яд может храниться долгое время, практически без снижения уровня биологической активности  в течение 10 лет (табл. 9.1).                                                                                        

                                                                                              Таблица 9.1

Зависимость биологической активности пчелиного яда 

от продолжительности его хранения

	Показатели активности
	Срок хранения (годы)

	
	2
	4
	6
	8
	10

	Потери в массе при высушивании (%)
	6,4±1,0
	6,5±0,3
	6,6±1,1
	6,9±1,3
	7,0±0,6

	Нерастворимые в воде примеси (%)
	2,7±0,3
	2,9±0,6
	3,1±0,7
	3,0±0,2
	3,2±0,7

	Гемолитическая активность (с)
	23±1,8
	22±1,8
	24±1,5
	24±1,8
	25±2,6

	Фосфолипазная активность (МЕ)
	158±3,8
	161±4,6
	157±4,0
	155±6,8
	152±9,1

	Количество 

фруктозы (%)
	1,2±0,4
	1,2±0,7
	1,2±0,7
	1,4±0,6
	1,3±0,2

	Токсичность, ЛД50

(мг/кг)
	3,9±0,5
	3,9±0,2
	4,1±0,9
	4,2±0,8
	4,3±1,8


Пчелиный яд, имеющий высокое содержание влаги, уже через 2 – 6 месяцев приобретает красно-бурый цвет, не соответствует требованиям ТУ и ФС и практически непригоден для дальнейшего использования в фармацевтической промышленности.

Длительное хранение пчелиного яда в растворе невозможно, так как его активность резко падает уже в первые сутки, причем снижение качества яда зависит от температуры хранения, уровня инсоляции, концентрации яда в растворе и состава растворителя.

9.4. Защита обслуживающего персонала

В процессе получения пчелиного яда-сырца в промышленных масштабах человек-оператор часто и долговременно подвергается воздействию пчелиного яда в виде многочисленных ужалений при работе на пасеке, а также в лаборатории – при сушке, считке, тарировании, определении биологической активности образцов – респираторным путем.

К настоящему времени накопился большой фактический материал о тяжелых последствиях множественных и единичных ужалений пчелами, в результате которых отмечалась аллергия, анафилактический шок, сопровождающийся резким снижением давления, покраснением кожи, зудом, сильными отеками, гиперемией глазных яблок, общей слабостью, глухотой, хрипотой, чиханием и насморком, поносом, рвотой, обмороком и другими более тяжелыми симптомами (Каминский, 1889; Авносор, 1930; Сабалдай, 1958; Мильрут, 1961; Языков, 1962; Лишка, 1963; Черчес и др., 1966; Шварц, 1966; Химич, Гейващук, 1968; Артомасова А.В., Титова С.Н., 1970; Звенякин, 1970; Охотская, Охотский, 1971; Орлов, Романова, 1980; Муреман, 1981; Хатминский и др., 1981; Chippes et al., 1979; Ennik, 1980; Fajst, Kosick, 1983). 

На месте ужаления возникает жгучая боль, отмечается побледнение кожи в радиусе 1 – 3 мм. Через 1 – 3 мин развивается гиперемия и острый воспалительный отек. Максимальная выраженность отмечается через 15 – 20 мин, а затем на месте поражения образуется бледно-розовая папула. Нередко на пораженной стороне определяется региональный лимфоденит. При единичных ужалениях все симптомы исчезают через 24 – 48 часов (Sallinger, Higginbotham, 1974; Munera, 1979; Gunson, 1985).

При поражении роговицы глаза отмечется быстрое ухудшение зрения, помутнение роговицы, расширение зрачка и гиперемия склер. Как правило, после поражения глаза развивается блефарит. Эти явления могут сохраняться неделю и более, затем острота зрения постепенно восстанавливается. В некоторых случаях даже одного ужаления достаточно для возникновения катаракты и глаукомы (Дорошенко, 1981).

При многочисленных ужалених наблюдаются, наряду с местной реакцией, общие синдромы отравления: слабость, головокружение, стеснение в груди, одышка, зуд тела с элементами крапивницы. Смертельная доза для человека составляет 1,4 мг/кг. Летальный исход наступает чаще всего от паралича дыхательного центра (Higgibotham, Karnella, 1971; Okasaki et al., 1977).

Нередко даже одного ужаления людям с повышенной чувствительностью к пчелиному яду достаточно, чтобы вызвать аллергию, анафилактический шок, а иногда смерть (Кузьмин, 1899; Децик, Пакош, 1960; Исаев, 1965; Покуца, 1965; Черчес, 1966).

При лечении легких отравлений рекомендуется применять сердечные средства, холодные компрессы, введение препаратов кальция и адреналина (Хатминский и др., 1981). В тяжелых случаях рекомендуется вдыхание кислорода, инъекции кофеина с камфорой подкожно, 1% раствор димедрола внутривенно капельным способом, 10% раствор хлористого кальция 10 мл внутривенно. Через 6 – 10 дней такого лечения состояние больного становилось удовлетворительныи (Сушко, 1889; Абжолитовский, 1901, 1907; Новосельский, 1906; Курочкин, 1927; Йориш, 1950, 1951; Станиславский, 1960; Мирон, 1963; Мирошниченко, 1963; Шематов, Чебыкина, 1973; Essex et al., 1930; Harrter, 1980; Beandet, 1989; Kuppusamy, Das, 1991).

Средства индивидуальной защиты обслуживающего персонала должны применяться на всех этапах получения пчелиного яда: постановка и выемка ядоприемных кассет, ревизия пасеки, сушка, счистка, тарирование яда.

Для работы на пасеке нами были изготовлены костюмы, состоящие из рубашки с наглухо пришитой пчеловодной сеткой и брюки свободного покроя. Для защиты кистей использовались бытовые резиновые перчатки, а для защиты стоп – короткие резиновые сапоги. Сапоги и перчатки, а также сам пчеловодный костюм должны быть светлых тонов – нейтральных для пчел.

Наибольшую опасность для обслуживающего персонала представляют лабораторные работы, связанные со счисткой высушенного пчелиного яда. Как было показано в опытах на добровольцах, без применения каких-либо защитных средств уже через 5 – 10 мин отмечалось раздражение слизистой оболочки носа, конъюктивит, чихание, кашель, интенсивная саливация, что вело к прекращению работы. Восстановление наблюдалось только через 7 – 12 часов, причем повторные эксперименты сопровождались усилением указанных признаков вплоть до развития аллергического ренита, хронического фарингита, глаукомы и катаракты.

В исследованиях на животных было показано, что коммерческий препарат гепарина может вступать во взаимодействие с основными компонентами пчелиного яда, снижая его токсические свойства (Хомутов и др., 1978-2003; Homutov et al., 1999, 2001; Orlov et al., 1999). 

В связи с этим одним из первых приспособлений для защиты персонала была апробирована марлевая маска, смоченная в растворе гепарина, содержащем в 1 мл 50 МЕ препарата. Такая маска позволяла работать на счистке яда без поражения слизистой оболочки ротовой и носовой полости в течение 1,0 – 1,5 часов. Маска, смоченная водой, предожраняла только в течение 15 – 20 мин.

Гепарин использовался нами и при работе на пасеках. Несмотря на защитный костюм при постановке ядоприемных кассет, особенно в вечернее время, операторы подвергались многочисленным ужалениям. Для исследования антивоспалительного действия гепарина были проведены эксперименты на добровольцах, которым в тыльную сторону кисти правой левой руки на уровне пястно-фаланговых суставов всех пальцев, кроме большого, производилось 4 ужаления. Стилет жалоносного аппарата удалялся через 5 мин, в течение которых полость ядовитого резервуара полностью освобождалась от секрета.

