Varroa-selektive-Hygiene (VSH) — Wie ldsst sich diese Eigenschaft methodisch
nachweisen?

Die Varroamilbe (Varroa destructor) ist ein Parasit der Honigbiene und weltweit das grofite
Problem der Imkerei (Rosenkranz et al. 2010). Der Lebenszyklus der Varroamilbe ist sehr
eng mit dem der Honigbiene verbunden und lasst sich in zwei Phasen, die phoretische
Phase und die reproduktive Phase, einteilen (Abb. 1).

Abb. 1: Der Lebenszyklus der Varroamilbe lasst sich in eine phoretische Phase auf den erwachsenen
Bienen (schwarzer Pfeil) und in eine reproduktive Phase (=Vermehrung) in der Bienenbrut einteilen.

Wahrend der phoretischen Phase sitzen die Milben auf den erwachsenen Bienen und lassen
sich wie in einem Taxi von den Bienen zu den Brutzellen transportieren. Kommen die Bienen
an einer Larve im geeigneten Brutstadium (L5-Larve kurz vor der Zell-Verdeckelung) vorbei,
verlassen die Milben die Bienen und befallen die Bienenlarve — die Milben treten in die
reproduktive Phase ein. Wahrend der reproduktiven Phase findet die Vermehrung der
Varroamilbe statt — innerhalb von nur 12 Tagen (bei Arbeiterinnenbrut der Westlichen
Honigbiene) muss die Muttermilbe Eier produzieren und legen, die Nachkommen miissen
sich bis zur Geschlechtsreife entwickeln und erfolgreich paaren bevor die Biene schlipft.
Beim Schlupf der Biene verlassen die Muttermilbe und die erwachsenen Tochter auf der
schlupfenden Biene die Brutzelle; der Lebenszyklus schlief3t sich somit. Alle jingeren
Brutstadien der Varroamilbe sterben — sie sind zu empfindlich als dass sie aul3erhalb der
Brutzelle Uberleben kénnten. Pro Milbe und Vermehrungszyklus kénnen 1 — 3 Tochtermilben
entstehen. In Populationsmodellen und Versuchen der Landesanstalt in Hohenheim wurde
gezeigt, dass es circa alle 4 Wochen zu einer Verdoppelung der Milbenpopulation kommt.
Dies ist besonders tlckisch bei der Bekampfung der Varroamilbe: Wird im Marz mit 20
Milben gestartet entwickelt sich die Milbenpopulation zunachst nur langsam (April: 40 Milben;
Mai: 80 Milben etc.); jedoch wird es fir die Bienen ab August/September kritisch (Ende
September: 1280 Milben). In dieser Zeit entwickeln sich auch die Winterbienen, welche daflr
zustandig sind, dass das Bienenvolk gesund Uberwintert. Eine regelmaRige Befallskontrolle
und Behandlung der Bienenvdlker ist daher unerlasslich; wir empfehlen gemall dem
Varroose-Bekampfungskonzept Baden-Wirttemberg zu behandeln (Weitere Infos:
bienenkunde.uni-hohenheim.de). Ohne Behandlung sterben unsere Bienenvdlker innerhalb
von 2-3 Jahren an der Varroose! Der urspriingliche Wirt der Varroamilbe ist die Ostliche
Honigbiene, Apis cerana, welche in Asien beheimatet ist. Zwischen der Ostliche Honigbiene
und der Varroamilbe besteht ein stabiles Wirt-Parasit-Verhaltnis. Die Ostliche Honigbiene hat
zahlreiche Mechanismen entwickelt um mit der Varroamilbe zurecht zu kommen, zum



Beispiel kdnnen sich die Varroamilben bei der Ostlichen Honigbiene nur in der Drohnenbrut
nicht aber in der Arbeiterinnenbrut fortpflanzen.

