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Abstract

Abstract

Ectoparasitic mite, Varroa destructor, is one of the main reasons for colony losses today. The
traits SMR (Suppressed Mite Reproduction) and VSH (Varroa Sensitive Hygiene) contribute to
resistance in naturally Varroa destructor infestation surviving Apis mellifera populations.
They might be relevant to improve resistance against V. destructor in European populations.
Observations on SMR selected bees and naturally surviving populations show that SMR is
often linked to intensive opening and recapping of brood cells (REC behaviour).

This study deals with relationships between SMR, REC and further measurements of
resistance characteristics against V. destructor. In total, 105 Apis mellifera carnica colonies
were tested according to AGT breeding program (Arbeitsgemeinschaft Toleranzzucht). Data
of hygienic behavior and mite population growth development were obtained. Further, they
were evaluated for the traits SMR and REC according to the RNSBB (Research Network for
Sustainable Bee Breeding) protocol. It was combined with an extension of the pin test
(untouched, partially cleaned, completely cleaned cells) and up to five measurements of bee
infestation during summer.

The analysis showed significant (p <0,001) correlations between SMR and REC. Further,
significant (p < 0,05) correlations between SMR, bee infestation during summer and brood
infestation were observed. Significant influences of hygienic behavior, SMR and REC on the
mite infestation values were considered.

Rough estimations of heritabilities suggest reasonable genetic variability that may be
exploited in further research aiming at the implementation of the traits SMR and REC in
breeding programs.

The results show that SMR and REC might be suitable selection traits to decrease the mite
population growth within the colonies.




Kurzfassung

Kurzfassung

Die ektoparasitische Milbe Varroa destructor ist zurzeit einer der Hauptgriinde fir
Volkerverluste. Die Merkmale SMR (Suppressed Mite Reproduction) und VSH (Varroa
Sensitive Hygiene) tragen in natirlich den Befall mit Varroa destructor tberlebenden Apis
mellifera Populationen zur Resistenz bei. Diese Merkmale konnten zur Steigerung der
Resistenz gegen V. destructor bei europaischen Bienen beitragen. Bei der Untersuchung von
auf SMR selektierten Bienen und den natirlich Uberlebenden Populationen wurde
nachgewiesen, dass das SMR mit dem Offnen und Wiederverdeckeln (REC) zusammenhingt.

Diese Untersuchung befasst sich mit den Beziehungen zwischen SMR, REC und weiteren
Resistenzmerkmalen gegen V. destructor. Insgesamt 105 Apis mellifera carnica Volker
wurden nach den Vorgaben des AGT Zuchtprogrammes (Arbeitsgemeinschaft Toleranzzucht)
gepriuft. Dabei wurden Daten zum Hygiene-Verhalten und der Befallsentwicklung von
V. destructor erhoben. Die Volker wurden einer Analyse der Merkmale SMR (Suppressed
Mite Reproduction) und REC nach der Vorgabe des RNSBB (Research Network for
Sustainable Bee Breeding) Protokolls unterzogen. Die Daten wurden mit einer Erweiterung
des Pin-Tests (nicht berilihrte, teilweise ausgeraumte, vollstandig ausgerdumte Zellen) und
bis zu finf Messungen des Bienenbefalls wahrend des Sommers, kombiniert.

Die Auswertung zeigte signifikante (p < 0,001) Korrelationen zwischen SMR und REC. Weiters
wurden signifikante (p < 0,05) Korrelationen zwischen SMR, dem Bienenbefall wahrend des
Sommers und dem Brutbefall beobachtet. Ein signifikanter Einfluss des Hygiene-Verhaltens,
SMR und REC auf den Milbenbefall wurde festgestellt.

Grobe Heritabilitdtsschatzungen versprechen nutzbare Werte fir weitere Forschungsarbeit,
in Hinblick auf eine zuklnftige Implementierung der Merkmale SMR und Recapping in
Zuchtprogrammen.

Die Ergebnisse zeigen, dass SMR und REC nutzbare Merkmale fiir die Selektion auf
verringerte Milbenpopulationsentwicklung in den Vélkern sein kdnnten.
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1 Einleitung und Problemstellung

Varroa destructor [ANDERSON und TRUEMAN, 2000] ist der Hauptparasit von Apis mellifera
[LINNAEUS, 1758]. Seit ihrem Ubertritt von Apis cerana [FABRICIUS, 1793] auf Apis mellifera,
stellt die hamophage Milbe nach wie vor die grofite Bedrohung fir die Imkerei dar
(Rosenkranz et al., 2010; Dietemann et al., 2013).

Apis mellifera carnica [POLLMANN, 1879] ist die slidlich des Alpenhauptkammes bis nach
Sidtirol im Westen, auf der Balkanhalbinsel und vom 6stlichen Ende der Alpen nach Nord-
Osten bis in die russische Steppe urspriinglich vorkommende Subspezies der Art Apis melli-
fera (Ruttner, 1988). Durch natirliche Selektion Uber lange Zeit, passten sich die urspriing-
lich vorkommenden Bienenrassen (Subspezies) an lokale Gegebenheiten an (De La Rua et al.,
2009). In den urspriinglichen Verbreitungsgebieten flhrte die Adaption vor allem dazu, dass
A. m. carnica hinsichtlich der Trachtnutzung, vor allem bei der Waldtracht, einer besseren
Anpassung der Brutaktivitit an die Umweltbedingungen, besseren Uberwinterungseigen-
schaften und einigen weiteren Eigenschaften, Vorteile gegeniiber anderen Subspezies zeigt
(Ruttner, 1988; Ruttner, 1996).

In einigen Bundeslidndern in Osterreich ist zurzeit nur die Haltung von A. m. carnica erlaubt
bzw. die Haltung anderer Rassen/Subspezies bewilligungspflichtig1234 (Stmk. BZG, 1998;
Haltung und Zucht von Bienen - Wien, 2000; BienenzuchtG NO, 1980; K-BiWG, 2008).

Durch die flaichendeckende Bestdaubungsleistung von Bienen wird ein enormer Wert er-
bracht, der den der Bienenprodukte weit Ubersteigt. Der Produktionswert der von Insekten
bestdubten Nutzpflanzen wird in der EU 25 auf 14,2 Milliarden Euro geschatzt, wobei der
Grolteil dieser Bestaubungsleistung von Bienen erbracht wird (Gallai et al., 2009). Zum Bei-
spiel konnten bei Versuchen in Osterreich signifikante Mehrertrige durch den Einsatz von
Honigbienen bei der Bestaubung, von Raps, Sonnenblume, Kirsche, etc. nachgewiesen wer-
den (Mandl, 2006).

In Osterreich gab es im Jahr 2016 ca. 354.000 Bienenvélker, die von ca. 26.000 Imkern gehal-
ten wurden. Das entspricht im Durchschnitt 13,3 Vélker pro Imker und zeigt, dass der GroR-
teil der Imker die Bienenhaltung als Hobby betreibt. Nur ca. 1 % der Imker sind Berufsimker.
Diese halten jedoch 20 % der Bienen (Biene Osterreich, 2018). Insgesamt wurden in Oster-
reich im Zeitraum 2015/2016 ca. 5000 Tonnen Honig jahrlich produziert, was zu einem
Selbstversorgungsgrad von 52 % fihrte (Statistik Austria, 2018). Bei der Erhebung von Win-
terverlusten traten in den letzten 7 Jahren Volkerverluste in der Hohe von 8,1 % bis 28,4 %
jahrlich auf (Mittelwert von 2011/12 bis 2017/18: 18,2 %) (Brodschneider, 2018).

Bislang konnte sich zwischen dem eingeschleppten Parasiten und dem neuen Wirt keine ba-
lancierte Parasit-Wirt Beziehung entwickeln. Durch die derzeit noch notwendigen Behand-
lungen werden die Kosten fiir die Bienenhalter und das Risiko von Riickstdanden im Honig
und in Bienenprodukten erhoht. V. destructor wird als ein Hauptfaktor fiir den Riickgang der
Anzahl von Imkern und Bienenvélkern in Europa verantwortlich gemacht. In Kombination
mit dem Rickgang der Anzahl natiirlicher Bestduber, kann V. destructor moglicherweise zu-
kiinftige Probleme bei der Bestdubung verschlimmern (De La Rua et al., 2009; Rosenkranz et
al., 2010).

' §22 Abs. 1 Satz 1 BZG (Steiermark)

% Art. 1 §7 Abs. 1 Satz 1,2 Haltung und Zucht von Bienen (Wien)
* Art. 1 Abs. 1 Satz 1 BienenzuchtG NO (Niederésterreich)
4§11 Abs. 1 Satz 1 K-BiWG (Kirnten)
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Wie auch bei anderen Nutztieren stellt die Tierzucht Losungsansatze flir komplexe
Anforderungen in der Bienenhaltung bereit. Der Grof3teil der Zuchtarbeit bei A. m. carnica
findet durch eine kleine Anzahl von Ziichtern statt. In Osterreich gibt es zwei Zuchtorganisa-
tionen, die sich um eine Verbesserung von A. m. carnica annehmen.

Laut Fewson (1993) lautet eine allgemeine Definition des Zuchtziels: , Erstellung von vitalen
Tieren, die unter zukinftigen Produktionsbedingungen einen hdéchstmoglichen Gewinn
sicherstellen.” Diese allgemein fir die Tierzucht giiltige Definition ist vor allem in Hinblick auf
eine nachhaltige, als auch in Zukunft wirtschaftlich betriebene Imkerei von héchster Rele-
vanz fir die moderne Bienenzucht. Die Definition nimmt Bezug auf die groe Bedeutung von
Vitalitatsmerkmalen bei Nutztieren, die aus 6konomischer Sicht auf den ersten Blick weniger
relevant erscheinen.

In Anbetracht hoher Winterverluste und der 6ékonomischen Bedeutung der Honigbienen,
sollte die Selektion auf Resistenzeigenschaften verstarkt werden. Im Index des Gesamt-
zuchtwertes des AGT-Zuchtprogrammes stellt der Einzelzuchtwert Varroatoleranz mit 40 %
Gewichtung das wichtigste zlichterisch bearbeitete Merkmal dar. Zurzeit finden die Merk-
male Befallsentwicklung und Bruthygiene (Hygiene-Verhalten) Eingang in die Zuchtwert-
schatzung des Einzelzuchtwerts Varroatoleranz (AGT, 2013).

Die amerikanischen Forscher Harbo und Harris (1999a) konnten Eigenschaften von Bienen
identifizieren, die im Zusammenhang mit der Resistenz gegenlber V. destructor stehen.
Durch diese Eigenschaften wird die Reproduktion von V. destructor, die in den Brutzellen der
Bienen erfolgt, gestort, oder die Muttermilbe durch Ausrdumen der Bienenpuppe ganzlich
daran gehindert (Harbo und Harris, 2009).

Weltweit gibt es einige A. mellifera Populationen die ohne Eingreifen des Menschen dem
Befall von V. destructor widerstehen. In diesen Populationen konnten verschiedene Mecha-
nismen identifiziert werden, die einen moglichen Einfluss auf die Resistenz dieser Bienenvol-
ker haben. In einigen dieser Populationen (Primorsky, Gotland, Avignon) ist das in dieser
Arbeit beachtete Merkmal SMR bzw. die reduzierte Reproduktion von V. destructor ausge-
pragt (Locke, 2016).

Das Offnen und Wiederverdeckeln von Zellen (Recapping) spielt eine Rolle in natiirlich
V. destructor Befall (iberlebenden A. mellifera Populationen. Bei Vélkern aus diesen Popula-
tionen ist dieses Verhalten starker ausgepragt als in V. destructor anféalligen Volkern (Oddie
et al., 2018).

Eine effektive Auslese auf diese Eigenschaften (SMR/VSH) ist jedoch durch die allgemeinen
Tests auf Hygiene-Verhalten (Pin-Test, Freeze-Killed-Brood-Test) nach bisherigen
Erfahrungen nicht ausreichend moglich (lbrahim und Spivak, 2006). Mittlerweile wurden
verschiedene Methoden zur Erfassung dieser Merkmale entwickelt und durch Zucht eine
verstarkte Auspragung dieser Eigenschaften erreicht (Harris, 2007; Bichler et al., 2017; Villa
et al., 2009). Die Erhebung von SMR/VSH ist aber bislang sehr zeitaufwandig.

Es wird vermutet, dass die Heritabilitdt von SMR Uber 0,25 liegen kdnnte (Harbo und Harris,
1999b). Am Bieneninstitut in Kirchhain, konnte die phanotypische Auspragung des Merkmals
SMR innerhalb von 4 Jahren von durchschnittlich 18,6 % im Jahr 2013 auf 35,2 % im Jahr
2017, gesteigert werden. Viele der dabei ausgewadhlten Zuchtvélker kdnnen bei guter
Honigleistung und Volksentwicklung, nur mit einmaliger Brutpausen-Behandlung, ohne
weitere BehandlungsmaRnahmen gut iberleben (Blichler, 2018).
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2 Zielstellung und Forschungsfragen

Ziel der Arbeit ist die Berechnung von Beziehungen zwischen den bislang nicht routinemaRig
erfassten Merkmalen SMR und Recapping, zu bereits in der Zuchtwertschatzung berticksich-
tigten Merkmalen bei A. m. carnica. Zusatzlich sollen die Daten flir Parameterschatzungen
verwendet und grobe Heritabilitdtsschatzwerte berechnet werden.

