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SAZETAK

UCINAK MIKROVALNOG ZRACENJA NA BIOKEMIJSKE
POKAZATELJE, ANTIOKSIDACIJSKI STATUS |
GENOTOKSICNOST U MEDONOSNE PCELE (Apis mellifera)

Siroka primjena radiofrekvencijskog elektromagnetskog zratenja (RF-EMZ)
uzrokovala je zabrinutost javnosti o mogucim Stetnim u¢incima na zdravlje ljudi i zivotinja.
Naime, rezultati mnogih istrazivanja pokazali su da izloZzenost RF-EMZ-u na radnoj
frekvenciji mobilnih telefona moze uzrokovati razli¢ite bioloSke ucinke, primjerice,
oksidacijski stres, promjene vrijednosti pokazatelja antioksidacijskog sustava te
genotoksi¢ni ucinak. No, vrlo je vazno istaknuti da su spomenuti ucinci RF-EMZ-a jos
uvijek dvojbeni osobito kada je rije¢ o rezultatima istrazivanja utjecaja RF-EMZ-a na
pcelinje zajednice. Stoga je cilj ove disertacije utvrditi stupanj aktivnosti ili koncentracije
pojedinih pokazatelja oksidacijskog stresa i genotoksi¢nosti u razli¢itim razvojnim stadijima
pcelinjeg legla, kao 1 u odraslim pcelama nakon kratkotrajnog i kroni¢nog izlaganja pcelinjih
zajednica RF-EMZ-u u laboratorijskim i terenskim uvjetima kao i ponasanje te uzgojno-
bioloske osobitosti pcelinjih zajednica izloZzenih RF-EMZ-u stacionarnih baznih postaja
mobilne telefonije.

Istrazivanje je nacinjeno na pcelinjim licinkama i kukuljicama te odraslim jedinkama
medonosne pcele (A. mellifera) u poljskim uvjetima na petnaest pcelinjih zajednica
smjeStenih u blizini antene stacionarnog odasiljaca mobilne telefonije na tri lokacije. Za
provedbu analiza u laboratorijskim uvjetima koriSteni su samo uzorci li¢inki koje su bile
1zlozene RF-EMZ-u s razli¢itim jakostima elektri¢nog polja tijekom dva sata. U svim uzetim
uzorcima li¢inki, kukuljica 1 srednjih crijeva odraslih pcela odredivana je koncentracija
lipidnih peroksida, aktivnost enzima super-oksid dizmutaze, katalaze i glutation-S-
transferaze, dok je u uzorcima li¢inki izlozenih radiofrekvencijskom zradenju u
laboratorijskim uvjetima odredivano jo$ i oStec¢enje molekule DNK. Rezultati su pokazali da
RF-EMZ na frekvenciji od 900 MHz i jakosti elektri¢nog polja od 10, 23, 41, 120 V m?
nemoduliranog vala kao i pri modulaciji od 217 Hz i 1 kHz (80%) uzrokuje promjene

aktivnosti antioksidativnih enzima, oSte¢enje molekule DNK i lipidnu peroksidaciju u li¢inki



medonosne pcele u laboratorijskim uvjetima ozradivanja. Takoder je zanimljivo da je
zabiljezen pozitivan u¢inak samo unutar odredenih istrazivanih uvjeta.

Rezultati nacinjenih pokusa u terenskim uvjetima pokazali su da aktivnost
antioksidacijskih enzima kao i koncentracija proizvoda lipidne peroksidacije ovise u stadiju
razvoja pcele, mjestu uzimanja uzoraka te o godisnjem dobu. Rezultati uzgojno-bioloskih
osobina tj. jac¢ina pcelinjih zajednica, agresivnost odraslih péela, mirnoc¢a pcela na sacu te
izgradnja novih mati¢njaka nakon izlaganja kosnica s naseljenim pcelinjim zajednicama RF-
EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz, podrijetlom od stacionarnih antena mobilne telefonije,
pokazali su odstupanja ponaSanja pojedinih pcelinjih zajednica bilo unutar iste, odnosno
razlicite lokacije promatranja. Radiofrekvencijsko zra¢enje povecavanjem jakosti polja ne
uzrokuje linearni odgovor biokemijskih, antioksidativnih pokazatelja niti stupanj
genostoksi¢nosti u medonosne péele. Nadalje, nemodulirano polje RF-EMZ-a uzrokuje
promjene aktivnosti katalaze i lipidne peroksidacije na malim jakostima elektri¢nog polja,
dok modulacija RF-EMZ-a frekvencije od 900 MHz pri 1 kHz pokazuje poveéanje osteéenja
molekule DNK kod péelinjih li¢inaka.

Kljucne rijeci: radiofrekvencijsko zraenje, medonosna pcela, antioksidansi, komet-test,
genotoksi¢nost



EXTENDED ABSTRACT

EFFECT OF MICROWAVE RADIATION ON BIOCHEMICAL
PARAMETERS, ANTIOXIDANT STATUS AND GENOTOXICITY IN
HONEY BEES (Apis mellifera)

The use of devices that emit radiofrequency electromagnetic fields (RF-EMF), such
as mobile phones, has arisen rapidly in recent years. With increasing usage of mobile phones,
public concern about possible adverse health effects from exposure to mobile phone signals
have occurred. The results of many studies have shown that exposure to radiofrequency
radiation at the operating frequency of mobile phones can induce various biological effects
in different species. One of the major effects could be possible genotoxicity and oxidative
stress. However, it is very important to emphasize that the mentioned effects of RF-EMF are
still controversial because there are several studies that have not found biological effects
after exposure to RF-EMF or have some shortcomings, especially in genotoxic effects.
Previous studies regarding effects of RF-EMF at frequencies from 900 MHz to 2.4 GHz in
honey bee colonies investigated mostly adult honey bees in unnatural conditions i.e. after
direct exposure to the mobile phone handset. Although few studies found no effect on
aggression and navigation of honeybee, brooding, honey production and foraging behavior,
the majority of results have shown effects such as decreased colony strength and egg laying
rate of the queen, induction of “worker piping” which is associated with swarming and the
alteration of some biochemical parameters (total carbohydrates, glucose, glycogen, total
lipids, cholesterol, protein, hexokinase, alkaline phosphatase, glucose 6-phosphatase and
free amino acids) in the hemolymph of the drone. However, there are still many uncertainties
and controversies about the effects of RF-EM radiation in honey bee. Furthermore, the
results of some experiments suggest that radiation produced by mobile phone base station
towers is actually frying the navigational skills of the foragers and preventing them from
returning back to their hives, and there are some reports of sudden unexplainable
disappearance of adult honeybees, syndrome called Colony Collapse Disorder (CCD). In the
light of mentioned literature data, the aim of this study was to investigate the oxidative stress
parameters and genotoxicity in honey bee larvae, pupae and adult bees after long-term
exposure in nature condition as well as short-term exposure to RF-EMF under controlled

laboratory conditions at the operating frequency of mobile phones with different field levels



and modulation. Next, aim of this study was to determine some behavior patterns regarding
biological-rearing status, strength of honey bee colonies, situated at different distances from
two mobile phone base stations, in field conditions.

Fifteen honeybee colonies (A. mellifera) were selected, and situated at three locations
in nature: O (n=5; 65,41 m and 159,46 m distance from mobile phone base tower,
respectively); H (n=5; 790 m and 700 m distance from mobile phone base tower,
respectively); K (n=5; 1630 m and 1520 m distance from mobile phone base tower,
respectively). Before transportation of hives with honey bee colonies to selected locations
the average frequency and electric field level were measured at each location using power
density meter NARDA SRM 3000 (NARDA, USA). Under laboratory conditions exposure
of honey bee larvae to a homogeneous electromagnetic field was carried out in the Gigahertz
Transversal Electromagnetic Cell. The four to six days old honeybee brood in original combs
were exposed to continuous radiofrequency electromagnetic field (RF-EMF) and modulated
signal (80% AM 1 kHz sinusoidal) at frequency of 900 MHz and field level of 10, 23, 41
and 120 V m for 2 hours. All antioxidant parameters such as catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST) as well as lipid peroxidation (TBARS)
were measured spectrophotometrically. Genotoxicity was mesuared using alkaline Comet
assay (single cell gel electrophoresis assay) while few clinical inspections of honeybee
colonies were conducted to recorde biological aspect: colony strength - the total area under
honeybee brood and comb surface covered with adult bees was measured according to
Liebefeld method; presence of queen cells on combs; and aggressiveness as well as
composure as rearing parameters.

Under laboratory conditionsthe GST activity in the honey bee larvae exposed to
unmodulated RF-EMF at frequency of 900 MHz and field levels of 10, 23, 41, 120 V m*
was not statistically different when compared to the control. The lowest GST activity was
measured in the larvae exposed to modulated (80% AM 1 kHz sinus) field at 23 V m™, and
it was significantly lower than in the larvae exposed to unmodulated field at 23 V m™. The
CAT activity was significantly decreased in the honey bee larvae exposed to unmodulated
RF-EMF at field level of 10 V m™ when compared to control group, as well as with group
exposed to unmodulated RF-EMF at field level of 23, 41, 120 V m™* and modulated (217
Hz) field at 23 V m™. The SOD activity in the honey bee larvae exposed to RF-EMF at
frequency of 900 MHz and field levels of 10, 23, 41, 120 V m™ was not statistically different



compared to control. However, the lowest SOD activity was measured in the larvae exposed
to unmodulated RF-EMF at field level of 10 V m™ and it was significantly lowerthan in the
larvae exposed to a modulated (217 Hz) field at 23 V m™. The TBARS concentration was
significantly decreased in honey bee larvae exposed to unmodulated RF-EMF at a field level
of 10 V m™ when compared to the control group. Although the content of TBARS in all
other exposed groups was lower than in the control group, there was no significant difference
between the groups. DNA damage was significantly increased in honey bee larvae exposed
to modulated (80% AM 1 kHz sinus) field at 23 V m™ in comparison to the control and all
other exposure groups. Other treatments did not trigger significant DNA damage in
comparison to the control.

Under natural condition the results showed that the activity of antioxidant enzymes
as well as lipid peroxidation concentrations depend on the stage of bee development,
sampling site, and seasonality. The most significant differences in honeybee colonies
behavior, as well as in biological parameters, was observed during first two months after
colonies exposure and changes were visible only for colonies situated at location at nearest
distance from mobile phone base tower.

The results suggest that RF-EMF effects in honey bee larvae appeared only after
exposure to a certain EMF conditions; they did not follow a linear dose-response relationship
and they strictly depended on the measured parameters, field levels and modulation.
Modulated RF-EMF produced more negative effects than the corresponding unmodulated
field. Next, it is important to emphasize that RF-EMF at 900 MHz, which is used in GSM
communication and is modulated at 217 Hz, did not cause any statistically significant
changes in all observed parameters in cases when their results were compared to the control
group. But, despite this, the modulation at 1 kHz showed the increase of DNA damage.

Likewise, it can be concluded that exposure of honeybee colonies in vicinity to
mobile phone base stations in field conditions, as unfavorable environmental factor, may
induce alteration in the honeybee behavior and biological activities, probably as adaptation

process consequence.

Keywords: antioxidative enzymes; DNA damage;genotoxicity; honey bee larvae;
lipid peroxidation; oxidative damage; radiofrequency electromagnetic field,behavior

and biological activities of honey bees.
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1. UVOD

Suvremeni nacin Zivota nedvojbeno je uvjetovan uporabom raznih dostignuca
znanstvenog i tehnologijskog razvoja, a medu njima neizostavna je primjena
radiofrekvencijskih komunikacija (RFK). Danas je najznacajnija primjena RFK-a prijenos
razli¢itih oblika informacija. Vecina izvora RFK-a poznata je i koriStena ve¢ u 20. stoljecu.
Medutim, prava ekspanzija nastaje pocetkom 90-tih godina proslog stoljeca uporabom
mobitela i bezicne komunikacije. Za uporabu bezi¢ne komunikacije koristi se zracenje nize
energije od ionizirajueg zracenja, a Koji nazivamo neionizirajuce zracenje. Neionizirajuce
zraCenje sastoji se od radiofrekvencijskog i optickog dijela spektra. Frekvencija
radiofrekvencijskog dijela zracenja nalazi se u podrucju od 9 kHz do 300 GHz i podijeljena
je  sukladno Medunarodnoj telekomunikacijskoj  uniji ~ (engl. International
Telecommunication Union - ITU) na deset podru¢ja, od ekstremno dugih do ekstremno
kratkih valova. Podru¢je ultra kratkog vala (UHF), frekvencije od 300-3000 MHz, koristi se
u radiokomunikacijskom sustavu pomocu elektromagnetskih valova bez primjene Zice.
Primjena elektromagnetskog zracenja u suvremenom je drustvu Svakodnevno prisutna.
Osobito je rasirena uporaba mobilnih telefona tj. uredaja koji emitiraju radiofrekvencijsko
elektromagnetsko polje. Stovise, uporaba mobilnih telefona u znadajnom je porastu unatrag
nekoliko posljednjih godina. Tako je, primjerice, u 2015. godini bilo procijenjeno vise od 7
milijardi pretplata na mobilne uredaje u svijetu, s tendencijom daljnjeg rasta (ITU, 2016.).
Uz navedenu Siroku uporabu mobilnih telefona te drugih izvora radiofrekvencijskog
elektromagnetskog zracenja (RF-EMZ) raste i sve veca zabrinutost javnosti o moguéim
Stetnim ucincima takvih izvora elektromagnetskog zracenja na zdravlje ljudi i Zivotinja.

Dok su uéinci ioniziraju¢eg zraenja danas dobro poznati, ucinci elektromagnetskog
neioniziraju¢eg zracenja, a posebice moguci Stetni bioloski ucinci, predmet su mnogih
istrazivanja, a dosad objavljeni rezultati su vise-manje kontroverzni. Takoder, RF zracenju
pripisuju se i bioloski ucinci koji nisu povezani iskljucivo s toplinskim u¢inkom. Valja
naglasiti da apsorbirana energija podrijetlom od RF-EMZ-a ne moze uzrokovati kidanje
kemijskih kovalentnih veza kao §to je to poznato za ionizirajuée zracenje. Tako, primjerice,
rezultati vise objavljenih istrazivanja pokazuju da RF-EMZ na frekvencijama mobilnih

telefona mogu uzrokovati pojavu malignih bolesti ili pak imati negativni utjecaj na



imunoloski sustav Covjeka i zivotinja te na njihovu sposobnost razmnozavanja. Takoder,
moze se manifestirati kao poremecaj orijentacije nekih zivotinja u prirodi. Navedenim
istrazivanjima obuhvacen je utjecaj RF-EMZ-a na stupanj oksidativnog stresa u stanicama
ljudskog organizma (LUUKKONEN i sur., 2009.; MOUSTAFA i sur., 2001.), biljaka
(TKALEC i sur., 2007.), glista (TKALEC i sur., 2013.), zatim utjecaj na genotoksi¢nost u
limfocitima ljudi (ESMEKAYA i sur., 2011.), glistama (TKALEC i sur., 2013.) i biljkama
(TKALEC i sur., 2009.) kao i na znacajne ckoloske ucinke u razli¢itih organizama
(CUCURACHI i sur., 2013.).

Nadalje, RF-EMZ na frekvencijama mobilnih telefona moze uzrokovati promjene
pokazatelja antioksidacijskog obrambenog sustava organizma kao $to su koncentracija
glutationa odnosno aktivnost glutation peroksidaza, superoksid dismutaza i katalaza u ljudi
I U razli¢itih vrsta Zivotinja i biljaka (MOUSTAFA i sur., 2001.; TKALEC i sur., 2007.;
TKALEC i sur., 2013.; AYDIN i AKAR 2011.). Medutim, vrlo je vazno spomenuti da su
gore spomenuti bioloski u€inci u ljudi, zivotinja i biljaka nakon njihovog izlaganja RF-EMZ-
u jo$ nedostatno istrazeni, puni prijepora i razli¢itih stajaliSta u raspravama istrazivaca, tim
viSe §to postoje rezultati istraZivanja koji opovrgavaju njihovo postojanje osobito kad je rije¢
o genotoksi¢nom ucinku (RUEDIGER, 2009.; VERSCHAEVE, 2009.; VIJAYALAXMI i
PRIHODA, 2012.). Uzrok takvih kontroverzi, odnosno razli¢itih stajaliSta istrazivaca,
zasigurno je i mogudi utjecaj veceg broja vanjskih ¢imbenika na rezultate istrazivanja, a to
su ili fizikalna svojstva zraCenja - frekvencija, jakost polja, modulacija i vrijeme izlaganja
(KWEE i RASKMARK, 1998.; LUUKKONEN i sur., 2009.; SARIMOV i sur., 2004.) ili
pak bioloska svojstva - vrsta ili stadij razvoja istrazivanih jedinki (CUCURACHI i sur.,
2013.).

Kad je rije¢ o u¢incima RF-EMZ-a frekvencije od 900 MHz do 2,4 GHz na zajednice
medonosne pcele (Apis mellifera) gotovo sva istraZivanja nacinjena SU na promatranju
ponasanja odraslih pcela uz pracenje letacke sposobnosti pcela radilica te njihove
sposobnosti orijentacije i vremena potrebnog za povratak u kosnicu. Takoder, istrazivan je
utjecaj RF-EMZ-a na proizvodnost zajednica, primjerice, prinos meda nakon kratkotrajnog
izravnog izlaganja pcelinjih zajednica mobilnim telefonima. Medutim, prema dosad
objavljenim i dostupnim literaturnim podacima, istrazivanja uc¢inka RF-EMZ-a frekvencije
od 900 MHz na stupanj oksidativnog stresa i genotoksi¢nost na odrasle medonosne pcele i

pcelinje jos nisu poznati.



Stoga je cilj ovog istrazivanja utvrditi stupanj aktivnosti ili koncentracije pojedinih
pokazatelja oksidacijskog stresa i genotoksi¢nosti U razli¢itim razvojnim stadijima pcelinjeg
legla, kao i u odraslim p¢elama nakon kratkotrajnog i kroni¢nog izlaganja péelinjih zajednica
RF-EMZ-a na frekvenciji mobilnih uredaja (900 MHz) u kontroliranim laboratorijskim
uvjetima. Pri tome su primijenjeni uvjeti razli¢itih jakosti polja i modulacija. U terenskim
uvjetima tijekom dugotrajnog izlaganja radiofrekvencijskom zracenju, uz dosad navedene
biokemijske, antioksidativne i genotoksi¢ne pokazatelje, cilj je bio utvrditi uzgojno-bioloske
osobitosti péelinjih zajednica kao i ponasanje odraslih péela smjeStenih u koSnicama na

razli¢itim udaljenostima od stacionarnih baznih postaja mobilne telefonije.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Bioloski ucinci neionizirajuceg zracenja

Poznato je da energija neionizirajueg zracCenja, ovisno o frekvenciji, duljini
izlaganja i razini elektri¢nog polja, moze uzrokovati toplinski u¢inak. Medutim, istrazivanja
nadinjena na razli¢itim zivotinjskim vrstama pokazala su da RF-EMZ, osim toplinskog
uc¢inka, moze uzrokovati i druge bioloske i biokemijske promjene u izlozenim organizmima.
Veliki dio objavljenih istrazivanja o u¢incima RF-EMZ-a usmjeren je na odredivanje
oksidativno-redukcijskih pokazatelja s ciljem odredivanja oksidacijskog stresa, koriste¢i se
pri tome raznovrsnim protokolima ovisno o primijenjenim frekvencijama, jakosti elektri¢énih
polja, udaljenostima od izvora zracenja kao i vremenu ozracivanja pojedinih zivotinjskih
modela. Tako su SEFIDBAKHT i sur. (2014.) pokazali da RF-EMZ na frekvenciji od 940
MHz povecava vrijednost aktivnosti enzima katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD)
u stani¢noj liniji izdvojenoj iz humanih embrionalnih stanica bubrega (HEK293T) nakon 45
minuta izlaganja, dok izlaganje u trajanju od 60 i 90 minuta smanjuje aktivnost CAT i SOD
enzima. Sto se pak ti¢e istrazivanja koncentracije malondialdehida (MDA), jednog od
toksi¢nih proizvoda lipidne peroksidacije, isti autor dodaje da stani¢na linija (HEK293T)
nakon izlaganja RF-EMZ-u na frekvenciji od 940 MHz utjece na smanjenje koncentracija
MDA unutar prvih 45 minuta, dok nakon 60 i 90 minuta uzrokuje porast koncentracije MDA.