На месте ужаления возникала жгучая боль, отмечалось побледнение кожи в радиусе 1 – 3 мм от места ужаления. Через 5 – 10 мин отмечалась гиперемия и развивался острый воспалительный отек. Для объективной регистрации величины отека использовался метод измерения объема вытесненной жидкости кистью испытуемого, помещенной в сосуд до ужаления и в разные сроки воспалительного процесса.

Эксперименты показали, что как у мужчин, так и у женщин воспалительный отек достигает своего максимума через 12 – 24 часа, после чего начинается уменьшение отека и через 120 часов после ужаления наблюдается полное восстановлене размеров кисти.

Гепариновые ванночки, содержащие 50 МЕ гепарина в 1 мл водного раствора, применяемые через 10 мин после полной эякуляции яда, в значительной мере снижали эффект токсина. Полное восстановление пораженной кисти отмечалось через 72 часа.

Оптимальным способом защиты обслуживающего персонала является полная изоляция человека, работающего на счистке и тарировании яда, в связи с чем в нашей лаборатории было разработано устройство, принцип которого заключается в создании избыточного давления внутри полупроницаемого костюма. Голова и шея защищены шлемом, выполненным из органического стекла, и герметично соединенным с тканевой основой костюма. В верхней части шлема установлен штуцер, соединяющий костюм с установкой подачи воздуха.

Установка подачи воздуха состоит из воздушной камеры, в которую нагнетается воздух компрессором, в результате чего создается давление на уровне 800 мм рт. ст. В верхней части камеры расположен манометр, позволяющий визуально контролировать давление в воздушной камере, а также выпускной клапан, автоматически регулирующий верхний предел давления.

Воздух из воздушной камеры по воздуховоду поступает в шлем и содает условия для свободного дыхания. Под действием новой порции воздуха, поступающего из камеры, выдыхаемый воздух вытесняется в нижние отделы костюма и выходит через отверстия в ткани в атмосферу. Пылевые частицы яда, находящиеся в воздухе лаборатории не могут проникнуть внутрь костюма по двум причинам: во-первых, избыточное давление создает ток воздуха изнутри костюма кнаружи, во-вторых, дисперсные частицы яда больше по размеру, чем отверстия в ткани костюма.
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ГЛАВА 10. ОЦЕНКА БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 

ПЧЕЛИНОГО ЯДА

Технологический процесс получения пчелиного яда для нужд фармацевтической промышленности и клинического применения связан не только с непосредственным получением яда, но и с оценкой биологической активности полученных образцов. Биологическая активность пчелиного яда оценивается по его физико-химическим свойствам, токсическому и физиологическому действию, в основе которого лежит специфичность действия на те или иные функциональные системы организма (Хомутов, 1977-2001; Орлов и др., 1980, 1989; Гиноян, Хомутов, 2001; Orlov, Homutov, 1981; Homutov, Orlov, 1998; Orlov, Homutov, Plohov, 1999)  

10.1. Идентификация пчелиного яда

Первым этапом оценки биологической активности пчелиного яда является его идентификация, т.е. определение является ли данный образец ядом или фальсификатом. Наиболее простым способом идентификации яда, которым можно пользоваться даже в полевых условиях, является метод, основанный на принципе взаимодействия яда с гепарином.

Практически этот способ осуществляется следующим образом: берут коммерческий раствор гепарина, содержащий в 1 мл 5000 МЕ (1 мг сухого вещества – 130 МЕ гепарина), и разводят физиологическим раствором в 100 раз. Таким образом, в 1 мл приготовленного раствора содержится 50 МЕ гепарина. Из полученного раствора необходимо взять 1 мл и перелить в пробирку. На кончике скальпеля, что соответствует примерно 3 мг яда, взять исследуемое вещество и поместить его в пробирку с гепарином. В том случае, если исследуемое вещество является апитоксином, раствор в пробирке приобретает белый цвет и появляются довольно крупные хлопья, медленно опускающиеся на дно пробирки после встряхивания. В случае присутствия фальсификата после проведения всех указанных операций раствор остается прозрачным (Гиноян, Хомутов, 2001).

Член-корреспондент РАСХН Андрей Николаевич Мельниченко с сотрудниками предложили для идентификации яда микрокристаллографический метод, широко применяемый в аналитической химии. Оказалось, что этот метод позволяет обнаружить характерную физическую структуру пчелиного яда даже в очень малых концентрациях (10-5 – 10-6), если рассматривать под микроскопом подсыхающие на предметном стекле капельки раствора яда (Мельниченко, Капралова, 1969).

Физическая структура пчелиного яда наиболее ясно обнаруживается при переходе раствора от жидкой фазы к твердой. В полностью высохшей капельке раствора эта структура менее заметна, так как яд превращается в непросвечивающуюся порошковидную форму. Характерная физическая структура пчелиного яда представлена системой «сеток» с округленными включениями, более крупные из которых располагаются обычно вблизи нитевидных тяжей или «канальцев» сетки.

При рассматривании подсыхающих капель пчелиного яда в микроскоп с конденсором темного поля наблюдается свечение ее микроскопических структур, которое в люминисцентном микроскопе становится зеленоватым. Из наблюдаемого и всегда однотонного микроскопического строения подсыхающих капелек яда следует, что строение не является артефактом, а объективно отражает элементы физической структуры пчелиного яда (Мельниченко, Капралова, 1969).

Авторами с помощью электронографа было показано наличие в подсыхающих каплях раствора яда наличие кристаллической решетки, сочетающейся с комплексом аморфных включений. На электронограмме отчетливо видна кристаллическая решетка, округленная размытыми концентрическими кольцами, характерными для аморфных тел.

Данный метод отражает видовую специфичность пчелиного яда, так как сравнительная характеристика микрокристаллограмм других ядов показала, что шмели и осы более близки к медоносной пчеле и по их родословным связям, и по орнаменту кристаллизации, чем яд эфы. Химически разрушенный яд пчелы вышеописанных микроскопических структур не имеет. Они не обнаруживаются и в тех случаях, когда пчелиный яд длительное время находится в составе того или иного буфера.

Авторы считают, что открытая ими поликристаллическая структура служит надежным индификатором наличия в растворе пчелиного яда. Вместе с тем, кристаллическая структура, сочетающаяся с определенным комплексом аморфных включений, может служить тонким биофизическим критерием определения видовой принадлежности ядовитых животных (Мельниченко, Капралова, 1969).

 Однако нами кристаллической структуры у пчелиного яда не обнаружено. Методом рентгено-структурного анализа с помощью регистрации дифрактометрической кривой было показано, что пчелиный яд имеет аморфную структуру, так как при регистрации сцинцилляционным счетчиком на малых углах не было выявлено ни одного пика, характеризующего кристаллическую решетку яда (рис. 10.1) Таким образом, специфическая решетка отсутствует, а значит методом рентгено-структурного анализа невозможно идентифицировать пчелиный яд (Хомутов, 1987).

Тем не менее, этот метод может быть использован, если к раствору яда добавить гепарин в соотношении 1:0,5. При исследовании гепарина было выявлено наличие трех пиков кристаллизации на углах 22°, 26° и 29° (рис. 10.1). При регистрации дифрактометрической кривой раствора яд-гепарин в указанном соотношении было выявлено наличие двух пиков кристаллизации на 33° и 37° по углам отражения интенсивности рентгеновских лучей (рис. 10.1). Появление на дифрактометрической кривой углов отражения, отличающихся от таковых исходных веществ говорит о появлении нового вещества, что, видимо, связано с взаимодействием яда с гепарином (Хомутов и др., 2001).