Folgende Forschungsfragen sollen mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Welche phanotypischen Korrelationen treten zwischen den Resistenzmerkmalen
SMR, Recapping und den in der AGT-Leistungsprifung gemessenen Merkmalen auf?

2. Welche bisher in der Leistungsprifung gemessenen Merkmale zeigen die starksten
Zusammenhange zu SMR bzw. Recapping?

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen SMR und Recapping?

4. Welche Auspragungsform des Pin-Tests, ,nicht bertihrt“ oder ,vollstandig
ausgeraumt” zeigt engere Zusammenhange zu den Merkmalen SMR bzw. Recapping?

5. Welche Zusammenhidnge zeigen sich fir exakt zu messende Merkmale (SMR,
Recapping, Pin-Test) mit der Milbenpopulationsentwicklung in den Volkern?

6. In welcher GréBenordnung sind die Heritabilitaiten fiir die Merkmale SMR und
Recapping einzuschatzen?
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3 Varroa destructor

Varroa destructor, ist der Hauptparasit der westlichen Honigbiene (Apis mellifera) seit ihrem
Ubertritt vom urspriinglichen Wirt Apis cerana (Dietemann et al., 2013; Rosenkranz et al.,
2010). Kein anderer Schadling hatte bisher solch eine Bedeutung fir die Bienenhaltung, als
auch fur die Wissenschaft der Honigbiene (Rosenkranz et al., 2010).

Friher noch als Varroa jacobsoni [OUDEMANS, 1904] bezeichnet, definierten Anderson und
Trueman (2000) sechs Haplotypen (Milben mit verschiedenen mitochondrialen DNA Gen-
Sequenzen) als Art Varroa destructor. Zwei Haplotypen parasitieren den Wirt Apis mellifera.
Beide gehoren zur Art Varroa destructor und werden in den haufiger vorkommenden Korea-
Haplotyp (Europa, mittlerer Osten, Afrika, Asien, Amerika) und den weniger haufig vorkom-
menden Japan/Thailand-Haplotyp (Japan, Thailand) eingeteilt (Anderson und Trueman,
2000).

In Deutschland wurde V. destructor zum ersten Mal 1977 am Bieneninstitut Oberursel in
Hessen entdeckt, wobei die Einschleppung wahrscheinlich ein paar Jahre friiher durch Stu-
dienvolker von A. cerana erfolgt ist. Man berichtete aber auch bereits 1971 in Moskau vom
Auftreten der Milbe. Dort bezeichnete man die Milbe, (V. destructor) als: ,, ... der groRte
Bienenschadling, der alle Bienenkrankheiten zusammen Ubertrafe” (Ruttner, 1977). Der
erste Nachweis von V. destructor in Osterreich erfolgte 1983, wo sie sich in zwei bis drei
Jahren im gesamten Bundesgebiet ausbreitete (Pechhacker, 2002). V. destructor ist heute
nahezu weltweit verbreitet. In Australien ist ein Vorkommen von V. destructor noch nicht
offiziell bestatigt (Department of Agriculture and Fisheries Queensland, 2018).

Die wichtigsten Griinde fiir den einzigartigen Status von Varroa destructor sind:

e V. destructor ist ein neuer Parasit auf A. mellifera, daher fehlt eine ausbalancierte
Wirt-Parasit Beziehung

e V. destructor hat sich in kurzer Zeit weltweit, ausgenommen Australien ausgebreitet

e Ohne Behandlung wiirden die meisten Bienenvélker im gemaBigten Klima in 2 bis 3
Jahren zusammenbrechen

e Der stindige Einsatz chemischer Behandlungsmittel erhoht die Kosten fir die
Bienenhalter und erhoht das Risiko von Riickstanden im Honig und in Bienenproduk-
ten (Rosenkranz et al., 2010)

e V. destructor wird als ein Hauptfaktor fiir die sinkende Zahl von Bienenhaltern gese-
hen. Zusammen mit dem weltweiten Riickgang der bestdubenden Insekten, kann
V. destructor daher ein Problem fiir die weltweite Bestdubung sein (Rosenkranz et al.,
2010; De La Rua et al., 2009).

Im Review Artikel von Rosenkranz et al. (2010) ist das Wichtigste zur Biologie und Kontrolle
von V. destructor zusammengefasst. Des Weiteren sind in Dietemann et al. (2013) Methoden
zur Forschung mit V. destructor detailliert dargestellt. Ebenso beschreibt Ritter (1994, 1996)
die Biologie von V. destructor. In Kapitel 3 wird ein Uberblick tber die fiir die vorliegende
Arbeit relevante Literatur zu V. destructor gegeben.
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3.1 Morphologie

Die adulten Milbenweibchen sind quer oval, in etwa 1,5 x 0,5
mm grolR und dunkelbraun gefarbt (siehe Abbildung 1). Der
Korper beider Geschlechter ist in Idiosoma und Gnathosoma
untergliedert, wobei das konvexe Idiosoma das Gnathosoma
vollstandig verdeckt. Durch die Korperform, und den zu
Sauglappen ausgebildeten Tarsen kann sich die Milbe gut auf
den Bienen festhalten (Ritter, 1996). Dabei halten sich die
Milben am liebsten in den Segmenten des Abdomens auf der
ventralen Seite der Bienen auf (Fernandez et al., 1993).

V. destructor zeigt einen ausgepragten Geschlechtsdi-
morphismus (Infantidis, 1983). Beim Weibchen sind die dor-
salen und ventralen Platten stark sklerotisiert und haben eine
rot-braune Farbe. Diinne und flexible Intersegmental-Memb-
ranen (siehe Abbildung 2) zwischen den Platten ermdglichen
der Milbe wahrend der Nahrungsaufnahme und der Phase
der Eibildung (siehe Abbildung 3) sich auszuweiten
(Rosenkranz et al., 2010).

Der Korper des Mannchens ist birnenformig und zeigt nur
wenig Sklerotisierung (siehe Abbildung 4). Sklerotisiert sind
vor allem die Beine und der dorsale Panzer. Die Mannchen
sind in allen Entwicklungsstufen deutlich kleiner als die Weib-
chen. Im Verhaltnis zur GréRe sind die Beine des Mannchens
langer als die der Weibchen (Rosenkranz et al., 2010).

Das Gnathosoma befindet sich ventral auf der Unterseite des
Korpers. Es umfasst die Mundwerkzeuge Cheliceren und Pe-
dipalpen. Die Cheliceren bestehen aus drei Segmenten, dem
basalen, dem mittleren und dem distalen Teil. Der distale Teil
ist bei Weibchen beweglich und besitzt zwei kleine Zdhne. Bei
den Méannchen ist der bewegliche Teil zu einem Spermato-
dactyl umgebildet. Es ist ein Kanilen-ahnliches Gebilde, wel-
ches das Transferieren von Sperma in den weiblichen Genital-
trakt ermoglicht (Rosenkranz et al., 2010).

Der weibliche Genitaltrakt ist in zwei Teile untergliedert. Der
erste Teil bildet sich aus einem Ovarium, einem Uterus und
einer Vagina. Diese endet in einer Offnung, aus der die Eier
abgelegt werden und die zwischen dem zweiten Beinpaar
situiert ist. Der zweite Teil ermdglicht die Aufnahme und
Reifung des Spermas. Es ist aus zwei Poren gebildet, den So-
lenostomen. Von dort wird das Sperma bis in die Sper-
matheka geleitet. Diese ist ein groReres sack-dhnliches
Organ, das als Reservoir fiir die Spermien bis zur Befruchtung
dient (Alberti und Hénel, 1986). Die mannlichen Genitalien
bildet ein Hoden am hinteren Teil des Korpers. Von den Ho-
den fihren zwei Ejakulationséffnungen, die zwischen dem

Abbildung 1: adultes V.
destructor Weibchen, dorsal

Abbildung 2: adultes V.
destructor Weibchen, ventral

Abbildung 3: adultes V.
destructor Weibchen das kurz
vor der Eiablage steht, die
Intersegmentalhdute sind
deutlich zu sehen

Abbildung 4: adultes V.
destructor Mannchen, dorsal
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zweiten Beinpaar miinden. Die Spermien unterlaufen 8 Reifungsstadien, 6 im Korper des
Mannchens und 2 nach der Befruchtung im Koérper des Weibchens (Rosenkranz et al., 2010).

3.2 Lebenszyklus

V. destructor ist eng an das Leben ihres Wirtes Honigbiene gebunden. Ein freies Uberleben
ohne den Wirt Honigbiene ist nicht moglich. Es gibt zwei Phasen im Leben der weiblichen
Milbe. Die phoretische Phase auf adulten Bienen und die reproduktive Phase in verdeckelten
Brutzellen (siehe Abbildung 5). Mannchen und Nymphenstadien sind kurzlebig und kénnen
nur in verdeckelten Brutzellen gefunden werden. Auf den adulten Bienen werden die
V. destructor Weibchen zu den Brutzellen transportiert oder von Flugbienen oder Schwar-
men verteilt (Kuenen und Calderone, 1997). Die Milbe saugt erhebliche Mengen an Hamo-
lymphe von adulten Bienen wie den befallenen Bienenpuppen (Garedew et al., 2004).

Reproduktive Phase

Phoretische Phase
Eindringen in Brutzellen,

Aufenthalt auf den adulten Reproduktion und
Bienen, Verteilung tGber Begattung in den
Schwarme, Verflug und verdeckelten Zellen
Rauberei

Abbildung 5: Vereinfachter Lebenszyklus von Varroa destructor; Weibchen wechseln zwischen einer
phoretischen und reproduktiven Phase. Die Nymphenstadien und Mannchen sind kurzlebig und weisen
keine phoretische Phase auBerhalb der Brutzellen auf. Quelle: Eigene Fotografien/eigene Abbildung nach
Rosenkranz et al. (2010)
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3.3 Orientierung und Befall des Wirtes

V. destructor kann Licht und Vibrationen wahrnehmen (Kirchner, 1993). Jedoch gibt es keine
Anzeichen, dass diese Sinne zur Orientierung oder Wirtsfindung verwendet werden
(Rosenkranz et al., 2010). Es wird auch vermutet, dass die Temperatur nur wenig Einfluss
darauf hat (Dillier et al., 2006).

Chemische Reize spielen eine Hauptrolle im Lebenszyklus von V. destructor. Das wird deut-
lich, wenn das Weibchen bestimmte Brutstadien der Bienen bevorzugt. Als Parasit ohne eine
Lebensphase aullerhalb des Wirtes sitzt die Milbe entweder auf adulten Bienen oder befin-
det sich innerhalb von Brutzellen. Fir den Reproduktionserfolg von V. destructor sind zwei
Stadien des Wirtes von grofRer Bedeutung. Die adulte Biene, die das Milben Weibchen zur
Brutzelle bringt und die in der Brutzelle befindliche Bienenpuppe kurz vor der Verdeckelung
(Rosenkranz et al., 2010).

Die Milben sind in der Lage, die Funktionen der adulten Bienen zu erkennen. So werden
Ammenbienen von den Milben bevorzugt, da diese sie zu den Brutzellen bringen (Kraus,
1993; Kuenen und Calderone, 1997). Frisch geschliipfte Bienen sind weniger attraktiv als
dltere Bienen und die Ammenbienen im mittleren Alter sind die Gruppe, die am starksten
befallen wird (Kraus et al., 1986; Steiner, 1993). Es wird angenommen, dass die alters- bzw.
aufgabenbedingte spezifische Struktur der cuticularen Hydrocarbon-Struktur, ausschlag-
gebend fir die Selektion des optimalen Wirtes ist. Altersbedingte Strukturen wurden fir
Drohnen (Wakonigg et al., 2000) und Arbeiterinnen beschrieben (Chiroudi et al., 1997 zit.
nach Rosenkranz et al., 2010).

Zusatzliche Informationen die das Erkennen von passender Brut bestatigen, sind bekannt.
Drohnenbrut wird 8 bis 10 Mal starker befallen als Arbeiterinnenbrut (Boot et al., 1995). Im
Bienenvolk wird Arbeiterinnenbrut 15 bis 20 Stunden vor dem Verdeckeln befallen, Droh-
nenbrut 40 bis 50 Stunden vor dem Verdeckeln (Boot et al., 1992; Infantidis, 1988). Ein wei-
terer Aspekt, der wahrscheinlich zum starkeren Befall der Drohnenbrut beitragt, ist die in-
tensivere Pflege. Dadurch haben Milben, die auf Ammenbienen sitzen, mehr Chancen Droh-
nenbrut im passenden Entwicklungsstadium zu befallen als passende Stadien der Arbeiterin-
nenbrut. Es wurde untersucht, dass Arbeiterinnen 2,78 Mal mehr Zeit in fiir die Pflege der
Drohnen als fir die der Arbeiterinnen aufbrachten (Calderone und Kuenen, 2003).