Do sli¢nih rezultata dosli su DASDAG i sur. (2014.) nakon izlaganja Stakora RF-
EMZ- u na frekvenciji od 900 MHz tijekom 10 mjeseci s dnevnim izlaganjem u trajanju od
dva sata. Oni su, naime, u svome istrazivanju utvrdili znac¢ajno povecanje koncentracija
pretrazivanih antioksidativnih enzima te povecan stupanj lipidne peroksidacije i
oksidativnog stresa. Nadalje, RF-EMZ na frekvenciji od 900 MHz i jakosti elektri¢nog polja
od 14,22 V/m u S$takora tijekom zadnje tre¢ine graviditeta (od 13 do 21 dana) uzrokuje
znacajno povecanje koncentracije oksidativnih enzima u jetri (TOPAL i sur., 2015.).
Promjenu aktivnosti katalaze u mozgu Stakora nakon izlaganja RF-EMZ-u na frekvenciji
mobilne telefonije opisali su SHEHU i sur. (2016.). Oni su svoja istrazivanja nacinili u

obliku cetiri pokusa, odnosno Cetiri kombinacije. U svim pokusima Stakori su dnevno bili



izlozeni 10-minutom radu mobilnog telefona tijekom ¢etiri tjedna. Razlika navedenih pokusa
bila je u nac¢inu rada mobilnog telefona (tihi nacin, vibracija, glasna zvonjava te kombinacija
vibracije i zvona). Na temelju rezultata autori su naglasili da se aktivnost enzima katalaze
znacajno smanjila u mozgu Stakora nakon izlaganja RF-EMZ-u i to na frekvenciji mobilne
telefonije pri kombinaciji zvona i vibracije te samo zvona. Osim uc¢inka nemoduliranog RF-
EMZ-a na aktivnost oksidativnih pokazatelja u stakora ESMEKAYA i sur. (2011.) pokazali
su da i pulsno modulirano RF-EMZ na frekvenciji od 900 MHz uzrokuje oksidacijske
promjene u jetri, plu¢ima, testisima i sr¢anom tkivu Stakora. RF-EMZ na frekvenciji od 2100
MHz u mozgu Stakora nakon desetodnevnog izlaganja povecava oksidacijsko oStec¢enje
molekule DNK, dok nasuprot navedenom rezultatu, ¢etrdesetodnevno izlaganje smanjuje
oksidacijsko ostecenje mozga kao i lipidnu peroksidaciju. Dobivene rezultate, autori
objasnjavaju kao posljedicu prilagodavanja organizma na utjecaj RF zracenja $to potvrduju,
takoder, i SAHINA i sur.(2016.). Povecanje stupnja lipidne peroksidacije te smanjenje
aktivnosti enzima SOD-a i glutation peroksidaze (GSH-Px) u ljudi nakon jednog, dva i Cetiri
sata izlaganja RF-EMZ-u komercijalno dostupnih mobilnih telefona utvrdili su
MOUSTAFA i sur. (2001.).

Ucinak radiofrekvencijskog zraenja na sposobnost razmnozavanja vinske musice
istrazili su PANAGOPOULOS i sur. (2010.). Naime, autori su pokazali da vinska musica
nakon izlaganja RF-EMZ-u pri frekvencijama 900 MHz i 1800 MHz tijekom $est minuta
ima znacajno smanjenu sposobnost razmnozavanja.

LUUKKONEN i sur. (2009.) utvrdili su da RF-EMZ na frekvenciji od 872 MHz
povecava nastanak kisikovih reaktivnih spojeva (ROS) u neuroblasta SH-SY5Y pri
specifi¢noj apsorbiranoj snazi (engl. specific absorption rate, SAR) od 5 W/kg. Autori su
takoder naglasili da nastanak ROS-a moze uzrokovati sekundarna os$tecenja molekule
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Do sli¢nih su rezultata dosli, SHANGCHENG i sur.
(2010.).0Oni su, naime, u svom istrazivanju u¢inka RF-EMZ-a na frekvenciji od 1800 MHz
moduliranog s 217 Hz i vrijednosti SAR od 2 W/kg na kortikalne neurone utvrdili statisticki
znacajno povecanje biomarkera ostecenja molekule DNK u mitohondrijima neurona.
Nadalje, u¢inak RF-EMZ-a na mozak kod ljudi istrazivali su ISAA i sur. (2013.). Oni su
svoje istrazivanje temeljili na testu elektroencefalografije (EEG) kod ljudi izlozenih RF-
EMZ-u mobilnih telefona. Autori su mjerenje signala mozga nacinili u tri faze i to: I. prije

uporabe mobilnog telefona, Il. za vrijeme uporabe mobilnog telefona i I1l. nakon uporabe



mobilnog telefona. Na temelju dobivenih rezultata autori su naglasili da postoje znacajne
razlike signala valova mozga izmedu faza izlaganja, s time da je najvisa razina klasifikacije
signala u iznosu od 94,7% tijekom izlaganja mozga RF-EMZ-u.

Uc¢inke RF-EMZ-a u krava medu prvima je istrazivao BALODE (1996.). On je
istrazivao citogeneti¢ki ucinak pulsnog RF-EMZ-a na frekvenciji od 154 do 162 MHz
stvorenog od radara na krave. Utvrdio je da su krave koje su boravile u neposrednoj blizini
radara u uzorcima Kkrvi imale povecani broj mikronukleusa s asimetricnom distribucijom.
Autor je pokazao da unutar 51% uzoraka krvi od krava s utvrdenim mikronukleusima, 6%
je imalo znacajno visoki broj mikronukleusa. Na osnovi dobivenih rezultata autor zakljucuje
da krave s brojnim mikronukleusima u uzorcima krvi mogu posluziti kao pokazatelji

onecisS¢ivaca okolisa.

2.2. Bioloski ucinci neionizirajuceg zracenja na pcele

Kad je rije¢ o u¢incima RF zracenja (mikrovalnog zracenja), osobito zracenja antena
mobilne telefonije na pcelinje zajednice, treba re¢i da postoje objavljeni rezultati
istrazivanja, doduse malobrojni i nedovoljno argumentirani, Koji pokazuju da navedeno RF
zracenje moze uzrokovati znac¢ajne promjene ili poremecaje. U¢inak RF-EMZ-a mobilnih
telefona koji koriste frekvenciju od 900 MHz istrazivao je SAHIB (2011.). Rezultati su
pokazali da izlaganje pcelinjih zajednica zracenju na frekvenciji od 900 MHz u trajanju od
10 minuta tijekom deset dana uzrokuje poremecaje u orijentaciji péela skupljacica te
smanjenu sposobnost péelinje matice za polaganje jaja. Naime, autor je naveo da su u
pokusnim pcelinjim zajednicama smjeStenim u kos$nicama izloZenim zracenju ostale samo
matice i mlade, netom izleZene pcele. Nadalje, HARST i sur. (2006.) takoder su u svom
istrazivanju pokazali da je povratak pcela skupljaCica s pase u koSnicu znacajno manji u
pcelinjih zajednica koje su bile izlozene RF-EMZ-u u usporedbi s neozracenim kontrolnim
péelinjim zajednicama. Isti su autori utvrdili da je tezina saca s pcelinjim leglom u
kontrolnim tj. neozracenim pcelinjim zajednicama smjestenim u koSnicama veca za 21,1 %
u odnosu na tezinu sa¢a s pcelinjim leglom smjes$tenim u ozra¢enim ko$nicama. RF-EMZ
osim znacajnog ucinka na slabljenje pcelinjih zajednica, povefanu agresivnost odraslih
pcela, poremecene orijentacijske i navigacijske sposobnosti pcela skupljacica takoder utjece

na smanjenje kapaciteta matice za polaganje jaja (DALIO i sur., 2015.).



FAVRE (2011.) je istrazivao u¢inak RF-EMZ-a mobilnog telefona na frekvenciji od
900 MHz koji je bio smjesten unutar kosnice. Pri tome je utvrdio da takvo zracenje uzrokuje
pojavu tzv. zvizdanja radilica $to moze biti okida¢ za ucestalo aktivno rojenje i posljedi¢no
naglo slabljenje péelinje zajednice §to pove¢ava mogucnost njenog propadanja. Do sli¢nih
rezultata dosli su HALABI i sur. (2013.). Oni su, naime, utvrdili da pcele koje se izlazu
radnoj frekvenciji mobilnog telefona proizvode specifican zvuk na frekvenciji od oko 1,5
kHz, za razliku od zvuka na frekvenciji od 400 Hz do 500 Hz koji odrasle p¢ele proizvode u
uvjetima bez izlozenosti RF-EMZ-u.

KIMMEL i sur. (2007.) pokazali su da izlaganje pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na
frekvenciji od 13,56 MHz uzrokuje znacajan poremecaj ponasanja odraslih pcela, smanjenu
proizvodnju meda, poveéanje temperature pcelinjeg legla, smanjenu moguénost
preZivljavanja te ostecenje molekule DNK.

U posljednjih je nekoliko godina kod péelara vrlo ugestalo pitanje: ,,Sto uzrokuje
naglo i ucestalo ugibanje ili propadanje p¢elinjih zajednica?* Prvi masovniji gubitci pelinjih
zajednica bez poznatog uzorka prijavljeni su u SAD-u tijekom zime 2006./2007. godine.
Navedeni gubitci pcelinjih zajednica, 0dnosno nerazjas$njeni nestanak pcela nazvan je
Colony Collapse Disorder (CCD). Sli¢ni nestanci odraslih pcela kasnije su opisani i u Europi
i u Aziji. Dosadasnja istrazivanja o patofiziologiji nastanka navedenog sindroma (van
ENGELSDOREP i sur. 2017.) i moguéim uzrocima sindroma nestajanja péela nisu dovela do
konacnih zakljucaka o utjecaju pojedinog uzroka ugibanja. Ipak se pretpostavlja da je jedan
od uzroka CCD-a, osim viSe opasnih uzro¢nika bolesti, istodobnog nepovoljnog utjecaja
pesticida i herbicida, i moguc¢i nepovoljan utjecaj RF-EMZ-a. Upravo ti nagli gubitci
pCelinjih zajednica potaknuli su na istrazivanja ucinka RF zraCenja i njegova moguceg
utjecaja na pojavu CCD-a. Tako su SHARMA i KUMAR (2010.) pokazali da izlaganje
kosnica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz tijekom 10 minuta uzrokuje znacajne gubitke
pcelinjih zajednica. Autori nastale gubitke pcelinjih zajednica objasnjavaju kao posljedicu
poremecaja orijentacije odraslih péela radilica, odnosno dugotrajniji boravak izvan kosnice,
zalijetanje ili ugibanje pcela u prirodi.S druge strane, autori su uz navedene rezultate
na 100 jaja po danu.Sli¢ne rezultate objavio je i SAINUDEEN (2011.a). On je u svom
istrazivanju utjecaja radiofrekvencijskog zracenja na jacinu pcelinje zajednice, odnosno

veli¢inu populacije odraslih pcela, utvrdio statisticki znaCajno smanjenje broja odraslih



pcela, sposobnosti njihovog povratka s pase (poremecena orijentacija) i nesivosti péelinje
matice nakon 10-minutnog izlaganja RF-EM zracenju mobilnog telefona na frekvenciji od
900 MHz tijekom 10 dana.

S druge strane, postoje pak rezultati istrazivanja u¢inka RF-EMZ-a na pcele koji ne
potvrduju dosad opisane rezultate. Tako, primjerice, MIXON i sur. (2009.) navode da
ozraCivanje RF-EMZ-a na frekvenciji od 900/1800 MHz koriste¢i se s tri razlicita
komercijalna mobitelna telefona nema uc¢inka na agresivnost pcela, orijentaCiju i
komunikaciju izmedu ¢lanova pcelinje zajednice te da se moze iskljuéiti povezanost pojave
tzv. nestanka pcela s u€incima RF-EM zracenja.

Uc¢inak zracCenja elektromagnetskog polja mobilnih telefona na biokemijske
pokazatelje (ugljikohidrate, glikogen, glukozu, kolesterol, bjelanéevine i ukupne lipide) u
péela radilica nakon ozracivanja u trajanju 10, 20 i 40 minuta utvrdili su KUMAR i sur.
(2011.). Oni su, naime, utvrdili znacajno povecanje svih istrazivanih pokazatelja tijekom
svih istrazivanih vremena izlaganja. Medutim, u pokusu kada su odrasle pcele ozrafivane
tijekom 40 minuta, autori su zabiljezili nesto nizu aktivnost svih pokazatelja u odnosu na
prethodna dva vremena ozracivanja. Nadalje, osim povecanja biokemijskih pokazatelja
autori su takoder utvrdili i poveéanu agresivnost pcela nakon izlaganja zra¢enju u pokusnim

uvjetima.

2.3. Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni su radikali Cestice, ioni, atomi ili molekule koji u izvanjskoj ljusci imaju
jedan ili viSe nesparenih elektrona (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2007.), a nastaju kao
meduproizvod normalnog metabolizma kisika. Kada dode do neravnoteze izmedu stvaranja
slobodnih radikala i njihove neutralizacije, govori se o oksidacijskom stresu. Slobodni
radikali nastaju kidanjem kovalentnih veza ¢ime nastaju nespareni elektroni koji molekulu
¢ine jako nestabilnom i reaktivnom. Jednom stvoren slobodni radikal uglavnom uzrokuje niz
lancanih reakcija. Najucestalije reakcije slobodnih radikala su: davanje elektrona (reducirani
radikal daje elektron neradikalu), primanje elektrona (oksidirani radikal prima elektron od

neradikala), oduzimanje vodika te reakcija adicije.



Tijekom metabolickih procesa u organizmu nastaju toksicne, reaktivne molekule
koje nazivamo ROS, stoga je aerobni metabolizam povezan s toksi¢nim ucinkom kisika
uslijed oksidacije osnovnih bioloskih molekula $§to moze mijenjati stani¢ne funkcije, ugroziti
opstanak stanica ili oboje (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2007.; OGBUEWU i sur.,
2010.). Svakodnevni nacin zivota (stres, fizicko opterecenje) utjecu na proizvodnju ROS-a i
to su unutrasnji, endogeni izvori ROS-a jer se proizvode u organizmu. S druge strane,
odredene kemikalije, lijekovi, alkohol, teski metali, toksini iz okoliSa, elektricno polje,
ioniziraju¢e zraCenje, ultraljubicasto svjetlo, kemoterapeutici predstavljaju vanjske izvore
ROS-a. Nastali ROS-ovi mogu ostetiti vazne stani¢ne Sastavine i utjecati na vazne stani¢ne
procese te time dovesti i do smrti stanice. Pod utjecajem ROS-a moze doéi i do oStecenja
molekule DNK i RNK, a time i mijenjanja genetske poruke. No, nasuprot negativnim
osobinama, male koncentracije ROS-a imaju i pozitivan u¢inak. Primjerice, poznato je da
male koli¢ine ROS-a djeluju selektivno (DE LAMIRANDE i sur., 1997.) na metabolizam
protuupalnih prostanoida (derivati arahidonske kiseline) u regulaciji gena ili u regulaciji
staniénog rasta, unutarstaniénoj signalizaciji i ostalih vrsta prijenosa signala. Stovige,
slobodni radikali kisika imaju vaznu funkciju u regulaciji vazotonusa i antimikrobnoj zastiti.
Medutim, kao §to je ranije navedeno kada ROS molekule nadjacaju antioksidativnu obranu,
postaju Stetne za organizam. Antioksidansi su tvari koje se nastoje oduprijeti oksidacijskom
stresu tako $to inhibiraju ili usporavaju oksidaciju drugih molekula, odnosno antioksidansi
su tvari koje Stite stanice od oSteCenja uzrokovanih slobodnim radikalima tako da
neutraliziraju slobodne radikale te tako sprjecavaju njihov nezeljeni u¢inak (SHINDE i sur.,
2012.). Atioksidanse moze proizvoditi organizam ili se mogu unositi izvana, primjerice,
hranom.

Antioksidativni obrambeni sustav sastoji se od enzima i neenzimskih antioksidansa.
U antioksidativne enzime ubrajamo superoksid dismutazu, katalazu, glutation S-
peroksidazu, askorbat-oksidazu iglutation-reduktazu. SOD predstavlja primarnu unutarnju
antioksidativnu obranu, a katalizira dismutaciju superoksida u kisik i vodikov peroksid.
Nadalje, katalaza razlaZe vodikov peroksid na molekulu kisika i vodu. Vodikov peroksid je
Stetni proizvod mnogih metabolickih procesa, stoga enzim katalaza pomaze pri ubrzavanju
razgradnje vodikovog peroksida u manje reaktivni plin kisik i vodu. Katalaza u minuti moze
razloziti oko 6.000.000 molekula vodikovog peroksida (VALKO i sur., 2006.).



Drugu liniju obrane protiv lipidne peroksidacije predstavlja GSH-Px i to tako da
katalizira reakciju redukcije vodikovog peroksida ili organskih hidroperoksida do vode i
odgovarajuc¢eg alkohola. GSH-Pxse nalazi se u svakoj stanici i djeluje kao membranski
stabilizator, a uklju¢en je u uravnotezenje homeostaze vodikovog peroksida (ZHANG i sur.,
2012.; BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.). Glutation S-transferaza pripada skupini
spojeva (VALKO i sur., 2006.).

Osim enzimatskih antioksidansa u obrambenom antioksidativhom sustavu sudjeluju
I druge tvari koji nisu enzimi, primjerice vitamin C, vitamin E, koenzim Q1, flavonoidi,

karotenoidi, glutation, a nazivamo ih neenzimskim antioksidansima.

