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1. Einleitung

,,Wenn die Biene einmal von der Erde verschwindet, hat der Mensch nur noch vier Jahre zu leben.
Keine Bienen mehr, keine Bestdubung mehr, keine Pflanzen mehr, keine Tiere mehr, kein Mensch

mehr. “

Diese Albert Einstein untergeschobene Aussage musste schon fiir so manche Sonntagsrede bei der ein
Loblied auf den FleiR der Honigbiene, ihre wichtige Rolle im Okosystem und die Arbeit der Imker
gesungen wurde, herhalten. Nur leider helfen derlei Worte weder den Bienen noch den Imkern mit den

immer neuen Herausforderungen fertig zu werden, die sich ihnen stellen.

Eine der gréRten Herausforderungen liegt dabei in einem kleinen Spinnentier, einem Neozoon aus dem
asiatischen Raum, dem die européischen Vertreter der westlichen Honigbiene Apis mellifera nahezu

schutzlos ausgeliefert sind. Die Rede ist von Varroa destructor, allgemein bekannt als VVarroamilbe.

Als Imker mit derzeit 40 Volkern gehort es zu meinen Zielen, Bienen zu ziichten, die ohne eine
Behandlung gegen Varroose Uberleben. Durch Kontakte zu langjéhrigen Varroaresistenzzichtern
stehen mir bereits vorselektierte Abstammungen zur Verfligung. Deren Zuchterfolg beruht auf dem
Prinzip der Uberlebensstande. Dazu werden Volker, deren Abstammungen sich durch einen besonders
niedrigen Varroabefallsgrad ausgezeichnet haben, Uber Jahre nicht behandelt. Um den
Varroabefallsgrad weiterhin niedrig zu halten, missen die Bienen die exponentielle Vermehrung der
Varroa hemmen oder sogar unterbinden und somit zu einem gesunden Parasit-Wirt-Verhéltnis finden.
Kolonien, denen das gelingt tberleben, die anderen sterben. Allerdings ist dieses Prinzip mit dem
Nachteil verbunden, dass im Zuge der natirlichen Auslese hohe Verlustraten hinzunehmen sind (vgl.
Koller, 2005).

Um die dazu notige Opferbereitschaft auf ein ertrdgliches Mal zu senken, werden zuverl&ssige,
quantifizierbare Zuchtkriterien bendtigt. Zu diesem Zweck sollen Nachkommen der, seit zum Teil
tber vier Jahre ohne Behandlung gegen Varroose (berlebenden, Kolonien auf das Merkmal VSH
gepruft werden. Varroa Sensitive Hygiene, kurz VSH, ist eine Verhaltensweise der Honigbiene, bei
der Arbeiterinnen sich vermehrende Varroaweibchen in der Brut von auRen olfaktorisch erkennen und
die befallene Brut ausrdumen. Sie ist Teil des Repertoires, dessen sich die Honigbiene in Form der
sozialen Immunabwehr bedient und eignet sich als Zuchtmerkmal, da sie einerseits Uberwiegend
genetisch bedingt ist und sich andererseits durch einen Test relativ einfach quantifizieren l&sst (vgl.
Mondet, et al., 2015). Konnte den erfolgreichen Linien der Uberlebensstiande ein hoher VVSH-Anteil
attestiert werden, waére es moglich den Rickschluss zu ziehen, dass durch die Selektion auf den

Uberlebensstanden das VSH-Verhalten intensiviert wurde. Auch wenn andere Ursachen fir die




Varroaresitenz besagter Abstammungen nicht ausgeschlossen werden kénnen, wirde bewiesen, dass
das VSH-Verhalten zumindest einen Anteil an deren Varroaresistenz hat. Die Aufnahme des VSH-
Verhaltens in die Reihe der Selektionskriterien wirde es ermdglich, aussichtsreiche Abstammungen
vorzuselektieren, bevor sie auf einem Uberlebensstand der natiirlichen Auslese ausgesetzt werden.
Dadurch lieBen sich frustrierende Riickschlage vermeiden und der materielle und finanzielle Aufwand
auf ein Minimum beschrénken. Nicht zuletzt stiege die Bereitschaft in der Imkerschaft, sich an einer
Zucht in diese Richtung zu beteiligen und dadurch einen wichtigen Beitrag zur Diversifizierung des

Genoms varroaresistenter Herkiinfte zu leisten.

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Projektes ,,VSH-Toleranzzucht, des Landesverbands
Buckfastimker Bayern e.V. (LVBIB) angefertigt. Dieses wird durch die Stiftung ,,Arista Bee
Research* unterstiitzt. Primares Ziel dieses Projekts ist die Zuchtung einer varroaresistenten Biene.
Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob die erfolgreichen Abstammungen der Uberlebensstande
das VSH-Verhalten an den Tag legen.

In dieser Arbeit soll zunachst auf den Bienenschadling Varroa destructor eingegangen werden. Um
dem Leser ausreichend Hintergrundwissen zu vermitteln werden im darauffolgenden Kapitel die
theoretischen Grundlagen des VSH-Projekts detailliert zu Papier gebracht. Anschlieend werden die
praktischen Vorbereitungen vom Umlarven, Uber die Besamung der Koniginnen, bis hin zum
Infizieren der Testvolkchen, Schritt fur Schritt erklart. Im Anschluss daran werden das Auszahlen der
Milben in der Brut, die Auswertung der Ergebnisse sowie die Ergebnisse selbst dargelegt. Zum
Abschluss der Arbeit wird die angewendete Methodik kritisch betrachtet und die Arbeit nochmals in

Form eines Fazits zusammengefasst.




2. VVarroa destructor

2.1. Einschleppung und Verbreitung

Varroa destructor ist ein Neozoon, dessen urspringliches Verbreitungsgebiet sich auf die koreanische
Halbinsel begrenzte (vgl. Moosbeckhofer, 2014) und das dort als harmloser Parasit der Ostlichen
Honigbiene (Apis cerana) bekannt war. Dasselbe Spinnentier konnte, dank der Kombination aus
Bienentransporten und einem Wirtswechsel von Apis cerana auf Apis mellifera - die westliche
Honigbiene - sein Verbreitungsgebiet auf alle von Bienen besiedelten Kontinente, mit Ausnahme
Australiens, ausdehnen. In Deutschland konnte es 1977 erstmals nachgewiesen werden. Die beiden
Arten der Gattung Apis waren seit Jahrtausenden durch natirliche Barrieren voneinander getrennt
(vgl. Boecking, 2014). Wahrend Apis cerana und Varroa destructor einen evolutionare
Anpassungsprozess durchlaufen haben und so zu einem stabilen Parasit-Wirt-Verhaltnis gekommen
sind, steht die Art Apis mellifera erst seit - in evolutiondren Zeitraumen gesehen — relativ kurzem in
Kontakt mit Varroa destructor. Nicht zuletzt wegen der, dem Anpassungsprozess hinderlichen,
imkerlichen Eingriffen konnte sie sich nicht an den Parasiten anpassen und keine wirkungsvollen
Abwehrmechanismen entwickeln (vgl. Seeley, 2006). Zwar ware dank der Mehrfachpaarung und der
damit verbundenen hohen genetischen Diversitat und Flexibilitat eine schnelle Anpassung zu erwarten
(vgl. Mikheyev, et al., 2015), allerdings wird durch die Behandlung gegen die Varroose auch jenen
Kolonien das Uberleben und die Weiterverbreitung ihrer Gene ermdglicht, die unter natiirlichen

Umsténden nicht tiberlebensfahig waren und somit aus dem Genpool verschwénden.