Verschiedene Stoffe in der Cuticula der Larven l6sen eine bestatigte Attraktivitat fiir die Mil-
ben-Weibchen aus. Es handelt sich dabei um Methyl- und Ethyl-Ester (Le Conte et al., 1989).
Diese Ester von geradlinigen Fettsduren, agieren als Brutpheromone und |l6sen das Verde-
ckeln der Brutzellen aus (Le Conte et al., 1990). Die Sekretion dieser Ester hat einen ontoge-
netischen Verlauf, der sein Maximum im finften Entwicklungsstadium der Larven wahrend
der Zeit des Verdeckelns erreicht (Trouiller et al., 1991). Drohnenbrut produziert auch etwas
groflere Mengen (iber einen langeren Zeitraum, was wiederum zum bevorzugten Befall der
Drohnenbrut beitragt.

Nicht nur die Larve selbst, auch Stoffe im Kokon und im Larvenfutter haben eine anziehende
Wirkung auf das Milben-Weibchen. Aliphatische Alkohole und Aldehyde mit Kettenlangen
von C17 bis C22, extrahiert von Kokons, l6ste bei Milben-Weibchen ein starkes Ruhe-Verhal-
ten aus (Calderone und Lin, 2001). Die Bienenbrut sondert aber auch natirliche Komponen-
ten ab, die einen abstoRenden Effekt auf die V. destructor Weibchen haben. Kdniginnen-
larven sind gegenilber Arbeiterinnenlarven und Drohnenlarven weniger interessant. Auch
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Gelee Royale hat einen abstoBenden Effekt auf die Milben-Weibchen (Calderone und Lin,
2001; Calderone et al., 2002).

Im Artikel von Dillier et al. (2006) wird ein weiterer Uberblick tiber das Orientierungsverhal-
ten und die Ausstattung mit Sinnesorganen bei V. destructor gegeben.

3.4 Reproduktion von V. destructor

Nach dem Eindringen in eine Brutzelle mit einer Larve im fiinften Entwicklungsstadium (kurz
vor der Verdeckelung) bewegt sich die Milbe zwischen der Larve und der Zellwand durch auf
den Boden der Zelle und setzt sich im Larvenfutter fest. Dieses Verhalten der Milben kdnnte
ein Adaptionsmechanismus gegen das Aufspiren und Ausrdumen durch Hygiene-Verhalten
sein (Rosenkranz et al., 2010).
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Abbildung 6: Entwicklung von V. destructor und dem Wirt A. mellifera; Quelle: Verandert und iibersetzt nach
Dietemann et al. (2013)

Nach etwa 5 Stunden hat die Larve den Rest des Larvenfutters aufgebraucht (Infantidis,
1988) und die Milbe beginnt Himolymphe von der Bienenpuppe zu saugen (Rosenkranz et
al., 2010). Innerhalb weniger Stunden beginnt die Oogenese, gefolgt von der Pravitelloge-
nese, der Vitellogenese (Bildung der Eier), der Embryogenese und der Eiablage (Garrido
Lineburg, 2004).

Ungefahr 70 Stunden nach dem Verdeckeln wird das erste Ei abgelegt (Infantidis, 1983). Das
erste Ei ist unbefruchtet und durch das haploid-diploid Geschlechtsbestimmungssystem wie
bei der Biene, entwickelt sich daraus ein haploides Mannchen. Nachfolgend wird ein be-
fruchtetes Ei im Abstand von in etwa 30 Stunden gelegt, aus denen sich weibliche Nach-
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kommen entwickeln (Rehm und Ritter, 1989; Martin, 1994). Bis zu flinf Eier in der Arbeite-
rinnenbrut und bis zu sechs Eier in der Drohnenbrut kbnnen durch ein Milben-Weibchen
abgelegt werden (siehe Abbildung 6) (Martin, 1994; Martin, 1995).

Die Milbenlarve entwickelt sich innerhalb des Eies, in den Stunden nach der Eiablage
(Nanelli, 1985 zit. nach Rosenkranz et al., 2010). Vom Schlupf aus dem Ei bis zur Hautung zur
adulten Milbe, passiert die Milbe das Proto- und Deutonymphenstadium (Ritter, 1996). Die
Entwicklungszeit betragt ungefdahr 154 Stunden bei den mannlichen Milben und ungefahr
134 Stunden bei den weiblichen Milben (Martin, 1994). Beide Nymphenstadien werden in
eine mobile und immobile Phase, kurz vor der Hautung eingeteilt (Infantidis, 1983). Die im-
mobilen Stadien werden Proto- und Deuto-Chrysalis genannt. Die weibliche Milbe dndert ihr
AuBeres von langlich zu quer-oval. Im Stadium Deuto-Chrysalis ist bereits die Kérperform der
adulten Milbe erreicht. Im Deuto-Chrysalis Stadium beginnt die Ausfarbung, die bis zu einer
rot-braunen Farbe nach der letzten Hautung flhrt. Dagegen ist die endglltige Form des
mannlichen Korpers dreieckig mit einer gelben Farbe (Rosenkranz et al., 2010).

Die Muttermilbe macht Locher in die Bienen-
puppe, damit sich die Nymphenstadien ernah-
ren kdnnen. Diese einzelne Futterzone liegt
normalerweise zwischen dem flinften Segment
der Bienenpuppe und nahe der sogenannten
,faecal accumulation site”, wo sich der Kot
ansammelt (siehe Abbildung 7). Dieses Verhal-
ten ist Teil der elterlichen Fiirsorge und not-
wendig, da die Cheliceren der weiblichen
Nymphenstadien noch zu weich sind um ein
Loch in die Bienenpuppe zu machen und die
mannlichen Cheliceren fir den Spermatransfer
umgebildet sind. Nach dem Fressen kehren die
Milbennachkommen zur ,faecal accumulation
site” zurlick (Donzé und Guerin, 1994).
V. destructor wird kurz nach der letzten Hau-
tung geschlechtsreif. Mannchen erreichen die
Geschlechtsreife friiher und warten bei der
»faecal accumulation site” auf das erste ge-
schlechtsreife Weibchen, das nach ungefahr 20
Stunden sich zur Geschlechtsreife hautet. Da
die Reproduktion nur innerhalb der Zelle erfol-
gen kann, beginnt das Mannchen immer sofort
mit der Begattung seiner geschlechtsreifen
Schwestern (Donzé et al., 1996).

Abbildung 7: faecal accumulation site; Stelle an
der sich der Kot der Milben ansammelt; In der

Nahe dieser Zone (am unteren Ende der Zelle)
liegt die Futterzone fiir die Nymphenstadien
und es wartet dort das adulte Madnnchen auf
das erste geschlechtsreife Weibchen.
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Die Begattung (siehe Abbildung 8) kann als eine Abfolge von 4 Schritten interpretiert werden
(Ziegelmann et al., 2013):

1. Der Ablauf startet mit der Attraktion des Mannchens. Wenn das Mannchen nahe genug
beim jungen Weibchen ist, folgt es diesem und beriihrt es mit den vorderen Beinen.

2. Dann besteigt das Mannchen das Dorsum des Weibchens und begutachtet den vorde-
ren Teil des Dorsums mit den Tarsen. Darauf schllipft es auf die ventrale Seite.

3. In der ventral-ventral Position untersucht das Mannchen die Solenostomen, immer
abwechselnd von einer Seite zur anderen.

4. Danach pausiert das Mannchen, wahrscheinlich um die Spermatophoren abzusondern,
um diese danach in die Solenostomen zu transferieren. Dann nimmt das Mannchen die
Spermatophoren aus seiner Genital6ffnung und Gberfihrt das Sperma in die Gonoporen
des Weibchens (Rosenkranz, et al., 2010).

Eine mehrfache Begattung ist Ublich, bis das nachste Weibchen geschlechtsreif ist und bei
der ,faecal accumulation site” auftaucht. Auch um die Spermatheka mit 35 Spermatozoen zu
fillen ist eine mehrfache Begattung notwendig (Donzé und Guerin, 1994; Donzé et al.,
1996). Das Paarungsverhalten wird von weiblichen Sexualpheromonen eingeleitet. Aufgrund
dieser fllichtigen Pheromone, sind frisch gehdutete Weibchen signifikant interessanter fir
Mannchen als Deuto-Chrysalis” oder dltere Weibchen, was sicher stellt, dass sich das Mann-
chen immer mit dem jlingsten Weibchen paart, nachdem sich eine Deuto-Chrysalis zu einem
adulten Weibchen hautet (Ziegelmann et al., 2013).
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1. Ei
Unbefruchtet
mannlich

Befruchtet
weiblich

-

Die Muttermilbe befallt
eine Brutzelle

Tage nach dem Verdeckeln

Die Muttermilbe
verlasst mit 2 adulten
Tochtermilben die
Brutzelle

Abbildung 8: reproduktive Phase von V. destructor; Quelle: Eigene Fotografien/eigene Abbildung nach Rosenkranz et al. (2010)
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Die tatsachliche Reproduktionsrate (sichtbare adulte weibliche Nachkommen/Muttermilbe)
ist schwierig zu erheben. Diese hangt von der Milbenfertilitdt (Reproduktion ja/nein) sowie
vom Reproduktionsvermégen (Anzahl von Nachkommen pro Reproduktionszyklus) ab. Unter
natlirlichen Bedingungen betragt die Reproduktionsrate in Arbeiterinnenbrut in etwa 1,45
adulte weibliche Nachkommen pro Muttermilbe in einfach befallenen Zellen. Es ist moglich,
dass 3 weibliche Nachkommen reproduziert werden, bevor die Biene schliipft (Martin,
1994).

Bei Drohnenbrut betragt die durchschnittliche Reproduktionsrate in etwa 2 bis 2,2 adulte
weibliche Nachkommen in einfach befallenen Zellen. Wahrend sich die Drohnenbrut entwi-
ckelt, ist genug Zeit, dass sich grundsatzlich alle 5 bis 6 abgelegten Eier entwickeln kénnten.
Muttermilben, die normal reproduzieren und 5 bis 6 Eier ablegen, bringen im Durchschnitt 4
adulte Weibchen als Reproduktionsleistung hervor. Viele V. destructor Weibchen bringen
jedoch keine sichtbaren Nachkommen hervor (Martin, 1995). In ihrem Leben kann ein Mil-
ben-Weibchen unter Laborbedingungen bis zu 7 Reproduktionszyklen durchlaufen (De
Ruijter, 1987). Unter natirlichen Bedingungen kdnnen zwei bis drei Reproduktionszyklen
erwartet werden (Martin und Kemp, 1997; Fries und Rosenkranz, 1996).

Es wurde bislang angenommen, dass im urspriinglichen Wirt A. cerana, die Reproduktion der
Varroa-Milben (V. jacobsoni und V. destructor) nur in der Drohnenbrut stattfindet, (Garrido
Lineburg, 2004; Rath, 1999). Dieses Phanomen wird als wichtiger Faktor fiir das balancierte
Wirt-Parasit Verhaltnis bei A. cerana betrachtet (Rath, 1999). Lin et al. (2018), berichten je-
doch, dass die allgemein berichtete Abwesenheit von V. destructor in Arbeiterinnenbrut bei
A. cerana wegen der fehlenden Attraktivitdt der Arbeiterinnenbrut nicht bestatigt werden
konnte. Arbeiterinnenbrut von A. cerana wird grundsatzlich in dhnlichem Umfang befallen
wie die Arbeiterinnenbrut von A. mellifera. Jedoch zeigen Puppen von A. cerana, dass sie
starkeren Schaden durch die Parasitierung nehmen, was wieder mit einem verstarkten Aus-
raumen zusammenhangen konnte. Auf Volksebene betrachtet, hangt der Reproduktions-
erfolg des Parasiten vom Anteil des sich vollstandig entwickelnden Wirtes ab (Lin et al.,
2018).

Die zwei Haplotypen von V. destructor, die sich auf A. mellifera finden, kénnen dort sowohl
in Arbeiterinnen- wie Drohnenbrut reproduzieren (Mufioz et al., 2008). Jedoch gibt es einen
gewissen Anteil an weiblichen Milben, die nach dem Eindringen in Arbeiterinnen- oder
Drohnenbrut nicht reproduzieren. Der Prozentsatz dieser nicht-reproduktiven Milben ist ge-
ringfligig variabel innerhalb einer Spezies oder Subspezies des Wirts und klimatischen Bedin-
gungen. Daher tragt es zu Unterschieden in der Wirts-Toleranz innerhalb européischer Bie-
nen bei (Fries et al., 1994; Rosenkranz, 1999).

In europaischen Subspezies (Rassen), bleiben ungefdhr 5 bis 20 % der Milben nach dem Be-
fall von Arbeiterinnen- oder Drohnenbrut nicht-reproduktiv (reviewed in Rosenkranz et al.,
2010). Das Verbringen von V. destructor auf verschiedene Honigbienen Subspezies besta-
tigte, dass die verringerte Milbenfertilitdit mehr ein Merkmal des Wirtes, als der des Parasi-
ten ist (Rosenkranz, 1999).