10



3. OBRAZLOZENJE TEME I CILJ ISTRAZIVANJA

Poznato je da su pcelinje zajednice jedna od najvaznijih vrsta iz razreda kukaca za
odrzavanje ravnoteze u prirodnim ekosustavima. Naime, smatra se da medonosnoj pceli (A.
mellifera), od svih vrsta kukaca iz reda opnokrilaca, pripada najvaznija uloga u oprasSivanju
pri ¢emu u oprasivanju poljoprivrednih kultura sudjeluju s gotovo 80-85%. Osim oprasivanja
pcele su znacajne i po proizvodnji péelinjih proizvoda (med, propolis, pelud, vosak, mati¢na
mlije¢ i pCelinji otrov) sa Sirokom primjenom u prehrani ljudi, medicini i farmaceutskoj
industriji. Medutim, danasnja intenzivna primjena RF-EMZ-a u komunikacijske svrhe
(mobilni telefoni, antene stacionarnog odasilja¢a mobilne telefonije i dr.) potaknula je javnu
zabrinutost 0 moguéim $tetnim u¢inCima takvog zra¢enja na zdravlje ljudi i Zivotinja. Naime,
rezultati mnogih istrazivanja pokazali su da izlozenost RF-EMZ-a na radnoj frekvenciji
mobilnih telefona moze uzrokovati razlicite bioloske uc¢inke, primjerice, oksidacijski stres,
promjene vrijednosti pokazatelja antioksidacijskog sustava te genotoksi¢ni u¢inak. No, vrlo
je vazno istaknuti da su spomenuti u¢inci RF-EMZ-a jos uvijek dvojbeni osobito kad je rije¢
o rezultatima istrazivanja utjecaja RF-EMZ-a na pcelinje zajednice. Takoder treba istaknuti
da su prethodna objavljena istrazivanja utjecaja RF-EMZ-a na péelinje zajednice nacinjena
prvenstveno na odraslim pcelama izravnom primjenom mobilnih telefona. Kako ucinci RF-
EMZ-a na bioloske sustave mogu ovisiti o fizikalnim svojstvima zracenja kao $to su
frekvencija, modulacija i trajanje izlozenosti, u ovoj disertaciji ukljucene su dvije studije
istrazivanja i to: a) izlaganje pcelinjih li¢inki RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima s razli¢itim jakostima elektri¢nog polja i modulacija,
te b) izlaganje pcelinjih zajednica smjestenih u koSnicama tj. pojedinih razvojnih stadija
pcela (li¢inka, kukuljica) i odraslih p¢ela RF-EM zrafenju antene stacionarnog odasSiljaca
mobilne telefonije (frekvencije od 900 MHz) u prirodnom okruzenju.

Stoga polazeéi od ¢injenice da u dostupnoj literaturi postoje malobrojni i nedovoljno
potvrdeni rezultati glede ucinka elektromagnetskog zracenja na zdravlje i proizvodne
pokazatelje u pcelinjih zajednica, svrha ovog rada bila je istraziti utjecaj RF-EMZ-a na
frekvenciji od 900 MHz na aktivnosti antioksidacijskih enzima i oste¢enje molekule DNK
te utvrditi mehanizme djelovanja takvog zracenja na bioloski sustav pcelinje zajednice. Osim

laboratorijskih analiza cilj ovog rada bio je takoder utvrditi u¢inak RF-EMZ-a mobilnih
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baznih postaja na bioloSko-uzgojne osobitosti ponasanje pcelinjih zajednica u terenskim

uvjetima.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je nacinjeno na pcelinjim li¢inkama u laboratoriju pod kontroliranim
laboratorijskim uvjetima te li¢inkama i kukuljicama i odraslim jedinkama medonosne péele
(A. mellifera) u terenskim uvjetima. Pokus u terenskim uvjetima nacinjen je na podrucju
Imotske krajine, op¢ina Runovici, na petnaest pcelinjih zajednica smjestenih u blizini bazne
postaje mobilne telefonije na tri lokacije s razli¢itim jakostima elektri¢nog polja, i to po pet
pcelinjih zajednica na svakoj lokaciji. Tako smjeStene pcelinje zajednice bile su izloZene
kontinuiranom elektromagnetskom polju na radijskim frekvencijama tijekom jedne godine.
Za provedbu analiza u terenskim uvjetima koriSteni su uzorci pcelinjih li¢inki 1 kukuljica
(razvojni stadiji pcele razlic¢ite dobi) kao i uzorci srednjeg crijeva odraslih péela a uzimani
su dva tjedna nakon smjestaja pcelinjih zajednica na odredenu lokaciju, zatim u vrijeme
intenzivnih medonosnih paSa, tj. pet mjeseci nakon smjeStaja pcelinjih zajednica na
odredenu lokaciju i godinu dana nakon pocetka pokusa. Istodobno s navedenim pokusom u
terenskim uvjetima nacinjen je pokus na p¢elinjim li¢inkama u laboratoriju. Uzorci pcelinjih
licinaka dostavljeni su u laboratorij prikladno zasti¢eni prilikom transporta na okvirima s
pcelinjim sacem. Za provedbu analiza u laboratorijskim uvjetima koristeni su samo uzorci
licinki koje su bile izloZene RF-EMZ-u s razlicitim jakostima elektricnog polja tijekom dva
sata. U svim uzetim uzorcima li¢inki, kukuljica 1 srednjih crijeva odraslih pcela odredivana
je koncentracija lipidnih peroksida, aktivnost SOD, CAT i GST enzima, dok je u uzorcima
li¢inki izlozenih radiofrekvencijskom zracenju u laboratorijskim uvjetima odredivano jos i

ostecenje molekule DNK komet testom.
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4.1.1. Pregled pcelinjih zajednica i uzorkovanje

Pcelinje zajednice koriStene u pokusu (15) uzete su slu¢ajnim odabirom nakon
obavljenog klinickog pregleda nad svim pcelinjim zajednicama (40) smjesStenima U
pcelinjaku na lokaciji oznacenoj kao ,,Kué¢a“. Na dan postavljanja pokusa pcelinje zajednice
su jo§ jednom pregledane te podijeljene u tri skupine po pet zajednica. Jafina pcelinje
zajednice prilikom pregleda na dan postavljanja pokusa koristena je kao pocetno stanje
pcelinjih zajednica te je sluzila za usporedbu sa stanjem tijekom trajanja pokusa.

Pregled pcelinje zajednice zapocet je promatranjem ponasanja i aktivnosti péela na
letu. Pri tome je promatran intenzitet izlijetanja péela, znakovi grabezi, agresivnosti i ¢istoca
leta (ukljucivalo je prepoznavanje znakova bolesti).

Nakon nacinjenog vanjskog pregleda pcelinjih zajednica pristupilo se pojedinaénom
otvaranju svake kosnice, uporabom péelarskog noza i dimilice te se prosudivala: agresivnost
pcela pri otvaranju koSnica, mirno¢a pcela pri rukovanju sa satem, prekrivenost saca
odraslim pcelama, veli¢ina povrsine saca s polozenim pcelinjim leglom, prisutnost matice,
prisutnost mati¢njaka te prisutnost znakova bolesti.

Tijekom trajanja pokusa sve pcelinje zajednice, smjeStene na trima razli¢itim
lokacijama, dohranjivane su isti dan jednakom koli¢inom i istom koncentracijom $eéernog
sirupa. Takoder, sve su pcelinje zajednice tretirane protiv varooze istim veterinarsko-
medicinskim proizvodom u isto vrijeme. | na kraju, kao i uzorkovanje pcelinjih li¢inki i
kukuljica i uzorkovanje srednjih crijeva odraslih péela za laboratorijsku analizu nac¢injeno je

u isto vrijeme tijekom jednog dana.
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4.2. Mjerenje jakosti elektri¢nog polja i izbor lokacije

Mjerenje jakosti elektricnog polja radiofrekvencijskog zracenja na podrucju opcine
Runovi¢i nacinjeno je prijenosnim analizatorom spektra EMZ marke Narda SRM-3000. Na
temelju izmjerenih vrijednosti jakosti elektricnog polja odabrane su tri lokacije te su

Mee

oznacene kao ,,Kuca*“ (K), ,,Humljani“ (H) 1,,0dasiljac¢* (O). U pokusu je koriSteno petnaest
pcelinjih zajednica. Sve pcelinje zajednice premjestene su na pokusne lokacije s istog mjesta,
tj. stacionarnog pcelinjaka. Na svakoj pokusnoj lokaciji postavljeno je pet pcelinjih zajednica
naseljenih u kosnicama. Medusobna udaljenost odabranih lokacija prikazana je na Slici 1., a
iznosila je 829,77 m izmedu lokacije O i H te 1,44 km izmedu K i H, odnosno 1,64 km
izmedu K i O. Tako smjestene kosnice bile su stalno izlozene radiofrekvencijskom zracenju

tijekom jedne godine. Izmjerena jakost elektri¢nog polja na lokaciji K iznosila je 0,065 V/m,

dok ja na lokaciji H iznosila 0,027 VV/m (frekvencija nositelja u pojasu od 900 MHz, to¢nije
937,5 MHz).

Slika 1. Medusobna udaljenost lokacija na kojima su smjesStene pokusne péelinje zajednice

(http://geoportal.dgu.hr/).
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Pcelinje zajednice smjestene na lokaciji O bile su smjestene najblize dvjema baznim
postajama mobilne telefonije, a jakost elektri¢nog polja iznosila je 1 V/m na frekvenciji od
937,5 MHz. Udaljenost péelinjih zajednica je na lokaciji O od jedne bazne postaje iznosila
65,41 m, a od druge bazne postaje 159,46 m. Medusobna pak udaljenost baznih postaja
iznosila je 128,26 m (Slika 2.).

Slika 2. Udaljenost pokusne lokacije ,,Odasilja¢” od baznih postaja mobilne telefonije
(http://geoportal.dgu.hr/).
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4.3. Jacina pcelinjih zajednica

JaCina pcelinjih zajednica, odnosno broj okvira sa sa¢em zaposjednutih odraslim

pcelama i broj okvira sa saéem s polozenim pcelinjim leglom na dan postavljanja pokusa

prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Ja¢ina pokusnih pcelinjih zajednica na lokacijama ,,Odasilja¢®, ,, Humljani® i

,JKuca®.
~ODASILJAC* ,HUMLJANI* LKUCA“
. Broj .
okl\B/)irroaf sa Broj okvira sa Broj oksirrc;] sa Broj
Oznaka saem Ok\{lra 58 | Oznaka sacem OKYIra S8 | Oznaka sacem Ok\{lra *a
. S sacem s . pokrivenih | saems . S satem s
ko$nice | pokrivenih . . kosnice . . . kos$nice | pokrivenih . .
odraslim polozenim odraslim | polozenim odraslim polozenim
y leglom pCelama leglom N leglom
pcelama pcelama
(O] 9 7 Hi 10 8 K1 9 7
0] 6 H. 8 6 Kz 7
O3 6 6 Hs 8 6 Ks 6 5
O4 5 4 H. 6 4 Ka 6 4
Os 5 4 Hs 5 4 Ks 5 4

Na sve tri lokacije postavljene su pokusne pcelinje zajednice s mladim jednogodi$njim

maticama istog genetskog podrijetla, proizvedene na maticnom stacionarnom pcelinjaku za

vlastite potrebe. Péelinje zajednice smjestene SU u kosnicama LR tipa, a ovisno o jacini

pojedine zajednice pokrivale su pet do deset okvira sa satem. Tijekom obavljanja

uobicajenih tehnoloskih postupaka na pcelinjaku, ovisno o potrebama, okviri sa sacem 1

pcelama prebacivani su u kosnice do 10 okvira odnosno dodavani su novi nastavci kosnice.

17




4.4. Uzorkovanje i izlaganje pcelinjih li¢inki radiofrekvencijskom
elektromagnetskom zracenju u laboratorijskim uvjetima

Istrazivanje je nacinjeno na li¢inkama medonosne pcele (A. mellifera). lzlaganje
elektromagnetskom polju nac¢injeno je unutar tjedan dana na Zavodu za radiokomunikacije
1 visokofrekvencijsku elektroniku Fakulteta elektrotehnike 1 raCunarstva SveuciliSta u
Zagrebu. Svaki je dan mlade pcelinje leglo u satama na okvirima izvadeno iz ko$nice na
pcelinjaku i transportirano od pcelinjaka do laboratorija u jednakim uvjetima (temperatura i
vlaga). Neposredno po dolasku u laboratorij, a prije samog izlaganja pcelinjih li¢inki dobi
pet do Sest dana, one su pazljivo izvadene iz stanica saca i prenesene u petrijevu zdjelicu s
filtar papirom natopljenim destiliranom vodom zbog odrzavanja stupnja vlaznosti.
Neposredno nakon stavljanja u petrijeve posude premjestene su u gigahercnu transverzalnu
elektromagnetsku (GTEM) komoru na ozrac¢ivanje tijekom dva sata. Za dobivanje vecih
jakosti EM polja, osim GTEM komore, koriSteni su HP 8657A generator signala i
RFGAO0101-05 linearno pojacalo. Tijekom pokusa koristene su Cetiri jakosti nemoduliranog
elektromagnetskog polja: 10 V/m, 23 V/m, 41 V/m 1 120 V/m s pripadaju¢om gustoc¢om
snage 0d0,3 W/m?, 1,4 W/m?, 4,2 W/m? i38,2 W/m?. Kako bi péelinje li¢inke pri svakom
izlaganju (tretmanu) bile izloZene jednakoj vrijednosti jakosti EM polja, petrijeve zdjelice s
licinkama stavljane su u isti polozaj i na istu udaljenost od septuma (sredine komore)
koriste¢i dielektri¢ni materijal koji ne utjece na EM polje (Slika 3A). Za najvecu jakost
elektri¢nog polja petrijeve zdjelice s pcelinjim licinkama stavljene su iznad septuma (Slika
3B). Licinke koje su koriStene kao kontrola bile su u GTEM komori bez EM polja. Pri jakosti
elektricnog polja od 23 V/m pcelinje li¢inke, osim nemoduliranog polja, bile su izloZene 1
moduliranom polju koriste¢i amplitudnu modulaciju od 1 kHz 80% AM i 217 Hz. U jednom
danu izlagane su na samo jednoj jakosti elektri¢nog polja s dva ponavljanja. Za svaku jakost
elektricnog polja koristene su Cetiri petrijeve zdjelice (PZ) s po Cetiri pcelinje li¢inke. Od
dnevno osam izlaganih PZ, Sest PZ koriSteno je za analizu antioksidativnih enzima, a dvije
PZ za analizu genotoksi¢nosti. Temperatura u laboratoriju tijekom cijelog trajanja pokusa
bila je stalna te nije utjecala na temperature u GTEM komori. Kao kontrola posluzile su 12
PZ x &etiri pcelinje licinke koje su bile smjeStene u GTEM komori pod istim uvjetima kao i
pokusne skupine, ali bez izlaganja RF zracenju. Pokus je nainjen na ukupno 248 pcelinjih
lic¢inki. Analiza antioksidativnih enzima nacinjena je iz kompozitnog (skupnog) uzorka jedne

PZ, tj. od cetiri pCelinje li¢inke dok se komet test provodio na svakoj pojedinoj pcelinjoj
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li¢inki. Pri svakom izlaganju pcelinjih li¢inki elektromagnetskom polju mjerena je i
temperatura unutar GTEM-a s K2 K/J termometrom. U svim slucajevima razlika izmjerene
temperature neposredno prije i poslije ozracivanja pcelinjih li¢inki bila je manja od 0,1 °C.
Osim pcelinjih li¢inki izvadenih iz stanica saca u PZ nacinjen je i pokus na pcelinjim
li¢inkama smjestenim u sacu. Na li¢inkama smjesStenim u sacu koriSteno je samo jedno

modulirano polje od 1 kHz 80% AM pri jakosti od 23 V/m.

A
B
. pet{ijeli‘ke .
Septom [ diclektrik |
petrijevke septum
dielektrican
materijal

Slika 3. Polozaj petrijevih zdjelica (9 x 1,5 cm) u GTEM komori: ispod septuma za izlaganje
nizim vrijednostima jakosti polja (A), iznad septuma za izlaganje jakosti polja od 120 V/m

(B).
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4.5. Uzorkovanje péelinjih li¢inki, kukuljica i srednjeg crijeva odraslih
pcela izloZenih radiofrekvencijskom zracenju u prirodnom okruZenju
(terenskim uvjetima)

Iz svake pcelinje zajednice uzeto je oko 30 jedinki pcelinjih li¢inki i 20 pcelinjih
kukuljica te oko 50 srednjih crijeva odraslih pcela. Uzorci su prilikom uzorkovanja
pohranjeni u Eppendorf epruvete. Uzorci su u epruvetama odmah nakon uzorkovanja
smjesteni u prijenosni spremnik ispunjen tekuéim dusikom na temperaturi od -196 °C i
dostavljeni u laboratorij. Nakon dostavljanja u laboratorij, a do obavljanja analize
biokemijskih pokazatelja, uzorci su bili pohranjeni u zamrzivaéu na temperaturi od -80 °C.
Vrijeme i temperatura zraka na dan uzorkovanja prikazana je u Tablici 2.

Uzorci péelinjih li¢inki, kukuljica i srednjih crijeva odraslih péela uzimani su u tri navrata i
to:

1. dva tjedna nakon smjestaja p¢elinjih zajednica na odredenu lokaciju u terenskim uvjetima;
2. pet mjeseci nakon smjeStaja pcelinjih zajednica na odredenu lokaciju u terenskim
uvjetima;

3. godinu dana smjestaja pcelinjih zajednica na odredenu lokaciju u terenskim uvjetima.
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Tablica 2. Meteoroloske prilike 1 vanjska temperatura zraka prilikom uzorkovanja pcelinjih

li¢inki, kukuljica 1 srednjih crijeva odraslih pcela.

Vremenske prilike Temperatura zraka

(mjerena oko 13 sati na dan uzorkovanja)

Oblac¢no 18 °C
Vedro 24 °C
Vedro 17 °C

Iz svake koSnice na svakoj pokusnoj lokaciji uzimano je ukupno po pet epruveta pcelinjih

li¢inki, 5 epruveta kukuljica i po 5 epruveta srednjeg crijeva odraslih pcela.

4.6. Priprema uzoraka za analize

Priprema uzoraka pcelinjih li¢inki, kukuljica 1 srednjeg crijeva odraslih pcela
nacinjena je neposredno prije odredivanja biokemijskih analiza 1 odredivanja
antioksidativnih pokazatelja. Aktivnost biokemijskih pokazatelja i antioksidativnih enzima
odredivana je u supernatantu homogenata pojedinih uzoraka. Uzorci pcelinjih li€inki,
kukuljica i srednjih crijeva odraslih pcela prije homogenizacije su izvagani i zasebno
prebaceni u plasti¢ne epruvete za centrifugiranje sa zaobljenim dnom te im je dodano 200
pL kalij fosfatnog (KP) pufera (pH 7.0). Uzorci su homogenizirani u homogenizatoru
(Tissue-Lyser II,QIAGEN) na 30 Hz tijekom 15 sekundi. ZavrSetkom homogenizacije u
svaku epruvetu dodano je jo§ 1 mL KP pufera. Zatim su uslijedila po dva ciklusa
centrifugiranja - prvi na 20 000 g tijekom 15 minuta na 4 °C nakon &ega je supernatant
prebacen u nove epruvete te je ponovno centrifugiran (laboratorijska centrifuga, Sigma 3-18
KH) na 25 000 g tijekom 30 minuta na 4 °C. Dobiveni supernatant koristen je za odredivanje
koncentracije bjelancevina, aktivnosti CAT, SOD 1 GTS enzima te za stupanj lipidne

peroksidacije uz prethodno razrjedenje s puferom u omjeru 1:4.
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4.7. Analiza uzoraka

4.7.1. Priprema otopine ekstrakcijskog pufera

Za pripremu uzoraka koriSten je 0,1 M Kkalij fosfatni pufer pH 7,0. Sastav pufera
naveden je u Tablici 3. Za pripremu ukupnog volumena od 200 ml pomijesano je 7,7 ml 1
M otopine KH2PO4; 12,3 ml 1 M K2HPO4 1 2 ml 10 mM EDTA nakon ¢ega je pH podesen

na 7. Otopinu u menzuri nadopunjeno je do 200 ml s destiliranom vodom (dH20).

Tablica 3. Sastav fosfatnog pufera.