2.2. Lebenszyklus und Vermehrung

Wenn von der Varroamilbe gesprochen wird, ist in der Regel das ausgewachsene Milbenweibchen
gemeint. Dessen Lebenszyklus lasst sich in zwei Phasen unterteilen. Zundchst durchlduft es die
phoretische Phase, wahrend der es sich auf den adulten Arbeiterinnen oder Drohnen befindet und auch
zwischen einzelnen Individuen wechselt (vgl. Ellis, et al., 2010). Es benutzt seinen Wirt dabei auf
zweierlei Weise. Zum einen als Transportmittel und zum anderen als Nahrungsquelle. Um dabei dem
hochentwickelten Hygieneverhalten der Bienen zu entgehen, kriecht die Milbe unter deren
Abdominalsegmente (vgl. Rosenkranz, et al., 2010). Zwischen den einzelnen Abdominalsegmenten
befindet sich zudem ein verletzliches Gewebe, das die Milbe durchdringen kann und somit an die
Korperflussigkeit der Biene - die H&molymphe — gelangt. Diese dient der Milbe als Nahrung (vgl.
Ellis, et al., 2010).In der zweiten Phase, der reproduktiven Phase, findet, wie der Name schon sagt, die
Vermehrung statt. Die reproduktive Phase wird zur besseren Visualisierung in Abbildung 1; S.31 in
Form einer Grafik dargestellt. Das Milbenweibchen begibt sich dabei in eine kurz vor der

Verdeckelung befindliche Brutzelle. Wahrend die Bienenpuppe die Metamorphose durchlduft, kann




die Milbe, vor den Arbeiterinnen durch einen Zelldeckel geschiitzt, an der wehrlosen Puppe
Hamolymphe saugen und sich vermehren. Sie befindet sich dabei meist auf der Bauchseite, genauer
gesagt auf dem funften Abdominalsegment der Puppe, dort kotet sie, legt ihre Eier und saugt
Hamolymphe. Die Milbe leitet die Reproduktionsphase durch das Legen eines unbefruchteten Eis ein,
aus dem sich ein Ménnchen entwickelt. Alle weiteren Eier sind befruchtet und entwickeln sich tber
das Stadium der Protonymphe und der Deutonymphe zum ausgewachsenen Milbenweibchen. Diese
missen noch in der Zelle von dem Mannchen begattet werden, um sich spater selbst erfolgreich
fortpflanzen zu koénnen (vgl. Ellis, et al., 2010). Nach dem Schlupf der fertigen Biene stirbt das
Mannchen sowie die unreifen Milbenweibchen (vgl. Moore, et al., 2014). Der adulte, weibliche
Milbennachwuchs und die Muttermilbe verlassen alsdann die Zelle und treten in die phoretische Phase

ein.

Parallel dazu treten allerdings auch nicht reproduktive Milbenweibchen wahrend der
Reproduktionsphase auf. Deren natirlicher Anteil liegt bei finf bis 20%. Dabei kann es sich um eine
von Wirtsfaktoren ausgeldste temporare Infertilitat (Sterilitat), oder um Komplikationen bei der
Begattung des Milbenweibchens handeln. Diese kénnen von einem friihzeitigen Tod des Ménnchens
oder von Zeitmangel herriihren. Die Milbe kann somit keine diploiden, weiblichen Eier legen (vgl.
Bessei, et al., 2014) (vgl. Martin, et al., 1997).

Eine weibliche Milbe kann unter Laborbedingungen maximal sieben Reproduktionszyklen
durchlaufen, in der Regel sind es allerdings fiinf oder sechs (vgl. Ruijter, 1987). Unter
Feldbedingungen ist von zwei bis drei Zyklen auszugehen (vgl. Rosenkranz, et al., 2010). Pro Zyklus
entstehen im Durchschnitt 1,3 fertile Tochter in Arbeiterinnen- und 2,6 in Drohnenbrut, allerdings mit

sehr grofer Varianz (vgl. Schulz, 1984).

2.3. Schadwirkung

Die Schadigung der Bienen durch das Parasitieren der VVarroamilbe I&sst sich in zwei Arten einteilen.
Zum einen, die direkte Schadigung durch den Entzug von Hamolymphe, dabei werden die Puppe
sowie die adulte Biene geschwécht, beziehungsweise ihre Lebenserwartung stark eingeschrankt (vgl.
Ellis, et al., 2010) und die Puppe in ihrer Entwicklung gestort (vgl. De Jong, et al., 1981). Zum
anderen die indirekte Schadigung durch Sekundérinfektionen. Um an die Hdmolymphe zu gelangen
beildt, wie oben bereits beschrieben, die Milbe ein Loch in den noch nicht ausgebildeten Panzer der
Puppe, beziehungsweise in das Gewebe zwischen den Abdominalsegmenten der adulten Biene. Nicht
nur heilen derlei Wunden im Exoskelett aufgrund von die Regeneration hemmenden Substanzen im
Speichel der Milbe nicht mehr (vgl. Boecking, 2014), sondern es werden auch Bakterien (vgl. Glinski,
et al., 1992) und Viren direkt in die Himolymphe der Bienen Ubertragen. Darliber hinaus wird das
Immunsystem von durch Varroamilben parasitierter Bienen geschwdcht. Konkret konnte

nachgewiesen werden, dass die Transkription von Genen, die antimikrobielle Peptide und mit dem
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Immunsystem assoziierter Enzyme kodieren, reduziert wird (vgl. Yang, et al., 2005). Besonders zu
erwahnen ist hierbei der DWV (deformed wing virus), ein Virus, das sich in Kombination mit der
Varroamilbe zu einer todlichen Bedrohung des gesamten Bienenvolks entwickelt hat. Erfolgt die
Infektion Uber den Zwischenwirt Varroa destructor, redupliziert sich vornehmlich ein besonders
virulenter Stamm der durch die Milbe injizierten verschiedenen Stdmme des DWV. Dieses Phanomen
tritt bei anderen Infektionswegen nicht auf, wie durch die kiinstliche Injektion im Labor unter Beweis
gestellt werden konnte. Die auf diesem Weg infizierten Puppen weisen bereits ab einem niedrigerem
Virenlevel Symptome wie verkrippelte Fligel und ein verkiirztes Abdomen (Abbildung 2; S.32) auf
(vgl. Raybov, et al., 2014) (vgl. Moore, et al., 2014) und sterben im Durchschnitt innerhalb eines Tags.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Kombination des Parasitierens durch Milben, das
Zusammenspiel von DWV und Mikroben und der Entwicklung einer Immuninkompetenz, zu einer
verkirzten Lebensdauer der Arbeiterinnen beitragen und sich somit negativ auf die Gesundheit der

Kolonie auswirken (vgl. Yang, et al., 2006).

Auf Volksebene lassen sich bis zu einer bestimmten Schadschwelle keine klinischen Symptome
erkennen. Diese treten meist erst zutage, wenn im Zuge des Jahresrhythmus der Bienen ab der
Sommersonnenwende die Anzahl der Brutzellen zuriickgeht, wahrend die Population der Varroa
weiter zunimmt. Durch die Uberlagerung der beiden Prozesse steigt die Infektionsrate und somit die
Anzahl geschédigter Bienen. Visuell macht sich eine grofRe Milbenpopulation zu diesem Zeitpunkt
durch, auf den Bienen aufsitzende, adulte Milbenweibchen bemerkbar (Abbildung 3; S.32). Eine
konkrete Schadschwelle kann dabei nicht festgemacht werden, sie ist variabel und hangt von der
Bienen- und Brutpopulation, der Jahreszeit und der Prasenz von Bienenviren ab. Ist diese allerdings
Uberschritten, geht der Volkszusammenbruch mit typischen Symptomen wie einem liickenhaften
Brutnest, verkriippelten Bienen, stiller Umweiselung® und einer rasanten Abnahme der Volksstarke

einher (vgl. Rosenkranz, et al., 2010).

3. Theoretische Grundlagen des VSH-Projekts

3.1. Einfihrung in die behandlungsfreie Bienenhaltung

Selbstverstédndlich darf es nicht Ziel der Imkerei sein, stdndig mittels Behandlungen, sei es mit
organischen Sduren (Oxalséure, Ameisensdure, Milchsiure) oder chemischen Wirkstoffen
(Flumethrin, Coumaphos, Amitraz, ...), die Symptome eines hohen Varroadrucks zu kaschieren.