Die Griinde fiir die Unfruchtbarkeit der Milben-Weibchen sind generell noch zu wenig be-
kannt. Da unbefruchtete Milben-Weibchen nicht reproduzieren kdnnen (Martin et al., 1997),
wird angenommen, dass bei diesen Milben-Weibchen die Kopulation nicht funktioniert hat
(Harris und Harbo, 1999). Fuchs (1994) vermutete, dass unfruchtbare Milben ihre Fahigkeit
zur Reproduktion verloren haben. Jedoch widersprechen andere Beobachtungen diesen An-
nahmen. In der phoretischen Phase haben nahezu alle Milben-Weibchen gefiillte Sper-
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matheken (Garrido Lineburg, 2004). Auch unfruchtbare Milben aus der Bienenbrut, die
kiinstlich in neue Brutzellen eingebracht wurden, waren noch fahig zu reproduzieren
(Weller, 2008 zit. nach Rosenkranz et al., 2010).

Das spricht fir eine durch den Wirt bedingte zeitweise Unfruchtbarkeit. Des Weiteren ist es
von Bedeutung, nicht jedes Milben-Weibchen das zumindest ein Ei legt, als reproduktiv zu
betrachten (Rosenkranz et al., 2010). Der Reproduktionserfolg ist definiert, als die Fahigkeit
der Muttermilbe zumindest eine sichtbare, begattete weibliche Tochtermilbe zu reproduzie-
ren, bevor die Bienenpuppe als adulte Biene schliipft. Erfolgreiche Reproduktion bendétigt
daher die Entwicklung von zumindest zwei Eiern, die von der Muttermilbe innerhalb einer
Brutzelle abgelegt werden, aus denen sich ein Mannchen und ein Weibchen entwickeln.
Diese missen sich vor dem Schlupf der Biene paaren. Das Mannchen stirbt wenn die Biene
schliipft, die begatteten Weibchen befallen zusammen mit der Muttermilbe die Bienen des
Volkes, um wiederum in Brutzellen einzudringen und zu reproduzieren. Muttermilben, die
keine Eier legen, nur ein Ei legen, nur mannliche Nachkommen produzieren oder in Relation
zur Bienenpuppe zu spat mit der Eiablage beginnen, steuern damit keinen Nachwuchs fir die
Milbenpopulation bei (Dietemann et al., 2013).

3.5 Populationsdynamik

Es gibt einen engen Zusammenhang zwischen der Populationsdynamik von V. destructor und
der Brutaufzucht in den Volkern. Der Befall mit V. destructor ist im Frihjahr am geringsten
und nimmt vor allem mit Beginn der Aufzucht von Drohnenbrut zu. Entscheidende Einfluss-
grofRen fir die Populationsentwicklung von V. destructor sind der Anfangsbefall im Friihjahr,
sowie der Umfang und die Dauer der Aufzucht von Drohnen (Ritter, 1996).

Das Wachstum der Milbenpopulation ist von Volk zu Volk stark variabel. Es hangt ab von den
Eigenschaften und Merkmalen des Wirtes und Parasiten, die moglicherweise die Reproduk-
tionsrate und die Milbenmortalitdt beeinflussen. Vor allem verlangerte Brutperioden oder
eine verhaltnismalige hohe Anzahl von Brutzellen kdnnen einen starken Einfluss auf ein
schnelleres Populationswachstum haben. Des Weiteren wurde in Modellierungen zur Popu-
lationsentwicklung festgestellt, dass vor allem Anderungen im Reproduktionserfolg von
V. destructor einen sehr starken Einfluss auf die Populationsentwicklung haben (Calis et al.,
1999; Martin und Medina, 2004).

In Versuchen, bei denen die Datengrundlage Messungen von 10 Jahren darstellte, wurde
bestatigt, dass der Anteil der nicht-reproduktiven Milben den starksten Zusammenhang mit
reduzierten Wachstumsraten des Befalls aufwies. Des Weiteren wurden signifikante Korrela-
tionen zwischen dem Brutbefall und dem Wachstum der Milbenpopulation festgestellt
(Harris et al., 2003). In anderen Versuchen konnten Zusammenhéange zwischen verletzten
Milben auf den Bodeneinlagen (Grooming behaviour), dem Hygiene-Verhalten und dem Po-
pulationswachstum festgestellt werden (Arechavaleta-Velasco und Guzman-Novoa, 2001).
Vorhersagen, auf welches Ausmafd Milbenpopulationen (iber die Saison hinweg anwachsen,
sind nach wie vor nicht moglich. Probleme dafiir sind Verflug und Rauberei. Zu Zeiten gerin-
ger Tracht und hoherer Raubereiaktivitaten, kommt es vor allem bei starkeren Volkern oft-
mals dazu, dass Milben in die Volker getragen werden, die zu einem Anstieg der Milben-
population in diesen Volkern beitragen. Insgesamt sind stdrkere und stark britende Voélker
einer verstarkten Populationsentwicklung von V. destructor ausgesetzt (Rosenkranz et al.,
2010).
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3.6 Schadigung des Wirtes

Bei geringen Befallsraten sind klinische Symptome durch den Befall mit V. destructor nicht
sichtbar. Ein geringer Befall kann das Wachstum des Bienenvolkes, einschlieBlich des Honig-
ertrages einschranken. Trotzdem geht es schnell, dass es zu irreversiblen Schaden an den
Volkern kommt (Rosenkranz et al., 2010). Vor ' g
allem dann, wenn im Herbst die Milbenpopu-
lation noch ansteigt und Bienenanzahl in den Vol-
kern weniger wird (Fries et al., 2003). Anzeichen
fiir eine Schadigung durch V. destructor sind Bie-
nen, die im Spatsommer und Herbst am Boden
krabbeln. Vor dem Stock finden sich missgebil-
dete Bienen und Drohnen, mit verkirztem Hin-
terleib oder verkimmerten Fliigeln. Auch Puppen
mit solchen Missbildungen werden aus dem Stock _ " bt
getragen. Auf den Bienen als auch in der Brut sind Abbildung 9: Wunde an einer Biene die kurz
die Milben in diesem Fall bereits sichtbar (Ritter, vor dem Schlupf steht

1994).

Der direkte Schaden, den eine einzelne Biene durch die Parasitierung mit einer Milbe nimmt
(siehe Abbildung 9), ist vergleichsweise gering. Zwar verliert die Biene in 2 Stunden ca.
0,1 mg Hamolymphe, das kann die Biene jedoch meist ausgleichen (Ritter, 1996). Am meis-
ten Schaden nehmen die sich entwickelnden Larven und Puppen. Der Entzug von Hamo-
lymphe wahrend der Entwicklung flhrt zu einer herabgesetzten Kérpermasse der schllipfen-
den Bienen. Der Masseverlust hangt von der Anzahl der Muttermilben und der Nachkom-
men in einer Brutzelle ab.

Ein Befall mit einer Muttermilbe resultiert in einer
um durchschnittlich 3 bis 5 % herabgesetzten Kor-
permasse, bzw. einer bis zu 25 % herabgesetzten
Kérpermasse bei Mehrfachbefall (siehe Abbildung
10) (De Jong, et al., 1982). Dies trifft auch auf
parasitierte Drohnen zu, die 11 bis 19 % Korper-
masse, abhadngig von der Befallsrate verlieren
(Duay, et al., 2003).

Arbeiterbienen, die wahrend ihrer Entwicklungs-
zeit parasitiert wurden, weisen unterentwickelte
Hypopharynxdrisen und eine reduzierte Lebens-
zeit auf (Schneider und Drescher, 1987). Parasitierte Bienen zeigen herabgesetzte Fahigkei-
ten beim nicht-assoziierten Lernen, eine verlangerte Zeit in der sie vom Volk ausbleiben und
eine herabgesetzte Rickkehrrate zu ihren Vélkern (Kralj und Fuchs, 2006).

Abbildung 10: mehrfach befallene Brutzelle
(4 Muttermilben und Nachkommen)

V. destructor ist ein Vektor fur viele Viren (Rosenkranz et al., 2010). Vireninfektionen tragen
zur Schadigung von Voélkern und in weiterer Folge zu Winterverlusten bei. Es wurde festge-
stellt, dass ein hoher Befall mit V. destructor, der Fligeldeformationsvirus (DWV), der akute
Bienenparalysevirus und hohe Winterverluste zusammenhangen (Genersch et al., 2010).

Die Schadschwelle des Befalls mit V. destructor ist nicht mit einer fixen Milbenanzahl in den
Volkern korreliert. Sie ist stark variabel und hdngt von der Bienen- und Brutmenge, sowie der
Saison und dem Virendruck in den Vélkern ab (Rosenkranz et al., 2010).
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Laut dem Vitalitatstest des AGT-Zuchtprogrammes werden die in Tabelle 1 enthaltenen Be-
fallswerte fiir die Weiterfihrung der Befallsmessungen im Zuge des Vitalitatstests (Bienen-
proben ausgewertet mittels Puderzucker- oder Auswaschmethode) im Sommer empfohlen
(AGT, 2013).

Tabelle 1: Behandlungsempfehlung fiir Vitalitdtstestvélker nach Befallsgrad (Milben je 10 g Bienen) fiir den
Zeitraum von Anfang August (Kalenderwoche 32) bis Mitte Oktober (Kalenderwoche 41); Quelle: AGT (2013)

Handlungsempfehlung Ca. 10.08. Ca. 31.08. Ca. 21.09. Ca. 12.10.
(KW 32) (KW 35) (KW 38) (KW 41)
Volk (vorerst) nicht gefahrdet <2 <3 <4 <5
Volk kritisch beobachten 2-4 3-6 4-8 5-10
Behandeln oder Auflésen >4 >6 >8 >10

3.7 Behandlungsmaoglichkeiten gegen Varroa destructor

Ohne oder durch unzureichende Behandlungen wiirden die meisten Volker im gemaRigten
Klima nach 2 bis 3 Jahren zusammenbrechen (Rosenkranz et al., 2010; Boecking und
Genersch, 2008). Verschiedene chemische Behandlungsmittel fanden Anwendung in der
Bekampfung von V. destructor. Riickstande in Wachs und Honig, sowie Resistenzen gegen
viele Mittel sprechen jedoch fir Alternativen (Milani, 1999; Wallner, 1999).

Grundsatzlich kann man die Bekampfung von V. destructor in drei Bereiche untergliedern
(Rosenkranz et al., 2010):

1. Behandlung mit chemisch-synthetischen Wirkstoffen (,,harte synthetische Akarizide”)
2. Behandlung mit organischen Siuren oder dtherischen Olen (,,weiche Akarizide)
3. Behandlung durch biotechnische MaBnahmen

Um das Auftreten klinischer Symptome zu verhindern, ist es notwendig durch ein bestimm-
tes Konzept, das an die lokalen klimatischen Begebenheiten und die Form der Bienenhaltung
angepasst ist, V. destructor zu bekampfen (Rosenkranz et al., 2010).

Werden Mittel fir die Bekdampfung von V. destructor eingesetzt, ist auf die gesetzliche Lage
Riicksicht zu nehmen. Die Zulassung von in Osterreich zugelassenen Behandlungsmitteln
kann Uber das Arzneimittelspezialitatenregister abgerufen werden
(www.aspregister.basg.gv.at). Mit Stand 16.09.2018 sind in Osterreich 13 Mittel zur Be-
kampfung von V. destructor zugelassen, wobei 3 Praparate synthetische Wirkstoffe wie
Amitraz und Flumethrin beinhalten (BASG, 2018).

Riickstande von chemisch-synthetischen Varroaziden sind zwar heute nur mehr in geringfi-
gigen Mengen in Bienenprodukten festzustellen, jedoch sollten sie aufgrund des positiven
und natirlichen Images, das dem Produkt Honig und anderen Bienenprodukten anhaftet,
weitestgehend unterbleiben (Boecking und Genersch, 2008).

Organische Siuren und atherische Ole, hauptsiachlich Ameisensiure, Oxalsdure (Oxalsdure
Dihydrat), Milchsdure und Thymol sind natlrliche chemische Verbindungen, die zur Be-
handlung gegen V. destructor eingesetzt werden (Milchséure ist zurzeit in keinem in Oster-
reich zugelassenen Praparat als Wirkstoff enthalten (BASG, 2018)).
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Viele Studien haben sich mit den Details der Anzahl der Anwendungen und der Methode der
Applikation (bestdauben, flttern, verdunsten, vernebeln, spriihen) beschaftigt. Die grund-
satzlichen Vorteile von organischen Sauren und &therischen Olen liegen in der hinlinglichen
Wirksamkeit, dem geringen Risiko von Riickstanden und der geringen Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von Resistenzen gegen die Wirkstoffe. Die Nachteile sind, dass Milch- und Oxal-
saure nur unter brutfreien Bedingungen ausreichend wirken. Des Weiteren sind die klima-
tischen Bedingungen, das Beutenklima und die Art der Applikation von grolRer Relevanz fiir
die Wirksamkeit bzw. einen optimalen Effekt gegen V. destructor. Die Wirkstoffe kbnnen den
Bienen schaden und die Spanne zwischen ausreichender Wirksamkeit und der Schadigung
der Volker ist relativ gering (reviewed in Rosenkranz et al., 2010).