Spannend ist, dass es immer wieder Berichte auch Uber europaische Honigbienenvélker in
den gemaRigten Breiten gibt, welche tolerant gegentber der Varroamilbe sind (Locke 2016).
Tolerant in diesem Sinne bedeutet, dass Honigbienenvélker mit einem Befall an Varroa
destructor Uberleben kdnnen ohne dass die Notwendigkeit einer Behandlung vorhanden ist.
Beispielsweise in der Nahe von Le Mans in Frankreich, in Ostrussland und den USA gibt es
Berichte Uber tolerante Bienenvolker. Seit den 1980er Jahren wurden einige Versuche
durchgefihrt, um Honigbienen auf Varroatoleranz zu zichten. Erfolgreich wurden solche
Zuchtprogramme beispielsweise schon in den USA durchgefiihrt. Neben der Zichtung ist
stets von besonderem Interesse heraus zu finden, welche Mechanismen sich hinter der
Toleranz gegenuber der Varroamilben verbergen. In den USA sind tolerante Honigbienen in
der Lage, infizierte Bienenbrut zu erkennen und auszurdumen. Befallene Bienenbrut wurde
nach weniger als funf Tagen nach der Verdeckelung ausgeraumt (Harris et al. 2010;
Rinderer et al. 2010). Dieses Verhalten wird ,Varroa-sensitive-Hygiene“ (= VSH) genannt.
Aulerdem ist die Fortpflanzung der Milben reduziert, ein Verhalten welches ,unterdriickte
Milbenreproduktion® (= Suppressed mite reproduction = SMR) genannt wird. Zumindest fir
die Bienen aus den USA konnte nachgewiesen werden, dass sich die unterdrickte
Milbenreproduktion weitgehend auf Varroa-sensitive-Hygiene zurtickflihren lasst: Die Bienen
erkennen also befallene Brut und sind darlber hinaus fahig zwischen erfolgreich und nicht
erfolgreichen Varroamilben (in Bezug auf Nachkommenschaft) zu unterscheiden und gezielt
erfolgreich vermehrende Varroamilben mittels VSH auszuraumen.

Wie werden VSH und SMR wissenschaftlich nachgewiesen? Und was heil3t eigentlich
.wissenschaftliches Arbeiten“? Wissenschaftliches Arbeiten ist immer ein von ,Hypothesen
getriebenes Arbeiten®. Zunachst wird daher eine Hypothese aufgestellt, beispielsweise ,Die
Varroamilben vermehren sich weniger, da die Bienen befallene Brut erkennen kdnnen®.
Diese Hypothese wird anhand eines Experimentes Uberprift. Die Ergebnisse werden
interpretiert und dadurch kommt es zur Entscheidung ob die Hypothese verworfen wird oder
bestatigt wurde. Haufig ist in der Wissenschaft ersteres der Fall; daher ist wissenschaftliches
Arbeiten mit viel Zeiteinsatz verbunden. Zwei weitere wichtige Punkte sind beim
wissenschaftlichen Arbeiten unverzichtbar: Zum einen ist eine Kontrollgruppe neben der
Versuchsgruppe unerlasslich und zum anderen werden flr belastbare Ergebnisse eine
gewissen Anzahl an Stichproben und Wiederholungen bendtigt. Je hoher die Anzahl an
Stichproben, desto belastbarer die Ergebnisse und desto aussagekraftiger ist eine
anschlielende Statistik. Ergebnisse von Versuchen kdénnen jahreszeitlich bedingt
schwanken. Daher sind mehrere Wiederholungen nétig, um abschlieliende Aussagen treffen
zu konnen. Nicht zuletzt dieser Aspekt macht wissenschaftliches Arbeiten zeitaufwendig.

Wie werden VSH und SMR wissenschaftlich nachgewiesen?

Zur ,SMR" oder der unterdriickten Milbenreproduktion gibt es lediglich eine Methode.
Diese Methode ist aufwendig aber daflir entsprechend aussagekraftig: Mit Varroamilben
infizierte Brutzellen missen einzeln gedffnet und die ,Familienmitglieder der Varroafamilie*
mussen identifiziert und dokumentiert werden (Abb. 2).



Abb. 2: Entwicklungsstadien und erwachsene Varroamilben. Zum Vergleich der GréRe der
Varroamilben dient ein Bienen-Ei. Die Varroamilben besitzen zwei Nymphenstadien — die Proto- und
die Deutonymphen. An jedes Nymphenstadium schliet sich ein unbewegliches Ruhestadium an, die
sog. ,Proto- bzw. Deutochrysalis“. Die jungen Tochtermilben sind zu Beginn ganz hell bis sie
ausharten und so dunkel werden wie die Muttermilben. Die erwachsenen Mannchen sind birnenformig
und kleiner als die erwachsenen Milbenweibchen.

Allerdings gibt es bei dieser Methode einige Details, welche es zu beachten qilt: Es sollte
beispielsweise akribisch darauf geachtet werden, dass die befallene Bienenpuppe im
richtigen Stadium ist; bei Arbeiterinnenbrut ist dies ab 10 Tage nach Verdeckelung der
Brutzelle der Fall (Abb. 3), zu diesem Zeitpunkt sind erwachsene Mannchen und erste
erwachsene Tochtermilben vorhanden. Nur dann lassen sich Aussagen Uber den Erfolg der
Milbenreproduktion treffen.

Abb. 3: Verschiedene Stadien von Bienenbrut. Fir die Auswertung der unterdriickten
Milbenreproduktion sollten nur Bienenpuppen verwendet werden, welche einen braunlichen Kérper
und dunkellila Augen haben (siehe weiRer Kasten). Dies ist nach frihestens 10 Tagen nach
Verdeckelung der Brutzelle der Fall. Ab diesem Zeitpunkt sind erwachsene Mannchen und erste
erwachsene Tochtermilben vorhanden und es lasst sich beurteilen ob die Vermehrung erfolgreich ist
oder nicht.