Derlei MaRnahmen flihren unter anderem zu einem erhdhten Bienentotenfall, einer verkirzten

! Die Arbeiterinnen ziehen eine bis drei Kéniginnen heran, mit der, respektive denen, sie anstreben die alte
Konigin zu ersetzen




Lebensdauer der Konigin und zu Brutausfallen. Auf Seiten der Milben findet zudem eine
Resistenzbildung gegenuber den Behandlungsmitteln statt (vgl. Gregorc, et al., 2004) (vgl.
Biosecurity, 2008). Das langfristige Ziel muss es daher sein, die Bienen soweit zu bringen, dass sie
sich selbst gegen ihre Parasiten wehren.

Zwar kann eine Jahrtausende dauernde evolutiondre Anpassung nicht innerhalb von ein paar Jahren
ersetzen werden, jedoch geben zahlreiche Berichte Grund zur Hoffnung auf eine schnelle Anpassung.
Diese stammen (berwiegend von Inseln und aus Gegenden, in denen nicht gegen die Varroamilbe
behandelt wurde und die Bienenpopulation zwar nach ihrer Invasion zusammenbrach, sich jedoch
nach wenigen Jahren wieder erholte (vgl. Bichler, et al., 2010). Derlei Projekte sind auf dem
deutschen Festland nicht durchfiihrbar, da es keine Mdglichkeit gibt, die unbehandelte Population vor
genetischen Fremdeinfliissen des weiter behandelten Umfelds zu schiitzen.

Abhilfe konnten die sogenannten Uberlebensstande schaffen, auf denen Volker bestimmter
Zuchtlinien, in ausreichendem Abstand zu anderen Bienensténden, sich selbst tiberlassen werden (vgl.
Kefuss, et al., 2016) (vgl. Kefuss, et al., 2004). Dies erfolgt nachdem sich dieselben durch einen
besonders niedrigen Varroabefallsgrad ausgezeichnet haben. Die Linien, die Gber mehrere Jahre ohne
Behandlung uberleben, einen niedrigen Befallsdruck haben und gleichzeitig andere wiinschenswerte
Eigenschaften wie Vitalitdt, Sanftmut, einen befriedigenden Honigertrag und Schwarmtragheit
aufweisen, werden zur Weiterzucht verwendet. Kontrolliert werden die iberlebenden Vélker auch
immer auf ihren Varroabefallsgrad. Volker, bei denen abzusehen ist, dass sie dem Varroadruck auf
Dauer nicht standhalten, werden von den Uberlebensstdnden entfernt, um eine allzu hohe Verlustrate
zu vermeiden. Trotz allem gibt es bei dieser Art der natiirlichen Auslese frustrierende Riickschlage,
was wohl auch der Grund dafir ist, dass diese Methode in der Imkerschaft so wenig Zuspruch und
Unterstutzer hat (vgl. Koller, 2014). Um nun die Selektion zu beschleunigen und zu vereinfachen,
sollen zwei der besagten Linien im Zuge des VSH-Projekts auf das Zuchtmerkmal VSH gepruft

werden.

3.2. Varroa sensitive hygiene

Varroa Sensitive Hygiene, kurz VSH, ist eine Verhaltensweise der Honigbiene, bei der Arbeiterinnen
sich vermehrende Varroaweibchen in der Brut von auRen olfaktorisch erkennen und die befallene Brut
ausrdumen. Sie ist Teil des Repertoires, dessen sich die Honigbiene in Form der sozialen
Immunabwehr bedient und eignet sich als Zuchtmerkmal, da sie einerseits Uberwiegend genetisch
bedingt ist und sich andererseits durch einen Test relativ einfach quantifizieren lasst (vgl. Mondet, et
al., 2015).

Dabei werden Brutzellen, in denen sich Varroa destructor reproduziert, identifiziert, getffnet und

ausgeraumt. Der Milbennachwuchs wird dabei eliminiert, wahrend die Muttermilbe selbst meist




entkommt. Sie tritt in die phoretische Phase ein. Die Phase, in der die Milbe dem direkten Zugriff der
Arbeiterinnen exponiert ist, wird dadurch verlangert, was die Uberlebenschancen des
Varroaweibchens herabsetzt. Von sterilen Milbenweibchen infizierte Brutzellen bleiben zumeist
unangetastet (vgl. Khoei, et al., 2015).

Ziel der Selektion auf dieses Merkmal ist die vollstdndige Unterbindung der Reproduktion von Varroa
destructor in der Arbeiterinnenbrut. Dadurch wirde sich deren Reproduktion, &hnlich wie bei Apis
cerana (vgl. Boecking, et al., 1999), auf die Drohnenbrut beschranken, wo sie weit weniger Schaden
fur die Volksgesundheit verursachen wiirde, zumal den Drohnen abgesehen von der Begattung der
Kdniginnen nahezu keine Aufgaben zugesprochen werden (vgl. Roff, 1977). Es handelt sich folglich
um eine Form der Resistenzzucht, da die Fahigkeit der Bienen, die Belastung durch die VVarroamilbe
zu limitieren, auf genetischen Weg intensiviert wird. Der in diesem Zusammenhang oft féalschlicher
Weise verwendete Begriff Toleranzzucht beschreibt hingegen die Intensivierung der Fahigkeit der
Bienen, den Schaden, der durch die Belastung durch die Varroamilbe entsteht, zu begrenzen (vgl.
Kefuss, et al., 2016).

3.3. Biologische und genetische Grundlagen

Bei Apis mellifera gibt es einige Besonderheiten, auf die bei der Zucht Riicksicht genommen werden
muss. Zundchst einmal ist nicht ein Einzeltier auf seine Eigenschaften zu beurteilen, sondern der
Superorganismus Bien, der, je nach Jahreszeit, aus ca. 5000 bis 40000 Individuen besteht. Diese lassen
sich wiederum in verschiedene Kasten untergliedern. Den Hauptanteil stellen die Arbeiterinnen. Sie
sind weitestgehend sterile Weibchen und fiir samtliche Arbeitsablaufe verantwortlich, so auch fiir das
VSH-Verhalten. Neben ihnen gibt es noch die Geschlechtstiere: die Drohnen und die Konigin.
Letztere ist das einzige Individuum im Volk, das sich reproduziert indem es Eier legt (vgl.
Rosenkranz, 2006) (vgl. Pirk, et al., 2004). Die von der Konigin gelegten Eier wiederum lassen sich in
diploide mit zwei mal 16 Chromosomen und haploide unterscheiden. Aus den diploiden Eiern
entwickeln sich weibliche, aus den haploiden ménnliche Larven (vgl. Rosenkranz, 2006). Ob sich aus
einer diploiden Larve eine Arbeiterin oder eine Koénigin entwickelt, entscheidet sich anhand einer
Modifikation, die durch Botenstoffe im Futter ausgelést wird (vgl. Weinstock, et al., 2006). Die
Vererbung findet bei weiblichen Eiern wie bei den meisten Lebewesen statt. Der eine
Chromosomensatz kommt von der Mutter, der andere vom Vater, bzw. von einem der Vater. Weitere
Erlduterungen zur Verpaarung erfolgen im néchsten Absatz. Bei der Weitergabe von Genen an
mannliche Nachkommen (Drohnen), schl&gt die Biene einen Sonderweg ein. Alle 16 Chromosomen

stammen dabei von der Mutter. Die Verpaarung der Mutter hat also keinerlei Einfluss auf die Gene




des Drohns. Mdéchte man nun ménnliche Nachkommen einer Konigin, die die Eigenschaften des
gesamten Volkes wiederspiegeln, also auch die Gene der Drohnen, die diese begattet haben, so muss
man auf die Drohnen einer ihrer Tochter zurtickgreifen (vgl. Rosenkranz, 2006).