Biotechnische MalRnahmen, die Riicksicht auf die Biologie von Wirt und Parasit nehmen, sind
die wirklich nachhaltigen Ansatze bei der Behandlung gegen V. destructor. Methoden zur
Bekampfung sind beispielsweise die Entfernung von Drohnen- oder Arbeiterbrut, das zeit-
weise Sperren der Konigin auf einzelne Waben oder die Warmebehandlung von Brut
(Rosenkranz et al., 2010).

Der Einsatz von gegen V. destructor resistenteren Bienen bzw. in Zukunft eventuell resisten-
ten Bienen konnte hier Abhilfe schaffen. Es wiirde den Einsatz von Akariziden reduzieren und
konnte die Notwendigkeit von Varroa-Kontrollmessungen hinfallig werden lassen (Rinderer
et al., 2010).

3.8 Varroa-Resistenz versus Varroa-Toleranz

Wird von der Abwehrfahigkeit der Bienen gegen Varroa destructor gesprochen, so finden die
Begriffe Varroa-Resistenz als auch Varroa-Toleranz Verwendung. Im wissenschaftlichen Be-
reich wird bei den meisten Publikationen zum Thema Abwehrfahigkeit gegen V. destructor,
der Begriff Resistenz bzw. Varroa-Resistenz verwendet (Bilchler et al., 2010; Rinderer et al.,
2010; Harbo und Harris, 1999). In populidrwissenschaftlichen Artikeln findet man des Ofteren
den Begriff Toleranz bzw. Varroa-Toleranz (Blichler, 2018). Jedoch unterscheiden sich die
zwei Begriffe in ihren Definitionen.

Resistenz des Wirtstieres ist definiert als die Fahigkeit, die Fitness des Parasiten zu reduzie-
ren, indem die Anzahl an Parasiten reduziert wird (Schmid-Hempel, 2011; Raberg et al.,
2007). Bei der Resistenz kommt es zu negativen Auswirkungen auf den Parasiten (Raberg et
al., 2007).

Toleranz des Wirtstieres ist definiert als die Fahigkeit des Wirts, den Einfluss des Parasiten zu
reduzieren. Toleranz beschreibt also wie gut der Schaden, der durch eine Parasitierung ent-
steht, durch den Wirt herabgesetzt wird (Schmid-Hempel, 2011; Raberg et al., 2007). Bei der
Toleranz kommt es zu keinen negativen Auswirkungen auf den Parasiten (Raberg et al.,
2007).

Als Resistenz der Honigbiene betrachtet man die Fahigkeit einer Bienen-Population, ohne
therapeutische Behandlungsmittel, in einem gegebenen Umwelt- und Management-System
zu Uberleben. Resistenz ist daher kein absolutes Merkmal, sondern muss als Ergebnis erfolg-
reicher Interaktionen in einer spezifischen Umwelt gesehen werden (Bichler et al., 2010).
Harbo und Harris (1999a) definierten die Resistenz gegeniiber V. destructor, als die Fahigkeit
von Volkern das Wachstum der V. destructor Population zu behindern. Nach dieser Defini-
tion sollten resistente Bienen die V. destructor Population so verringern, dass diese entwe-
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der verschwindet oder auf einem sehr geringen Level gehalten wird (Harbo und Harris,
1999a). Locke (2016) beschreibt, dass Bienen-Populationen die den Reproduktionserfolg von
V. destructor herabsetzen kdnnen (also das Merkmal SMR zeigen), eine Resistenz gegen
V. destructor ausgebildet haben.

3.9 Resistenzmerkmale gegen Varroa destructor

Verschiedene Resistenzmerkmale gegen V. destructor sind bekannt.

Durch die Ko-Evolution von A. cerana mit V. destructor konnte A. cerana Resistenzeigen-
schaften gegen den Parasiten aufbauen. A. cerana ist in der Lage den Befall mit V. destructor
zu Uberleben, wogegen fiir den Grol3teil der Volker der Art A. mellifera der Befall letal ist (Lin
et al.,, 2018).

Die wichtigsten Eigenschaften von A. cerana, die als Hauptursache fiir die Resistenz gegen
V. destructor gesehen werden, sind:

e Bislang angenommen: Keine Vermehrung in der Arbeiterinnenbrut (Garrido
Lineburg, 2004; Rath, 1999), diese Ergebnisse wurden jedoch von (Lin et al., 2018)
nicht bestatigt

e Effektives Hygiene- und Grooming-Verhalten (Rath, 1999)

e Das ,entombing” von Brutzellen, bei dem mehrfach befallene Drohnenbrutzellen zu
schwach sind um selbst den Zelldeckel zu 6ffnen und gewollt vernachlassigt werden.
Bis zu einem Viertel der Milbenpopulation kann durch ,entombing” getotet werden
(Rath, 1999).

3.9.1 Reduzierte Milben Reproduktion/Suppressed Mite Reproduction (SMR)

Als erste Resistenzeigenschaften von Bienen entdeckt wurden, stellte sich heraus, dass die
Volker oft einen hohen Anteil an nicht-reproduzierenden V. destructor Weibchen in den
Zellen aufwiesen (Ruttner et al., 1984). Bei der Parasitierung des urspriinglichen Wirtes
A. cerana, zeigt V. destructor einen reduzierten Reproduktionserfolg (Lin et al., 2018). Redu-
zierte Milbenfertilitat fihrte bereits bei Versuchen am ehemaligen Bieneninstitut in Lunz zu
ersten Erfolgen hinsichtlich Varroa-Resistenz (Pechhacker, 1992). Suppressed Mite Repro-
duction (SMR) ist ein erbliches Merkmal von A. mellifera, das fir die Unterdriickung der Re-
produktion von V. destructor verantwortlich ist (Harbo und Harris, 1999b). Die Nicht-Repro-
duktivitat wird verursacht durch zwei erbliche Eigenschaften, dem Effekt der adulten Bienen
und dem Effekt der Brut (Harbo und Harris, 1999b). Die Brut von Koniginnen mit Resistenz-
Genen zeigt hohere Nicht-Reproduktivitatsraten. Der starkere Effekt tritt jedoch erst in Er-
scheinung, wenn Arbeiterbienen von diesen Koniginnen in den Volkern auftraten (Harris und
Harbo, 2000). Die Zucht auf den Effekt der ausgewachsenen Arbeiterbienen wurde bislang
bevorzugt, da er die groBten Auswirkungen auf die Varroa-Resistenz zeigte (Harbo und
Harris, 1999b). Es gibt verschiedene Auspragungsformen von SMR (siehe Abbildung 11). Laut
der angewendeten Methode nach dem RNSBB-Protokoll wurden Zellen, die durch nur eine
Muttermilbe befallen waren, fir die Beurteilung von SMR betrachtet. Dabei zdhlten Zellen in
denen die Muttermilbe unfruchtbar war, der Milbennachwuchs eine verzégerte Entwicklung
zeigte oder kein Mannchen vorhanden war als nicht-reproduktive (SMR) Zellen (Biichler et
al., 2017). Damit die Tochtermilbe begattet wird und somit reproduzieren kann, ist es not-
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wendig, dass von der Muttermilbe mindestens ein mannlicher Nachkomme produziert wird
(Mondragon et al., 2005; Ibrahim und Spivak, 2006).
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Abbildung 11: Auspragungsformen von SMR; Quelle: Eigene Fotografien/eigene Abbildung nach Biichler et
al. (2017)

Im Review-Artikel von Rosenkranz et al. (2010) ist zusammengefasst, dass verschiedene Stu-
dien zu Nicht-Reproduktivitatsraten von Milben in der durchschnittlichen Population bei ca.
5 bis 20 % liegen.

SMR-Effekt der adulten Bienen

Es wurden Versuche durchgefiihrt, in denen starker mit V. destructor befallene, verdeckelte
Brut in Volker eingehdngt wurde. Die Koniginnen dieser Volker waren zuvor lber 5 Genera-
tionen auf SMR selektiert oder waren Kontrollvolker. Nach 7 bis 9 Tage nach dem Einhangen,
konnten Anderungen in diesen Brutzellen festgestellt werden. Die SMR Bienen reduzierten
gegenulber Kontrollvélkern den Brutbefall auf 2,2 % gegeniber 9 % bei den Kontrollvélkern.
Des Weiteren reduzierten die SMR-Vdlker den Reproduktionserfolg von V. destructor. In den
SMR Vélkern waren nach 7 bis 9 Tagen 20 % der Milben reproduktiv, in den Kontrollvélkern
71 % (Harbo und Harris, 2005). Ibrahim und Spivak (2006) vermuten, dass auf SMR selek-
tierte Bienen eine hohere Sensitivitat gegenilber olfaktorischen Reizen, die von befallenen
Puppen ausgehen, haben. AuBerdem vermuten sie, dass diese schneller und praziser auf die
Reize ansprechen (lbrahim und Spivak, 2006).
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SMR-Effekt der Brut

In Versuchen, bei denen Brut von auf SMR selektierten Linien in Brutschranken gegeben
wurde, um den Effekt der adulten Bienen auszuschlieRen, wurden Unterschiede im Merkmal
SMR festgestellt. Somit wurde bestatigt, dass es neben dem Effekt der adulten Bienen auch
den separaten Effekt der Brut auf den Reproduktionserfolg der Milben gibt (Ilbrahim und
Spivak, 2006). Jedoch ist dieser im Vergleich zum Effekt der adulten Bienen weniger stark
ausgepragt (Harbo und Harris, 1999b).

3.9.2 Varroa sensibles Hygiene-Verhalten/Varroa Sensitive Hygiene (VSH)

Nachdem entdeckt wurde, dass die Ei-
genschaften der Resistenz an verstarktes
Ausrdumen von Milben-befallenen Pup-
pen gekoppelt sind, wurde der Begriff
VSH (Varroa Sensitive Hygiene) einge-
fUhrt (Harris, 2007). VSH ist die Fahigkeit
mit V. destructor befallene Brut zu erken-
nen und auszurdumen (siehe Abbildung
12) (Villa et al., 2009). Dieses Verhalten
fihrt folgend zu héherer Unfruchtbarkeit
bei den verbleibenden Milben (Harbo
und Harris, 2005; lbrahim und Spivak,
2006; Harbo und Harris, 2009). Die Bie-
nen koénnen abnormale Brut-Ester-Phe-

romone nutzen, um parasitierte Brutzel- P, SN PN
len zu erkennen. Dann besteht ein Trade- Abbildung 12: VSH-Verhalten, Bienen raumen Puppen
off zwischen dem Opfern von befallenen aus den mit V. destructor befallenen Zellen aus

Individuen und dem Wachstum des Vol-

kes im Ganzen (Mondet et al., 2016). Da VSH laut Harris (2007) der Hauptmechanismus von
Resistenz gegen V. destructor ist, ersetzte dieser Begriff SMR (Rinderer et al., 2010). Dies
wurde erkannt, als ausschlieRRlich auf SMR selektierte Bienen beim Hygiene-Verhalten liber-
durchschnittliche Werte zeigten. Eine effektive Auslese auf SMR/VSH ist jedoch durch die
allgemeinen Tests auf Hygiene-Verhalten (Pin-Test, FKB-Test) nach bisherigen Erfahrungen
nicht ausreichend moglich (Ibrahim und Spivak, 2006; Danka et al., 2013). Die Selektion auf
Resistenzeigenschaften, die zum Merkmal VSH fihrte, basierte vorwiegend auf Messungen
des Milbenpopulationswachstums von Voélkern, die aus einer einheitlichen Masse von Bienen
gebildet wurden (Harbo und Harris, 1999b). Diese Methode beansprucht jedoch sehr viel
Zeit und Arbeitseinsatz. Daher wurde begonnen nach einfacheren Methoden zur Erfassung
des VSH-Merkmals zu suchen. Die vielversprechendsten ,vereinfachten” Methoden stellen
zurzeit die Erfassung des Anteils wiederverdeckelter Zellen (Recapping) und das Zuhangen
starker befallener Brut in Testvolkern dar. Dabei kann man entweder nach ein paar Stunden
den Anteil der darauf gedffneten Zellen erheben oder bei fortgeschrittener Stufe nach 2 bis
7 Tagen die Befallsveranderung durch Auszahlen erheben (Villa et al., 2009).

Lin et al. (2018), stellten bei Versuchen mit A. cerana fest, dass es einen kausalen Zusam-
menhang zwischen der Degeneration bzw. abnormalen Entwicklung der befallenen Puppe
und der Initiierung der sozialen Immunitat gibt. Das bedeutet, dass die Bienen eine Fahigkeit
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zur Erkennung von Signalen der Bienenpuppe, die sich abnormal entwickelt, besitzen. Die
Autoren betrachteten dieses Verhalten als ahnlich dem in A. mellifera beschriebenen VSH
Verhaltens (Lin et al., 2018).

In Abbildung 13 wird ein Uberblick iiber die Unterschiede zwischen SMR und VSH gegeben.