Одним из способов идентификации пчелиного яда, менее трудоемким, чем рентгено-структурный анализ, является определение оптической плотности раствора (Орлов, Хомутов и др., 1980; Орлов, Хомутов, Крохмалева, 1980; Хомутов, Орлов, 1987; Хомутов, 1987). Оптическая плотность раствора пчелиного яда меняется в зависимости от концентрации веществ. Однако этот признак не является видоспецифичным и поэтому таким способом нельзя идентифицировать апитоксин.  
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Рис. 10.1 Дифрактометрическая кривая распределения по углам 
отражения интенсивности рентгеновских лучей

А – пчелиный яд. В – гепарин. С – яд-гепарин (1:0,5)

Стрелками отмечены рефлексии, характерные для кривых В и С.

Внизу цифрами обозначены углы дифракции.

Добавление гепарина к раствору яда резко повышает оптическую плотность. Можно подобрать такое соотношение в комплексе яд-гепарин, которое дает максимальные изменения оптической плотности, причем для каждого вещества, реагирующего с гепарином, существует специфическая оптимальная концентрация гепарина (Хомутов и др., 2001).

Этот эффект связан с тем, что устойчивость комплексных соединений в растворе определяется константой диссоциации его комплексных ионов. Константа диссоциации характеризует термодинамическую устойчивость комплекса, зависящую от энергии между центральным атомом и лигандом. Сдвиг равновесных (оптимальных) концентраций ионов ведет к разрушению комплексного соединения, что выражается в изменении физико-химических показателей исследуемого раствора (рис. 10.2).
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Рис. 10.2. Изменение электропроводности и оптической плотности 

исследуемых растворов

                      1. Электропроводность комплекса гепарин-яд.

            2. Электропроводность раствора яда.

            3. Электропроводность раствора гепарина

           А – Кондуктограмма раствора гепарин-яд

           Б – Кондуктограмма раствора яда

           В – Кондуктограмма раствора гепарина

При изучении оптической плотности раствора пчелиный яд-гепарин было показано, что максимальное увеличение оптической плотности регистрируется при взаимодействии 1 мг/мл яда с 50 МЕ/мл гепарина (соотношение 1:0,5). При уменьшении концентрации гепарина или его увеличении оптическая плотность была ниже, чем при оптимальном соотношении (рис. 10.2).

Одним из физико-химических методов идентификации пчелиного яда может служить показатель электропроводности раствора гепарин-яд. Исследование электропроводности раствора пчелиного яда (1 мг/мл) показало, что эта величина равнялась 175 сименсам и практически не изменялась в течение всех экспериментов. Электропроводность возрастающих концентраций гепарина (0,05 – 5000 МЕ/мл) увеличивалась со 120 до 200 сим (рис. 10.2).

Электропроводность раствора гепарин-яд изменялась двухфазно, в зависимости от концентрации гепарина в растворе. При увеличении концентрации гепарина в комплексе, где концентрация яда не изменялась, электропроводность снижалась до тех пор, пока его концентрация не достигал 50 МЕ/мл. Дальнейшее увеличение концентрации гепарина сопровождалось повышением электропроводности (рис. 10.2). Характерно, что пик снижения электропроводности совпадает с максимумом оптической плотности, что говорит об оптимальном взаимодействии гепарина с пчелиным ядом именно при данной концентрациим гепарина (Хомутов, 1987).

Оптимальное соотношение при взаимодействии ряда других зоотоксинов с гепарином отличалось от пчелиного яда: для яда гюрзы это соотношение равно 1: 0,0005, для эфы – 1:0,005, для кобры – 1:0,05, для пчелиного яда – 1:0,5 (Хомутов др., 1998). Таким образом, пчелиный яд может быть идентифицирован при добавлении 1 мг/мл к раствору гепарина, содержащему 50 МЕ/мл, причем растворителем в данном случае является дистиллированная вода (рис. 10.3).
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Рис. 10.3. Зависимость оптической плотности 
смеси гепарин-пчелиный яд      
от  состава растворителя.

1. CaCl2 ;         2. NaCl;        3. KCl     4. AgNO3
5. Растворитель – сыворотка крови.

    6. Растворитель – дистиллированная вода.

Замена дистиллированной воды, используемой в качестве растворителя, сывороткой крови показала, что при этом происходит отчетливо выраженное потенцирование комплексообразования. Так, если к 1 мг/мл водного раствора пчелиного яда добавить 50 МЕ/мл гепарина, то оптическая плотность увеличивается на 38±0,2% от исходной. Использование в качестве растворителя сыворотки крови увеличивает оптическую плотность на 89±1,2% от исходной, т.е. возрастает более чем в два раза (рис. 10.3).
Известно, что в цельной крови содержится 177 мг% калия, 16,2 мг% натрия и 9,7 мг% кальция. Изучение влияния положительно заряженных ионов, наиболее активных в физиологическом отношении, показало, что калий, кальций и натрий способны потенцировать процесс комплексообразования пчелиного  с гепарином. Этот процесс является двухфазным и после увеличения концентрации ионов выше оптимальной величины, оптическая плотность раствора снижается (рис. 10.3). Интересно отметить, что ионы серебра, практически отсутствующие в крови, также потенцируют комплексообразование (Хомутов и др., 2001).

10.2. Оценка качества яда

Определение качества сырья, содержащего пчелиный яд, можно проводить методом апитоксиавтографии, описанным В.Н. Крыловым (1995). Этот метод заключается в следующем: сырье, содержащее пчелиный яд в сухом виде, в количестве от 50 до 500 мкг наносят (распыляют) на фотографическую эмульсию, предварительно обработанную активным рассеянным светом в течение 30 с и смоченную водой. Фотоэмульсию с нанесенным сырьем выдерживают 60 с и затем обрабатывают в растворах стандартного проявителя и фиксажа до появления ярко выраженного контраста. При наличии в сырье пчелиного яда на поверхности фотоэмульсии регистрируются следы пчелиного яда в виде пятен низкой оптической плотности (Ошевенский и др., 1989).

Для количественного определения яда готовят шкалу автографов пчелиного яда, по которой путем визуального сравнения с автографом сырья можно определить содержащееся в нем количество пчелиного яда. Минимальная граница чувствительности – 50 мкг яда, при меньшем содержании яда в сырье не удается визуально обнаружить автограф яда. Предельная максимальная граница определения – 500 мкг яда, при большем содержании яда в сырье светлые пятна-автографы сливаются, что препятствует количественному определению яда в сырье. 

Шкала автографов для количественного определения яда в сырье заключается в следующем. Готовят смесь из расчета 1 г талька и 1 мг яда. На поверхности стекла равномерно распределяют 50 мг полученной смеси, содержащей 50 мкг пчелиного яда, после чего на эту поверхность накладывают и прокатывают фотобумагу, предварительно обработанную рассеянным светом в течение 30 с и смоченную водой. В этом состоянии фотобумагу выдерживают 60 с, после чего снимают со стекла, промывают водой в течение 30 с (до полного удаления анализируемой смеси) и обрабатывают последовательно растворами проявителя и фиксажа. Весь процесс осуществляется при активном рассеянном свете (естественное освещение). На фотобумаге появляются следы взаимодействия пчелиного яда с фотографической эмульсией в виде пятен округлой формы (Ошевенский и др., 1989).