Eine weitere genetische Besonderheit der Honigbiene liegt in der Mehrfachpaarung. Die Konigin
verpaart sich dabei auf meist mehreren Hochzeitsfliigen mit ca. 12, in Einzelfallen auch mehr als 30
Drohnen. Deren Sperma wird in ihrer Spermatheka konserviert. Auf die Auswahl der Drohnen hat der
Ziichter dabei keinen Einfluss, sie stammen aus Kolonien im Umkreis von mehreren Kilometern (vgl.
von der Ohe, 2010). Das wiederum fuhrt zu einer enormen genetischen Inhomogenitat unter den
weiblichen Larven. Diese lassen sich dadurch in Schwesterngruppen (Abbildung 4; S.33) unterteilen.
Innerhalb einer Schwesterngruppe, bestehend aus Superschwestern mit derselben Mutter sowie
demselben Vater, ist der Verwandtschaftsgrad mit 75% am hochsten. Zwischen den
Schwesterngruppen liegt der Verwandtschaftsgrad deutlich niedriger. So liegt er bei Schwestern mit
derselben Mutter, jedoch unterschiedlichen Vatern, wobei die Vater aber aus demselben Volk
stammen, sogenannten Vollschwestern, nur mehr bei 50% und bei Halbschwestern, mit keinerlei

Verwandtschaftsgrad vaterlicherseits lediglich bei 25% (vgl. von der Ohe, 2006).

Diese Eigenheit erschwert die Durchfuhrung des VSH-Projekts auf zweierlei Weise. Zum einen ist
eine genetische Auslese nicht mdoglich, wenn die Nachzuchten einer Konigin lediglich zu 25%
miteinander verwandt sind. Zum anderen soll das VSH-Verhalten der Arbeiterinnen quantifizieren.
Um einen bestimmten Genotyp herauszuselektieren wird der Phénotyp eines ganzen Volkes
beobachtet. Dieser setzt sich aus den Phanotypen der verschiedenen Schwestergruppen zusammen.
Entspricht der Phanotyp eines Volkes den gewiinschten Anforderungen, zeigt das Volk also das VSH-
Verhalten, lasst sich daraus lediglich schlussfolgern, dass mindestens eine der Schwestergruppen dem
gesuchten Genotyp entspricht (Abbildung 5; S.33). Bei Nachzuchten ist es aber eher
unwabhrscheinlich, diesen Genotyp zu treffen (Abbildung 6; S.34).

Um diese Problematik zu umgehen misste die Verpaarung der Kénigin kontrolliert und somit die

genetische Homogenitat unter den Arbeiterinnen erhéht werden.

Die dafur in Frage kommenden Verfahren in aufsteigender Reihenfolge hinsichtlich ihrer Eignung fur

die angestrebten Zuchtziele sind:

e die Mondscheinbegattung, wobei der Hochzeitsflug in Zeiten ohne naturlichen Drohnenflug
verschoben wird,

o die Belegstellenbegattung, dabei werden genetische Fremdeinfliisse durch natirliche
Barrieren wie Gebirge oder Wasser minimiert und

o die hier angewendete kiinstliche Besamung, mit deren Hilfe sich genetische Fremdeinflisse

zu nahezu 100% ausschlieRen lassen.
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Im Zuge des VSH-Projekts wurden dazu zwei Wege gewahlt. Zum einen die multi drone insemination
(MDI), also die Besamung einer Konigin mit dem Sperma mehrerer Drohnen derselben Mutter. Der
Verwandtschaftsgrad der Arbeiterinnen untereinander Iasst sich somit auf 50-75% einschrénken. Zum
anderen wurde die single drone insemination (SDI), also die Besamung einer Konigin mit dem Sperma
eines einzelnen Drohns, durchgefiihrt. Diese Methode ist die zu favorisierende, nur mit ihr lasst sich
das Problem mit den Schwesterngruppen zufriedenstellend Iosen. Der Verwandtschaftsgrad unter den
Arbeiterinnen steigt, da ausschlieflich Superschwestern auftreten, auf 75% (Abbildung 6; S.34).

Diese genetische Einengung wirkt sich jedoch direkt auf die Vitalitat und Volksstarke der VVolker aus,
in die eine dieser SDI-Kéniginnen eingeweiselt” wird (vgl. Seeley, et al., 2007). Deshalb werden fiir
das Projekt ,,Miniaturvolker” (im Folgenden als Testvolkchen bzw. Vélkchen bezeichnet) verwendet,
die lediglich um die 2000 Individuen stark sind. Weisen die Arbeiterinnen dieser Testvolkchen nun im
Phéanotyp das VSH-Verhalten auf (Genotyp und Phéanotyp stimmen beziglich VSH weitestgehend
tiberein (vgl. Jungels, 2015)), ist davon auszugehen, dass dieses Verhalten fest in dem Genom der

Konigin verankert ist und sie diese Anlagen auch an ihre Tochter weitergibt.

Aktuell sind weder die Anzahl der beteiligten Gene, noch exakte Genorte, oder der genaue Erbgang
der Anlagen fur VSH bekannt. Allerdings wurden mehrere Quantitative Trait Loci (QTL) auf
verschiedenen Chromosomen mit diesem Verhalten assoziiert. Um die Ergebnisse der bisherigen
Kreuzungen zu erkléren, reichen jedoch zwei Gene, die additiv vererbt werden aus. Das heif3t je mehr
der VSH-Allele im Genom der Arbeiterinnen vorhanden sind, desto ausgepragter ist deren VSH-
Verhalten (vgl. Holloway, et al., 2013).

(An der Varroaresistenz beteiligte Genloci und deren Vererbung: siehe Anhang)

4. Materialien und Methoden

4.1. Auswahl der Zuchtlinien

Die hierbei verwendeten Zuchtlinien basieren auf dem Buckfaststamm und entstanden durch
Einkreuzung potenziell varroaresistenter Bienen aus Gegenden, in denen nicht gegen die Varroamilbe

behandelt wurde. Dazu gehoren:

- die Primorski-Biene, sie stammt aus der Region Primorski (ost-sibirischen Pazifikkuste) in
Russland (vgl. Rinderer, et al., 1997)

2 Weisel: imkerlicher Fachausdruck fir Kénigin
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- die Elgonbiene, sie stammt dem Grenzgebiet zwischen Kenia und Uganda und ist nach dem
Berg Mount Elgon benannt. lhre reine Form gehort der ostafrikanischen Bergbiene (Apis
mellifera monticola) an (vgl. Osterlund, 1991).

Beide sind mittlerweile in den Buckfaststamm integriert und wird unter dem Ziichterkiirzel ,,P*
respektive ,,EL* gefiihrt. Abstammungen von Uberlebensstanden werden seit einigen Jahren unter dem
Kirzel Vt oder selten auch V gefiihrt, was flir varroaresistent steht.

In diesem Projekt wurden Koniginnen folgender Abstammungen verwendet:

e V174, sie entstammt der Primorskilinie und hat bereits zwei Jahre ohne Behandlung
tberlebt. Ihr Stammbaum ist in Abbildung 7; S.34 hinterlegt.

e V1101, sie ist eine Tochter der Vt74, die mit den Drohnen der Vt74 ingezlichtet wurde
(MDP).

o V1il4, sie entstammt der Elgonlinie und hat bereits drei Jahre ohne Behandlung
tiberlebt. Ihr genauer Stammbaum ist in Abbildung 8; S.35 hinterlegt.

Den genauen Aufbau eines Pedigrees und die dazu nétigen Erklarungen zu beschreiben wiirde den
Rahmen dieser Arbeit sprengen, ich verweise in diesem Zusammenhang auf die pdf-Datei
»JPedigreeSchreibweise” der Gemeinschaft der europdischen Buckfastimker (GdeB). Diese ist unter

dem Link http://wp.qgdeb.eu/wp-content/uploads/2015/11/5PedigreeSchreibweise.pdf zu finden.