SMR - Suppressed Mite VSH - Varroa Sensitive Hygiene

HAPGLITE e schlieBt in der direkten

¢ Nicht-Reproduktivitat Erhebung im Gegensatz zu SMR

e Unfruchtbar, verzogert, kein das Varroa-spezifische
Mannchen Ausrdumen mit ein (Harris,

e Auswerten von Brutproben 2007) .
¢ In dieser Arbeit Definition nach * ersetzte laut Harris (2007) den

dem RNSBB - Protokoll (Biichler Beg.riff SMR als wichtigstes
etal.,, 2017) Resistenzmerkmal

* neuere Selektionsmethoden
sind das Einhdangen fremder,
Varroa - infizierter Brut fur 40

e Ausrdumen von Zellen in denen
normale Reproduktion

stattfindet bedingt eine hohere X
RatebonyZellenhit Stunden oder einer Woche und

unterdriickter Reproduktion das Auswerten der Veranderung

(SMR) (Harbo und Harris, 2005), (Villa et al., 2009)
bei der Erhebung werden jedoch
nur die verbleibenden,
verdeckelten Brutzellen

‘ betrachtet (Bichler et al., 2017)

- a /

Abbildung 13: Unterschied SMR (Suppressed Mite Reproduction) — VSH (Varroa Sensitive Hygiene)
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3.9.3 Recapping

Zellen, die bereits geoffnet wurden, kdénnen von Bienen wiederverdeckelt werden
(Recapping). Wiederverdeckelte (recapped) Zellen zeigen am Zelldeckel eine kreisformige
matte Flache (siehe Abbildung 14 und Abbildung 15), die aus Wachs besteht und bei der der
glanzende Kokon fehlt (Boecking und Spivak, 1999). Es wird vermutet, dass das zeitweise
Offnen und Wiederverdeckeln von Zellen (Recapping) einen Einfluss auf SMR haben kénnte.
In natdrlichen, V. destructor Gberlebenden A. mellifera Populationen, hat sich gezeigt, dass
Recapping einen entscheidenden Einfluss auf das Uberleben dieser Vélker hat. Bei diesen
Volkern wurden hohere Recapping-Raten im Vergleich zu Varroa-anfalligen Voélkern
beobachtet (Oddie et al., 2018).

- -

. .~ —_ :.‘,;
ER R S T

Abbildung 14: ged6ffnete und teilweise auch Abbildung 15: Wiederverdeckelte Zelle

ausgerdaumte Zellen; wird eine gedffnete Zelle (Recapping), erkennbar an der matten Innenseite
wiederverdeckelt spricht man von Recapping- des Zelldeckels
Verhalten

Der Anteil von verdeckelten Brutzellen, der wieder gedffnet wird, lasst moglicherweise auf
einen Indikator flir VSH schliefen (Correa-Marques und De Jong, 1998; Villegas und Villa,
2006; Harris, 2008; Villa et al., 2009). Recapping Verhalten tritt in auf VSH-Verhalten selek-
tierten Linien starker auf. Es wurde festgestellt, dass die Mortalitdt des Milbennachwuchses
in Recapping-Zellen hoher ist, was insgesamt zu verringerten Reproduktionsraten beitragt
(Harris et al., 2012). Dieses Verhalten wird auch fir die Vorselektion auf VSH in Betracht ge-
zogen, da es eine hohe Variabilitdt zeigt und bei VSH-selektierten Linien bereits starker in
Erscheinung tritt (Villa et al., 2009).

3.9.4 Milben Populations-Entwicklung

Der verursachte Schaden durch den Befall mit V. destructor, wird bedingt durch die Hohe des
Befallsgrades in den Volkern (Genersch et al., 2010). Daher ist ein langsamer und in Grenzen
gehaltener Anstieg ein wichtiges Kriterium fiir resistente Voélker. Es kann als Merkmal zur
Selektion auf Varroa-Resistenz verwendet werden, wenn auch die dahinterliegenden Merk-
male und Verhaltensweisen unbekannt sind. Messungen des Milbenpopulationswachstums
werden im AGT-Zuchtprogramm verwendet (Blichler et al., 2010). Es gibt verschiedene Me-
thoden zur Messung des V. destructor Befalls in Volkern. Im AGT-Zuchtprogramm wird zur
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Leistungspriifung die Puderzuckermethode (mehr Details in Kapitel 5.2.3) oder das Aus-
waschen toter Bienen mit Seifenlauge angewendet (AGT, 2013).

Verglichen mit anderen staubformigen Substanzen zeigt Puderzucker die besten Ergebnisse,
was daran liegen kénnte, dass durch den Puderzucker Grooming-Verhalten bei den Bienen
ausgeldst wird. Die Puderzucker-Methode ist eine billige, effiziente und rasche Methode zur
Bestimmung des V. destructor Befallsgrades. Weiters bestehen keine Risiken einer Kontami-
nation des Honigs und die Bienen kdnnen unbeschadet in das Volk zurlickgegeben werden
(Macedo et al., 2002). Um jedoch feine Unterschiede zu erkennen, ware es besser mit exakt
zu messenden Merkmalen zu arbeiten, um damit das Wachstum der Milbenpopulation in
den Volkern zu beschreiben, was Fehler durch Reinfektion und Verflug aus anderen Voélkern
ausmerzen wirde (Harbo und Harris, 1999a).

3.9.5 Hygiene-Verhalten

Das Hygiene-Verhalten wurde das erste Mal im Zusammenhang durch von Amerikanischer
Faulbrut getoteten Puppen beschrieben. Der Begriff Hygiene-Verhalten beschreibt die gene-
tisch verankerte Fahigkeit geschadigte Arbeiterinnen-Brut zu erkennen und zu entfernen
(Rothenbuhler, 1964). Bienen die Hygiene-Verhalten zeigen, niitzen olfaktorische Reize um
abnormale Brutzellen aufzuspiiren (Spivak et al., 2003). Man kann Hygiene-Verhalten ge-
genliber toter Brut und varroa-spezifisches Hygiene-Verhalten gegeniber Varroa-infizierter
Brut unterscheiden (Boecking et al., 2000).

Hygiene-Verhalten gegentliber toter Brut kann mit verschiedenen Methoden erfasst werden.
Die wichtigsten Methoden sind der Pin-Test, bei dem Puppen durch eine feine Nadel get6tet
werden und der Freeze-Killed-Brood Test (FKB-Test), bei dem die Puppen durch flissigen
Stickstoff getdtet werden (Newton und Ostasiewski, 1986 zit. nach Blchler et al., 2010;
Spivak und Downey, 1998), wobei in den meisten europaischen Zuchtprogrammen, wie auch
im AGT-Zuchtprogramm der Pin-Test verwendet wird (Bichler et al., 2010; AGT, 2013).

Varroa-spezifisches Hygiene-Verhalten ist wahrscheinlich komplexer und beeinhaltet ein
wiederholtes Offnen und WiederverschlieBen von befallenen Brutzellen (Rosenkranz et al.,
1993). Die genetische Korrelation zwischen dem Hygiene-Verhalten gegeniber toter Brut
und dem Varroa-spezifischen Hygiene-Verhalten wurde mit r;=0,61 *0,51 berechnet
(Boecking et al., 2000).

Da es die Widerstandsfahigkeit gegeniiber der Infektion mit Paenibacillus larvae ssp. (Ameri-
kanischer Faulbrut) erhéhen soll (Spivak und Gilliam, 1998) und es ein potentiell wichtiges
Resistenzmerkmal gegen V. destructor ist, ware es wichtig, dieses Merkmal durch Selektion
zu fordern (Boecking et al., 2000). Das Hygiene-Verhalten gegenliber toter Brut ist ein wich-
tiges Selektionskriterium im AGT-Zuchtprogramm (AGT, 2013). Eine weitere und spezifi-
schere Definition, die unter den Uberbegriff ,Hygiene-Verhalten“ eingeordnet werden kann,
stellt das in Kapitel 3.9.2 erlduterte Varroa sensible Hygiene-Verhalten (VSH) dar.

3.9.6 Grooming Verhalten/Grooming behaviour

Grooming Verhalten ist bekannt als Resistenzmerkmal des urspriinglichen Wirts A. cerana
(Rath, 1999). Grooming bezeichnet das Entfernen von Milben vom Korper der adulten Bie-
nen. Dabei unterscheidet man auto-grooming, bei der sich eine Biene selbst gegen die Mil-
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ben wehrt und allo-grooming bzw. nestmate-grooming, welches das gegenseitige Entfernen
von Milben beschreibt (Schmid-Hempel, 2011). Dieses Verhalten ist jedoch bei A. mellifera in
viel geringerem Ausmal} ausgepragt als bei A. cerana (Peng et al., 1987; Blichler et al., 1992).

Ruttner und Hanel (1992) bestatigten dieses Verhalten bei A. mellifera in bereits auf dieses
Merkmal selektierten Volkern und stellten einen Zusammenhang zwischen der Milbenmor-
talitat im Winter und dem Anteil beschadigter Bienen fest. Die Beschadigung der Milben er-
folgte durch ganzes oder teilweises Abtrennen einer oder mehrerer Beine, oder beinahe
vollstandiger Entfernung der ventralen Organe (Ruttner und Héanel, 1992). Grooming kann
auch dazu fiuhren, dass die Milbe auf eine andere Kérperstelle der Biene wandert, auf einen
anderen Wirt wechselt oder ohne sichtbare Beschadigungen vom Kérper der Biene entfernt
wird (Buchler et al., 1992).

Moosbeckhofer (1992) stellte bei Versuchen mit A. m. carnica in Osterreich eine negative
Korrelation zwischen dem prozentuellen Anteil beschadigter Milben und dem Bienen- und
Brutbefall fest. Es wurde festgestellt, dass Grooming ein heritables Merkmal ist (Moretto et
al., 1993). Jedoch wird die Heritabilitat als zu gering fir den Einsatz in groReren Zuchtpro-
grammen angesehen (Blichler et al., 2010). Zusatzlich stellt die Erfassung und die Sicherung
gegenilber anderen beschadigenden Einfliissen (Ameisen, Wachsmotten) eine Herausforde-
rung dar (Bienefeld et al., 1999).

3.9.7 Reduzierte Volksstédrke

Eine reduzierte Volksstarke tragt in einigen natirlich V. destructor Gberlebenden A. mellifera
Populationen zur Resistenz bei. Es scheint, dass es eine gemeinsame Eigenschaft von wilden
oder mit geringem Management bearbeiteten A. mellifera Populationen ist (Locke, 2016).

3.9.8 Reduzierte Entwicklungszeit nach dem Verdeckeln

Brutzellen werden (blicherweise ca. 8 Tage nach dem Legen des befruchteten Eies verde-
ckelt. Danach bleibt eine Arbeiterinnenzelle flir 12 Tage verdeckelt bis die Arbeitsbiene aus-
gewachsen schlipft (Harbo und Harris, 1999a). Eine reduzierte Entwicklungszeit nach dem
Verdeckeln begrenzt die Vermehrung von V. destructor in verdeckelter Brut. Fir dieses
Merkmal wurde eine mittlere Heritabilitat festgestellt. Dabei konnten Unterschiede von bis
zu 9 Stunden zwischen verschiedenen Stammen und bis zu 19 Stunden zwischen verschiede-
nen Volkern festgestellt werden. Jedoch gibt es nur eine geringe Variabilitat innerhalb der
europaischen Subspezies (Blichler und Drescher, 1990; Le Conte et al., 1994; Biichler et al.,
2010).

3.9.9 Entfernen von Milben aus dem Bienenvolk

Flugbienen, die zum Volk zurlickkehren, sind weniger mit V. destructor befallen als jene die
das Volk verlassen. Damit wurde bestatigt, dass ein gewisser Anteil an Milben im Flug verlo-
ren geht. Befallene Bienen brauchten langere Zeit, um zum Volk zuriickzukehren und kehr-
ten in geringerem Ausmal’ zurlick. Dieses Verhalten wird als ein Verhalten zur Entfernung
von Parasiten und Krankheitserregern aus dem Volk betrachtet (Kralj und Fuchs, 2006).
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3.10 Mechanismen, die in natiirlichen Populationen zur Resistenz beitragen

In verschiedenen natirlich V. destructor-Befall Uberlebenden A. mellifera Populationen
konnten Merkmale identifiziert werden, die in diesen zur Resistenz gegen V. destructor bei-
tragen. Einige Populationen wurden erforscht und eine Vielzahl an moglichen Erklarungen
fiir das Uberleben mit V. destructor dokumentiert. Dazu wurden Populationen von A. m. scu-
tellata in Brasilien und Siidafrika, A. m. ligustica auf der Insel Fernando de Noronha an der
brasilianischen Kiiste, die aus dem Osten Russlands stammenden Primorsky Bienen, die auf
der Ostseeinsel Gotland erforschten Bienen (verschiedene Herkiinfte um Schweden), Bienen
aus der Gegend um Avignon und Le Mans und die vom amerikanischen Wissenschafter Tom
Seeley erforschten Bienen im Arnot Forest sidlich von Ithaca, (USA) betrachtet (Locke,
2016). In Tabelle 2 wird ein Uberblick iiber die relevanten Resistenzmerkmale bei den
jeweiligen Populationen gegeben.