Sastojak Koli¢ina
1 M KH2POq4 7,7 ml
1 M KzHPO4 12,3 ml
10 mM EDTA 2ml
dH20 200 ml
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4.7.2. Odredivanje koncentracije ukupnih bjelancevina

Za mjerenje koncentracije ukupnih bjelancevina u uzorcima koristena je metoda po
Bradfordu (BRADFORD,1976.). U 1 ml Bredford otopine — reagensa, ¢iji je osnovni
sastojak boja Comassie Brilliant Blue G-250 (25 mg boje otopljeno je u 12,5 ml 95% etanola
i 25 ml 85% fosforne kiseline te nadopunjeno s vodom do 250 ml), dodano je 50 ul uzorka
te izmijesano na vorteksu. Nakon mijeSanja uzorci su premjesteni u kivete i nakon 10 minuta
na spektrofotometar (Specord 40, Analytic Jena) gdje je izmjerena apsorbancija na 595 nm.
Za utvrdivanje koncentracije ukupnih bjelanéevina koristen je Beer-Lamberbertov zakon
koji govori da je apsorbancija otopine proporcionalna koncentraciji te otopine, molarnom
ekstincijskom koeficijentu te duljini puta svjetlosti. Umjesto molarnog ekstinkcijskog
koeficijenta za izracun je koriStena standardna bazdarna krivulja koja se temelji na mjerenju
apsorbancija niza razrjedenja otopine albumina iz govedeg seruma od 0,1 do 1 mg/ml (BSA,
engl. bovine serum albumine). Utvrdene koncentracije ukupnih bjelancevina izrazene Su u

mg/ml.
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4.7.3. Odredivanje aktivnosti enzima glutation S-transferaze

Glutation S-transferaza metabolicki je enzim koji katalizira konjugaciju glutationa
(GSH) sa ksenobiotskim supstratima te tako ubrzava detoksifikaciju. Glutation S-transferaza
izmjerena je u reakcijskoj smjesi koja se sastojala od 100 mM KP pufera pH 6,5; 2 mM 1-
kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) i 2,5 mM reduciranog GSH prema metodi WILCE i
PARKER (1994). Odredivanje aktivnosti zasnivano je na odredivanju brzine nastanka
proizvoda konjugata 1-kloro-2,4-dinitrobenzena s GSH mjerenjem porasta apsorbancije na
340 nm.

Priprema i mjerenje

Nakon §to je napravljena koli¢ina od 100 ml 100 mM KP pufera, pH vrijednosti 6,5
(3,29 ml 1 M KzHPO4 i 6,70 ml 1 M KH2POy4) u destiliranoj vodi (4 ml) otopljeno je 122,8
mg GSH i stavljeno na led. Zatim je u plasti¢noj epruveti odvagano 40 mg CDNB-a (1-
chloro-2,4-dinitrobenzen) i otopljeno u 2 ml 96 %-tnog alkohola etanola uz mijesanje na
vorteks mijesalici. Ukupan volumen otopljenog CDNB-a zatim je dodan u pufer. Za
mjerenje aktivnosti GST-a u uzorcima je bilo potrebno u kvarcnu Kivetu staviti sastavine
reakcijske smjese (935 pl KP pufera sa CDNB-om, 25 ul GSH 1 50 pl uzorka), promijesati
te na spektrofotometru izmjeriti apsorbanciju na 340 nm svakih 15 sekundi i to 10 mjerenja
po uzorku. Aktivnost GST-a izracunata je kao promjena koncentracije proizvoda nastalog

konjugacijom CDNB-a s GSH-om po minuti po mg proteina prema izrazu:

A=(dA x4xd)/(exy)

gdje je:

A — aktivnost GST-a (umol/ min mg proteina)

dA - promjena apsorbancije u 10 sekundi po ml

4 - faktor za preraCunavanje po minuti

¢ - ekstinkcijski koeficijent konjugiranog produkta: 9,6 mM-1 cm-1
d — faktor razrjedenja uzorka (Vreakcijske smjese/ Vuzorka)

v - koncentracija proteina (mg/ml)
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4.7.4. Odredivanje aktivnosti enzima katalaze

Aktivnost enzima katalaze odredena je metodom po Aebiju (AEBI, 1984.).
Odredivanje aktivnosti katalaze zasnovano je na mjerenju brzine razgradnje vodikovog

peroksida koji cijepa na kisik i vodu, spektrofotometrijski na 240 nm.

Priprema i mjerenje

Koncentracija H2O> izmjerena je u reakcijskoj smjesi koja se sastojala od 100 ml 50
mM KP pufera pH vrijednosti 7, s dodatkom 102 pl 30%-tnog H2O>. Zatim je u kvarcne
kivete stavljeno 975 ul prethodno pripremljenog pufera i 25 pl uzorka (supernatanta
pojedinog homogenata), promijesano na vorteksu te je izmjerena promjena apsorbancije na
240 nm 10 puta, u razmaku od 10 sekundi. Aktivnost katalaze izrac¢unata je kao pmol
razgradenog vodikovog peroksida po minuti po mg proteina prema formuli:
CAT=(dAx6xd)/(exy)
gdje je:
CAT - aktivnosti katalaze (umol razgradenog H>O> po minuti po mg proteina )
dA - promjena apsorbancije u 10 sekundi po ml
6 - faktor za preraCunavanje po minuti
¢ - ekstinkcijski koeficijent vodikovog peroksida: 40 mM-1 cm-1
d — faktor razrjedenja uzorka (Vreakcijske smjese/ Vuzorka)

vy - koncentracija proteina (mg/ml)
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4.7.5. Odredivanje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Ativnost enzima SOD odredena je po modificiranoj metodi koju su opisali McCORD
I FRIDOVICH (1969.). Superoksid dismutaza katalizira dismutaciju superoksida u kisik i
vodik peroksid. U navedenoj metodi za dobivanje superoksidnog radikala koristen je sustav
ksantin/ksantin oksidaza (XOD) (ksantin + Oz + H20 —*°P—> yri¢na kiselina + O, + + H*).
Nastali superoksidni radikal reducira oksidirani citokrom ¢ (citokrom®*c + Op « —>
citokrom?*c + O), a brzina redukcije pracena je spektrofotometrijski na 550 nm. SOD
inhibira redukciju citokroma c jer kompetira za superoksidni radikal i razgraduje ga. Stoga
je aktivnost SOD odredena mjere¢i sposobnost smanjenja, odnosno inhibiranja redukcije
citokroma ¢ (2 Oz - + 2 H*—S°P—> O, + H,0;). Aktivnost je izrazena u jedinicama gdje jedna
jedinica (1 unit) oznac¢ava onu koli¢inu enzima koja inhibira brzinu redukcije citokroma c za

50% u sustavu ksantin/ksantin oksidaza, kod pH vrijednosti 7,8.

Priprema i mjerenje

Za reakcijsku smjesu pripremljeno je 100 ml 50 mM KP pufera pH vrijednosti 7,8
tako da je pomijesano 4,54 ml 1 M KoHPOs, 0,46 ml 1 M KH2PO4 i 1 ml 10 mM
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) te je ukupna koli¢ina dobivena nadopunjavanjem
do 100 ml destiliranom vodom. Nakon toga je odvagano 16,4 mg praskastog ksantina i
otopljeno u 9 ml destilirane vode na magnetskoj mijesalici uz dodavanje kap po kap 1 M
KOH. Ukupno je dodano Sest kapi uz konstantno mijesanje na magnetskoj mijesalici te na
kraju nadopunjeno destiliranom vodom do 10 ml. Za otopinu citokroma odvagano je 14,6
mg citokroma C te otopljeno u 1ml H20. Zatim je u KP pufer dodano 5 ml pripremljene
otopine ksantina i 1 ml otopljenog citokroma C. XOD je razrijeden tako da je 17,5 ul XOD-
a (25 U) otopljeno u 3,4825 ml H2O i dobiveno 0,05 U/ml. XOD se do stavljanja u
spektrofotometar pohranjivao na ledu. Promjena apsorbancije neinhibirane kontrole u
odnosu na slijepu probu trebala je iznositi 0,025+/-0,005 u minuti, te je volumen XOD-a
podesavan dok nije dobivena ta vrijednost (oko 10 pul XOD). Prilikom mjerenja prvo je
izmjerena apsorbancija slijepe probe (reakcijska smjesa i ekstrakcijski pufer) bez izvora
superoksidnog radikala i bez SOD-a te maksimalna apsorbancija neinhibirane kontrole
(reakcijska smjesa, ekstrakcijski pufer i XOD). Zatim se mjerena apsorbancija uzorka i

razrjedenja standarda (reakcijska smyjesa, ekstrakcijski pufer, XOD 1 uzorak/standard).
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Apsorbancija je mjerena na 550 nm svakih 30 sekundi 6 do 7 puta. Za izradu bazdarne
krivulje kao standard koristen je SOD enzim (10 U/ul) kojim je napravljeno razrjedenje:
0.001, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 U/ul. Nakon mjerenja za svaki je uzorak izraCunata
aktivnost po minuti (dA). Tako dobiveni rezultat je lineariziran, tj. vrijednost aktivnosti
maksimuma (neinhibirana kontrola) je podijeljena s onom dobivenom za uzorke, odnosno
standarde. Pomoc¢u standarda SOD-a napravljena je bazdarna krivulja iz koje je izracunata
aktivnost SOD-a za svaki uzorak a izrazen kao jedinica po mg proteina (U/mg), prema

formuli:

SOD = (LR-1)/a x 1000/y

LR — linearizirana vrijednost (dAmaksimuma/dAuzorka)
a — nagib pravca

1000 - preracunavanje U/ul u U/ml

vy - koncentracija proteina u mg/ml
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4.7.6. Odredivanje lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije odreden je prema nastanku malondialdehida (MDA),
nusproizvoda lipidne peroksidacije koji reagira s tiobarbiturnom kiselinom (TBA, eng. 2-
tiobarbituric acid) (LEGEAY i sur., 2005.). Stopa lipidne peroksidacije smatra se pouzdanim
indikatorom  oksidacijskog oSteCenja stani¢nih membrana. MozZe se odrediti
spektrofotometrijski, mjerenjem koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline
(TBARS) kao krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije koji nastaju autooksidacijom i
enzimskom razgradnjom polinezasi¢enih masnih kiselina u stanicama. Odredivanje stope
lipidne peroksidacije temelji se na vezanju TBARS-a odnosno malondialdehida (MDA), kao
najéeSéeg spoja, S dvije molekule tiobarbiturne kiseline (TBA), u kiselim uvjetima uz
zagrijavanje, pri ¢emu nastaje ruziCasto-crveni kromogen koji se apsorbira na 532 nm.
Apsorbancija se, osim na 532 nm, mjeri jo$ i na 600 nm i 400 nm. Na 600 nm apsorbancija
se mjeri zbog nespecificne zamucenosti i oduzima se od apsorbancije na 532 nm. Da bi se
obuhvatile interferencije ugljikohidrata u uzorcima bogatima Secerima, radi se i korekcija
koja u obzir uzima prisutnost razli¢itih Secera (saharoze, glukoze i fruktoze) oduzimanjem
maksimuma apsorbancije Secera na 440 nm od onog na 532 nm. Molarna apsorbancija
saharoze od 1 do 10 mM na 532 nm iznosi 8,4 dok na 440 nm iznosi 147. Dijeljenjem ta dva

broja dobiven je omjer od 0,0571 s kojim mnozimo dobivene razlike apsorbancija.

Priprema i mjerenje

Najprije je napravljena 20%-tna trikloroctena kiselina (TCA, engl. trichloroacetic
acid) tako da je odvagano i u staklenu ¢asu stavljeno 10 g TCA na §to je doliveno 40 ml
destilirane vode. Nakon $to su se svi kristali TCA otopili, dobivena koli¢ina nadopunjena je
s destiliranom vodom do 50 ml ukupnog volumena. Od tih 50 ml 20%-tne TCA 45 ml je
preliveno u drugu ¢asu te dodano 0,6 g TBA ¢ime je dobiveno 1,5% TBA. Kako je TBA
tesko topiva, potrebno je bilo koristiti magnetsku mijeSalicu uz kontinuirano zagrijavanje.
Nadalje, iz svake epruvete s uzorkom odpipetirano je 300 pul uzorka u novu epruvetu i
dodano 200 pl 5% TCA. Cim su se supernatant pojedinog uzorka i TCA pomijesali, doslo je
do zamucéenja, tj. do koagulacije bjelancevina. Zbog toga je dobivena smjesa bila

centrifugirana na 10 000 g tijekom 15 minuta na 4 °C. Nakon centrifugiranja odliveno je 400
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ul supernatanta u staklene epruvete i dodano 400 ul 1,5% TBA te sa slijepom probom
stavljeno u susionik na 95 °C tijekom 30 minuta. Nakon 30 minuta uzorci su ohladeni u
ledenoj kupelji i apsorbancija je izmjerena na valnoj duljini od 532 nm, 600 nm i 440 nm.
Stupanj lipidne peroksidacije izrazen je u nmol po mg proteina (nmol mg-1), koristeci

ekstinkcijski koeficijent za MDA (157 mM™ cm™).
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4.8. Odredivanje oSte¢enja molekule DNK

Odredivanje o$te¢enja molekule DNK nacinjeno je komet-testom u standardnoj
alkalnoj verziji prema SINGH i sur. (1988.) s manjim izmjenama na stanicama li¢inki
medonosne pcele. Komet-test ili mikrogel elektroforeza vrlo je djelotvorna metoda za
procjenu veli¢ine i tipa oSteCenja DNK na razini pojedina¢nih stanica. Komet-test
omogucava uocavanje jednolan¢anih i dvolanc¢anih lomova DNK, unakrsne veze DNK-
protein ili DNK-DNK te mjesta osjetljiva na luznate uvjete (apurinska i apirimidinska

mjesta) ovisno o pH vrijednosti pufera tijekom denaturacije i elektroforeze DNK.

4.8.1. Priprema uzoraka i izvedba komet-testa

Nakon izlaganja RF zrac¢enju pcelinje li¢inke pojedinacno su smjestene u Eppendorf
epruvete od 1,5 ml uz dodatak 500 uL ohladenog fosfatnog pufera (PBS; 1,45 M NacCl, 60
mM NazHPO4, 40mM KH2POys; pH 7,0).). Nakon toga li¢inke su homogenizirane upotrebom
Potter - Elvehjem homogenizatora (Braun Biotech, Sartorius, Goettingen, Germany) i
pohranjene na led. Dobiveni homogenati filtrirani su tijekom 70 pum, centrifugirani na 200 g
tijekom 10 minuta na 4 °C, resuspendirani u 400 ul PBS-a te zatim ponovno centrifugirani
na 180 g tijekom 10 minuta na 4 °C i resuspendirani u 60 pl PBS-a. Nadalje, na djelomi¢no
izbruSeno predmetno stakalce nanesen je sloj svjeze priredene otopine 1 % agaroze
normalnog talista (NMP, Sigma) u fosfatnom puferu (PBS) (1,45 M NaCl, 60 mM NaHPOg,
40 mM KH2POg4; pH 7,0). Nakon polimerizacije prvog sloja na sobnoj temperaturi nanesen
je drugi sloj koji sadrzi 50 ul 0,8 % agaroze niskoga talista (LMP, Sigma) pomijesane s 50
ul hemolimfe. Sloj je pokriven pokrovnicom, a stakalca su ostavljena tri minute na 0°C.
Nakon uklanjanja pokrovnice, nanesen je treci sloj od 80 pl 0,5 % agaroze niskog taliSta
(LMP) koji je takoder prekriven pokrovnicom i ostavljen 3 minute na 0°C. Nakon uklanjanja
pokrovnice s treceg sloja agaroze preparati su uronjeni u pufer za lizu stanica (2,5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM TRIS-HCI, 1% Triton X-100, pH 10) u kojem su stajali jedan sat
na 4°C u mraku. Nakon lize preparati su isprani destiliranom vodom te stavljeni u kadicu za
elektroforezu 1 preliveni svjeze priredenim, hladnim puferom za elektroforezu (300 mM

NaOH, 1 mM EDTA, pH>13). U puferu za elektroforezu provedena je alkalna denaturacija
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molekule DNK tijekom 15 minuta na ledu. Elektroforeza je provedena u istom puferu i u
istim uvjetima kod jakosti struje od 300 mA, te naponu od 35 V tijekom 15 minuta. Po
zavrsetku elektroforeze preparati su neutralizirani ispiranjem u neutralizacijskom 0,4 M Tris
— HCI puferu (pH 7,5). Preparati su nakon toga fiksirani dva puta po pet minuta
nakapavanjem mjeSavine metanola i octene kiseline u omjeru 3:1, te osuSeni na sobnoj
temperaturi u digestoru i zatim pohranjeni u mraku. Neposredno prije mikroskopske analize
preparati su rehidrirani u destiliranoj vodi te obojeni otopinom interkalirajuce fluorescentne
boje etidij—bromida (EtBr, Sigma) koncentracije 10 pg/ml. Visak boje je ispiran destiliranom
vodom, a preparati su prekriveni pokrovnim stakalcem. Tako pripremljeni preparati
pregledani su fluorescencijskim mikroskopom Opton—Axioplan (filter 09: ekscitacija kod
valne duljine 520 nm, emisija na valnoj duljini od 610nm) kod povecéanja objektiva od 40x
uz pomo¢ digitalne kamere Olympus. Jezgre hemocita fotografirane su i zatim analizirane
u ra¢unalnom programu Komet 5.0 (Kinetic Imaging Ltd.). Za svaki od 56 preparata
analizirano je minimalno 100 jezgara. U daljnjim statistickim analizama kao mjera oSte¢enja

DNK stanice koristen je postotak DNK u repu kometa (% tDNK).
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4.9. Odredivanje uzgojno-bioloskih osobitosti medonosne pcele

Odredivanje uzgojno-bioloskih osobitosti medonosne péele nacinjeno je promatranjem
jacine zajednice (pokrivenost okvira sa saem s odraslim pcelama odnosno povrsina saéa s
polozenim pcelinjim leglom), odredivanjem stupnja agresivnosti i mirnoc¢e pcela na sacu te

pojave mati¢njaka u zajednici.

4.9.1. Jadina zajednica

Jacina zajednica odredivana je brojanjem okvira sa sacem koje su zaposjele odrasle péele
I odredivanjem povrSine saca u kojem je prisutno polozeno pcelinje leglo.
4.9.2. Agresivnost i mirnoca péela na saéu

Agresivnost i mirnoéa pcelinje zajednice izrazena je ocjenama od 1 do 4, a
procijenjena je prema Kkriterijima opisanim u Tablici 4. i Tablici 5. Uz pokazatelje
agresivnosti i mirnoce pcelinje zajednice zabiljezeni su i meteoroloske prilike pod kojima su

odradeni klinicki pregledi zajednica.

Tablica 4. Agresivnost pcelinjih zajednica.

Broj¢ana ocjena | Opisna ocjena Opis ponasanja pcela

4 vrlo blage pé_ele prigO(_iom otvarqnja kospice 1 rukovanja
mirno hodaju po sacu i ne izlijecu

3 normalne pée}g se nemirno 'krec'u po sacu, poneke
polijecu i ne napadaju

2 pomalo agresivne pcele su .izrazito .nemirne na sacu, polijecu i
pokusavaju ubosti

1 agresivne pécle pcele napadaju pri otvaranju kos$nice, a pri
pregledu okvira sa sacem bodu pcelara
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Tablica 5. Mirnoc¢a pcelinjih zajednica.

Broj¢ana ocjena

Opisna ocjena

Opis ponasanja pcela

pcele prigodom rukovanja okvirima mirno

4 vrlo mirne . .
hodaju po sacu
3 normalne pcele se ubrzano kreéu po sac¢u
2 uznemirene poneke pcele polijecu sa saca
. cele pri vadenju okvira polije¢u i napustaju
1 nemirne p P ! POt pusty

sace

4.9.3. Pojava mati¢njaka

Pojava mati¢njaka odredivana je vizualnim promatranjem i brojanjem prilikom

klinickih pregleda pcelinjih zajednica.