Durch MDI und SDI* wurden nahezu alle méglichen Kombinationen erstellt:
[Mutter ins (Abkirzung fur Insemination) Vater]

- Vitl4ins Vtl4 (3x)

- Vtldins Vt74 (16x)

- Vt74ins Vt14 (13x)

- Vt101(=Vt74 ins Vt74) ins Vt14 (6x)
- (V14ins B71(SL) (1x))

* multi drone insemination
* single drone insemination
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4.2. Aufzucht und Insemination der Koniginnen

Im Folgenden werden die Arbeitsablaufe dargestellt, die zur Aufzucht der Testkoniginnen durchlaufen
wurden und deren zeitliche Abstdnde von hdchster Bedeutung fir den Erfolg dieses Projekts sind,
weshalb auf die Angabe derselben nicht verzichtet wird.

07.05.2016 - Umlarven der Kéniginnen: Frisch geschliipfte Larven (3. bzw. 4. Tag nach Eiablage)

werden, von den gewohnlichen Arbeiterinnenzellen (Abbildung 9; S.35) in kiinstliche Weiselnapfchen
(Abbildung 10; S.36) umgebettet.

- Erstellung eines Anbriters: Die Honigzargen eines Volkes werden beiseite gestellt und im Brutraum

die Wabe mit der Konigin gesucht. Diese Wabe wird samt Konigin und ansitzenden Bienen in einen
leeren Kasten gehdngt. AnschlieBend werden die verbleibenden neun Waben aus dem Brutraum
herausgenommen und durch vier Futter- und Pollenwaben sowie dem Zuchtrahmchen (Abbildung 11;
S.36) ersetzt. Die an den entnommenen neun R&hmchen ansitzenden Bienen werden nun in den
Brutraum abgeschlagen (Abbildung 12; S.37). Der Kasten wird geschlossen. Die nun bienenfreien
Waben werden in den Kasten mit der Konigin gehangt. Um genug Bienen zum Warmen der Brut
bereitzustellen erhélt dieser Kasten, tber einem Absperrgitter, die Honigzargen. Da die Bienen im
ersten Kasten uber keinerlei Brut verfiigen, von der sie sich selbst eine Konigin nachziehen kénnten,
missen sie die ihnen angebotenen Weiselndpfchen annehmen. Die Présenz tausender Ammenbienen,
die zuvor auf den Brutwaben fur die Futterung der Larven zustandig waren, begiinstigt die Annahme
der angebotenen Weiselndpfchen zusétzlich. Diese produzieren in ihren Futtersaftdrisen das zur
Aufzucht der Koéniginnen nétige Gelee Royal. Das Zuchtréhmchen wird die néchsten 12 Stunden im

Anbriter belassen.

08.05.2016 - Uberfthrung der angepflegten Napfchen in ein weiselrichtiges Volk: Die angepflegten
Né&pfchen (Abbildung 13; S.37) (Abbildung 14; S.38) werden in einem weiselrichtigen Volk tber dem

Absperrgitter — der Koénigin wird der Zutritt verwehrt um die Zerstérung der Zellen zu verhindern —

weitergepflegt.

13.05.2016 - Uberfiihrung der verdeckelten Weiselzellen in den Brutschrank: Ab dem Zeitpunkt der
Verdeckelung (Abbildung 15; S.38) (achter Tag nach der Eiablage) ist ein Verbleib im Bienenvolk
nicht mehr notig, die Zellen werden geké&figt (Abbildung 16; S.39) und bei konstanter Temperatur
(35°C +/-0,2°C) und Luftfeuchtigkeit (70%) im Brutschrank aufbewahrt und durchlaufen die

Metamorphose.

23.05.2016 - Verschulung der Testkoniginnen: Sobald die Koniginnen geschliipft sind (Abbildung 17;
S.40) (15. bis 16. Tag nach der Eiablage) werden sie in Begattungskéstchen - kleine Kastchen, die zur

Beherbergung der Koénigin vom Schlupf bis zur Eiablage dienen — gegeben (Abbildung 18; S.40).
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Aufgrund der besseren Transportierbarkeit werden die Begattungskastchen der Firma Apidea
verwendet. Um zu verhindern, dass die Koniginnen auf Hochzeitsflug gehen und damit die
Zuchtbestrebungen vereiteln, wird am Flugloch des Késtchens ein Absperrgitter angebracht, so dass
zwar die Arbeiterinnen passieren kdnnen, die Konigin allerdings im Kastchen gefangen ist (Abbildung
19; S.41).

27.05.2016 - erstmalige Begasung der Koniginnen mit Kohlenstoffdioxid

28.05.2016 - Insemination der Testk6niginnen: Ab dem fiinften Tag nach dem Schlupf, also wenn die

natlirliche Begattung stattfinden wirde, findet die kinstliche Insemination statt. Die Koniginnen
werden dazu unmittelbar vor der kinstlichen Besamung zum zweiten Mal mit Kohlenstoffdioxid
begast. Durch diese Malinahmen beginnt die Konigin friher mit der Eiablage. Ohne Begasung wirden
lediglich 20% der besamten Koniginnen vor 30 Tagen nach der Besamung mit der Legetatigkeit
beginnen. So aber beginnen sie mit der Eiablage, als waren sie auf natiirlichem Weg begattet worden
(vgl. Mackensen, et al., 1970). Das fir die Insemination nétige Sperma wird von Drohnen gewonnen,
die direkt von den Waben oder vom Flugloch des Zuchtvolks gefangen werden.

Durch Druck auf deren Hinterleib werden sie zum Ausstillpen des Geschlechtsapparats gebracht
(Abbildung 20; S.41). AnschlieBend wird unter einem Stereomikroskop das dabei freigesetzte Sperma
mit einer Besamungskantile aufgenommen. Bei SDI kann jetzt mit dem Besamen begonnen werden,
bei MDI wird der Vorgang so oft wiederholt, bis die Kanile voll ist. Zur Besamung wird der mit
Kohlenstoffdioxid betdubten Konigin die Vaginal6ffnung mit zwei Hakchen aufgespreizt und das
Sperma injiziert. Die in den diesem Absatz geschilderten Arbeiten erfolgten durch den Leiter des

tschechischen Bieneninstituts Dol, Dr. Dalibor Titera.

Die somit erhaltenen Kéniginnen wurden, nachdem sie in Eiablage gegangen waren, in etwas groRere
Einheiten (Abbildung 21; S.42) eingeweiselt.

4.3. Infizierung der Testvolkchen

Um beim Auszéhlen eine ausreichend grof3e Zahl mit VVarroen befallener Brutzellen zu finden, werden
die Testvolkchen vorher kinstlich mit 100 bis 150 adulten Varroaweibchen infiziert. Da das VSH-
Verhalten der Arbeiterinnen quantifiziert werden sollte, die sich aus den Eiern der Testkoniginnen
entwickeln, muss damit gewarten werden, bis die Bienen, die beim Einweiseln der besagten Konigin
das Volkchen gebildet haben, weitgehend gestorben und durch eigene Nachkommen ersetzt worden
sind. Aus diesem Grund wurde die Infizierung erst am 25.07.2016 durchgefihrt. Um den Zuflug von
Fremdbienen zu vermeiden, ist eine gesonderte Aufstellung der Testvdlkchen dabei unabdingbar
(Abbildung 22; S.43). Alle Eingriffe im Zeitraum zwischen der Einweiselung und der Infizierung