Tabelle 2: Resistenz-Merkmale, die in natiirlich vorkommenden V. destructor iliberlebenden A. mellifera
Populationen erforscht wurden. Ein ,s.“ zeigt einen signifikanten Unterschied zu V. destructor anfilligen
Bienen, ein ,n.s.” zeigt einen nicht-signifikanten Unterschied und ein , - ,, zeigt, dass das Merkmal noch nicht
gemessen wurde. Quelle: Abbildung Gibersetzt nach Locke (2016)

A.m. A.m. Fernando  Primorsky  Gotland Avignon Arnot
scutellata scutellata de Russland Schweden Frankreich Forest
Brasilien  Stidafrika  Noronha USA
Brasilien
Hygiene- S. S. n.s. S. n.s. - -
Verhalten
Grooming Verhalten ¢ S, n.s. S. ns. - -
Reduzierte s. s. n.s. n.s. s. - s.
Volksstarke
Reduzierte S, S, - - n.s - -
Entwicklungszeit
Reduzierte Milben ¢ n.s. n.s. s. s. s. -

Reproduktion (SMR)
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4 Bedeutung der Resistenzzucht gegen V. destructor bei A. mellifera

Rinderer et al. (2010), beschreiben, dass die Zucht auf Resistenz gegen V. destructor die
Langzeit-Losung fir die dadurch verursachten EinbuBen darstellt. Durch die Erforschung von
natirlich V. destructor-Befall Gberlebenden A. mellifera Populationen sind Resistenzmecha-
nismen bekannt, die nachhaltig zu einem Uberleben dieser Vélker ohne Eingriff des Men-
schen fiihren (Locke, 2016). Verschiedene Eigenschaften werden bereits in europdischen
Zuchtprogrammen zur Leistungsprifung herangezogen. Einige Merkmale (Milbenpopulati-
onswachstum, Hygiene-Verhalten) finden Anwendung in groRen Zuchtprogrammen (z. B.
AGT), wodurch bereits signifikante Zuchterfolge erreicht wurden (Blchler et al., 2010).

4.1 Organisationen mit Resistenz-/Toleranzzuchtprogrammen: ACA, AGT

Da die Datengrundlage fiir den Versuch Volker von Prifbetrieben bildeten, die Mitglieder
beim Verein Austrian Carnica Association (ACA) sind, wird diese Organisation beschrieben.
Aufgrund der engen Zusammenarbeit wird die auch deutsche Arbeitsgemeinschaft fir Tole-
ranzzucht (AGT) beschrieben.

Die ACA wurde 1992 unter Dr. Hermann Pechhacker gegriindet. Es handelt sich um eine Ver-
einigung von Osterreichischen Zucht- und Priifbetrieben, die sich die Verbesserung von
A. m. carnica nach populationsgenetischen Grundlagen zum Ziel gesetzt haben (Tiesler et al.,
2016). Laut Satzungen der ACA dient der Verein zur Zucht und Férderung der in Osterreich
autochthonen Bienenrassen, es ist somit auch Ziel, sich um die Zucht von A. m. mellifera an-
zunehmen. Die Zuchtziele bei A. m. carnica sind eine Erhohung/Verbesserung der Honigleis-
tung, der Varroa-Toleranz, der Sanftmut-Ruhe und der geringen Schwarmneigung. Des Wei-
teren soll einhergehend eine Steigerung der Produktivitdt und eine Senkung der Kosten er-
reicht werden. Durch die Produktion von Kéniginnen und ein gutes Belegstellenmanagement
(die offentlich zuganglich sein miissen) muss der Zuchterfolg allen Imkern zuganglich ge-
macht werden. Ein weiteres Ziel ist, durch internationale Zusammenarbeit die Zuchterfolge
zu optimieren und durch den Austausch direkt am internationalen wissenschaftlichen Fort-
schritt Teil zu haben (ACA, 2018). In der Zuchtwertschatzung, die vom Landerinstitut fiir Bie-
nenkunde in Hohen Neuendorf (Deutschland) durchgefihrt wird, stehen im Priifjahr 2017,
fiir Kéniginnen mit Schlupfjahr 2016, geschatzte Zuchtwerte von 1294 Koéniginnen der ACA
zur Verfligung (LIB, 2018).

Nach Vorbild der Osterreichischen ACA wurde 2003 in Deutschland die Arbeitsgemeinschaft
Toleranzzucht (AGT) gegriindet. Die AGT versteht sich als eine in die Strukturen des Deut-
schen Imkerbundes eingebundene Organisation, ist zugleich aber offen fir auslandische
Mitglieder und Kooperationen. In der AGT wird zwischen Zucht- und Priifbetrieben zusam-
men gearbeitet, um die Auslese einer moglichst groBen Population nach wissenschaftlich
fundierten Methoden und einheitlichen Prifkriterien zu realisieren. Dabei wird besonderer
Wert auf die Kriterien zur Bewertung der Varroatoleranz und der Vitalitdt der Bienenvolker
gelegt. Die Vermarktung und Verbreitung qualitativ hochwertigen Zuchtmaterials wird vom
Zuchtverband gefordert (Tiesler et al., 2016). Die AGT arbeitet an der Selektion und Verbrei-
tung von produktiven, sanftmitigen Bienen mit besserer Resistenz gegen V. destructor und
anderen Krankheiten (Blchler et al., 2010).
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4.2 Zuchtprogramme die Resistenzeigenschaften beriicksichtigen

Weltweit gibt es wenige Zuchtprogramme, die sich schon langere Zeit und auf wissenschaft-
licher Basis mit Resistenzeigenschaften von A. mellifera gegen Varroa destructor beschafti-
gen. In den meisten europadischen Landern erfolgt die Selektion und Zucht durch wenige und
kleine Zuchtbetriebe mit Unterstiitzung offentlicher Institutionen. Uberwiegend wurden
dazu Zuchtorganisationen gegriindet, welche die Zuchtaktivitdten koordinieren und das Ziel
verfolgen, lokale Populationen zu verbessern und zu erhalten (Blichler et al., 2010).

In Europa stellt das AGT Selektionsprogramm ein wichtiges Selektionsprogramm dar. Die
AGT arbeitet mit einer Selektionsstrategie auf Basis der Reinzucht von Populationen (Biichler
et al., 2010). Im AGT Zuchtprogramm werden derzeit die Resistenzmerkmale unspezifisches
Hygiene-Verhalten (Pin-Test) und die Milbenpopulationsentwicklung berlicksichtigt (AGT,
2013).

Das Selektionsprogramm der AGT besteht aus drei Teilen (Blichler, et al., 2010):

1. Vorselektion aus einer groRen Population: Dabei werden Umwelt- und genetische Ef-
fekte erfasst und unter der Zuhilfenahme der Zuchtwertschatzung eine Vergleichbar-
keit der Zuchtvolker hergestellt.

2. Vitalitatstest von vorselektierten Zuchtvolkern: Dabei werden Volker, die bei der ersten
Messung des Sommerbefalls Anfang Juli einen Befall unter 1 Milbe/10 g Bienen aufwei-
sen, im ca. 3-wochigen Abstand weiter gemessen und nicht behandelt. Volker die vor
der Einwinterung einen Bienenbefall unter 10 % und eine Volksstarke tGber 10.000 Bie-
nen aufweisen, haben eine hohe Wahrscheinlichkeit den Winter zu tberleben. Volker,
die im darauffolgenden Friihjahr eine positive Entwicklung zeigen, kdnnen unter Be-
ricksichtigung der Zuchtwerte, als Zuchtvolker mit héherer Varroa-Resistenz herange-
zogen werden.

3. Drohnenselektion unter natirlichem V. destructor Befallsdruck: Drohnenbrut wird in
etwa 8 Mal starker parasitiert als Arbeiterinnenbrut (Fuchs, 1990). Der Befall mit
V. destructor beeintrachtigt die Flugfahigkeit der Drohnen und die Entwicklung der
Spermatozoen. Befallene Drohnen weisen weniger Spermien und eine herabgesetzte
Paarungseffizienz auf (Bubalo et al., 2005). Daher hat der Befall mit V. destructor einen
starken Effekt auf die Fitness der Drohnen in den Volkern. Ein héherer Befall in Volkern
korreliert negativ mit der Volksentwicklung, der Anzahl der aufgezogenen Drohnen,
dem Paarungserfolg der Drohnen, der Anzahl an Nachkommen pro Paarung und der
Gesamtanzahl der Nachkommen (Blichler et al., 2006).

SmartBees ist ein weiteres europaisches Projekt, das vom Landerinstitut fiir Bienenkunde in
Hohen Neuendorf (Deutschland) koordiniert wurde. Ziel war die Gesundheit, Anpassungsfa-
higkeit und genetische Vielfalt von lokalen Honigbienen nachhaltig zu schitzen und zu
verbessern. Mit dem Projekt SmartBees wurde versucht, die entscheidenden Resistenzfakto-
ren gegen V. destructor und Viren aufzuklaren. SmartBees unterstiitzte lokale Zuchtinitiati-
ven, die anpassungsfahige und stressresistente Bienenpopulationen bewahren. Dies sollte
einen Gegenpart zur derzeitigen Konzentration der Bienenzucht auf wenige Rassen und die
damit verbundene Problematik des Biodiversitatsverlustes darstellen. Es gab ein Netz von
lokal tatigen Ziichtern mit Testbienenstdanden auf denen Leistungspriifung und die Messung
von Resistenzeigenschaften durchgefihrt wurde. Mit diesem Wissen sollte die optimale
Zuchtstrategie fiir lokale Bienenpopulationen gefunden werden. Damit sollten zukilnftige
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Bedrohungen der Bienenvielfalt und Imkerei rechtzeitig erkannt werden (The SmartBees
Consortium, 2018).

Ein weiteres neues europdisches Projekt um ein Team von Experten, Eurbest (European Ho-
ney Bee Breeding and Selection Team), nimmt sich zurzeit um den Aufbau von gegen
V. destructor resistenten Bienen in kommerziellen Populationen, bei Erhalt des weiten
Spektrums an verschiedenen européaischen Okotypen an (Eurbest, 2018).

In Nordamerika wurde an verschiedenen Forschungseinrichtungen die Erstellung von Resis-
tenzzuchtprogrammen initiiert. Im Jahr 1993 wurde an der Universitat in Minnesota ein Se-
lektionsprogramm fiir unspezifisches Hygiene-Verhalten, gemessen mit der FKB-Methode
(Freeze-Killed-Brood-Test), mit A. m. ligustica abgeleiteten Bienen gestartet (Spivak und
Downey, 1998). Volker die 95 % der Zellen innerhalb von 48 Stunden 6ffneten oder aus-
raumten wurden als hygienisch betrachtet. Durch selektive Auslese der Voélker mit der
schnellsten Ausraumrate und kiinstliche Besamung mit Mischsperma aus ebenfalls hygieni-
schen Volkern wurde dieses Verhalten verstarkt (Spivak und Gilliam, 1998). Die Bienen des
Programms Minnesota Hygienic (MNHYG) werden kommerziell in den USA verkauft
(Rinderer et al., 2010).

Am USDA-ARS (United States Department of Agriculture, Agricultural Research Service)
Honey Bee Breeding, Genetics and Physiology Laboratory in Baton Rouge (USA) wurden zwei
weitere Programme gestartet. Diese werden als RHB- und SMR/VSH-Programm bezeichnet.
Beide Programme brachten Bienen hervor, die kommerziell verkauft werden und bedeutend
weniger Behandlungen gegen V. destructor bei Erhalt der imkerlich gewilinschten Merkmale
bringen (Rinderer et al., 2010).

In den 1990er Jahren wurde mit Bienen aus dem 6stlichen Russland ein Zuchtprogramm ge-
startet. Die Vorgdnger dieser Bienen (A. mellifera) wurden in der Mitte des 19. Jahrhunderts
von Pionieren von West- nach Ostrussland gebracht (Crane, 1978). Dieses Gebiet liegt im
urspringlichen Verbreitungsgebiet von Apis cerana, die der urspriingliche Wirt von
V. destructor ist. Diese Population stellt die, mit dem langsten Kontakt von A. mellifera mit
V. destructor dar. Es wird angenommen, dass die lange Zeit eine natirliche Selektion ermdg-
lichte (Danka et al., 1995 zit. nach Rinderer et al., 2010). Diese Annahme fiihrte zur Entwick-
lung des RHB (Russian Honey Bee)-Programmes. Im Vergleich von RHB gegeniiber A. m. li-
gustica Bienen, zeigten die RHB Bienen weniger Brutbefall und weniger mehrfach befallene
Zellen in Arbeiter- und Drohnenbrut (de Guzman et al., 2007).