4.10. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati biokemijskih analiza prikazani su kao srednja vrijednost (SV) i

standardna pogreska srednje vrijednosti (SE), dok je za mjeru o$tecenja molekule DNK

koristen postotak DNK u repu kometa (% tDNK). Svi rezultati statisticki su obradeni u
programu STATISTICA 12.0 (StatSoft, Inc., USA). Nakon testiranja normalne distribucije
(Kolmogorov-Smirnovim testom), rezultati su testirani analizom varijance (ANOVA), dok

su razlike izmedu skupina odredene Tukey-HSD-testom. Rezultati komet-testa usporedeni

su pak neparametrijskim Mann-Whitney U-testom.
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5. REZULTATI

5.1. Aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija proizvoda lipidne
peroksidacije u li¢inkama medonosne pcele tijekom izlaganja pcelinjih
zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHzu terenskim uvjetima

5.1.1. Glutation S-transferaza

Rezultati aktivnost GST-a u licinki medonosne pcele (A. mellifera) tijekom izlaganja
péelinjih zajednica RF-EMZ-a na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Aktivnost GST-a u li¢inki medonosne péele (A. mellifera) tijekom izlaganja
péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja pcelinjih zajednica na lokaciji Kuca (Kui),
Humljani (H1) i Odasiljac (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja pcelinjih zajednica na
lokaciji Kuca (K2), Humljani (H2) i Odasiljac¢ (O2) i ¢) 1 godinu nakon postavljanja péelinjih
zajednica na lokaciji Ku¢a (Ks), Humljani (Hs) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih GST (SV £ SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelan¢evina)

Ky 0,161+0,015%®
K, 0,065 5 0,146+0,0112
Ks 0,179+0,017%
H, 0,1840,004 %
H, 0,027 5 0,157+0,009 %
Hs 0,176+0,005 %
01 0,1710,006 2
0. 1 5 0,192+0,009 2
O3 0,208+0,016°"

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Aktivnost GST-a u pcelinjih li¢inki nakon izlaganja RF zracenju na frekvenciji od
900 MHz u terenskim uvjetima bila je najvisa na lokaciji O kod tre¢eg uzorkovanja, tj.
godinu dana nakon postavljanja ko$nica naseljenih pcelinjim zajednicama i iznosila je
0,208+0,016U/mg bjelancevina. Zabiljezena aktivnost GST-a na lokaciji O kod treceg
uzorkovanja (O3) bila je statisticki znac¢ajno visa u odnosu na aktivnost GST-a u pcelinjih
li¢inki kod drugog uzorkovanja na lokaciji K (K2). Razlike u vrijednostima aktivnosti GST-

a u pcelinjih li¢inki unutar istih lokacija medusobno nisu bile statisticki znacajne.
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5.1.2. Katalaza

Rezultati aktivnosti katalaze u li¢inki medonosne pcele tijekom izlaganja péelinjih
zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri lokacije

prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Aktivnost enzima CAT u li¢inki medonosne péele (A. mellifera) tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama na
lokaciji Kucéa (K1), Humljani (Hi1) i Odasiljac¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (Hz) i Odasilja¢
(02) 1 (c) 1 godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih p¢elinjim zajednicama na lokaciji

Kuéa (Ks3), Humljani (Hs) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih CAT(SV + SE)
uzorkovanja  el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelancevina)

Ki 26,05622,5432b°
Koy 0,065 5 20,978+1,168°
Ks 24,178+1,633
Ha 33,463+1,302%
H, 0,027 5 22,572+2,632"
Hs 36,070+3,1672
O 26,348+1,3952¢
0, 1 5 36,099+3,782
O3 34,156+3,394%

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Iz Tablice 7. moZe se razabrati da je enzimatska aktivnost u pcelinjih li¢inki nakon
izlaganja RF-EMZ-u nakon pet mjeseci na lokaciji Kz bila znacajno niza u odnosu na
enzimatsku aktivnost CAT-a na lokaciji O nakon istog vremena izlaganja (O2) te nakon
godinu dana izlaganja Os. Isto je tako zabiljezena aktivnost CAT-a na lokaciji K nakon
izlaganja zracenju pet mjeseci Kz bila je statisticki znacajno niza u odnosu na enzimatsku
aktivnost CAT-a u pcelinjih li¢inki na lokaciji H nakon izlaganja zracenju dva tjedna (Hz) i
godinu dana (Hs). Statisticki znacajna vi$a enzimatska aktivnost CAT-a zabiljeZena je u
pcelinjih li¢inki na lokaciji H pri jednogodi$njem izlaganju RF zracenju (Hz), a u odnosu na
aktivnost CAT-a u pcelinjih li¢inki na lokaciji K u istom razdoblju (Kz), odnosno na lokaciji
H nakon petomjesecnog ozraCivanja RF zra¢enjem (Hz). Nadalje, statisticki znacajno visa
aktivnost CAT-a u pcelinjih li¢inki ozra¢ivanih pet mjeseci RF zrac¢enjem na lokaciji O bila
je statisticki znacajno viSa u odnosu na aktivnost CAT-a u pcelinjih li¢inki na lokaciji H> te

na lokaciji K nakon godinu dana ozracivanja (Ks3).
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5.1.3. Superoksid dismutaze

Rezultati enimatske aktivnosti SOD u li¢inki medonosne pcele tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Aktivnost SOD-a u li¢inki medonosne pcele (A. mellifera) nakon izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama na
lokaciji Kucéa (K1), Humljani (Hi1) i Odasiljac¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (Hz) i Odasilja¢
(02) i ¢) 1 godinu nakon postavljanja koSnica naseljenih pelinjim zajednicama na lokaciji

Kuéa (Ks3), Humljani (Hs) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih SOD (SV + SE)
uzorkovanja  el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelancevina)
Ki 3,969+0,510
Kz 0,065 5 3,606+0,584
Ks 4,137+0,405
H, 4,449+0,489
H. 0,027 5 5,455+0,368
Hs 5,411+0,579
O1 5,293+0,322
02 1 5 4,639+0,306
O3 3,749+0,388

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

Iz Tablice 8. vidljivo je da je prosje¢na aktivnost SOD-a u pcelinjih li¢inki nakon
jednogodis$njeg izlaganja RF zracenju mijenjala ovisno o lokaciji uzorkovanja, no aktivnosti
SOD-a u pcelinjih li¢inki nisu se statisticki znacajno razlikovale ni pri usporedbi vrijednosti

SOD-a unutar iste lokacije uzorkovanja niti izmedu razlic¢itih lokacija uzorkovanja.
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5.1.4. Tiobarbiturna kiselina

Rezultati koncentracije TBARS-a u li¢inki medonosne pcele tijekom izlaganja
pc¢elinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Koncentracija TBARS-a u licinki medonosne pcele (A. mellifera) nakon izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja kosSnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kucéa (K1), Humljani (Hi1) i Odasiljac¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (Hz) i Odasilja¢
(02) i ¢) 1 godinu nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji
Kuéa (Ks3), Humljani (Hs) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih TBARS (SV + SE)
uzorkovanja  el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelancevina)
K1 0,411+0,070°
Kz 0,065 5 0,689-0,107%¢
Ks 0,468+0,081°
H: 0,404+0,071°¢
He 0,027 5 0,884:0,144%°
Hs 1,091+0,1602
O 0,720£0,160 2
O 1 5 1,015+0,147%°
O3 1,260+0,1242

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).

Iz Tablice 9. moze se razabrati viSe statisticki znacajnih razlika koncentracija
TBARS-a u pcelinjih li¢inki izlaganih RF zracenju. Koncentracija TBARS-a u pcelinjih

li¢inki ozra¢ivanih na lokaciji K nakon dva tjedna ozraCivanja (K2) RF zracenjem bila je
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statisticki niza u odnosu na koncentraciju TBARS-a u pcelinjih li¢inki na lokaciji H nakon
jednogodisnjeg ozraCivanja (Hs3), te na lokaciji O nakon petomjese¢nog (O2) I
jednogodisnjeg (O3) izlaganja. Vrijednost koncentracije TBARS-a u pcelinjih li¢inki na
lokaciji H nakon dvotjednog izlaganja RF zra¢enju bila je statisti¢ki zna¢ajno niza u odnosu
na koncentraciju TBARS-u u péelinjih li¢inki na lokacij H nakon jednogodi$njeg ozra¢ivanja
(H3) 1 lokaciji O nakon petomjese¢nog (O2) i jednogodi$njeg ozradivanja (O3). Nadalje,
koncentracija TBARS-a u péelinjih li¢inki na lokaciji K tijekom jednogodiSnjeg izlaganja
RF zracenju (K1) bila je statisticki znacajno manja u odnosu na koncentraciju TBARS-a u

pcelinjih li¢inki uzorkovanih na lokaciji Hz i Os.
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5.2. Aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija proizvoda lipidne
peroksidacije u kukuljica medonosne péele tijekom izlaganja pcelinjih
zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima

5.2.1. Glutation S-transferaza

Rezultati aktivnosti enzima glutation S-transferaze u li¢inki medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u

terenskim uvjetima na tri lokacije prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Aktivnost GST u kukuljica medonosne péele (A. mellifera) tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (H1) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (H2) i Odasilja¢
(02)i ¢) 1 godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji

Kucéa (K3), Humljani (H3) i Odasiljac¢ (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih GST (SV £ SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelancevina)
Ki 0,176+0,004°
Kz 0,065 5 0,238+0,016%
Ks 0,211+0,011%
Hi 0,256+0,033%
Ha 0,027 5 0,292+0,020°
Hs 0,255+0,014%
01 0,245+0,009%
0, 1 5 0,274+0,0272
O3 0,230+0,016%

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Iz Tablice 10. vidljivo je da su aktivnosti GST-a u kukuljica na lokacijama H i O pri
drugom uzorkovanju (Hz i O2) bile statisti¢ki znacajno vise (P<0,05) u odnosu na aktivnosti

GST-a izmjerene u uzorcima podrijetlom s lokacije K nakon dva tjedna ozrac¢ivanja (Kz).

5.2.2. Katalaza

Rezultati aktivnosti enzima katalaze u kukljica medonosne pcele tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Aktivnost enzima CAT u kukuljica medonosne pcele (A. mellifera) tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na tri lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (H1) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kos$nica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (H2) i Odasilja¢
(02) i ¢) 1 godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji

Kucéa (K3), Humljani (H3) i Odasiljac¢ (O3)

Lokacija Jakost Broj péelinjih CAT(SV + SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelanc¢evina)
Ki 22,758+2,215
K 0,065 5 38,229+3,7232
Ks 24,262+1,534°
Hi 24,191+1,885°
H, 0,027 5 39,585+4,108?
Hs 28,220+3,087%
O: 22,970+1,326°
0. 1 > 28,519+1,290%
Os 24,13340,821°

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Aktivnost enzima CAT u pcelinjih kukuljica uzorkovanih na lokacijama K i H pet
mjeseci nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama (K2 i Hz) bile su
statisticki znacajno vise u odnosu na aktivnost CAT u kukuljica uzorkovanih na lokaciji K,
H i O nakon dvotjednog ozracivanja (K1, Hi i O1), odnosno na lokaciji K i O nakon

jednogodisnjeg ozracivanja (K3 i Og).

5.2.3. Superoksid dismutaza

Rezultati aktivnosti enzima superoksid dismutaze kukuljica medonosne péele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u

terenskim uvjetima na tri lokacije prikazani su u Tablici 12.

Tablica 12. Aktivnost SOD-a u kukljica medonosne péele (A. mellifera) tijekom izlaganja
péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (H1) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kucéa (K2), Humljani (H2) i Odasiljac
(02) i c) jedni godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na

lokaciji Kuca (K3), Humljani (H3) i Odasiljac¢ (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih ~ SOD (SV = SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica  (U/mg bjelanéevina)
Ky 3,703+0,628%
Ka 0,065 5 2.,730+0,626%
Ks 4,851+0,773%®
Hi 10,021+4,2892
H, 0,027 5 2,114+0,253
Hs 4,134+0,664%
O 4,994:+1,028%
02 1 5 3,375+0,498%
Os 7,536+1,752%®

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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U Tablici 12. vidljivo je da je vrijednost aktivnosti SOD-a najvisa u uzorcima s
lokacije H uzorkovanih nakon dvotjednog (H:) izlaganja RF zrafenju i iznosila je
10,021+4,289 U/mg bjelancevina, a najniza takoder na lokaciji H nakon petomjese¢nog (Hz)
izlaganja kad je iznosila 2,1114+0,253 U/mg bjelancevina. Razlike navedenih vrijednosti

bile su statisti¢ki znacajne (P<0,05).

5.2.4. Tiobarbiturna kiselina

Rezultati koncentracije TBARS-a u kukljica medonosne péele tijekom izlaganja
péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 13.

Tablica 13. Koncentracija TBARS-u u kukuljica medonosne péele (A. mellifera) tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na tri lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (H1) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kos$nica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (H2) i Odasilja¢
(02) ic) 1 godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji

Kuéa (K3), Humljani (H3) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih TBARS (SV + SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelanc¢evina)
Ki 0,279+0,016
K 0,065 5 0,290+0,017
Ks 0,209+0,034
H: 0,266+0,017
H, 0,027 5 0,223+0,066
Hs 0,208+0,051
O1 0,183+0,037
Oz 1 5 0,186+0,042
O3 0,149+0,021

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Razlike u vrijednostima koncentracije TBARS-a u pcelinjih kukljica unutar iste
lokacije uzorkovanja kao i izmedu razlicitih lokacija uzorkovanja nisu bile statisticki

znacajne.

5.3. Aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija proizvoda lipidne
peroksidacije u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom izlaganja
pCelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim
uvjetima

4.3.1. Glutation S-transferaza

Rezultati aktivnosti enzima GST u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima

na tri lokacije prikazani su u Tablici 14.

Tablica 14. Aktivnost GST-a u srednjem crijevu medonosne péele (A. mellifera) tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na tri lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (Hi) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kos$nica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (Hz) i Odasilja¢
(O2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja kos$nica naseljenih plelinjim zajednicama na

lokaciji Kuca (Ks), Humljani (Hz) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj péelinjih GST (SV £ SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelanc¢evina)
Ky 0,040+0,003%
Ka 0,065 5 0,041+0,003%
Ks 0,034:+0,003°
H, 0,04140,005%
H, 0,027 5 0,037+0,002°
Hs 0,035+0,002°
O, 0,05240,0042
0, 1 5 0,040+0,001%
O 0,034+0,003"

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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U Tablici 14. moze se razabrati da je najvisa vrijednost aktivnosti GST-a u srednjem
crijevu radilica bila u uzorcima s lokacije O nakon dvotjednog (O1) izlaganja RF zracenju.
Ista vrijednost aktivnosti GST-a bila je statisticki zna¢ajno visa u odnosu na aktivnosti GST-
a u srednjem crijevu odraslih péela uzorkovanih na lokacijama K, H i O nakon
jednogodisnjeg ozracivanja (Ks, Hz i O3), te aktivnosti GST-a u srednjem crijevu odraslih

pcela na lokaciji H nakon petomjese¢nog ozracivanja (Hz).

5.3.2. Katalaza

Rezultati aktivnosti CAT-a u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom izlaganja
péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 15.

Tablica 15. Aktivnost enzima CAT u srednjem crijevu medonosne péele (A. mellifera) tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na tri lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kuca (K1), Humljani (Hi1) i Odasilja¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji Kucéa (K2), Humljani (Hz) i Odasiljac
(O2) i c) jednu godinu nakon postavljanja kos$nica naseljenih pcelinjim zajednicama na

lokaciji Kuca (Kz), Humljani (Hs) i Odasiljac (Os).

Lokacija Jakost Broj pcelinjih CAT(SV + SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelancevina)
K1 85,431+6,486°
K, 0,065 5 109,652+3,674%°
Ks 90,543+2,001°¢
H, 113,502+5,6942%¢
H. 0,027 5 122,677+4,7007
Hs 101,387+5,0882¢
04 119,623+12,023%
0. 1 5 89,830+6,293°
O3 130,871+10,1752

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).
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Iz Tablice 15. vidljivo je da je vrijednost aktivnosti CAT-a u srednjem crijevu radilica
bila najvisa na lokaciji O nakon jednogodisnjeg izlaganja RF zracenju (O3) i iznosila je
130,871+£10,175 U/mg bjelancevina. Ista aktivnost CAT-a bila je znacajno visa u odnosu na
aktivnost CAT-a u srednjem crijevu péela na lokaciji K pri prvom i tre¢em uzorkovanju (K1
I K3) te aktivnosti CAT-a u uzorcima podrijetlom s lokacije O pri drugom uzorkovanju (O>).
Aktivnost CAT-a u uzorcima s lokacije H nakon dvotjednog ozra¢ivanja(H>) takoder je bila
statisti¢ki znacajno vi$a u odnosu na aktivnost CAT-a u uzorcima s lokacije K pri prvom i
tre¢em uzorkovanju (K1 i K3) te aktivnosti CAT-a na lokaciji O pri drugom uzorkovanju
(02). Enzimatska aktivnost u uzorcima s lokacije O nakon dvotjednog ozracivanja (O1) bila
je znacajno visa u odnosu na aktivnost CAT-a u uzorcima s lokacije K pri prvom

uzorkovanju (Ky) i lokaciji O kod drugog uzorkovanja (O2).

5.3.3. Superoksid dismutaza

Rezultati aktivnosti SOD-a u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri

lokacije prikazani su u Tablici 16.
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Tablica 16. Aktivnost SOD-a u srednjem crijevu medonosne pcele (A. mellifera) tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na tri lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih péelinjim zajednicama na
lokaciji Kucéa (K1), Humljani (Hi1) i Odasiljac¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih péelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (Kz2), Humljani (Hz) i Odasiljac
(O2) 1 ¢) jednu godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na

lokaciji Kuca (Kz), Humljani (Hs) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost Broj SOD (SV + SE)
uzorkovanj el. polja (V/m) zajednica (U/mg bjelan¢evina)

Ki 3,065+0,294°°
Ka 0,065 5 4,685+0,496"
Ks 2,537+0,253¢
H, 4,134+0,496"°
H. 0,027 5 3,705+0,297°
Hs 6,081+1,628%¢
O, 3,632+0,378°
0, 1 5 6,522+0,578%
O 9,335+1,3052

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).

Aktivnost SOD-a u srednjem crijevu odraslih pcela podrijetlom s lokacije O nakon
jednogodisnjeg izlaganja RF zraCenju (O3) bila je najvisa i iznosila je 9,335+1,305 U/mg
bjelancevina. Navedena aktivnost SOD-a bila je takoder statisticki znacajno visa u odnosu
na aktivnosti SOD-a u uzorcima s lokacije K kod sva tri uzorkovanja (K1, Kz i K3) na lokaciji
H pri prvom i drugom uzorkovanju (Hzy i Hz) te aktivnosti SOD-a u uzorcima s lokacije O
pri prvom uzorkovanju (O1). Aktivnost SOD-a u uzorcima s lokacije O nakon petomjese¢nog
ozrativanja (O2) bila je znacajno viSa samo u odnosu na aktivnosti SOD-a u uzorcima s

lokacije K nakon jednogodisnjeg (K3) ozraivanja.
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5.3.4. Tiobarbiturna kiselina

Rezultati koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima
na lokaciji K, H i O prikazani su u Tablici 17.