beschrénken sich auf die Zugabe von Futter in Form von Zuckerteig. Zur Infizierung werden Volker
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auf ihren Varroabefallsgrad (Spiritus-Auswasch-Methode (vgl. HBHC, 2016)) gepriift. VVolker mit
besonders hohem Befallsgrad (10 bis 20%) dienen als Milbenspender. Die ansitzenden Bienen von
zwei bis drei Waben jener Volker werden auf eine mit Wachs/Propolis verklebte Folie abgestol3en.
Die Folie wird gefaltet, und die Bienen in einen Eimer mit einem bienendichten Gitterboden
geschuttelt. Der Zwischenschritt mit dem AbstoRen auf die Folie ist nétig, um zu verhindern, dass
eventuell aus den Waben spritzender Nektar das Prozedere behindert. Der Eimer wird mit einem
Deckel verschlossen, vertikal um 180° gedreht und durch das sich nun oben befindliche Gitter werden
die Bienen mit Puderzucker bestreut (Abbildung 23; S.43) (Abbildung 24; S.44). AnschlieRend wird
der Puderzucker mitsamt der von den Bienen gelésten Milben durch das Gitter in ein Doppelsieb
geschuttelt. Bei dem Doppelsieb handelt es sich um ein handelslbliches Honigsieb mit einem
grobmaschigen und feinmaschigen Gitter. Zu diesem Zweck wird das grobmaschige Gitter
herausgenommen und die Milben mittels des feinmaschigen Siebs vom Grofiteil des Puderzuckers
getrennt (Abbildung 25; S.45) (vgl. Bienenjournal, 2003). Daraufhin werden die Milben gezahlt, in die
Testvdlkchen zugegeben (Abbildung 26; S.46) und ihre Anzahl dokumentiert, die Bienen werden
wieder in ihrer Kolonie zuriickgegeben. Die adulten Milbenweibchen suchen alsbald Brutzellen in den
Testvolkchen auf, die kurz vor der Verdeckelung stehen (Abbildung 27; S.46) und dringen in diese
ein. Sobald die adulte Milbe nun mit der Vermehrung (siehe 2.2. Lebenszyklus und Vermehrung)
beginnt setzt das VSH-Verhalten der Arbeiterinnen (siehe 3.2 Varroa sensitive hygiene) ein.

4.4. Auszahlen der Varroen in der Brut

Vom funften bis siebten August schlieBlich fand mit der Auszahlaktion die eigentliche Arbeit statt,

samtliche bisherigen Mallnahmen waren zeitlich auf diesen Termin ausgerichtet.

Alle nun folgenden Arbeiten finden unter dem Binokular oder wahlweise mithilfe einer Lupenbrille
statt (Abbildung 28; S.47). Um nun das VSH-Verhalten zu ermitteln, werden verdeckelte
Arbeiterinnenbrutzellen der Testvolkchen mithilfe einer Pinzette unter dem Binokular gedffnet
(Abbildung 29; S.47).

Das Auszéhlen der Milben folgte dem Schema auf der folgenden Seite. Die dabei erhobenen Daten
wurden in einer Auswertungstabelle dokumentiert (Abbildung 33; S.50) (Abbildung 34; S.51)
(Abbildung 35; S.52).
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* Da die Bienenpuppen stets auf dem Ricken liegen, befindet sich dort ihre Bauchseite, auf der,
wie in 2.2. Lebenszyklus und Vermehrung bereits beschrieben, die Vermehrung und auch das
Abkoten der Varroen stattfindet.

** Die Nachkommen der Muttermilbe/n werden nach dem Schema von (Abbildung 36; S.53)
Klassifiziert. Mogliche Kategorien sind:

adulte(s) Varroaweibchen
= Anzahl = 1: single infested (Abbildung 32; S.49)
= Anzahl > 1: multi-infested (Abbildung 31; S.48)
- adulte Tochtermilbe
- Deutonymphe (kein ausgepragter Chitinpanzer; keine Braunfarbung)
- Protonymphe
- Milbenménnchen (unterscheidet sich von der Deutonymphe durch sein unstetes
Verhaltensmuster, wobei es ununterbrochen das vorderste Beinpaar bewegt)

Mit dem Auszahlen infizierter Brutzellen wird so lange fortgefahren, bis entweder 30 infizierte
Brutzellen ausgewertet wurden, 300 Brutzellen getffnet wurden, oder keine brauchbaren Brutzellen
mehr vorhanden sind. Gesetzt dem Fall, dass 300 Brutzellen gedffnet wurden und weniger als funf
davon infiziert waren, muss mit dem Z&hlen fortgefahren werden, da den Ergebnissen sonst keine

verlassliche Zahlenbasis zugrunde liegt (vgl. Fernhout, 2016).
4.5. Auswertung der Testergebnisse
Die oben beschriebene Tabelle bildet die Zahlenbasis, mittels der der VSH-Anteil quantifiziert wird.

Der VSH-Anteil wird folgendermalen bestimmt:

Anzahl der ausgerdumten,reproduktiven Milbenweibchen *100

VSH-Anteil =

Gesamtzahl der reproduktiven Milbenweibchen

Da beide Werte mit der angewendeten Methodik nicht erfasst werden, muss deren Hohe rechnerisch
ermittelt werden. In einem Volk, ohne VSH-Verhalten liegt der Anteil nicht reproduzierender Milben
zwischen 5 und 20%. In den folgenden Berechnungen wird von einer natiirlichen Infertilitatsrate von

20% ausgegangen.
Fur die weitere Argumentation werden folgende Abkirzungen eingefiihrt:

e GZ = Gesamtzahl der in die Brut eingedrungenen Milbenweibchen
e R = Anzahl der gefundenen reproduktiven, adulten Milbenweibchen
e AR = Anzahl der ausgeraumten reproduktiven, adulten Milbenweibchen

¢ NR = Anzahl der gefundenen nicht reproduktiven, adulten Milbenweibchen
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In einem Volk ohne VSH-Verhalten gilt: GZ=R + NR
Wobei gilt: NR =0,2* GZ

R=0,8*GZ
In einem Volk mit VSH-Verhalten gilt: GZ=R + NR + AR

Wobei gilt: NR =0,2* GZ =>GZ=5*NR

GZ = 5x NR
R+AR=08**GZ — R+ AR=4*NR

AR=4*NR-R
R=4*NR-AR

_ AR _ 4xNR-R _A4*NR R _ R
VSH = —= %100 = ———=*100 S G Ml Coter) A

Da diesen Ergebnissen keine 100%-ige Exaktheit zugesprochen werden kann, werden sie unter
Berlcksichtigung weicher Faktoren in ein Raster, mit Schritten von 12,5% eingeordnet und dazu
entweder auf- oder abgerundet. Zu den weichen Faktoren gehdren unter anderem die Infektionsrate
und die Anzahl mehrfach infizierter Brutzellen. Alles was mit einem VSH-Anteil von 50% oder hoher
bewertet wird, ist als potenziell varroaresistent einzustufen. Nachzuchten dieser Koéniginnen haben

eine hohe Uberlebenschance, auch ohne Behandlung gegen Varroose.