In der Diskussion steht immer wieder, inwieweit tote Muttermilben mit in die Zahlung
aufgenommen werden sollten. Nach unserer Meinung werden tote Milben selbstverstandlich
vermerkt aber nicht mit in den Datensatz hineingenommen, denn der Todeszeitpunkt ist nicht
bestimmbar: Es kann hier keine Aussage getroffen werden ob sich die Mutter hatte
fortpflanzen koénnen. Ab wann kann man von einer Reproduktion der Varroamilben



sprechen? Reicht es, wenn ein Varroa-Weibchen ein Ei legt oder missen erwachsene
Tochtermilben vorhanden sein? Die biologische Definition lasst uns hier keinen Spielraum:
Fertil (= fruchtbar) sind Organismen, welche Nachkommen produzieren; inwieweit sich die
Nachkommen dann entwickeln oder nicht ist zunachst ohne Belang. Sobald die Muttermilbe
auch nur ein einziges Ei gelegt hat, ist sie fertil. Fir die Frage nach einer erfolgreichen
Reproduktion ist aber auch mit zu berlcksichtigen, welche Nachkommen mit der
Muttermilben zusammen in der Brutzelle vorgefunden werden: So kann man bei einer
Muttermilbe, welche lediglich ein Ei gelegt hat, nicht von einer erfolgreichen Vermehrung
sprechen. Dazu bendtigt es mindestens ein lebendes Mannchen und eine Tochtermilbe oder
Deutonymphe (je nach Alter der Bienenbrut). Unabdingbar bei der Analyse der unterdriickten
Milbenreproduktion ist es - wie generell beim wissenschaftlichen Arbeiten - dass die Methode
genau definiert ist und offengelegt wird. Nur so lassen sich Ergebnisse unterschiedlicher
Arbeitsgruppen auf diesem Gebiet vergleichen.

Um die Varroa-sensitive-Hygiene zu testen, gibt es etliche verschiedene Methoden, was
schon darauf hin deutet, dass die Varroa-sensitive-Hygiene ein Merkmal ist, welches nicht
leicht wissenschaftlich zu erfassen ist. Warum ist das so? Zum einen deswegen, weil es von
,aulen“ nicht ersichtlich ist, ob eine Brutzelle befallen ist oder nicht und zum anderen, weil
die Bienen fur das Ausrdumen von Brut auch andere Grunde als das Vorhandensein von
Varroamilben haben kénnen. Die sicherste aber auch arbeitsaufwendigste Methode, um die
Varroa-sensitive-Hygiene nachzuweisen, ist sicherlich die kunstliche Infektion von einzelnen
Brutzellen mit Varroamilben (Abb. 4). Hierzu werden Brutzellen, welche kurz vor der
Verdeckelung stehen, mit Hilfe eines Folienprotokolls markiert. Nach vier Stunden werden
mit Puderzucker abgesammelte Varroamilben in die kurzlich verschlossenen Brutzellen
eingesetzt, um mdglichst nahe an die natlrlichen Bedingungen zu gelangen. Neben den
kiinstlich infizierten Brutzellen werden noch Kontrollzellen angelegt, welche lediglich gedffnet
und wieder geschlossen werden ohne Varroamilben einzusetzen.




Abb. 4: Methodik der kiinstlichen Infektion von Brutzellen. Brutwaben mit Brutzellen, welche kurz vor
der Verdeckelung stehen werden gesucht (A: siehe Pfeil) und mit Hilfe eines Folienprotokolls markiert
(B). Milben werden mit Hilfe der Puderzuckermethode lebend von Bienen gesammelt (C) und
anschlieRend vom Puderzucker gereinigt (D). Schliel8lich werden Brutzellen einzeln mit Varroamilben
infiziert (E).