Tablica 17. Koncentracija TBARS-a u srednjem crijevu medonosne pcele tijekom izlaganja
pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim uvjetima na tri
lokacije: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama na
lokaciji Kucéa (K1), Humljani (Hi1) i Odasiljac¢ (O1); b) pet mjeseci nakon postavljanja
kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama na lokaciji Kuca (K2), Humljani (Hz) i Odasilja¢
(O2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja koS$nica naseljenih plelinjim zajednicama na

lokaciji Kuca (Ks), Humljani (Hz) i Odasiljac (O3).

Lokacija Jakost C . TBARS (SV + SE)
uzorkovanja el. polja (V/m) Broj koSnica (U/mg bjelancevina)
K, 1,781+0,159°
Ko 0,065 5 1,702+0,159°
Ks 2,500:£0,304%
H; 2,279+0,104%
H. 0,027 5 1,716+0,153P
Hs 2,634+0,084%®
O 3,154+0,3952
02 1 5 2,439+0,240%®
03 2,995+0,1452

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost (SV) i pogreska srednje vrijednosti (SE).

aStatisticki znacajne razlike rezultata oznacene su s razli¢itim slovima (P < 0,05).

U Tablici 17. moZe se razabrati da je vrijednost koncentracija TBARS-a u srednjem
crijevu odraslih pcela s lokacije O nakon prvog i treCeg uzorkovanja (O1 i Og3) bila statisticki
znacajno visa u odnosu na koncentraciju TBARS-a u srednjem crijevu odraslih pcela s
lokacije K nakon dvotjednog i petomjesecnog ozracivanja (Ki i Kz), te na vrijednosti
koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu odraslih pcela s lokacije H nakon dvotjednog

ozraCivanja (Hz)
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5.4. Aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija proizvoda lipidne
peroksidacije u uzorcima li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od
900 MHz na lokacijama ,,Kuéa*, ,,Humljani* i ,,Odasilja¢*

5.4.1. Glutation S-transferaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu odraslih
pcela na lokaciji ,,Kuéa*

Rezultati aktivnosti GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele
tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-a na frekvenciji od 900 MHz u terenskim

uvjetima na lokaciji Kuca prikazani su na Slici 4.

Na Slici 4. je vidljivo da razlike u vrijednostima aktivnosti GST-a u stanicama
srednjeg crijeva odraslih péela uzorkovanih na lokaciji K u svim navratima uzorkovanja (C1,
C2 i C3) nisu bile statisticki znacajne, dok su, medutim, bile statisti¢ki znacajno nize u
odnosu na sve izmjerene aktivnosti GST-a u li¢inki i kukuljica (L1, L2, L3 i K1, K2 i K3).
Aktivnosti GST-a u pcelinjih li¢inki tijekom pokusa, tj. kod sva tri uzorkovanja (L1, L2 i
L3), nisu medusobno bile statisticki znacajne. Ipak, sve tri aktivnosti GST-a u li¢inki (L1,
L2 i L3) bile su statisticki znac¢ajno nize u odnosu na aktivnost GST-a u kukuljica nakon
petomjesecne izlozenosti (K2). Aktivnost GST-a u pcelinjih li¢inki nakon petomjesecne
izloZenosti (L2) bila je takoder znacajno niza u odnosu na aktivnost GST-a u kukuljica nakon
jednogodi$njeg izlaganja (K3). Aktivnost GST-a u kukuljica nakon petomjesecne izlozenosti
(K2) bila je najvisa i iznosila je 0,238+0,016 U/mg bjelan¢evina. Navedena aktivnost GST-
a u kukuljica bila je znacajno visa (P < 0,05) u odnosu na aktivnosti GST-a u svim uzorcima

osim aktivnosti GST-a u pcelinjih kukuljica nakon godinu dana ozracivanja (K3).
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Slika 4. Aktivnost GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF zracenju na frekvenciji od 900 MHz i
jakost elektricnog polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuéa®. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja ko$nica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) 1 srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki

znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima (P < 0,05).

5.4.2. Glutation S-transferaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele na lokaciji ,, Humljani

Rezultati aktivnosti GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele
tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim

uvjetima na lokaciji ,,Humljani* prikazani su na Slici 5.
Na Slici 5. moze se razabrati da izmedu izmjerenih vrijednosti aktivnosti GST-a u

licinki, odnosno kukuljica i srednjem crijevu odraslih pcela tijekom jednogodisnjeg izlaganja

RF-EMZ-a, nije bilo statisti¢ki znacajnijih razlika. Medutim, usporedbom aktivnosti GST-a
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izmedu promatranih uzoraka zabiljezena je najvisa aktivnost GST-a u kukuljica, a ona je bila

znacajno visa u odnosu na aktivnost GST-a u li¢inki i1 srednjem crijevu pcela.
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Slika 5. Aktivnost GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakost elektricnog polja od 0,027 V/m na lokaciji ,,Humljani*“. Uzorci su uzeti u tri navrata i
to: a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki
znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
vremena uzorkovanja, odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razli€itih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).
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5.4.3. Glutation S-transferaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele na lokaciji ,,Odasilja¢*

Rezultati enzimatske aktivnosti GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne péele tijekom izlaganja péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900
MHz u poljskim uvjetima na lokaciji H prikazani su na Slici 6. Aktivnosti GST-a u srednjem
crijevu odraslih pcela kod sva tri uzorkovanja (C1, C2 1 C3) bile su statisticki znacajno nize
u odnosu na sve utvrdene vrijednosti aktivnosti GST-a u li¢inki (L1, L2 i L3) 1 kukuljica (K,
K2, iK3). Aktivnosti GST-a u li¢inki u sva tri navrata uzorkovanja (L1, L2 i L3) bile su
statisticki znaCajno niZze u odnosu na aktivnost GST-a u kukuljica nakon petomjese¢nog
ozra¢ivanja (K2), dok je aktivnost GST-a u li¢inki nakon prvog uzorkovanja (L1) takoder
bila znacajno niza u odnosu na aktivnost GST-a u kukuljica nakon prvog uzorkovanja (K1).
Razlike aktivnosti GST-a unutar iste vrste uzoraka (licinka, kukuljica i srednje crijevo)
tijekom sva tri navrata uzorkovanja nisu, medutim, bile statisticki znacajne.
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Slika 6. Aktivnost GST-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ zracenju na frekvenciji od 900
MHz 1jakosti elektricnog polja od 1 V/m na lokaciji ,,Odasiljac®. Uzorci su uzeti u tri navrata
I to: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih péelinjim zajednicama, a uzorci Su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja koSnica naseljenih p¢elinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih

pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
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(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki
znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
vremena uzorkovanja odnosno razliitim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.4. Katalaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele na
lokaciji ,,Kuéa“

Rezultati enzimske aktivnosti CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele tijekom izlaganja péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900

MHz u terenskim uvjetima na lokaciji ,,Kuca*“ prikazani su na Slici 7.

Na Slici 7. vidljivo je da su aktivnosti CAT-a u srednjem crijevu odraslih pcela
prilikom sva tri uzorkovanja (C1, C2 i C3) bile statisticki znacajno vise u odnosu na
aktivnosti CAT-a u li¢inki i kukuljica kod sva tri uzorkovanja (L1, L2, L3, K1, K2, i K3).
Aktivnost CAT-a u srednjem crijevu pcela nakon petomjese¢nog ozracivanja (C2) bila je
znacajno visa odnosu na aktivnost CAT-a u srednjem crijevu nakon dvotjednog i
jednogodis$njeg ozracivanja (Cl i C3). Aktivnost CAT-a u kukuljica nakon drugog
uzorkovanja (K?) bila je statisti¢ki znacajno visa u odnosu na aktivnosti CAT-a u kukuljica
nakon prvog uzorkovanja (K1) te aktivnosti CAT-a u li¢inki nakon drugog uzorkovanja (L2).
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Slika 7. Aktivnost CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele tijekom
izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i jakosti elektri¢nog
polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuca“. Uzorci su uzeti u tri navrata i to: a) dva tjedna nakon
postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L.1),
kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon postavljanja kos$nica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2), kukuljica (K2) i srednje crijevo
(C2)ic) jednu godinu nakon postavljanja koSnica naseljenih péelinjim zajednicama, a uzorci
su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo (C3). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost i pogreSka srednje vrijednosti. Statisticki znacajne razlike u
vrijednostima rezultata oznafene su razli¢itim slovima pri usporedbi s vrijednostima
rezultata unutar istog vremena uzorkovanja, odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi

rezultata razli¢itih vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.5. Katalaza u lic¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele na
lokaciji ,,Humljani«

Rezultati aktivnost CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele
tijekom izlaganja péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim

uvjetima na lokaciji ,,Humljani* prikazani su na Slici 8.

Na Slici 8. razabire se da su vrijednosti utvrdenih aktivnosti CAT-a u srednjem
crijevu pcela tijekom sva tri uzorkovanja (C1, C2 1 C3) bile statisti¢ki znacajno vise u odnosu
na aktivnosti CAT-a u li¢inki i kukuljica takoder tijekom sva tri vremena uzorkovanja (L1,
L2, L3, K1, K2 i K3). Aktivnost CAT-a u srednjem crijevu pcela nakon petomjeseénog
ozraCivanja (C2) bila je statisticki znacajno visa u odnosu na aktivnost CAT-a u srednjem

crijevu nakon jednogodiS$njeg ozracivanja (C3).
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Slika 8. Aktivnost CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektricnog polja od 0,027 V/m na lokaciji ,,Humljani“. Uzorci su uzeti u tri navrata
i to: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja ko$nica naseljenih péelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
péelinjim zajednicama, a uzorci su oznacéeni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki
znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
vremena uzorkovanja, odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).
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5.4.6. Katalaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele na
lokaciji ,,Odasilja¢«

Rezultati aktivnosti enzima CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u
terenskim uvjetima na lokaciji O prikazani su na Slici 9. Aktivnosti CAT-a u srednjem
crijevu pcela tijekom sva tri uzorkovanja (C1, C2, C3) bile su znacajno vise u odnosu na
aktivnosti CAT-a u li¢inki i kukuljica takoder tijekom sva tri vremena uzorkovanja (L1, L2,
L3, K1, K2 i K3). Aktivnost CAT-a u srednjem crijevu odraslih p¢ela nakon petomjeseénog
ozracivanja (C2) bila je zna¢ajno niza u odnosu na aktivnost CAT-a u srednjem crijevu nakon

dvotjednog i jednogodis$njeg ozracivanja (C1,C3).
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Slika 9. Aktivnost CAT-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 1 V/m na lokaciji ,,Odasiljac*. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
péelinjim zajednicama, a uzorci su oznacéeni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo

(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti.Statisticki
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znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.7. Superoksid dismutaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele na lokaciji ,,Kuéa*

Rezultati enzimatske aktivnosti SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900

MHz u terenskim uvjetima na lokaciji ,,Kuca“ prikazani su na Slici 10.

Na Slici 10. moze se jasno razabrati da razlike u aktivnosti SOD-a u li¢inki, kukuljica
I srednjem crijevu nakon jednogodis$njeg izlaganja RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz

medusobno nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Slika 10. Aktivnost SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektricnog polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuca“. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su

oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
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postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja kosnica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznac¢eni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki
znacajne razlike vrijednosti utvrdenih rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi
s vrijednostima rezultata unutar istog vremena uzorkovanja, odnosno razli¢itim brojevima

pri usporedbi rezultata razli¢itih vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.8. Superoksid dismutaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
p¢ele na lokaciji ,, Humljani

Rezultati enzimatske aktivnosti SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele tijekom izlaganja péelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900

MHz u terenskim uvjetima na lokaciji ,,Humljani* prikazani su na Slici 11.

Na Slici 11. vidljivo je da je aktivnost SOD-a u kukljica nakon dvotjednog
ozracivanja (K1) na lokaciji H bila najvisa te je takoder bila znacajno visa u odnosu na
aktivnost SOD-a u kukuljica nakon petomjeseénog ozracivanja (K2). Medutim, razlike
aktivnosti SOD-a u li¢inki i srednjem crijevu odraslih pcela tijekom cijelog razdoblja

izlaganja RF-EMZ-u nisu bile statisticki znacajne.
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Slika 11. Aktivnost SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.

L2 K2

Uzorci i vrijeme uzorkovanja

K3

c3

mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i

jakosti elektricnog polja od 0,027 V/m na lokaciji ,,Humljani“. Uzorci su uzeti u tri navrata

i to: a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su

oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon

postavljanja kosnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci SU 0znaceni kao li¢inka (L2),

kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih

péelinjim zajednicama, a uzorci su oznacéeni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo

(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki

znacajne razlike rezultata oznacene su razliitim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog

vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).
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5.4.9. Superoksid dismutaza u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele na lokaciji ,,Odasiljac*

Rezultati aktivnosti SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne péele
tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u terenskim
uvjetima na lokaciji O prikazani su na Slici 12. Aktivnost SOD-a u srednjem crijevu odraslih
pcela nakon trec¢eg uzorkovanja (C3) bila je znacajno visa u odnosu na aktivnost SOD-a u
srednjem crijevu pcela nakon prvog uzorkovanja (C1) te je takoder bila znacajno visa u
odnosu na aktivnost SOD-a u li¢inki i kukuljica nakon drugog uzorkovanja (L2 i K2),

odnosno u li¢inki nakon tre¢eg uzorkovanja (L3).
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6,000 4 abc

4,000 -

SOD (U/mg bjelanéevina)

2,000 -

0,000 — T T T
L1 K1 Cc1 L2 K2
Uzorci i vrijeme uzorkovanja

K3 Cc3

Slika 12. Aktivnost SOD-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele (A.
mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 1 V/m na lokaciji ,,Odasiljac¢*. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su
oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
postavljanja koSnica naseljenih p¢elinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao licinka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki

znacCajne razlike rezultata oznacene su razliitim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
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vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.10. Tiobarbiturna Kiselina u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele na lokaciji ,,Kuca“

Rezultati koncentracije TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u

terenskim uvjetima na lokaciji ,,Kué¢a* prikazani su na Slici 13.

Na Slici 13. vidljivo je da je koncentracija TBARS-a bila najvisa u srednjem crijevu
odraslih pc¢ela tijekom sva tri uzorkovanja. Koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu pcela
nakon jednogodiSnjeg ozracivanja (C3) bila je statistiCki znacajno visa u odnosu na
koncentraciju TBARS-a u srednjem crijevu péela tijekom prethodna dva uzorkovanja (C1 i
C2), odnosno bila je znacajno viSa u odnosu na sve koncentracije TBARS-a u li¢inki 1
kukuljica. Medutim, razlike koncentracije TBARS-a u li¢inki i kukuljica nisu tijekom cijelog

razdoblja ozracdivanja bile statisticki znacajne.
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Slika 13. Koncentracija TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele
(A. mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
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jakosti elektricnog polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuéa®. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja kosnica TBARS-a, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L1),
kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon postavljanja kosnica TBARS-a, a
uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2), kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu
nakon postavljanja kosnica TBARS-a, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3)
I srednje crijevo (C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje
vrijednosti. Statisticki znaCajne razlike rezultata oznaCene su razli¢itim slovima pri
usporedbi rezultata unutar istog vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri

usporedbi rezultata razli¢itih vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.4.11. Tiobarbiturna kiselina u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu
medonosne pcele na lokaciji ,, Humljani«

Rezultati koncentracije TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz u

terenskim uvjetima na lokaciji ,,Humljani* prikazani su na Slici 14.

Koncentracija TBARS-a u srednjem crijevu péela nakon petomjese¢nog ozracivanja
(C2) bila je znacajno niza u odnosu na koncentraciju TBARS-a u srednjem crijevu odraslih
pcela nakon dvotjednog 1 jednogodisnjeg ozracivanja (C1 i C3). Koncentracije TBARS-a u
licinki 1 kukuljica nakon sva tri uzorkovanja (L1, L2, L3, K1, K2 i K3) bile su statisticki
znacajno nize u odnosu na koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu pcela takoder tijekom
sva tri uzorkovanja (C1, C2 i C3). Koncentracije TBARS-a u péelinjih kukuljica tijekom sva
tri uzorkovanja (K1, K2 i K3) bila je znacajno niza u odnosu na koncentraciju TBARS-a u

licinki nakon drugog i tre¢eg uzorkovanja (L2 1 L3).
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Slika 14. Koncentracija TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele

(A. mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i

jakosti elektricnog polja od 0,027 V/m na lokaciji ,,Humljani“. Uzorci su uzeti u tri navrata

i to: a) dva tjedna nakon postavljanja ko$nica naseljenih péelinjim zajednicama, a uzorci Su

oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon

postavljanja ko$nica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L2),

kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih

pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo

(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki

znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog

vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).
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5.4.12. Tiobarbiturna kiselina u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
péele na lokaciji ,,Odasiljac¢*

Rezultati koncentracije TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne
pcele (A. mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900
MHz u terenskim uvjetima na lokaciji O prikazani su na Slici 15. Na Slici 15. moze se
razaznati da su koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu pcela kod sva tri uzorkovanja
(C1, C2, C3) znacajno visa u odnosu na sve koncentracije TBARS-a u li¢inki i kukuljica.
lako razlika koncentracija TBARS-a unutar iste vrste uzoraka tijekom svih vremena
uzorkovanja nije bila statisticki znacajna, moze se ipak zamijetiti da je koncentracija
TBARS-a u li¢inki nakon petomjese¢nog ozracivanja (L2) bila statisticki znacajno visa u
odnosu na koncentraciju TBARS-a u kukuljica nakon jednogodi$njeg ozracivanja (K3). Isto
tako koncentracija TBARS-a u li¢inki nakon jednogodi$njeg ozraCivanja (L3) bila je
statisti¢ki znacajno visa u odnosu na koncentraciju TBARS-a u kukuljica tijekom sva tri

uzorkovanja (K1, K2 i K3).

L . S
o w o (O} o (6]
1 1 1 1 1 ]

TBARS (nmol/mg bjelanéevina)
o
(6}

C1 L2 K2 C2 L3 K3 C3

Uzorci i vrijeme uzorkovanja

o
o
I

bcd
B
L1 K1

Slika 15. Koncentracija TBARS-a u li¢inki, kukuljica i srednjem crijevu medonosne pcele
(A. mellifera) tijekom izlaganja pcelinjih zajednica RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektricnog polja od 1 V/m na lokaciji ,,Odasilja¢*. Uzorci su uzeti u tri navrata i to:
a) dva tjedna nakon postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci Su

oznaceni kao li¢inka (L1), kukuljica (K1) i srednje crijevo (C1); b) 5 mjeseci nakon
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postavljanja koSnica naseljenih pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao licinka (L2),
kukuljica (K2) i srednje crijevo (C2) i ¢) jednu godinu nakon postavljanja ko$nica naseljenih
pcelinjim zajednicama, a uzorci su oznaceni kao li¢inka (L3), kukuljica (K3) i srednje crijevo
(C3). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki
znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima pri usporedbi rezultata unutar istog
vremena uzorkovanja odnosno razli¢itim brojevima pri usporedbi rezultata razlicitih

vremena uzorkovanja (P < 0,05).

5.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija proizvoda lipidne
peroksidacije u licinki medonosne pcéele nakon dvosatnog in vivo izlaganja
RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz

5.5.1. Glutation S-transferaza

Rezultati aktivnosti GST-a u li¢inki medonosne pcele (A. mellifera) nakon dvosatnog
in vivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju na frekvenciji od 900 MHz
i jakosti elektricnog polja od 10 Vm™?, 23 Vm?, 41 Vvm?, 120 Vm?, te moduliranom
radiofrekvencijskom zradenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz) prikazani su na Slici 16.