Для составления шкалы автографов на поверхности стекол равномерно распределяют 100, 150, 200, 500 мг смеси, что содержит, соответственно, 100, 150, 200, 500 мкг яда. Таким образом, получают шкалу автографов пчелиного яда в диапазоне 50 – 500 мкг. Полученная шкала представляет собой зависимость весового содержания яда от количества пятен низкой оптической плотности.

Определение количества пчелиного яда в сырье осуществляется по следующей схеме. На кончике скальпеля берут пчелиный яд, использовавшийся для изготовления вышеописанной шкалы автографов и стандартизованный в соответствии с Фармакопейной статьей «Яд пчелиный». К нему добавляют тальк в соотношении 1:1000. Смесь растирают в ступке, после чего равномерно наносят на стеклянную пластинку и по вышеупомянутой схеме получают автограф яда.

Путем визуального сравнения полученных отпечатков со шкалой автографов обнаруживают то или иное количество стандартизованного пчелиного яда. Далее, на кончике скальпеля берут исследуемое сырье (пчелиный яд-сырец) и готовят смесь с тальком. Получают автограф и сравнивают его с аналогичным автографом стандартизованного яда и со шкалой автографов, определяя количество яда в сырье (Ошевенский и др., 1989).

Позже на основе экспериментальных исследований, был предложен метод, названный авторами «гепариновой пробой» (Хомутов и др., 1998). Суть метода состоит в том, что основное действующее начало пчелиного яда – мелиттин – может вступать во взаимодействие с гепарином, представляющим собой природный мукополисахарид, состоящий из глюкозамина, глюкуроновой кислоты и связанных с ним остатков серной кислоты. Взаимодействие гепарина с мелиттином осуществляется по стехиометрическому принципу, причем оптимальными параметрами взаимодействия являются такие весовые соотношения мелиттин: гепарин, как 2:1 (Хомутов др., 1977, 1987, 1997). 

При взаимодействии гепарина с мелиттином in vitro образуется высокомолекулярный комплекс, который значительно изменяет оптическую плотность раствора, причем оптическая плотность тем выше, чем выше концентрация мелиттина в исследуемой жидкости.

Практическое использование описанного эффекта возможно при визуальном сравнении исследуемого образца яда со стандартом. Для этого следует взять 3 мг пчелиного яда, соответствующего стандарту, растворить в 1 мл дистиллированной воды и добавить 1 мл раствора, содержащего 50 МЕ гепарина. Ампулу со стандартом герметично запаивают. Затем 3 мг исследуемого образца пчелиного яда помещается в ампулу такого же объема и конфигурации, добавляется 1 мл дистиллированной воды и 50 МЕ/мл гепарина. Визуальным сравнением стандарта и исследуемого образца оценивается мутность раствора. Если мутность тестового объема исследуемого вещества выше, то следует добавлять дистиллированную воду  до тех пор, пока растворы не сравняются по оптической плотности. Биологическая активность яда в этом случае определяется по формуле:                                    В = (V1/V2) x100, где

В – биологическая активность исследуемого образца яда; V1 – объем раствора, содержащего образец; V2 – объем стандартного раствора.

Для исследуемых образцов пчелиного яда, оптическая плотность которых ниже стандарта предварительно создаются стандарты, содержащие не 3 мг/мл яда, а меньшее количество (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 мг/мл). Важно отметить, что для фармацевтической промышленности важно соответствие качества сырья стандарту, поэтому образцы пчелиного яда, активность которых ниже стандарта, не представляют коммерческого интереса (Хомутов и др., 1998).

Несомненно, что для более точной оценки качества пчелиного яда, необходимы лабораторные анализы, дающие более полную картину структуры исследуемых образцов. В 1972 г. И.Г. Солодухо и Н.А. Черепновой был предложен метод электрофоретического анализа. Для этого на стеклянную поверхность пластинки наливается прогретый агар-агар в буферном растворе, после охлаждения на поверхности наносятся желобки, в которые вводят исследуемый раствор. В качестве субстрата авторы предлагают использовать эритроциты, желток куриного яйца, сыворотку. Вполне естественно, что предлагаемые в качестве субстрата биологические объекты, отличающиеся большой вариабельностью, будут вносить ошибку в конечные результаты анализа.

Для устранения этого недостатка метод был модифицирован (Орлов, Хомутов и др., 1989). Предлагаемый метод анализа отличается тем, что в качестве субстрата используется гепарин, образующий с мелиттином яда макромолекулярное соединение. Кроме того, во взаимодействие с гепарином может вступать и гиалуронидаза, а фосфолипаза с гепарином не взаимодействует.

Длина пробега молекулы фосфолипазы при электрофорезе известна. Остается оценить  длину пробега макромолекулы гепарин-мелиттин. Чем больше будет относительное содержание мелиттина, тем меньшей электрофоретической подвижностью будет обладать макромолекула комплекса. Если в образце яда будут присутствовать инородные вещества (воск, прополис, нектар, мед, пыльца), процентное содержание мелиттина будет меньше, а электрофоретическая подвижность выше.
Методика осуществляется следующим образом: в агар ставят штампик для лунок, в которые в дальнейшем вносят субстрат, в качестве которого используют гепарин, растворенный в электролите, затем помещают исследуемый образец. Для поддержания Рн используют веронал-мединаловый буфер с ионной силой 0,05, который при электрофорезе пускают в электродные пространства. Основная характеристика при электрофоретическом анализе – градиент потенциала. При толщине агаровой пластинки 5 мм в 1% агаре на веронал-мединаловом буфере Рн 8,6, ионной силе 0,05, при температуре 20°С применяют следующий режим: градиент потенциала 5 В/см, сила тока 50 Ма, время электрофореза 60 мин (Орлов, Хомутов и др., 1989).

Для выявления фракций электрофореграмму помещают в фиксирующую жидкость, а затем окрашивают раствором амидошварца 10Б.

Скорость (U) движущихся молекул связана с напряженностью электрического поля (Е) уравнением Смолуховского:

U= Д х Е х γ / 4П – η, где

Η – вязкость среды, Д – диэлектрическая проницаемость, связанная со структурой молекулы, γ – электрокинетический потенциал.

Метод исследования ультрафиолетовых (УФ) спектров поглощения растворов биологических молекул получил широкое распространение и с определенными ограничениями вполне применим к анализу образцов пчелиного яда. Несмотря на то, что многие вещества имеют широкие перекрывающиеся полосы поглощения в УФ области, метод удобен тем, что отличается достаточной простотой и скоростью. Преимуществом данного метода также можно считать довольно высокую чувствительность (для анализа достаточно несколько сотен микрограммов вещества), а также возможность использования раствора для дальнейшего анализа.

При исследовании спектра поглощения водного раствора пчелиного яда в УФ диапазоне длин волн (180 – 300 нм) наблюдаются пики, характерные для белков и полипептидов. Наибольший максимум поглощения в области 195 нм при концентрации пчелиного яда 0,01 – 0,02 мг/мл сдвигается в красную сторону при увеличении концентрации яда свыше 0,04 мг/мл. Второй пик примерно вдвое меньшей интенсивности более стабилен и соответствует длине волны 220 нм. Оба эти максимума характеризуют пептидные связи в белковых и полипептидных молекулах. Третий пик (длина волны 280 нм) обусловлен наличием остатков ароматических аминокислот (тирозина, фенилаланина и триптофана) в составе молекул пчелиного яда.