5. Ergebnisse der Auszahlung

Die Ergebnisse des Projekts sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Volk Nr. Abstammung Infektionsrate VSH-Anteil
37-LS V74 ins V14 (SDI) 20% 0%
41-LS V74 ins V14 (SDI) 15% 12,5%
27-LS V74 ins V14 (SDI) 17% 12,5%
17-LS V74 ins V14 (SDI) 16% 75%
B01-LS V14 ins V74 (MDI) 22% 62,5%
B09-LS V14 ins V74 (MDI) 6% 87,5%
M1-LS V14 ins V74 (MDI) 11% 62,5%
27-FZ V14 ins V14 (SDI) 15% 0%
1-Fz V14 ins V14 (SDI) 7% 0%
3-FZ V74 ins V14 (SDI) 16% 50%
5-FZ V74 ins V14 (SDI) 17% 87,5%
4-FZ V74 ins V14 (SDI) 9% 0%
04-Fz V74 ins V14 (SDI) 19% 25%
36-FZ V14 ins V14 (SDI) 14% 12,5%
32-FZ (SDI) 19% 62,5%
31-FZ (SDI) 9% 75%
128-RHO V14 ins V74 (SDI) 1% 0%
121-RHO V14 ins V74 (SDI) 2% 0%
130-RHO V14 ins V74 (SDI) 3% 0%
126-RHO V14 ins V74 (SDI) 4% 5%
122-RHO V14 ins V74 (SDI) 1% 87,5%
117-CHU V14 ins V74 (MDI) 4% 37,5%
124-RHO V14 ins V74 (SDI) 1% 50%
137-RHO V14 ins V74 (SDI) 4% 75%
141-RHO V14 ins V74 (SDI) 2% 75%
123-RHO V14 ins V74 (SDI) 1% 25%
136-RHO V14 ins V74 (SDI) 4% 87,5%
127-RHO V14 ins V74 (SDI) 2% 87,5%
135-RHO V14 iss V74 (SDI) 4% 62,5%
13-KK V101 ins V14 (MDI) 2,1% 87,5%
8-KK V101 ins V14 (SDI) 3,5% 87,5%
9-KK V101 ins V14 (SDI) 1,9% 75%
10-KK V101 ins V14 (SDI) 0,9% 87,5%
11-KK V101 ins V14 (SDI) 0,7% 100%
12-KK V101 ins V14 (SDI) 2,5% 0%
6-KK V74 ins V14 (SDI) 2,7% 5%
5-KK V74 ins V14 (SDI) 1,9% 25%
4-KK V74 ins V14 (SDI) 3,9% 0%
1-KK V74 ins V14 (SDI) 2,2% 62,5%

Tabelle 1: Zusammenfassung aller Ergebnisse des VSH-Projekts
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Die Ergebnisse sind in ausfuhrlicherer Form im Anhang zu finden (siehe Abbildung 38; S.55/
Abbildung 37; S.55)

Wahrend bei anderen Projekten ein VSH-Anteil von 30% bereits als hoch gilt, ergaben sich fur 23 der
39 Testkoniginnen ein VSH-Anteil von 50% oder mehr, 59% der Testkoéniginnen sind somit
nachzuchtwirdig. 75% kam dabei siebenmal vor, 87,5% achtmal und 100% einmal. Derlei Ergebnisse
sind eigentlich erst in der dritten Generation, auf das VSH-Merkmal selektierter Bienen, zu erwarten
(vgl. Fernhout, 2016). Die Testkoniginnen der Abstammung Vt101 stechen dabei mit besonders hohen
VSH-Anteilen hervor. Funf der sechs Testkoniginnen haben einen VSH-Anteil von 75% oder hoher.

6. Diskussion

Zu guter Letzt sollen noch die Schwachen der Ergebnisse dargelegt werden. Zum einen sind sie
lediglich eine Momentaufnahme eines bestimmten Tages. Es ware denkbar, dass der VSH-Anteil an
einem anderen Tag niedriger oder hoher gelegen hatte, zumal externe Faktoren einen hohen Einfluss
auf die Expression dieses Verhaltensmusters ausiiben (vgl. Boecking, et al., 1999). Zum anderen ist
die Zahlenbasis, auf der die Ergebnisse griinden, zum Teil sehr schmal. Auch nur eine Milbe in einer
anderen Kategorie hatte bei einzelnen Testkdniginnen das Ergebnis um mehr als 30% nach oben oder

unten ausschlagen lassen.

Dariiber hinaus wurden die Testkoniginnen unter uneinheitlichen Bedingungen betreut. So waren
dieselben Uber die Regierungsbezirke Oberbayern, Mittelfranken und die Oberpfalz verteilt. Dabei
konnten, ob der unterschiedlichen klimatische Bedingungen, Faktoren zum Tragen gekommen sein,

die sich auf die Populationsdynamik der VVarroamilbe auswirken (vgl. Harris, et al., 2003).

Desweiteren waren die ZellgroRen uneinheitlich. Die Testvolkchen unter der Betreuung von Fritz
Zieher/Stefan Luff wurden auf Waben mit einer Zellgréfle von 5,4 mm gehalten, wéhrend die
Testvolkchen unter der Betreuung von Carsten Hupfer/Dr. Ralf Holing, Josef Koller/Samuel Hirmer
auf Waben mit einer ZellgréRRe von 4,9 — 5,0 mm gehalten wurden. Seit der Erfindung der Mittelwand
ist es moglich, den Bienen die GroRe, der von ihnen gebauten Zellen, vorzuschreiben. Dies wurde
genutzt, um die Zell- und damit auch die KorpergroBe, der in diesen Zellen aufgezogenen
Arbeiterinnen, kinstlich zu erhéhen. Die urspriingliche Zellgrofe im Brutraum mitteleuropéischer
Bienen lag zwischen 5,0 und 5,2 mm (vgl. Gontarski, 1934). In der Frage, ob kleine Zellen den
Bienen helfen, die Varroamilbe zu kontrollieren ist die Fachliteratur gespalten. Auf der einen Seite
gibt es Stimmen, die keinen Einfluss der ZellgroRe auf das Populationswachstum der Varroa
festgestellt haben wollen (vgl. Seeley, et al., 2010) (vgl. Berry, et al., 2009), wahrend andere einen
klaren Vorteil in der Verwendung kleiner Zellen feststellen. So sei die Infektionsrate in kleinen Zellen
deutlich geringer als in grofien (vgl. Message, et al., 1995) (vlg. Piccirillo, et al., 2003). Dariiber

hinaus konnte ein hoherer Anteil an nicht reproduktiven Milbenweibchen in kleinen Zellen
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nachgewiesen werden (vgl. Maggi, et al., 2009), was eventuell ein Hinweis auf ein verstarktes VSH-
Verhalten sein kénnte. Diese Hypothese wird durch das verstérkte hygienische Verhalten, auf kleinen
Zellen gehaltener Bienen, untermauert (vgl. Olszewski, et al., 2014). Auch konnte in der
unbehandelten, wildlebenden Bienenpopulation des Arnot Forests nach der Invasion und der
Ausprégung von Resistenzen gegen die Varroa ein Rickgang der KorpergrofRe der dortigen Bienen
nachgewiesen werden (vgl. Mikheyev, et al., 2015).

Tatsachlich weisen die Testvolkchen, die auf kleinen Zellen gehalten wurden eine extrem niedrige
Infektionsrate auf. Dies ist insofern problematisch, als zwischen der Infektionsrate und dem
Ausraumverhalten eine Relation besteht. Steigt erstere, wird letzteres intensiviert (vgl. Boecking, et
al., 1991). Dieselbe betragt in zwei der vier getesteten Gruppen bei jedem Testvilkchen weniger als
5%. Obwonhl die Volkchen mit einer relativ hohen Zahl adulter VVarroaweibchen infiziert wurden, ist
die Infektionsrate niedriger als in den meisten behandelten VVélkern. Aus der Hohe der Infektionsrate
ergibt sich ein zichterisches Dilemma, ist es sinnvoller von einer Konigin mit einer Infektionsrate von
4% und einem VSH-Anteil von 75% (Nr. 126-RHO) nachzuziehen, oder sollte einer Konigin mit 0%
VSH-Anteil und 1% Infektionsrate (Nr. 128-RHQO) der Vorzug gegeben werden?

In den folgenden Zyklen des Projekts muss beziiglich der ZellgréRe eine Standardisierung erfolgen.
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7. Fazit und Ausblick

Die Hypothese, dass bei Selektion der westlichen Honigbiene auf Uberleben ohne Behandlung
gleichzeitig auch eine Selektion auf Varroa Sensitive Hygiene (VSH) stattfindet, wurde in der
vorliegenden Untersuchung bestétigt. Der Anteil an VVolkern, die VSH-Verhalten in hoher Auspragung
zeigen ubersteigt den in vergleichbaren Zuchtprogrammen deutlich (vgl. Fernhout, 2016). Somit ist
anzunehmen, dass VSH eine fur das Uberleben von unbehandelten Vélkern der westlichen Honigbiene
relevante Verhaltensweise ist und somit der VSH-Test ein probates Mittel zur Varroaresistenzzucht
darstellt.