Na Slici 16. vidljivo je da razlika aktivnosti GST-a u licinkama medonosne pcele
koje su bile izloZene in vivo nemoduliranom i moduliranom RF-EMZ-u na frekvenciji od
900 MHz nije bila znaCajna u odnosu na aktivnost GST-a u pcelinjih li¢inki kontrolne
skupine. Medutim, aktivnost GST-a u li¢inki izlozenih moduliranom RF-EMZ-u jakosti
polja od 23 VV/m (modulirano s 80%AM 1 kHz) bila je zna¢ajno niza (P<0,05) u odnosu na
aktivnost GST-a u pcelinjih li¢inki izloZzenih nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju

jakosti polja od 23 V/m.
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Na Slici 17. razabire se da je aktivnost CAT-a u li¢inki medonosne pcele izlozenih
nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju jakosti elektricnog polja od 10 V/m bila
statisticki znaCajno niza u odnosu na vrijednosti aktivnosti CAT-a u pcelinjih licinki
kontrolne skupine te aktivnosti CAT-a u liinki izloZenih nemoduliranom
radiofrekvencijskom zracenju jakosti elektricnog polja od 23, 41, 120 V/m kao i li¢inki
izlozenih moduliranom radiofrekvencijskom zracenju jakosti elektricnog polja od 23 V/m

(moduliranom s 217 Hz).

250 -

NZOO-
e 50 - % / /

120V/im  23V/m 23 Vim
(1 kHz 80%) (217 Hz)

« »
< >«

Nemodulirano RF-EMZ Modulirano RF-EMZ

Kontrola 10 V/Im 23VIm

Slika 17. Aktivnost CAT-a u li¢inkama medonosne péele (A. mellifera) nakon dvosatnog in
Vvivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zrac¢enju na frekvenciji od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 10 Vm?, 23 Vm?, 41 vm?, 120 Vm? te moduliranom
radiofrekvencijskom zradenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti.
Statisticki znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima na razini znacajnosti od

0,05.
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5.5.3. Superoksid dismutaza

Rezultati aktivnosti SOD-a u li¢inki medonosne pcele nakon dvosatnog in vivo
izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju na frekvenciji od 900 MHz i jakosti
elektricnog polja od 10 Vm?, 23 vm?, 41 vm?, 120 Vm? te moduliranom
radiofrekvencijskom zra¢enju kod jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz) prikazani su na Slici 18. Najniza aktivnost SOD-a izmjerena je u pcelinjih li¢inki
izlozenih nemoduliranom RF zraenju jakosti elektricnog polja od 10 V/m te je bila
statisticki znacajno niza u odnosu na aktivnost SOD-a kod pcelinjih li¢inki izlozenih
moduliranom RF zracenju jakosti elektricnog polja snage od 23 V/m (moduliranom s 217

Hz).
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Slika 18. Aktivnost SOD-a u li¢inkama medonosne péele (A. mellifera) nakon dvosatnog in
vivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 10 Vm?, 23 Vm?, 41 vm?, 120 Vm? te moduliranom
radiofrekvencijskom zraéenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti.

Statistic¢ki znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima na razini znacajnosti od

0,05.
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5.5.4. Tiobarbiturna kiselina

Rezultati koncentracija TBARS-a u li¢inki medonosne pcele nakon dvosatnog in vivo
izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od 900 MHz i jakosti
elektricnog polja od 10 Vm?, 23 vm?, 41 vm?, 120 Vm? te moduliranom
radiofrekvencijskom zradenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz) prikazani su na Slici 19. Koncentracija TBARS-a u pcelinjih li¢inki izloZenih
nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju jakosti elektriénog polja od 10 V/m bila je

znacajno niza u odnosu na koncentraciju TBARS-a u pcelinjih li¢inki kontrolne skupine.
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ab ab
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(nmol/mg bjelan¢evina)
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Kontrola 10 V/m 23 V/m 41 VIm 120 V/m 23 V/m 23 V/m
(1 kHz 80%) (217 Hz)

Nemodulirano RF-EMZ Modulirano RF-EMZ

A

Slika 19. Koncentracija TBARS-a u li¢inkama medonosne pcele (A. mellifera) nakon
dvosatnog in vivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od
900 MHz i jakosti elektri¢nog polja od 10 Vm™, 23 Vm™, 41 Vm™, 120 Vm™* te moduliranom
RF zragenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i (217 Hz). Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti. Statisticki znacajne razlike

rezultata oznacene su razli¢itim slovima na razini znacajnosti od 0,05.
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5.5.5. Komet-test
Ostecenje molekule DNK (%DNK) u li¢inki medonosne péele nakon dvosatnog in

Vivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 10 Vm?, 23 Vm?, 41 vm?, 120 Vm? te moduliranom
radiofrekvencijskom zradenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz) prikazano je na Slici 20. Oste¢enje molekule DNK bilo je zna¢ajno vece u li¢inki
izlozenih moduliranom RF zracenju jakosti elektri¢énog polja od 23 V/m (moduliranom s 1
kHz 80%) u odnosu na oste¢enje DNK u péelinjih li¢inki kontrolne i svih pokusnih skupina.
Ostec¢enje DNK u pcelinjih li¢inki izloZzenih moduliranom RF zradenju jakosti elektri¢nog
poljaod 23 V/m (moduliranom s 217 Hz) bilo je takoder zna¢ajno vece u odnosu na oSte¢enje

DNK u pcelinjih li¢inki izloZenih nemoduliranom RF zracenju jakosti polja od 120 V/m.

40 A

30 A

20 f

(% tDNK)

10 f

23 V/Im 23 V/im
- (1kHz 80%) (217 Hz)

Kontrola 10 V/Im 23 V/m

A

Nemodulirano RF-EMZ Modulirano RF-EMZ

Slika 20. DNK ostecenje (%tDNK) u licinki medonosne péele (A. mellifera) nakon dvosatnog
in vivo izlaganja nemoduliranom radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od 900 MHz i
jakosti elektri¢nog polja od 10 Vm?, 23 Vm?, 41 Vm?, 120 Vm™ te moduliranom
radiofrekvencijskom zraenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz) i
(217 Hz). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti.
Statisti¢ki znacajne razlike rezultata oznacene su razli¢itim slovima na razini znacajnosti od

0,05.
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Ostecenje molekule DNK (%DNK) u li¢inki medonosne pcele nakon dvosatnogin
vivo izlaganja poklopljenog legla moduliranom radiofrekvencijskom zracenju pri jakosti
elektri¢nog polja od 23 Vm-1 (80% AM 1 kHz) prikazano je na Slici 21. Na Slici 21. razabire
se da oStecenje molekule DNK u pcelinjih li¢inki nakon dvosatnog in vivo izlaganja
poklopljenog legla moduliranom radiofrekvencijskom zracenju pri jakosti elektri¢nog polja
0d 23 Vm-1 (80% AM 1 kHz) nije bilo statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na o$tecenje molekule

DNK u pcelinjih li¢inki kontrolne skupine.

(% tDNA)
= N
(6)] o

Kontrola 23V/m (1kHz 80%)

A
v

Modulirano RF-EMZ

Slika 21. DNK ostecenje (%tDNK) u li¢inki medonosne péele (A. mellifera) koje se nalaze u
poklopljenom leglunakon dvosatnog in vivo izlaganja moduliranom radiofrekvencijskom
zraenju pri jakosti elektri¢nog polja od 23 Vm™ (80% AM 1 kHz). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost i pogreska srednje vrijednosti.Statisticki znacajne razlike rezultata

oznacene su s razli¢itim slovima na razini znac¢ajnosti od 0,05.
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5.6. Uzgojno-bioloske osobitosti péelinjih zajednica

4.6.1. Uzgojno-bioloske osobitosti péelinjih zajednica smjestenih na lokaciji
»Odasilja¢«

Rezultati uzgojno-bioloskih osobitosti u pcelinjih zajednica izlozenih RF-EMZ-u na
frekvenciji od 900 MHz i jakostima elektri¢énog polja od 1 V/m na lokaciji ,,Odasiljac¢*

prikazani su u Tablici 18.

Tablica 18. Uzgojno-bioloske osobitosti pcelinjih zajednica (jadina, agresivnost, mirnoca i
prisutnost mati¢njaka) izlozenih RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i jakostima

elektricnog polja od 1 V/m na lokaciji ,,OdasSiljac.

Redni broj Datum . Mirnoca | Prisutnost
kosnice preglec_ia Agresivnost na sacu | mati¢njaka
(dan/mj.)
15/4
15/5
1 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
2 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
4 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
5 20/6
19/7
18/8

Lokacija

N

Lokacija ,,Odasilja¢«

43°23" 7,20"N 17°13'16,97"E
534 m nadmorske visine
w

AR WINRFRPIARWINRFPIRPIAPRWRPIWOIA R PARPIOINNDNIPW
Al WNWIAPRWNW|ABRPRPRPIWORWERPINWW AR
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Kako se vidi iz tablice 18., ponasanje pcela kod prvog pregleda bilo je uobicajeno,
dok je samo u dvije koSnice ponasanje pcela bilo izrazenije agresivno, vidljivo uznemireno
te su pcele napadale pri otvaranju kos$nice. Kod drugog klinickog pregleda pcelinjih
zajednica kod svih zajednica pcele su pokazivale agresivnost, a u dvjema kosnicama pcele
su bile vidljivo nemirne na sacu i agresivne kod rukovanja sa sacem na okvirima. Takoder
su kod drugog pregleda kosnica pronadeni novoizgradeni mati¢njaci unutar triju kosnica.
Nadalje, iz Tablice 18. razabire se da su péelinje zajednice, koje su pri drugom pregledu
imale izgradene mati¢njake, kod tre¢eg pregleda bile uglavnom mirne i pri otvaranju kosnice
I tijekom rukovanja okvirima sa sacem. Kod tre¢eg pregleda u jednoj je kos$nici pronaden
novoizgradeni mati¢njak, odnosno pcele iz dviju kosnica bile su jako nemirne na sacu, ali
uz uobicajeno ponasanje. Kod daljnjih pregleda pcelinjih zajednica nije zabiljezeno
neobi¢no ponaSanje pcela, 0sim jednog novog izgradenog mati¢njaka prilikom etvrtog

klinickog pregleda.

5.6.2. Uzgojno-bioloske osobine péelinjih zajednica smjeStenih na lokaciji
w~Humljani

Rezultati ocjenjivanja uzgojno-bioloskih osobitosti pcelinjih zajednica izloZzenih RF-

EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i jakostima elektri¢énog polja od 0,027 V/m na lokaciji
,Humljani* prikazani su u tablici 19.
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Tablica 19. Uzgojno-bioloske osobitosti pcelinjih zajednica (jacina, agresivnost, mirnoca i
prisutnost mati¢njaka) izlozenih RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i jakostima

elektri¢nog polja od 0,027 V/m na lokaciji ,,Humljani®.

Redni broj Datum . Mirno¢a | Prisutnost
pregleda | Agresivnost

koSnice . na sacu matié¢njaka
(dan/mj.) J

15/4
15/5
1 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
2 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
4 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
5 20/6
19/7
18/8

Lokacija

w

Lokacija ,,Humljani
450 m nadmorske visine
w

43°22'43,55"N 17°13'34,55"E

AR PROWWAPRPRPOWOWRBDRWWINR R WWIN A BRWWIN
AR WOINWABRPRWODNDBPRWOINRRWORERBRNPAR WO

Iz tablice 19. razabire se da su kod prvog klinickog pregleda pcelinjih zajednica na
lokaciji H pcele bile nesto agresivnije i nemirnije na sacu te prilikom rukovanja okvirima.
Novoizgradeni mati¢njak pronaden je samo u jednoj kos$nici prilikom provodenja drugog
klinickog pregleda pcelinjih zajednica. Kod svih ostalih pregleda pcelinjih zajednica
ponasanje je bilo uobicajeno te p¢ele nisu pokazivale poja¢anu agresivnost niti uznemirenost

kod otvaranja kosnica niti tijekom rukovanja okvirima sa sacem.
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5.6.3. Uzgojno-bioloske osobitosti pcelinjih zajednica smjeStenih na lokaciji
»Kuca*

Rezultati uzgojno bioloskih osobitosti pcelinjih zajednica izlozenih RF-EMZ na
frekvenciji od 900 MHz i jakostima elektricnog polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuca“
prikazani su u Tablici 20.

Kod svih klini¢kih pregleda pcelinjih zajednica ponasanje je bilo uobicajeno te pcele
nisu pokazivale pojacanu agresivnost ni uznemirenost kod otvaranja koSnica niti tijekom
rukovanja okvirima sa sacem. Nadalje, prilikom pregleda nije uocena pojava izgradnje novih

mati¢njaka.

Tablica 20. Uzgojno-bioloske osobine pcelinjih zajednica (jacina, agresivnost, mirnoc¢a i
prisutnost mati¢njaka) izlozenih RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz i jakostima

elektricnog polja od 0,065 V/m na lokaciji ,,Kuca“.

Redni broj Datum Mirnoca | Prisutnost

kosnice (I?jr:r?/lﬁﬁa) Agresivnost na sa¢u | mati¢njaka

15/4
15/5
1 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
2 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
4 20/6
19/7
18/8
15/4
15/5
5 20/6
19/7
18/8

Lokacija

w

Lokacija ,,Kuc¢a“
43°23" 717" N 17°14'30,05" E

277 m nad morske visine
w

AW WAEABPWOWSPAPDDOWEAPRWRR ORI PMW
R R RN IR N - A SO R S e e S e e e e R R IR I B R LN

76



6. RASPRAVA

Rezultati su pokazali da RF-EMZ na frekvenciji od 900 MHz jakosti elektri¢nog
polja od 10, 23, 41, 120 VV/m nemoduliranog vala kao i pri modulaciji od 217 Hz i 1 kHz
(80%) uzrokuje promjene aktivnosti antioksidativnih enzima, oStecenje molekule DNK 1
lipidnu peroksidaciju u licinki medonosne pcele tijekom dvosatnog izlaganja. Takoder je
zanimljivo da je zabiljezen pozitivan u¢inak samo unutar odredenih istrazivanih uvjeta.
Naime, rezultati pokusa pokazali su da ne postoji linearni odnos jakosti elektri¢nog polja
RF-EM zragenja i u¢inka, ve¢ naprotiv, da nastale promjene (ucinci) ovise 0 promatranim
pokazateljima te jakosti elektri¢énog polja i modulaciji.

Iako rezultati istrazivanja u¢inaka RF-EMZ-a u sisavaca nakon kratkotrajnog
ozracivanja pokazuju povecanje antioksidativnih enzima, lipidne peroksidacije 1 oStecenje
molekule DNK (YAKYMENKO i sur., 2016.), rezultati dobiveni u ovom radu vrlo su tesko
usporedivi s njima. Razlog tomu u prvom je redu radi koristenje filogenetski (taksonomski)
razli¢itih vrsta zivotinja u pokusu, kukci nasuprot sisavcima, te time i razli¢itog nacina
odgovora na oksidacijski stres (NIKOLENKO i sur., 2011.). Drugi je razlog postojanje
kontradiktornih rezultata aktivnosti antioksidativnin enzima i pokazatelja lipidne
peroksidacije u razlicitih vrsta zivotinja nakon izlaganja RF-EM zracenju.

Tako neki autori pokazuju povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima i lipidne
peroksidacije nakon ozra¢ivanja RF-EM zracenjem (YUREKLI i sur., 2006.; KHIRAZOVA
i sur., 2012.; OZGUR i sur., 2013.; GULER i sur., 2012.), drugi pak opisuju smanjivanje
istih pokazatelja nakon ozracivanja RF-EM zracenjem (JELODAR i sur. 2013.; AKBARI i
sur. 2014.), trec¢i pokazuju izostanak bilo kakvog u¢inka RF-EM zrac¢enja (DASDAG i sur.
2003.; ZENI i sur. 2005.; HIROSE i sur. 2006.; STRONATI i sur. 2006.;SPEIT i sur. 2007.;
AVCI i sur. 2012.; SHEHU i sur. 2016.), dok na kraju postoje rezultati koji pokazuju
znacajne varijacije aktivnosti antioksidativnih enzima unutar istog pokusa nakon izlaganja

RF-EM zracenju (AYATA i sur. 2004.; BALCI i sur. 2007.; TUREDI i sur. 2015.).

Dobiveni rezultati pokazali su pak da ozracivanje li¢inki medonosne pcele RF-EM

zraCenjem tijekom dva sata uzrokuje razliciti odgovor na promatrane pokazatelje Koji se
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moze razvrstati u tri skupine: a) smanjenje aktivnosti CAT-a i koncentracije TBARS-a pri
izlaganju nemoduliranom RF-EM zraéenju od 10 V/m u usporedbi s kontrolnom skupinom;
b) smanjenje aktivnosti GST-a nakon izlaganja moduliranom RF-EMZ od 23 V/Im u
usporedbi s nemoduliranim poljem iste jakosti polja i ¢) povecanje aktivnosti SOD-a i CAT-
a nakon izlaganja moduliranom RF-EMZ-u od 23 V/m u usporedbi s nemoduliranim poljem.
Dobiveni rezultati nisu u skladu s rezultatima istrazivanja ucinka RF-EM zracenja
nac¢injenog na gujavici (TKALEC i sur. 2013.). Naime, TKALAC i sur. (2013.) pokazali su
da aktivnost CAT-a i koncentracija MDA raste nakon izlaganja gujavica RF-EM zracenju
frekvencije od 900 MHz i jakosti elektricnog polja od 23 i 120 V/m tijekom 2 sata.
Smanjenje aktivnosti CAT-a 1 koncentracije TBARS-a vjerojatno bi mogao biti zbog
fizioloske vrijednosti aktivnosti CAT-a tijekom prvih tjedan dana razvoja pcelinjih li¢inki.
Naime, FARJAN (2012.) je utvrdio da aktivnost CAT-a, SOD-a, i GST-a raste tijekom prvih
Sest dana razvoja pcelinjih li¢inki da bi u kasnijim fazama razvoja aktivnost tih enzima
padala. Isti je autor takoder naveo da aktivnost CAT-a u odnosu na aktivnost SOD-a i GST-
a opada znacajnije tijekom istog vremena razvoja pcelinjih li¢inki.

Osim navedene ¢injenice o aktivnosti CAT-a, SOD-a i GST-a u ranoj fazi razvoja
pcelinjih li¢inki poznato je da RF-EM zracenje uzrokuje nastanak reaktivnih Kisikovih
spojeva, stovise, i pri malim jakostima elektri¢nog polja (BURLAKA i sur., 2013.). Stoga
smatramo da medu uzrocima smanjenja aktivnosti CAT-a nije isklju¢eno fiziolosko kretanje
(vrijednost) aktivnosti CAT-a u péelinjih li¢inki kao ni moguénost prisutnosti reaktivnih
kisikovih spojeva koji nastaju nakon izlaganja biologkog sustava RF-EM zra¢enju. Stovise,
poznato je da ué¢inak RF-EM zracenja, kao S§to je oste¢enje molekule DNK, moze biti veci
pri nizim nego li pri vi$im jakostima elektricnog polja (PANAGOPOULOS i sur., 2010.).