При сравнении спектров поглощения растворов пчелиного яда в дистиллированной воде и фосфатном буфере (рН 7,2) можно отметить уменьшение интенсивности первого пика, тогда как остальные два (при 220 и 280 нм) остаются практически без изменения. Это связано, очевидно, с большой интенсивностью поглощения фосфорных солей, входящих в состав буфера, в области 180 – 200 нм. Интересно отметить, что при разведении пчелиного яда в фосфатном буфере первый максимум, соответствующий в этом случае длине волны 204 нм, отличается большей стабильностью в диапазоне концентраций 0,02 – 0,06 мг/мл.

10.3. Стандартизация пчелиного яда

В настоящее время для стандартизации пчелиного яда пользуются в основном Фармакопейной статьей Российской Федерации (ФС 42-2683-96 «Яд пчелиный»), разработанной на кафедре физиологии и биохимии человека и животных Нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского (табл. 10.1).

                                                                                           Таблица 10.1

Показатели качества пчелиного яда по ФС 42-2683-96 

«Яд пчелиный» (Крылов, 1995) 

	Показатели 
	Требования по ФС

	Описание
	Белый порошок с желтоватым или сероватым оттенком

	Потери в массе при высушивании
	Не более 12%

	Нерастворимые в воде примеси
	Не более 10%

	Гемолитическая активность
	Не более 480 с

	Активность фосфолипазы А
	Не менее 100 МЕ

	Активность гиалуронидазы
	Не менее 70 Мме


Потери в массе при высушивании. Три навески по 0,1 г каждого образца яда высушивают при температуре 100 – 105°С до постоянной массы. Потери массы при высушивании с точностью до 0,1% вычисляют по формуле:

х = (а – а1)·100 / а, где

х – потери в массе при высушивании (%); а – навеска яда до высушивания (г); а1 – навеска яда после высушивания (г).

Нерастворимые в воде примеси. Три навески по 0,1 г каждого образца пчелиного яда растворяют в дистиллированной воде в мерной колбе вместимостью 100 мл и доводят объем раствора водой до метки. Раствор пропускают через высушенный до постоянной массы стеклянный фильтр № 3. Осадок от колбы количественно переносят на фильтр и промывают 50 мл воды. Фильтр с осадком сушат до постоянной массы при температуре 100 – 105°С. Количество нерастворимых в воде примесей вычисляют с точностью до 0,1% по формуле:

У = (Фм – Ф)·100 / н, где

У – количество нерастворимых в воде примесей (%); Фм – масса фильтра с нерастворимыми в воде примесями (г); Ф – масса фильтра (г); н – навеска яда (г).

На содержание золы используют навески 0,1 г, которые сжигают в муфельной печи.

При изготовлении лекарственных форм пчелиного яда возникает необходимость провести перерасчет пчелиного яда, учитывая влажность и нерастворимые в воде примеси по формуле:

Н = Р·100 / 100 – (х + y), где

Н – масса навески пчелиного яда-сырца (г); Р – масса чистого пчелиного яда (г); х – потери в массе при высушивании (%); y – нерастворимые в воде примеси (%).

Определение устойчивости яда к воздействию влаги. Навеску пчелиного яда (0,1 г) помещают в открытую чашку Петри; другой образец (0,1г) в упаковке по ВФС 42-1493-85 без парафинирования помещают на решетку вакуум-эксикатора, где заранее налито 100 мл 15,5% водного раствора серной кислоты. Вакуум-эксикатор закрывают и выдерживают при 40°С в течение 20 дней (что соответствует 1 году хранения при 20°С). Раствор серной кислоты обеспечивает относительную влажность в камере 90% и парциальное давление паров воды 50 мм рт. ст. Контрольные образцы пчелиного яда хранятся при комнатной температуре в упаковке согласно ВФС 42-1493-85. Содержание влаги в образцах определяют соглавсно методике «Потери в массе при высушивании».

Гемолитическая активность. Принцип гемолитического метода заключается в том, что при действии пчелиного яда на отмытые эритроциты последние разрушаются, причем скорость гемолитической реакции (время наступления полного гемолиза) зависит от количества яда. 

В результате многочисленных экспериментов был построен калибровочный график для «нативного лабораторного яда» в координатах: количество яда – время полного гемолиза опытной взвеси эритроцитов. График служит для количественного определения яда в исследуемых растворах. Определение проводилось следующим образом: в 5 пробирок, содержащих по 0,5 мл 10%-ой взвеси эритроцитов, добавляли физиологический раствор в количестве 0,45; 0,40; 0,30; 0,10; 0,05 мл и затем исследуемый раствор по 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,45 мл соответственно. В контрольную пробирку приливали 0,5 мл физиологического раствора и яд не добавляли.

Эксперимент проводили при постоянной температуре 37°С. За течением реакции следили визуально и отмечали момент наступления полного гемолиза. Процесс считали завершившимся, когда через содержимое пробирки становился ясно виден шрифт, применяемый для стандартизации вакцин. Определив время гемолиза по калибровочному графику, построенному для эталона пчелиного яда, находили количество яда в исследуемом растворе. Нижний предел чувствительности метода – 10 мкг (Черепнова, 1977).

Согласно ФС 42-2683-96 время гемолиза определяют несколько иным способом. Берут навеску пчелиного яда 0,6 г в пересчете на сухой препарат без нерастворимых в воде примесей, помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, растворяют яд в 0,9% физиологическом растворе и доводят объем тем же раствором до метки, перемешивают (раствор А). 25 мл раствора А переносят в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят объем раствора до метки 0,9% раствором хлорида натрия. 0,75 мл приготовленного раствора вносят в кювету фотоэлектроколориметра с толщиной слоя 3 мм, прибавляют 0,75 мл суспензии эритроцитов, перемешивают и выдерживают 15 мин (раствор сравнения). Во вторую кювету с толщиной слоя 3 мм вносят 0,75 мл приготовленного раствора яда, 0,75 мл суспензии эритроцитов, перемешивают и тотчас измеряют оптическую плотность на фотоэлектроколориметре при длине волны 600 нм. Регистрируют время, в течение которого величина оптической плотности (в течение 3 с) остается постоянной величиной.

Приготовление суспензии эритроцитов осуществляется следующим образом: 5 мл эритроцитарной массы крови человека или кролика помещают в центрифужную пробирку и прибавляют 5 мл буферного раствора с натрия хлоридом, перемешивают и центрифугируют при 3000 об/мин в течение 10 мин. Верхний слой сливают. Промывание эритроцитов повторяют до тех пор, пока надосадочная жидкость не становится прозрачной. Отмытые эритроциты в мерном цилиндре разбавляют буферным раствором с хлоридом натрия 1:10. При определении применяют только свежеприготовленную суспензию.

Активность фосфолипазы А. В работах ряда зарубежных авторов использовалась тест-реакция на пчелиный яд, основанная на способности яда задерживать тепловую денатурацию яичного желтка, но способ проведения реакции отличался длительностью. В то же время упомянутая реакция, подобно гемолитической, отличается наглядностью, не требует сложных субстратов и характеризует свойство важного в фармакологическом отношении компонента пчелиного яда – фосфолипазы А. 

В связи с этим способность предотвращать тепловую денатурацию яичного желтка была использована для разработки одного из методов его количественного определения, пригодного для использования в производственных условиях. В результате проведенных экспериментов было установлено, что существует ярко выраженная зависимость между временем инкубации, необходимым для предотвращения тепловой денатурации опытной смеси и количеством яда. На основании этих данных была построена калибровочная кривая, позволяющая определять количество яда в исследуемом растворе. Преимуществом предложенного способа, по сравнению с вышеуказанной тест-реакцией, является сокращение времени эксперимента, по крайней мере в 3 раза, что имеет немаловажное значение при работе с большим количеством образцов в производственных условиях. Открываемый минимум яда в пробе 2 мкг (Черепнова, 1977).