Das VSH-Merkmal ist dabei keinesfalls das Nonplusultra, zumal es neben ihm noch andere
Verhaltensweisen gibt, mit denen sich Apis mellifera gegen besagten Parasiten wehrt. Dazu gehdren
zum Beispiel das Autogrooming, dabei entledigen sich die Arbeiterinnen selbst ihrer aufsitzenden
Milben, sowie das Allogrooming, wobei sich hochspezialisierte Arbeiterinnen damit beschéftigen,
andere Bienen von aufsitzenden Varroen zu befreien (vgl. Rinderer, et al., 2010) (vgl. Boecking, et al.,
1999). Varroaresistenz entsteht also durch das Zusammenspiel verschiedener Verhaltensmuster, das
blinde Vertrauen auf die Aussagekraft eines einzelnen Merkmals kann folglich irrefihren. Vielmehr
miissen sich die Nachkommen der Testkéniginnen erst auf einem Uberlebensstand beweisen. Diese
kritischen Worte sollen jedoch keinesfalls Uber den Wert des VSH-Merkmals hinwegtduschen. Die
Tatsache, dass die Linien der Uberlebensstande einen derart hohen VSH-Anteil aufweisen, gibt Grund
zu der Annahme, dass man mit beiden Methoden (VSH-Test und Uberlebensstiande) in dieselbe
Richtung selektiert. Durch die im VSH-Test verwendete SDI wird zudem die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse erhéht. Mithilfe deren Kombination dirfte sich die Effizienz und somit auch der
Zuchtfortschritt der Selektion erhéhen, zumal es bisher kaum wissenschaftlich fundierte Ansatzpunkte
gibt. Die Forschungsarbeit konzentrierte sich eher auf das Entwickeln von neuen chemischen oder

biologischen Bekampfungsstrategien.

Fur dieses Jahr ist die Fortsetzung des diesjahrigen VSH-Projekts geplant. Zwei Belegstellen, eine in
Bayern und eine in Baden-Wirttemberg sollen mit Drohnenvélkern der oben beschriebenen

Abstammung beschickt werden. Auch eine Besamungsaktion mit SDI und MDI ist wieder geplant.
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10. Anhang

An der Varroaresistenz beteiligte Genloci und deren Vererbung

Wahrscheinlich spielen jedoch deutlich mehr Gene als eine Rolle, die auf mehrerlei Weisen vererbt
werden. Dazu gehéren dominante-rezessive und intermedidre Vererbung (vgl. Locke, 2015). Andere
VSH-Gene werden epistatisch weitergegeben (vgl. Behrens, et al., 2011), die Wirkung eines Genlocus
héngt also von einem anderen Genlocus ab (vgl. Carlborg, et al., 2004). Ferner ist es denkbar dass

auch maternale Vererbung eine Rolle spielt.

Um QTL zu finden werden statistische Zusammenhdange zwischen phanotypischen Daten, bei uns das
VSH-Verhalten bzw. Teile davon und genotypischen Daten, meist molekulare Marker, untersucht
(vgl. Miles, et al., 2008).

Diese besagten QTL wurden in verschiedenen varroaresistenten Populationen weltweit gefunden.
Dazu wurde beispielsweise die DNA konservierter Bienenproben von vor der Invasion der Varroa,
bzw. von vor der Ausbildung von Resistenzen und Bienenproben, von nach der Ausbildung von
Resistenzen, abgeglichen. So konnte in der varroaresistenten Population auf Gotland (Schweden) nach
siebenjahriger Nichtbehandlung ein Riickgang der genetischen Diversitdt nachgewiesen werden, also
ein genetischer Flaschenhals, wobei ein QTL auf dem siebten Chromosom auffallig wurde, der im
Zuge der Studie mit einer reduzierten Varroareproduktion assoziiert wurde (vgl. Lattorff, et al., 2015).
Eine weitere Studie mit Bienen derselben Population konnte auf den Chromosomen vier, sieben und
neun QTL nachweisen, die einen hohen Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit der Toleranzbildung
gegeniiber Varroa destructor besitzen. Bezeichnend dabei ist, dass diese drei Allele ihre volle Wirkung
nur gemeinsam entfalteten und sich dabei als schwach additiv herausstellten, zumal deren Einfluss
beim Fehlen eines Allels nahezu nicht messbar war. Es liegt offenbar ein Fall von Epistase vor (vgl.
Behrens, et al., 2011). Des Weiteren konnte in der Population des USDA-VSH-Projekts (USA) auf
den Chromosomen eins und neun QTL identifiziert werden, denen ein Einfluss auf die Fahigkeit der
Arbeiterinnen, infizierte Brutzellen zu erkennen, zu 6ffnen und auszurdumen, zugesprochen wird (vgl.
Tsuruda, et al., 2012). Auch in der wildlebenden Population des Arnot Forest (New York, USA)
konnte ein weiterer QTL nachgewiesen werden. Dieser scheint auf das Lernen aversiver Geriiche
Einfluss auszuiben und erleichtert somit den Bienen das Lernen des Aufsplrens infizierter Brutzellen
(vgl. Mikheyev, et al., 2015).
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Abbildung 1: Reproduktive Phase der Varroamilbe
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Abbildung 3: Adultes Milbenweibchen in der phoretischen Phase auf einer
Arbeiterbiene und einem Drohn
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Abbildung 7: Pedigree der Vt74
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Abbildung 9: Umlarven: drei Tage alte weibliche Larve auf Umlarvloffel
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Abbildung 10: Ablegen der Larve in die kiinstlichen Weiselnapfchen von Nicot

Abbildung 11: Zuchtleisten in Zuchtréhmchen
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Abbildung 12: Erstellung eines Anbriters
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Abbildung 13: Angepflegte Weiselzellen mit ansitzenden Pflegebienen
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Abbildung 14: Angepflegte Weiselzellen ohne Pflegebienen

Abbildung 15: Weiselzellen nach der Verdeckelung
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Abbildung 16: Entnahme der verdeckelten Weiselzellen
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Abbildung 17: Frisch geschliipfte Kéniginnen

Abbildung 18: Erstellen von Begattungseinheiten
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Abbildung 19: Schutz des Fluglochs mit einem Absperrgitter

Abbildung 20: Gesttilpter Drohn
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Abbildung 21: Testvélkchen mit ungeféahr 2000 Bienen
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Abbildung 22: Gesonderte Aufstellung der Testvolkchen

Abbildung 23: Bienen im Eimer mit Gitterboden
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Abbildung 24: Bepuderte Bienen, Sicht durch den Gitterboden des Eimers
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Abbildung 25: Ausgesiebte adulte Varroaweibchen

45



Abbildung 26: Infizierung der Testvélkchen

Abbildung 27: Arbeiterinnenbrutwabe mit kurz vor der Verdeckelung stehenden Larven
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Abbildung 28: Eine Brutwabe eines Testvolkchens wird unter dem Binokular bearbeitet

Abbildung 29: Suche nach Puppen im richtigen Entwicklungsstadium



Abbildung 30: Gedffnete und ausgeraumte Brutzelle mit weilRen Kotfelcken an der Zellwand
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Abbildung 31: Mehrfach infizierte Brutzelle
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Abbildung 32: Einfach infizierte Brutzelle mit adultem Milbenweibchen, Protonymphe und Méannchen
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Abbildung 33: Auswertungstabelle VVordruck
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Abbildung 36: Entwicklungsstufen der Arbeiterinnen- und Milbenbrut
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Abbildung 38: Ergebnisse des VSH-Projekts Teil 1
Abbildung 37: Ergebnisse des VSH-Projekts Teil 2
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