Die Analyse der infizierten Brutzellen sowie der Kontrollzellen findet 11 Tage nach der
kinstlichen Infektion statt. Es wird aufgenommen, wie viele der eingesetzten Milben noch in
den Brutzellen zu finden sind. Auch die Prasenz der Kontrollzellen wird dokumentiert. Neben
den Kontrollzellen werden auch Kontrollvélker beprobt, also solche Vélker, welche keine
Varroa-sensitive-Hygiene zeigen. Wir gehen davon aus, dass fir eine solide statistische
Auswertung mindestens 30 untersuchte Brutzellen nétig sind. Der groRRe Vorteil dieser
Methode ist ihre Scharfe. Mittels Folienprotokoll kann genau nachvollzogen werden, welche
Brutzellen mit Varroamilben infiziert wurden. Nachteilig ist sicherlich, dass der Aufwand flr
dieses Experiment enorm ist. Zudem ist eine gewisse Erfahrung nétig, um geeignete
Brutstadien zu erkennen und mit den Varroamilben umzugehen. Auch missen grofiere
Mengen an Varroamilben ,gezlchtet” werden, um gentigend ,Versuchsmilben® vorratig zu
haben. Die Ausrdumrate an Brutzellen mit oder ohne Milben kann auch hier jahreszeitlich
bedingt stark schwanken; allerdings wird dies durch die Kontrollzellen mit Uberprift. Das
bedeutet, wenn nicht nur mit Varroamilben befallene Brutzellen, sondern auch die
Kontrollzellen ausgeraumt werden, war die Ursache fiur das Ausraumen vermutlich nicht



Varroa-sensitive-Hygiene. Das grof’e Manko dieser Methode ist der Aufwand, sie eignet sich
sicherlich nicht, um eine grofte Anzahl an Bienenvolkern auf VSH hin zu Gberprifen.

Andere, weniger spezifische Methoden um die Varroa-sensitive-Hygiene nachzuweisen, sind
beispielsweise der Nadeltest oder Fotos von Brutwaben und das Umhangen von infizierten
Brutwaben.

Beim Nadeltest wird ein Rechteck von circa 10 x 5 cm mit Bienenpuppen mit rosa Augen mit
einer feinen Nadel bis zum Zellboden angestochen. Es wird aufgenommen, wie viele
Bienenpuppen durchgestochen wurden. Nach 24 Stunden wird ausgezahlt wie viele Zellen
offen (ausgeraumt oder mit Resten der Bienenpuppe) oder geschlossen (tote oder lebende
Bienenpuppe) sind. Mit Hilfe einer Formel wird das Hygieneverhalten berechnet. Vorteile
dieses Testes sind die schnelle und einfache Durchfiinrbarkeit. Nachteile sind zum einen,
dass das Hygieneverhalten trachtbedingt stark schwanken kann und dass lediglich das
Hygieneverhalten allgemein getestet wird und nicht spezifisch das Hygieneverhalten
gegenlber von Brutzellen, welche mit Varroamilben befallen sind.

Eine weitere Methode ist das Abfotografieren von Brutwaben kurz nach der Verdeckelung
der Brutzellen und nach circa 10 Tagen. In einer anschlieRenden Analyse kénnen die Fotos
verglichen werden und Zelle fur Zelle aufgezeichnet werden, ob die Brut noch vorhanden ist
oder ausgeraumt wurde. Vorteil der Methode ist, dass der Imker die Bilder schnell und
einfach am Bienenstand aufnehmen kann. Nachteil der Methode ist die aufwendige und
zeitintensive Analyse am Computer, bei der jede Zelle ,vorher und nachher® auf den Fotos
Uberprift werden muss. Aullerdem ist die Methode leider auch insoweit ,unscharf’, dass
nicht genau bestimmt werden kann, weshalb einzelne Brutzellen ausgeraumt worden sind.
Neben dem Befall mit der Varroamilbe kann dies noch weitere Ursachen haben, z.B. andere
Brutkrankheiten oder Ausraumen von Brut bei intensiven Trachtverhaltnissen.

Durch das Umhangen von mit Varroamilben infizierten Brutwaben kann ein Bienenvolk auch
auf Varroa-sensitive-Hygiene getestet werden. Hierbei werden Brutwaben kurz vor der
Verdeckelung aus dem entsprechenden Bienenvolk genommen und fir den Zeitraum der
Verdeckelung in ein stark befallenes Bienenvolk gehangt. Danach wird der prozentuale
Brutbefall mit Varroamilben in mindestens 100 Brutzellen gemessen. Nach 10 Tagen wird
der prozentuale Brutbefall mit Varroamilben wieder getestet und mit dem Ursprungswert
verglichen. Fallt der prozentuale Milbenbefall in den Brutzellen nach 10 Tagen ab, deutet
dies auf Varroa-sensitive-Hygiene hin. Dies wirde man sinnvollerweise mit der Erfassung
der Reproduktionsdaten in den befallenen Zellen verbinden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass es mehrere Methoden gibt, um die unterdrickte
Milbenreproduktion und die Varroa-sensitive-Hygiene nachzuweisen. Letztendlich wird man
einen Kompromiss zwischen Arbeitsaufwand (= Praktikabilitdt) und Aussagekraft der
Ergebnisse finden missen. Grundsatzlich muss bei der Interpretation der Ergebnisse die
jeweilige Methode unbedingt mit berlcksichtigt werden. Nur wenn die Methode genau
definiert ist, lassen sich Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen auf diesem Gebiet
vergleichen.
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