На основе фосфолипазного метода разработан экспресс-метод, позволивший сократить время эксперимента до 20 – 30 мин. Было установлено, что при определенном постоянном времени инкубации опытной смеси (субстрата с ядом) для предотвращения ее тепловой денатурации необходимо определенное постоянное количество яда. Было найдено, что при 10-минутной инкубации необходимо 4±0,21 мкг «нативного лабораторного яда». Этот факт лег в основу экспресс-метода, который проводился следующим образом: желточно-буферную смесь разливали по 1 мл в 6 пробирок и добавляли в каждую физиологический раствор соответственно: 0,40; 0,42; 0,44; 0,46; 0,48; 0,50 мл. Полученные смеси помещали в термостат при 37°С. Через 5 мин в 5 пробирок приливали исследуемый раствор пчелиного яда по 0,10; 0,08; 0,04; 0,02 соответственно. В 6-ю – контрольную пробирку – яд не добавляли. Смеси во всех пробирках продолжали инкубировать при 37°С в течение 10 мин и затем помещали в кипящую водяную баню. Эксперименты проводили в трех повторностях. Отмечали наименьшее количество раствора яда, которое предотвращало тепловую денатурацию опытной смеси при 2-минутном кипячении, т.е. содержало, согласно ранее установленному факту, 4 мкг яда (Черепнова, 1977).

Согласно требованиям ФС 42-2683-96 активность фосфолипазы А2 в образце пчелиного яда определяют другим способом. Для этого 1 мл раствора А (см. «Гемолитическая активность») пчелиного яда помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл и доводят объем раствора водой до метки (раствор Б). В 3 пробирки с притертыми пробками вместимостью 20 мл вносят по 1 мл раствора препарата, 1 мл реактива и 1 мл 10% Z-альфалецитина в этаноле. Пробирки закрывают пробками, встряхивают в течение 30 с и выдерживают в термостате при 37°С в течение 30 мин. Затем во все пробирки прибавляют по 7 мл экстрагирующей смеси, взбалтывают в течение 3 мин и выдерживают при 20°С в течение 1 часа до полного разделения фаз. 3 мл раствора верхнего слоя помещают в коническую колбу вместимостью 25 мл, прибавляют по 5 капель 0,2% раствора тимолового синего в 95% этаноле и титруют его в условиях, исключающих воздействие углекислого газа из микробюретки 0,01 н раствором калия гидроксида в пропаноле-2 до перехода желтого окрашивания в синее, исчезающее в течение 30 с.

Параллельно проводят контрольный опыт, смешивая 1 мл воды, 1 мл реактива и 1 мл 10% раствора Z-альфалецитина в этаноле.

1 мл 0,01 н раствора калия гидроксида соответствует 0,002564 г пальмитиновой кислоты или 10 международным единицам (МЕ) активности фосфолипазы А2 в 1 мин. Активность фосфолипазы А2 на 1 мг яда в Мм/мг/мин или МЕ/мг (х) вычисляют по формуле:

х = (А – А1)·4·0,002564 / а·3·30·0,002564 = (А – А1) ·4 / а·9, где

А – количество 0,01 н раствора калия гидроксида, израсходованное на титрование опытной пробы (мл); А1 – количество 0,01 н раствора калия гидроксида, израсходованное на титрование контрольной пробы (мл); а – навеска пчелиного яда (мг); 4 – количество верхней фазы экстрагирующей смеси в пробе (мл); 3 – объем верхней фазы экстрагирующей смеси, взятой на титрование (мл); 30 – время ферментативной реакции (мин); 0,002564 – количество пальмитиновой кислоты, соответствующее одной МЕ активности фосфолипазы А2 в одну мин (г).

Активность гиалуронидазы. Активность гиалуронидазы (ГАГГ – глюкозоамингликановый комплекс), являющейся обязательным компонентом пчелиного яда, определяется согласно требованиям ФС 42-2683-96, турбодиметрическим методом. В пробирку с 0,5 мл раствора гиалуроната калия добавляют 0,5 мл культуральной жидкости. Затем эту смесь инкубируют 20 мин в водной бане при 37°С. Реакцию останавливают 5-минутным кипячением. После охлаждения в пробирки добавляют по 4 мл подкисленного раствора сыворотки. Через 10 мин измеряют оптическую плотность растворов на фотоэлектроколориметре (фильтр № 6) против второго контроля.

Первый контроль – к 0,5 мл раствора гиалуроната калия добавляют 0,5 мл стерильной питательной среды, затем смесь инкубируют 20 мин при 37°С, кипятят 5 мин, охлаждают, приливают 4 мл сыворотки и измеряют через 10 мин оптическую плотность.

Второй контроль – к 1 мл фосфатного буфера рН 5,9 добавляют 4 мл раствора подкисленной сыворотки. Уменьшение мутности опытного раствора по сравнению с первым контролем свидетельствует о наличии гиалуронидазной активности у исследуемой культуры.

Активность фермента выражают в условных единицах, принимая показатель экстинции за 100%. Активность гиалуронидазы в опыте соответствует разнице между экстинцией контрольной и опытной проб, выраженной в процентах по отношению к экстинции контрольной пробы:

А = (Ек – Еоп)·100 / Ек, где

А – активность гиалуронидазы; Ек – показатель экстинции контроля; Еоп – показатель экстинции опытной пробы.

Определение сахара (фруктозы) в образцах яда. Согласно мировым стандартам качества в пчелином яде может содержаться до 6% сахаров (Шкендеров, Иванов, 1985). В связи с тем, что ни ТУ, ни ФС не включают методику определения сахара в процесс сертификации, на кафедре физиологии и биохимии человека и животных Нижегородского государственного университета им. Н.И. Лобачевского был разработан метод определения фруктозы в образцах пчелиного яда (Хомутов и др., 1989).

Принцип метода заключается в том, что фруктоза в присутствии концентрированной серной или соляной кислоты превращается в оксиметил-фурфурол, который с резорцином образует соединение красно-коричневого цвета. В ходе определения 10 мг пчелиного яда помещают в центрифужную пробирку и растворяют в 1 мл дистиллированной воды. Для осаждения нерастворяющихся в воде примесей центрифугируют 5 мин при 3000 об/мин. Надосадочную жидкость сливают в чистую центрифужную пробирку и ко всему объему приливают 1 мл 10% раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ) для осаждения белков. Через 5 мин центрифугируют при 3000 об/мин в течение 5 мин. 

В надосадочной жидкости определяют количество фруктозы: 0,1 мл центрифугата помещают в химическую пробирку, добавляют 1,9 мл 20об% соляной кислоты и 2 мл реактива Селиванова. В контрольной пробе содержится 2 мл 20 об%  раствора соляной кислоты и реактива Селиванова. Обе пробирки помещают в термостат (80°С) на 8 мин, охлаждают в холодной воде и колориметрируют на фотоэлектроколориметре с длиной волны 530 нм, в кювете с рабочей длиной 10 мм против контроля. Количество фруктозы определяют по калибровочной кривой, построенной по стандартному раствору фруктозы (табл. 10.2). 