Nadalje, neki su autori pokazali da se bioloski ucinci o€ituju samo pri to¢no
odredenim uvjetima RF-EM zracenja (PANAGOPOULOS i sur., 2013.). Vezano uz to je i
dobiveni rezultat o oste¢enju molekule DNK pri ¢emu je oStecenje molekule DNK znacajno
povecano samo pri moduliranom polju od 1 kHz (80%) i jakosti polja od 23 VV/m. U¢inak
modulacije na oSte¢enje molekule DNK pokazali sui PANAGOPOULOS i sur. (2013.). Oni
su, naime, pokazali da modulacija znacajno utjece na bioloski uc¢inak i to pri istim jakostima
polja. Medutim, treba naglasiti da u literaturi postoje brojne kontroverze u vezi u¢inaka RF-
EM zracenja na oste¢enje molekule DNK. Dok jedni navode moguénost utjecaja RF-EM

zraCenja na oStecenje  molekule DNK, drugi pak iskljucuju takav ucinak
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(PANAGOPOULOS i MARGARITIS, 2008; MIYAKOSHI, 2013.). No autori, ¢iji rezultati
istrazivanja potvrduju ostecenje DNK nakon izlaganja RF-EM zracenju, takoder opisuju da
je jedan od mogucih uzroka (mehanizama) ostecenja DNK prisutnost slobodnih radikala
nastalih nakon izlaganja stanica RF-EM zrac¢enju (PHILLIPS i sur., 2009.). Pri tome svakako
nije iskljucena niti mala jakost elektri¢nog polja, uzrok blagog oksidativnog stresa, a koji je
zatim okida¢ zabiljezenih ostecenja (MIHAI i sur., 2014.). Medutim, nakon iznoSenja
mogucih uzroka promjena poput aktivnosti istrazivanih antioksidativnih enzima i oStecenje
molekule DNK koriste¢i razlicite jakosti elektricnog polja i modulaciju, treba naglasiti da
RF-EM zracenje frekvencije od 900 MHz modulirano s 217 Hz, koje je koristeno u ovom
istrazivanju, ne uzrokuje statisti¢ki znacajne promjene antioksidativnih enzima niti oste¢enje
molekule DNK. I na Kkraju, rezultati ovih istrazivanja pokazuju da se ucinak RF-EMZ
frekvencije od 900 MHz u li¢inki péela oc€ituje samo pri odredenim uvjetima te da nema
linearnog odgovora promatranih pokazatelja s pove¢anjem jakosti elektri¢nog polja.

Rezultati nacinjenih pokusa pokazali su da aktivnost antioksidacijskih enzima kao i
koncentracija proizvoda lipidne peroksidacije ovise u stadiju razvoja pcele, mjestu uzimanja
uzoraka te o godiSnjem dobu. Tako primjerice, najviSa aktivnost GST-a zabiljeZena je u
pcelinjih kukljica, dok su aktivnosti GST-a u pcelinjih kukljica i pcelinjih li¢inki bile
statisti¢ki znacajno vise (p<0,05) u odnosu na aktivnost GST u srednjem crijevu odraslih
pcela na svim mjestima uzorkovanja. Aktivnost CAT-a i koncentracija TBARS-a u uzorcima
podrijetlom s istog mjesta uzorkovanja bila je pak najvisa u srednjem crijevu odraslih péela
te je bila statisticki znacajno viSa u odnosu na zabiljezene aktivnosti CAT-a i koncentraciju
TBARS-a u pcelinjih kukljica i pcelinjih li¢inki.

S druge pak strane, aktivnost SOD-a bila je nejednolika uzimajuéi u obzir promatrane
uzorke i lokaciju uzorkovanja. Tako na mjestima uzorkovanja s nizom vrijednosti
elektri¢nog polja (lokacije ,,Humljani* i ,,Kuc¢a“) nije zabiljeZena statisti¢ki znacajna razlika
aktivnosti SOD-a u pcelinjih li¢inki, pcelinjih kukuljica i srednjem crijevu odraslih pcela,
dok je na mjestu uzimanja uzoraka s najvisom jakosti elektri¢nog polja (lokacija ,,Odasiljac)
aktivnost SOD-a bila znacajno visa u srednjem crijevu odraslih péela u odnosu na aktivnost
SOD u pcelinjih lic¢inki. Aktivnost SOD-a u srednjem crijevu odraslih pcela pri trecem
uzorkovanju na lokaciji ,,Odasilja¢* bila je takoder znacajno visa u odnosu na aktivnost
SOD-a u srednjem crijevu odraslih péela i pcelinjih kukuljica podrijetlom na lokaciji

»Kuca®.
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Koji je uzrok utvrdenoj raznolikosti aktivnosti antioksidacijskih enzima, osobito
aktivnosti SOD-a, tesko je pouzdano reci. No jedan od razloga moze biti fizioloska funkcija
antioksidativnih enzima pri izlaganju zive stanice djelovanju ¢imbenika koji doprinose
oksidacijskom stresu. Ova se pretpostavka temelji na: a) rezultatima fizioloskog profila
razvoja antioksidativnih enzima u razli¢itim razvojnim stadijima pcela i b) uzrokovanom
oksidacijskom stresu kao posljedici izlaganja razvojnih stadija i odraslih pcela RF zracenju
na frekvenciji od 900 MHz. No treba naglasiti da su istrazivanja u¢inka EMZ-a na
oksidacijski stres razli¢itih zivotinjskih vrsta u prirodnom okruzenju vrlo oskudna te su
vecina rezultata o u¢inku EMZ-a na antioksidativne pokazatelje dobivena u laboratorijskim
uvjetima. Tako LAZARO i sur. (2016.) opisuju da su prvi objavili rezultate u¢inka EMZ
antena stacionarnog odasiljata mobilne telekomunikacije na kukce divlje opraSivace u
prirodnom okruZenju. Oni su, naime, prate¢i ucinak elektromagnetskog zraCenja na
udaljenosti 50, 100, 200 i 400 m od antena, nasli pozitivni u¢inak navedenog zracenja na
brojnost jedne skupine oprasivaca, odnosno negativan u¢inak na drugu skupinu Kukaca
opraSivaca. Drugim rije¢ima elektromagnetsko zracenje (frekvencija nositelja u pojasu
mobilne telekomunikacije) utjeCe na smanjenje brojnosti osa, tvrdokrilaca i osolikih muha,
odnosno na povecanje brojnosti solitarnih péela kopacica i péelolikih muha. Osim toga,
autori su istovremeno utvrdili da EMZ ima negativni u¢inak na raznolikost vrsta kukaca
opra$ivaca, ali razlika je utvrdena samo na jednom od dva promatrana otoka. Stoga je, tvrde
autori, razlika u odgovorima odredenih skupina kukaca na EMZ vjerojatno nastala zbog
postojanja razlike osjetljivosti pojedinih vrsta kukaca na EMZ, odnosno radi intenzivnijeg
Stetnog ucinka takvog zracCenja na li¢inke osobito osjetljivih vrsta kukaca.

Rezultati brojnih istrazivanja 0 utjecaju EMZ-a, koji se, istina, ne odnose na kukce,
ukazuju da elektromagnetsko zracenje na frekvenciji mobilne telefonije moze uzrokovati
nastanak reaktivnih spojeva te time i oksidacijski stres. Naime, poznato je da kod aerobnih
organizama za oksidativno-redukcijsku ravnotezu potrebna ravnoteZza antioksidativnih
procesa nastalih reaktivnim spojevima jer u suprotnom, pri oksidacijskom stresu viSak
reaktivnih kisikovih spojeva dovodi do ostecenja brojnih molekula.

Tako je, primjerice, procjena antioksidativnog kapaciteta u pcela postala znacajno
jednostavnija nakon sekvencije njihova genoma. Naime, poznato je da su najznacajniji
antioksidativni enzimi u pcela SOD, CAT i peroksidaze te da je za kodiranje antioksidativnih

bjelanCevina potrebno najmanje 38 gena. Nadalje, takoder je poznato da glutation S-
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transferaza djeluje u kukaca poput peroksidaza. No unato¢ malom broju rezultata o
antioksidacijskom statusu medonosnih pcela, FARJAN i sur. (2012) utvrdili su da mlade
pcele radilice imaju manju aktivnost antioksidativnih enzima nego pcelinje kukuljice te su
zbog toga osjetljivije i sklonije oksidacijskom stresu. Isti autori navode da je katalaza jedan
od najznacajnijih antioksidativnih enzima u medonosnih pcela, dok tijekom razvoja, tj. u
pcelinjih li¢inki i pcelinjih kukuljica, uz katalazu znacajno vecu aktivnost ima i glutation S-
tranferaza u odnosu na druge antioksidanse (SALTYKOVA i sur., 2007.).

WEIRICH i sur. (2002.), istrazuju¢i aktivnost antioksidativnih enzima (CAT, SOD i
GST) u hemolimfi, srednjem crijevu, prsnom misic¢u i sjemenoj vreéici, odnosno spermi
trutova medonosne pcele, utvrdili su da je aktivnost istrazivanih antioksidanasa razli¢ito
distribuirana po tkivima radilica, neoplodenih i oplodenih péelinjih matica. Naime, autori su
utvrdili da je aktivnost CAT-a i GST-a znaéajno veca u srednjem crijevu nego u misicju,
hemolimfi u svih ¢lanova pcelinje zajednice, dok aktivnost SOD-a nije pokazala znacajne
razlike niti izmedu proucavanih tkiva, niti skupina pcela.

GULER i sur. (2012) te OZGUR i sur. (2013.) istrazujuéi pak ucinak
elektromagnetskog zracenja na frekvenciji mobilne telekomunikacije u kunica, pokazali su
da ozraCivanje kuni¢a RF zracenjem na frekvenciji od 1800 MHz uzrokuje promjene
biokemijskih pokazatelja u krvi te povecava koncentraciju slobodnih radikala i lipidnu
peroksidaciju u jetri kunica.

U skladu s ovim rezultatima donekle su i rezultati istrazivanja OZGUR i sur. (2010.).
Oni su, naime, pokazali da ozrac¢ivanje zamorca EMZ-om uzrokuje povecanje koncentracije
slobodnih radikala i stupanj lipidne peroksidacije $to posljedicno uzrokuje smanjenje
antioksidativnih enzima u jetri pri ¢emu je uoCen znacajniji ucinak kod dugotrajnijeg
izlaganja. Pri tome je, istiCu autori, jedan od razloga povecana potro$nja antioksidativnih
enzima zbog povetanog nastanka reaktivnih kisikovih spojeva, odnosno smanjenje
aktivnosti SOD-a uzrokovalo je povecanje koncentracije MDA.

Dobiveni rezultati ne mogu se usporedivati s rezultatima utvrdenih aktivnosti
antioksidativnih enzima dobivenih nakon izlaganja sisavaca RF zrac¢enju na frekvenciji koja
se koristi u mobilnoj telekomunikaciji. Jedan od razloga svakako su razli¢iti protokoli pri
ozraivanju te razlike u odgovorima na stresne ¢imbenike izmedu sisavaca i kukaca. Tome
su u prilog REDLARSKI i sur. (2015.) u svojem preglednom radu formulirali kriticki

zakljucak da postoji esencijalna praznina u znanju o u¢incima EMZ-a, a osobito u pogledu
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eksperimentalnih istrazivanja na Zivotinjama. Stoga autori predlazu da svako epidemiolosko
istrazivanje bude takoder potkrijepljeno laboratorijskim dijelom istrazivanja i obrnuto.
Nadalje, autori zakljuCuju da se rezultati brojnih istrazivanja dobivenih na Zivotinjskim
modelima, koji mogu biti znacajno razli€iti od sisavaca kao $to su bakterije, crvi, kukci,
puzevi i zabe te zbog ograniCavajuceg spektra frekvencija, jakosti polja, intenziteta kao i
prirode istrazivanih pokazatelja, ne mogu smatrati cjelovitim i ne mogu ekstrapolirati na
covjeka.

To se u konacnici ocitovalo povecanim stupnjem lipidne peroksidacije u péelinjih
li¢inki i srednjem crijevu odraslih pcela kao i pove¢anom aktivnosti katalaze u pcelinjih
li¢inki, odnosno poveé¢anom aktivnosti katalaze i SOD-a u srednjem crijevu odraslih pcela
pri treCem uzorkovanju, tj. nakon godinu dana izlaganja najvisoj jakosti elektricnog polja (1
V/m) RF-EMZ-a. Medutim, tijekom sva tri uzorkovanja, tj. kada su koSnice naseljene
pcelinjim zajednicama smjeStene na tri razlicite lokacije s razli¢itim jakostima elektri¢nog
polja, nije zabiljeZena statisticka razlika niti jednog istrazivanog pokazatelja u razvojnom
stadiju kukuljica.

Moguc¢i je uzrok tome ¢injenica da je kukuljica u toj fazi razvoja kadra na temelju vece
fizioloske aktivnosti istrazivanih enzima odrzati oksidacijsko-redukcijsku ravnotezu te time
biti sposobna nadvladati moguéa oSteenja na stanicama uzrokovanim oksidacijskim
stresom. To se, naime, ne moze reéi isto i za odrasle pcele upravo suprotno, odrasle pcele
osjetljivije su na radiofrekvencijsko zracenje, odnosno sklonije su oksidacijskom stresu.

Rezultati uzgojno-bioloskih osobina tj. jacina pcelinjih zajednica, agresivnost odraslih
pcela, mirnoc¢a péela na sacu te izgradnja novih mati¢njaka nakon izlaganja koSnica s
naseljenim pcelinjim zajednicama RF-EMZ-u na frekvenciji od 900 MHz podrijetlom od
stacionarnih antena mobilne telefonije pokazali su odstupanja ponasanja pojedinih pcelinjih
zajednica bilo unutar iste, odnosno razlicite lokacije promatranja. Tako Su, primjerice, pcele
podrijetlom iz pcelinjih zajednica smjestene na lokaciji ,,Odasilja¢* pokazivale veci stupanj
agresivnosti i bile su nemirne na sacu tijekom prva tri mjeseca pokusa, za razliku od pcela
podrijetlom od pcelinjih zajednica smjeStenih na lokacijama ,,Kucéa*“ i ,,Humljani“. Uz
navedene promjene ponasanja zamijeceno je takoder da su sve pcelinje zajednice smjestene
na lokaciji ,,Odasilja¢* izmijenile matice tijekom prva tri mjeseca pokusa.

Nadalje, potrebno je naglasiti da promjene ponasanja pcela kod svih pcelinjih zajednica

nisu bile uocene nakon njihova petog klinickog pregleda pa sve do kraja pokusa. Na kraju
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pokusa takoder nije zabiljeZzen gubitak, nestanak niti smanjenje jacine pcelinjih zajednica.
Dobiveni rezultati nisu u skladu s rezultatima koji su dobili SHARMA i KUMAR (2010.).
Naime, ti su autori utvrdili znacajno slabljenje pcelinjih zajednica nakon njihova izlaganja
RF-EM zracenju pomocu dvaju mobilnih telefona tijekom uspostavljanja aktivne veze u
trajanju od 15 minuta ponavljajuéi dva puta tjedno kroz dva mjeseca.

Gubitak sposobnosti orijentacije p¢ela i smanjeni obim polaganja jaja kod matica
nakon izlaganja zra¢enju mobilnog telefona utvrdio je SAINUDEEN (2011b.). Nadalje,
HALABI i sur. (2013.) utvrdili su da radiofrekvencijski elektromagnetski valovi podrijetlom
iz mobilnih telefona uzrokuju promjenu frekvencije glasanja odraslih pcela, a time i
posljedi¢nu promjenu ponasanja péelinje zajednice.

Usporedbom opisanih promjena ponaSanja s dobivenim rezultatima aktivnosti
antioksidativnih enzima moze se uociti da su vrijednosti aktivnosti GST-a, CAT-a i
koncentracije TBARS-a u srednjem crijevu odraslih péela s lokacije ,,Odasilja¢* bile
statisti¢ki znacajno povecane u odnosu na vrijednosti aktivnosti istih enzima u srednjem
crijevu odraslih péela podrijetlom iz péelinjih zajednica smjestenih na drugim lokacijama. S
druge strane, utvrdena vrijednost bjelancevina u srednjem crijeva odraslih péela s lokacije
,»0dasiljac* bila je znacajno najniza u odnosu na utvrdene vrijednosti bjelancevina u
srednjem crijevu odraslih pcela podrijetlom iz pcelinjih zajednica smjestenih na lokacijama
,Humljani“ i ,,Kuc¢a“. Na temelju iznijetog moglo bi se zakljuciti da je RF-EZ zracenje
djeluju¢i na aktivnost antioksidativnih enzima i koncentraciju ukupnih bjelanéevina u
srednjem crijevu odraslih péela, djelovalo i na biolosko uzgojne osobitosti péela. Kao §to je
ve¢ reCeno, to se u konacnici ocitovalo ve¢om aktivno$¢éu antioksidativnih enzima u
srednjem crijevu pcéela, smanjenom koncentracijom ukupnih bjelancevina, poveéanom
agresivnosti i nemirom odraslih p¢ela te ubrzanom procesom tihe izmjene matica u pcelinjih
zajednica smjeStenih na lokaciji u neposrednoj blizini antene stacionarnog odaSiljaca
mobilne telefonije. I na kraju treba re¢i da su uo¢ene promjene uzgojno-bioloskih osobitosti
pCela uocene unutar prvih mjeseci promatranja te da su pokazale tendenciju iS€ezavanja
nakon tre¢eg mjeseca izlaganja RF-EM zracenju. Budu¢i da su opisane promjene uzgojno-
bioloskih osobitosti pcela bile u skladu s vrijednostima biokemijskih i antioksidativnih
pokazatelja, moze se pretpostaviti da je uzrok takvih promjena prilagodba pcelinjih
zajednica na negativni utjecaj RF-EM zracenja. U prilog ovoj pretpostavci ide i miSljenje
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LEVITT i LAI (2010.) koji navode da su se organizmi sposobni prilagoditi razli¢itim

zivotnim uvjetima nakon kraceg ili duzeg vremena izlaganja.
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7. ZAKLJUCCI

Ucinci RF-EM zracenja frekvencije od 900 MHz u medonosne péele (A. mellifera)
strogo ovise 0 uvjetima i vremenu izlaganja takvoj vrsti ozracivanja.

Modulacija RF-EM zracenja frekvencije od 900 MHz pri 1 kHz pokazuje povecéanje
oStecenja molekule DNK kod pcelinjih li¢inaka izlozenih takvim uvjetima
ozracivanja u laboratorijskim uvjetima.

Nemodulirano polje RF-EM zraéenja frekvencije od 900 MHz uzrokuje promjene
aktivnosti katalaze i lipidne peroksidacije na malim jakostima elektri¢nog polja u
odnosu na istrazene Vece jakosti elektri¢nog polja.

Povecanje jakosti polja ne uzrokuje linearni odgovor kod proucavanih biokemijskih,
antioksidativnih pokazatelja kao ni na stupanj genotoksi¢nosti.

Izmjena matica u p¢elinjim zajednicama tijekom prva dva mjeseca izlaganja utjecaju
RF-EMZ-a podrijetlom iz stacionarnih baznih postaja mobilne telefonije moze se

pripisati prilagodavanju zajednica na promijenjene zivotne uvjete.
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9. PRILOZI

9.1. Popis kratica

CAT - katalaza

CCD - sindrom nestajanja pcela (engl. Colony Collapse Disorder )
DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EDTA — etilendiamintetraoctene kiseline

EEG - elektroencefalografija

GSH-Px - glutation peroksidaza

GST — glutation S-transferaza

GTEM - gigahercna transverzna elektromagnetskakomora

H- Humljani

ITU- Medunarodna telekomunikacijska unija (engl. International Telecommunication
Union)

K - Kuca

MDA — malondialdehid

O - Odasiljac¢

PBS - fosfatni pufer

RF - radiofrekvencijsko zracenje

RF-EMZ - radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

SAR - specifi¢na apsorbirana snga (engl. specific absorption rate)
SOD - superoksid dismutaza

TBA - tiobarbiturna kiselina

TBARS - reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline

TCA- trikloroctena kiselina
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