                                                                                                Таблица 10.2

Построение калибровочной кривой для определения фруктозы 

в образцах пчелиного яда
	№ пробирок
	Концентрация фруктозы в пробе (мкг)
	Стандартный р-р фруктозы (мл)
	20 об% НCl 

(мл)

	1
	50
	0,1
	1,9

	2
	100
	0,2
	1,8

	3
	200
	0,4
	1,6

	4
	300
	0,6
	1,0

	5
	400
	0,8
	1,2

	6
	0
	0,0
	2,0


Ко всем пробиркам приливают 2 мл реактива Селиванова, инкубируют 8 мин в термостате (80°С), охлаждают в холодной воде и колориметрируют на фотоэлектроколориметре (длина волны 530 нм, кювета с рабочей длиной 10 мм). Количество фруктозы в яде в г% рассчитывают по формуле:

0,2Ха = % фруктозы в яде, где

0,2 – коэффициент; А – концентрация фруктозы в пробе (мкг).

Токсикологический метод. Часто в практике стандартизации используют токсикологический метод, отражённый в технических условиях на яд пчелиный (ТУ 46 РСФСР 67-72). Однако, не входящий в ФС токсикологический метод стандартизации, может быть весьма показательным при оценке биологической активности образцов пчелиного яда. При работе с загрязненным ядом следует определять количество фруктозы в образцах пчелиного яда-сырца (Хомутов и др., 1989).

Определение токсичности производится на белых мышах массой 20 – 22 г. Образец пчелиного яда, предварительно разведенный в физиологическом растворе, вводится внутрибрюшинно в объеме 0,2 мл.

Животные делятся на 6 групп по 6 особей в каждой. Каждой экспериментальной группе вводится яд в дозе 2, 4. 6, 8 и 10 мг/кг живого веса соответственно. Через 24 часа учитывается число погибших и выживших особей в каждой группе. Средняя доза яда, сопровождающаяся гибелью 50% животных (ЛД50) рассчитывается методом пробит-анализа Миллера и Тейтнера (Беленький, 1963).

Хроматографический метод.  Наиболее важным из параметров, характеризующих качество пчелиного яда, является определение количественного содержания наиболее значимых компонентов в яде. Наиболее точно это достигается путем хроматографического разделения цельного яда на составляющие фракции. Яд растворяется в определенном растворе и пропускается в таком состоянии через колонку, заполненную веществом, которое адсорбирует компоненты яда. Дело в том, что такая адсорбция различна для разных компонентов из-за их различия в массе, электрическом заряде молекул, отношению их к растворителю.

В результате на выходе из колонки разные компоненты (фракции) будут выходить в разное время. Пользуясь этим, порции раствора, разделенные во времени, можно направить в соответсвующий анализатор, где определяется количество той или иной фракции яда. При этом, чем сложнее аппаратура, тем большее количество фракций можно выявить и проанализировать. В современных жидкостных хроматографах вышеуказанные процессы автоматизированы и на выходе дается машинная распечатка содержания того или иного компонента яда.

Указанный метод хроматографического разделения пчелиного яда на компоненты является удобным не только для анализа яда, но и для промышленного (препаративного) получения этих компонентов. Для этого необходимо увеличить объем колонок и скорость пропускания через них раствора, что, в свою очередь, можно осуществить увеличивая давление на входе колонки (Крылов, 1995).

Приготовление растворов.

1. 0,05% раствор гиалуроната калия в 1/15 М фосфатном буфере рН 5,9, содержащем 0,2 М хлористый натрий (гиалуронат калия растворяют при встряхивании и нагревании до температуры 30 – 35°С).

2. Нормальная сыворотка крови кролика без консерванта, разведенная в 10 раз 0,2 М ацетатным буфером рН 4,7. Непосредственно перед опытом сыворотка подкисляется ледяной уксусной кислотой до Рн 3,5.

3. Буферный раствор с натрия хлоридом. К 450 мл 0,9% раствора хлорида натрия прибавляют 50 мл 0,1 М фосфатного буфера с рН 7,4. Раствор хранят в холодильнике.

4. Реактив 1. 0,1 г альбумина растворяют в 80 мл 0,05 М раствора трис-буфера рН 8,0, прибавляют 2 мл 0,05 М раствора трилона Б, 0,4 мл 50% раствора кальция хлорида и доводят объем раствора 0,05 М трис-буфером до 100 мл. Реактив хранят в прохладном месте в течение 6 дней.

5. 0,05 М раствор трис-буфера рН 8,0. 24,3 г 3-оксиметиламинометана растворяют в 500 мл дистиллированной воды в мерной колбе вместимостью 1000 мл, доводят объем раствора водой до метки и перемешивают. 25 мл приготовленного раствора смешивают с 40 мл 0,1 н раствора соляной кислоты и объем раствора доводят дистиллированной водой до 100 мл, рН 8,0 (потенциометрически при 20°С). Раствор хранят в прохладном месте в течение 30 дней.

6. Экстрагирующая смесь. 300 мл гексана смешивают с 200 мл 95% спирта и прибавляют 1 мл 3 н серной кислоты. Смесь хранят в бутылке с притертой пробкой в прохладном месте в течение 30 дней.

7. 0,1 н раствор калия едкого в изопропиловом спирте. 0,7 г калия едкого растворяют в 100 мл изопропилового спирта, раствор оставляют на 24 часа. Затем сливают прозрачную жидкость с осадка. Раствор хранят в склянках с резиновыми пробками в защищенном от света месте в течение 30 дней.

8. 0,01 н раствор калия едкого в изопропиловом спирте. 10 мл 0,1 н раствора калия едкого в изопропиловом спирте разбавляют изопропиловым спиртом до объема 100 мл. Титр раствора устанавливают по 0,01 М раствору пальмитиновой кислоты в гептане. Раствор хранят 1 день.

9. 0,01 М раствор пальмитиновой кислоты в гептане. 0, 2564 г пальмитиновой кислоты растворяют в 100 мл гептана нормального. Раствор хранят в прохладном месте 3 месяца.

10. 3 н раствор серной кислоты. 7,5 мл концентрированной серной кислоты разбавляют водой до 100 мл.

11. Ацетатный буферный раствор. Раствор 1. В мерной колбе вместимостью 1 л растворяют 13,8 г натрия ацетата в 200 мл воды, прибавляют 8,5 г натрия хлорида и доводят объем раствора водой до метки.

12. Фосфатный буфер с рН 7,40. К 81,8 мл раствора Na2НРО4 х 2Н2О доливают до 100 мл раствор КН2РО4.

13. 0,8 М раствор тетрабората калия.  4,5% раствор калия едкого: 45 г калия едкого растворяют в воде и доводят объем раствора водой до 1 л.  49,5 г борной кислоты помещают в химический стакан вместимостью 2 л, приливают 1 л воды и постепенно при постоянном перемешивании, прибавляют 4,5% раствор калия едкого до полного растворения борной кислоты. Полученным раствором калия тетрабората отфильтровывают 20 мл ацетатного буферного раствора до рН 8,9. По титру находят количество калия тетрабората, который необходимо добавить к реакционной смеси, чтобы ее рН был равен 8,9. Обычно это количество составляет 0,2 мл. Раствор хранят в прохладном месте в течение 6 месяцев.

14. Раствор реактива Эрлиха. 10 г перекристаллизованного диметиламинобензальдегида помещают в мерную колбу вместимостью 100 мл, приливают 12,5 мл концентрированной соляной кислоты и доводят объем раствора ледяной уксусной кислотой до отметки. Реактив хранят в прохладном месте в течение 3 месяцев. 1мл полученного раствора разводят ледяной уксусной кислотой (1:9). Раствор применяют свежеприготовленным.

15. Раствор глюкозамина (N-ацетил-Д-глюкозамин). 10 мг перекристаллизованного глюкозамина вносят в мерную колбу вместимостью 25 мл и доводят объем раствора до метки ацетатным буферным раствором. 1 мл этого раствора содержит 1,82 мкМ глюкозамина. Из него разведением в 5, 6, 7, 21 раз готовят растворы для построения калибровочного графика. Растворы применяют свежеприготовленными.

16. 0,2% раствор гиалуроновой кислоты. 0,02 гиалуроновой кислоты марки Б растворяют в 10 мл ацетатного буферного раствора. Раствор хранят в прохладном месте не более 6 дней.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящее время все большей популярностью пользуются методы лечения, которые основаны на применении лекарственных средств из натурального сырья, к которым, несомненно, можно отнести пчелиный яд. Наиболее популярным и наиболее эффективным является пчелоужаление в акупунктурные точки. Однако этот метод ограничен во времени, так как активный период пчел приходится на весенне-летний период. Другим ограничением пчелоужаления является страх больного и психологическая несовместимость пациента с такого рода операцией. Исходя из этого, часто в практике апитоксинотерапии используют препараты пчелиного яда, для приготовления которых необходимо сырье. 
При получении пчелиного яда-сырца необходимо учитывать как интересы фармацевтической промышленности, так и интересы пчеловодства, которые связаны с минимальным нарушением биологии пчелиной семьи. Для этого необходима  технология получения яда, связанная с цикличностью, безотходностью, экологичностью и т.д.

Технология или технологический процесс представляет собой совокупность приемов и способов получения, обработки и переработки сырья. Основные требования, предъявляемые к технологическому процессу: достижение непрерывности процессов, пропорциональность всех звеньев и ритмичность выпуска продукции.

Непрерывность технологического процесса включает использование средств труда с минимальными потерями времени, безостановочное продвижение предметов труда через все стадии производства. Пропорциональность – это взаимное соответствие пропускной способности смежных участков, позволяющее полностью использовать их производственные мощности. Ритмичность означает равномерный выпуск продукции и выполнение одинакового объема работ в равные периоды времени. 
Организация производства охватывает основное, вспомогательное и обслуживающее звенья, а также процессы управления как гармонически увязанные формы единого процесса изготовления продукции. Важнейшими показателями организации производства являются концентрация, комбинирование, специализация, рентабельность. Рентабельность производства представляет собой отношение общей или балансовой прибыли к среднегодовой стоимости основных производственных фондов и нормируемых оборотных средств.

В разработанной нами технологии непрерывность технологического процесса достигалась тем, что при аренде пасек обговаривались сроки повторного получения пчелиного яда через 15 дней с той же пасеки. Таким образом, заключали договора с 15 пчеловодными хозяйствами, имеющими не менее 100 семей, расположенных в одном месте. Используя такой метод организации работ можно говорить о цикличности производства.

Пропорциональность технологического процесса связана с оптимальным количеством оборудования и операторов на всех звеньях получения яда. Как уже указывалось выше, непосредственное получение яда на пасеках осуществлялось 4 операторами, которые перевозились с основной базы на пасеку на автомобиле ГАЗ-66. Вместе с ними на пасеку перевозилось 25 ящиков (250 ядоприемных кассет) оборудования. В это время в лабораторных условиях производилась сушка, счистка, тарирование яда, полученного в предыдущие сутки.

Рентабельность производства достигалась высоким уровнем интенсификации производства. Так, в условиях Ставропольского края при цикличности производства мы получали до 1 кг яда в неделю. Наиболее остро стоял и стоит в настоящее время вопрос сбыта пчелиного яда потребителям, которые при высоком уровне получения яда резко занижают цену.

Таким образом, разработана рентабельная циклическая, безотходная, экологичная технология получения яда-сырца в промышленных масштабах. Безотходность производства связана с уникальной конструкцией электростимулятора ЭСС 4.1, в котором амплитуда выходного сигнала стабилизирована и не изменяется в связи с изменением количества пчел, находящихся на электродной сетке ядоприемника. Экологичность технологии связана с тем, что получая яд каждые 15 дней, раздражению подвергаются пчелы, относящиеся к следующей генерации, которая не испытывала раздражения. Кроме того, экологичность технологии заключается в возобновляемости пчелиного яда, в связи с чем пчелиный яд при рекомендуемых условиях можно получать без вреда для пчёл.
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Диаграмма1

		2.75		2.72		2.75		2.79		2.87

		2.75		2.8		2.85		2.82		2.83

		2.85		2.87		2.82		2.83		2.85

		2.71		2.81		2.83		2.83		2.83
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		2.75		2.75		2.85		2.71

		2.72		2.8		2.87		2.81
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		1.31		1.28		1.26		1.3		1.31

		1.27		1.29		1.32		1.3		1.31

		1.33		1.39		1.35		1.39		1.4

		1.33		1.37		1.39		1.41		1.41
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		1.31		1.27		1.33		1.33

		1.28		1.29		1.39		1.37
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		23.53		21.67		21.93		21.8		21.47

		21.8		21.93		21.53		21.67		22.6

		21.67		21.4		21.13		21		21.13
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		23.53		21.8		21.67		21.13
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		15.46		13.61		15.71		13.57		15.63

		15.62		15.6		15.39		15.03		15.22

		14.99		13.72		15.16		15.67		14.85

		15.21		14.7		15.93		14.79		15.95
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		15.46		15.62		14.99		15.21

		13.61		15.6		13.72		14.7
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		13.57		15.03		15.67		14.79

		15.63		15.22		14.85		15.95





Лист1

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0





Лист2

		





Лист3

		






_1071350198.xls
Диаграмма1

		2.36		2.38		2.38		2.39		2.43

		2.35		2.4		2.2		2.38		2.43

		2.37		2.37		2.34		2.37		2.41

		2.33		2.4		2.4		2.42		2.42
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		2.36		2.35		2.37		2.33

		2.38		2.4		2.37		2.4

		2.38		2.2		2.34		2.4
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		4.51		4.59		4.61		4.67		4.68

		4.51		4.47		4.56		4.54		4.57

		4.6		4.6		4.53		4.59		4.65

		4.62		4.61		4.6		4.97		4.62
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		4.51		4.51		4.6		4.62

		4.59		4.47		4.6		4.61

		4.61		4.56		4.53		4.6

		4.67		4.54		4.59		4.97

		4.68		4.57		4.65		4.62
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		2.19		2.21		2.19		2.23		2.24

		2.22		2.23		2.23		2.25		2.21

		2.18		2.21		2.21		2.21		2.26

		2.17		2.25		2.25		2.27		2.29
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		2.19		2.22		2.18		2.17

		2.21		2.23		2.21		2.25

		2.19		2.23		2.21		2.25
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		4.38		4.64		4.75		4.81		4.87

		4.64		4.7		4.76		4.75		4.85
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		4.81		4.92		4.96		4.97		4.89
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		53.9		47		45		49.7		44.9
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		3.02		2.99		3.08		3.07		3.12

		3.07		3.03		3.07		3.04		3.06

		3.05		3.06		3.02		3.06		3.05

		3.03		3.01		3.09		3.03		3.06
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		3.02		3.07		3.05		3.03

		2.99		3.03		3.06		3.01

		3.08		3.07		3.02		3.09
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		5.47		5.91		6.12		5.33		5.8

		5.75		6.37		6.45		6.38		5.79

		5.97		6.17		6.47		5.82		6.4

		6.18		6.33		6.39		5.4		5.77
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		5.47		5.75		5.97		6.18
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