Harbo und Hoopingarner (1997) starteten mit der Selektion von Bienen die Resistenzeigen-
schaften gegen V. destructor zeigten. Dabei wurden verschiedene Merkmale gemessen, die
das Wachstum der Milbenpopulation in den Volkern behinderten. Es wurden die Eigenschaf-
ten Hygiene-Verhalten, Grooming Verhalten (Entfernen von Milben vom Kérper der adulten
Bienen), verkiirzte Verdeckelungszeit und die Rate der nicht reproduzierenden Milben (SMR)
gemessen. Von allen Merkmalen hat nur das Merkmal SMR mit der Verringerung der Mil-
benpopulation in den Volkern korreliert (Harbo und Harris, 1999a). Zu Beginn des Pro-
gramms stand lediglich die Nicht-Reproduktion (SMR — Suppressed Mite Reproduction) von
V. destructor im Fokus. Nachdem entdeckt wurde, dass die Eigenschaften der Resistenz an
ein verstarktes Ausrdumen von Milben-befallenen Puppen gekoppelt sind, wurde der Begriff
VSH (Varroa Sensitive Hygiene) eingefiihrt. Das Programm wurde, da der Hauptmechanismus
fiir die Resistenz nun als VSH bezeichnet wurde, in das VSH Programm umbenannt (Harris,
2007). Das Programm ist aber nach wie vor unter den Namen SMR und VSH bekannt
(Rinderer et al., 2010).
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4.3 Potenzial der Kreuzungszucht resistenterer Herkiinfte mit lokalen Bienen

Da es bereits resistentere Bienen gegen V. destructor gibt, ware es einfach, diese in die hei-
mischen Populationen einzukreuzen. Dies wadre bei der Kreuzungszucht denkbar, bei der
Reinzucht von z. B. A. m. carnica oder lokalen Subspezies jedoch nicht.

Versuche mit der Einkreuzung von RHB-Bienen haben gezeigt, dass diese etwas langsamere
Befallsentwicklungen aufwiesen. In Hinblick auf Leistung und Sanftmut zeigten sie jedoch
ungewiinschte Eigenschaften, was beim Einsatz in Kreuzungszuchtprogrammen bedenklich
ist (Blichler et al., 2010).

4.4 Leistungspriifung in der AGT

Das Protokoll fir die einheitliche Leistungspriifung im AGT-Zuchtprogramm basiert auf den
Apimondia-Empfehlungen nach (Ruttner, 1972 zit. nach Blichler et al., 2010). Dabei werden
Honigleistung, Sanftmut, Wabensitz, Winterfestigkeit, Frihjahrsentwicklung, Volksstarke,
Schwarmneigung und Krankheiten erfasst. Dies erfolgt durch Wiegung, Beurteilung auf einer
Skala von 1 bis 4 bzw. durch Feststellung (AGT, 2013). Zusatzlich beinhaltet die AGT-Leis-
tungsprifung die Erhebung des Milbenpopulationswachstums wahrend der Brutsaison, so-
wie wiederholte Messungen des Hygiene-Verhaltens (Pin-Test) (Biichler et al., 2010). Die fur
den Versuch relevanten Messungen werden im Kapitel 5.2 detailliert erklart.

4.5 Zuchtwertschiatzung

In der Zuchtdatenbank ,beebreed” (http://www.beebreed.eu) des Landerinstitutes fiir Bie-
nenkunde in Hohen Neuendorf (Deutschland) sind zurzeit Datensatze der Leistungsprifung
von Uber 196.000 Volkern registriert. Davon sind Uber 177.000 Datensatze der Subspezies
A. m. carnica zuzuordnen. Die Datenbank umfasst mehrere Subspezies, die wieder in ver-
schiedene Populationen untergliedert sind. Die 3 hauptsachlich gepriften und geschatzten
Subspezies sind A. m. carnica, A. m. mellifera und A. m. ligustica. Zurzeit wird die Zuchtwert-
schatzung fur 24 Lander und 15 Teilnehmern des SmartBees-Zuchtprogrammes durchgefiihrt
(personliche Mitteilung Bienefeld, 2018).

Durch den Aufbau eines Zuchtwertschatzsystems, basierend auf dem aktuellsten in der Tier-
zucht verwendeten Schéatzsystem, einem BLUP-Tiermodell (Best linear unbiased prediction)
das an die Besonderheiten der Biene angepasst wurde, konnten signifikante Zuchterfolge
erreicht werden. Dabei werden die genetischen Einfliisse der Konigin sowie der Arbeitsbie-
nen auf Volksebene simultan berlicksichtigt und zur Berechnung der Zuchtwerte aller Prif-
abschlisse verwandter Volker verwendet (Bienefeld et al., 2007). Seit der Zuchtwertschét-
zung fur das Prifjahr 2017 kommt ein tGberarbeitetes Abstammungsmodell mit neuen gene-
tischen Parametern zum Einsatz. Unter vielen moglichen Modellvarianten kommt jene zum
Einsatz, die am besten den tatsachlichen Leistungen entspricht (personliche Mitteilung
Bienefeld, 2018).

Uber die Datenbank (http://www.beebreed.eu) kénnen verschiedenste Informationen zu
gepriften Volkern abgefragt werden. Weiters besteht die Moglichkeit der individuellen An-
paarungsplanung mit Vorberechnung von Inzuchtkoeffizienten fiir geplante Nachkommen
(LIB, 2018). Die Inzuchtkoeffizienten werden seit 2018 nach (Brascamp und Bijma, 2014) be-
rechnet.
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4.6 Molekulargenetische Ansatze in der Resistenzzucht gegen V. destructor

Die geplante Einfliihrung der genomischen Selektion in der Bienenzucht wiirde eine vielver-
sprechende Neuerung in diesem Bereich darstellen. In anderen Bereichen der Tierzucht
stellte die Implementierung der genomischen Selektion ein wichtiges Werkzeug dar.

Die genomische Selektion bietet z. B. in der Rinderzucht das Potential Zuchtfortschritte, auch
im speziellen fiir Fitness und Gesundheitsmerkmale, schneller zu realisieren. Abhangig ist der
Fortschritt jedoch immer von der Gewichtung des Gesamtzuchtwertes (Egger-Danner et al.,
2012).

Am Landerinstitut fur Bienenkunde in Hohen Neuendorf (Deutschland) wird zurzeit an der
Etablierung der genomischen Selektion fir die Bienenzucht geforscht (Projekt GeSeBi). Dazu
wurden Proben von leistungsgepriften Volkern gesammelt und die DNA aus Drohneneiern
bzw. der Konigin selbst analysiert. Die zukiinftigen Vorteile fiir die Zucht von A. m. carnica
sind, dass die Zuchtwerte fiir die Standardmerkmale der Leistungspriifung (AGT) besser ge-
schatzt werden kénnen. AuRerdem kann die Verwandtschaft praziser geschatzt bzw. die
Rasse und auch die Abstammung tberpriift werden. Ungepriifte Kéniginnen kénnen dadurch
vorab einen Zuchtwert erhalten, was einen Zeitgewinn und eine Arbeitsersparnis flr die
Zichter bedeutet. Zusatzlich soll durch die Genotypisierung eine Abschatzung Uber die gene-
tische Variabilitat in der Population moglich sein, um damit gezielt die genetische Variabilitat
zu erhalten. Weiters soll es moglich sein Resistenzgene fiir seltene Krankheiten wie z. B. No-
sema oder den Akuten Bienen Paralyse Virus aufzuspiren (LIB, 2016).

Merkmale wie Grooming und VSH scheinen die wiinschenswertesten Resistenzmerkmale zu
sein, jedoch sind sie schwierig zu messen. Marker Assisted Selection (MAS) kénnte hier in
Zukunft eine aufwandige Leistungsprifung aller Voélker ersetzen und gréRere Zuchtfort-
schritte ermoglichen (Rinderer et al., 2010). Genotypisierungs-Mikroarrays kénnen dazu ge-
nutzt werden um tausende SNPs aus einer Menge von einigen Hundert Individuen zu analy-
sieren und daraus eine high-density QTL Map zu erstellen. SNPs in ausgewahlten Genen, die
durch dieses QTL Mapping identifiziert werden konnten, kdnnten darauf auf die Zusammen-
hange mit verschiedenen Merkmalen getestet werden (Blangero, 2004; Anholt und Mackay,
2004).
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5 Material und Methode

In diesem Kapitel werden die fiir die Datenerhebung verwendeten Volker, die Durchfiihrung
der Datenerhebung und die Vorgehensweise bei der statistischen Auswertung beschrieben.

5.1 Datenerhebung: Volker und Zeitablauf

Fiir den Versuch wurden Zuchtbetriebe ausgewahlt, die sich fiir die Erfassung der Merkmale
SMR und Recapping interessierten. Die Datenerhebung erfolgte als Feldversuch bei Prifvol-
kern, die unter Leistungspriifung des Zuchtverbandes ACA standen. Voraussetzung war, dass
die Betriebe die vorgegebenen Messungen der standardisierten Leistungsprifung durchfih-
ren. Von 105 Volkern konnten Brutproben entnommen und ausgewertet werden. Fir die
Auswertung waren nur Voélker relevant, bei denen eine Messung der Merkmale SMR und
Recapping moglich war. Es wurden alle Priifvolker der 5 ausgewdhlten Betriebe in die Ver-
suchsdurchfiihrung mit einbezogen. Die Koniginnen der Prifvolker stammen Gberwiegend
von gekorten Zuchtmittern ab bzw. wurden sie auch mit solchen auf der vaterlichen Seite
angepaart. Die Kbérung beinhaltet eine morphologische Merkmalsbeurteilung nach den
Zuchtrichtlinien des DIB (Deutscher Imkerbund e.V.), die die Zuordnung zur Subspezies
Apis mellifera carnica (Merkmalsbeschreibung der anerkannten Zuchtpopulation) nach mor-
phologischen Merkmalen nachweist (DIB, 2017). Des Weiteren sind genaue Abstammungs-
und Anpaarungsverhaltnisse bekannt. Viele Kéniginnen in den Prifvélkern wurden mittels
instrumenteller Besamung besamt, teilweise durch 1b Anpaarungen, das heilst Anpaarung
mit Drohnen aus nur einem einzelnen bereits gepriiften Drohnenvolk. Der andere Teil der
Koniginnen wurde auf Belegstellen begattet.

Die Leistungsprifung erfolgte nach Vorgaben der AGT. Zusatzlich wurde beim Pin-Test eine
3. Auspragungsform eingefiihrt und die Sommerbefallsmessungen mit der Puderzuckerme-
thode bis zu 5 Mal durchgefiihrt. Diese erfolgte unter Berlicksichtigung von Schadschwellen,
so gewadhlt, dass es zu keinen Schaden an den Prifvolkern kommt. Zur Versuchsdurchfiih-
rung wurde ein Leitfaden erstellt, der die fiir die statistische Auswertung relevanten Mes-
sungen beschreibt. Des Weiteren wurde darin beschrieben, zu welchen Zeitpunkten die
Brutproben zu entnehmen sind. Die Auswertung der Merkmale SMR und Recapping wurde
nach dem RNSBB-Protokoll (Blichler et al., 2017) vom Zeitraum September bis Dezember
2017 (siehe Abbildung 16) durchgefiihrt.

Die Volker wurden einheitlich in Holzbeuten gehalten, wobei ein Betrieb innen isolierte Beu-
ten zur Haltung verwendete. Beutenmal® und -system waren entweder Einheitsmall Ganz-
zargen oder Zander-Flachzargen. Es wurden ganzjahrig keine Absperrgitter verwendet. Auch
wurden keine Brut und Bienen aus oder in die Volker gegeben und es wurden keine
Schwarmverhinderungsmafnahmen eingeleitet. Jedes Volk hatte einen Baurahmen fiir die
Aufzucht von Drohnen zur Verfligung, die nicht entfernt wurden. 89 Vélker blieben ganzjgh-
rig auf demselben Stand, mit 16 Vélkern wurde gewandert. In diesem Fall blieben die Volker
der einzelnen Stande immer als Gruppe zusammen. Die durchschnittliche Honigleistung lag
bei 49,6 kg pro Volk. Bei allen Volkern wurde im vorangegangenen Herbst/Winter eine
Restentmilbung mit dem Wirkstoff Oxalsaure durchgefiihrt.
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2017 2018

Mar Apr Mai Juni Juli Aug Sept Okt Nov Dez Jan

Frihjahrsabfall zur Salweidenblite _
Pin-Test -

Sommerbefallsmessungen — Puderzucker

SMR/Recapping Auswertung — RNSBB Protokoll

CHREL

Statistische Auswertung

Entnehmen der Brutproben

Abbildung 16: Zeitablauf Leistungspriifung und Probenauswertung, die Leistungspriifung und
Probenentnahme erfolgt im Jahr 2017; die Priifkdniginnen schliipften im Jahr 2016

5.2 Methodenhandbuch der AGT

In diesem Kapitel werden die wichtigsten Punkte des AGT-Methodenhandbuchs (AGT, 2013),
das die Grundlage fir die Leistungsprifung der Versuchsvoélker darstellte, erlautert. Nach der
Zucht- und Prifordnung der AGT sollen folgende Merkmale beurteilt werden, die auch Ein-
gang in die Zuchtwertwertschatzung finden: Honigleistung, Sanftmut, Wabensitz, Schwarm-
neigung, Krankheiten, Befallsentwicklung und Bruthygiene (Hygiene-Verhalten). Des Weite-
ren werden die Merkmale Winterfestigkeit, Friihjahrsentwicklung und die Volksstarke beur-
teilt, diese finden jedoch keinen Eingang in die Zuchtwertschatzung (AGT, 2013).

Beschrieben werden nur die fir den Versuch und die Auswertung relevanten Messungen.

5.2.1 Pin-Test: Testmethode fiir das Hygiene-Verhalten

Im Kapitel 3.9.5 sind die Hintergriinde und Mechanismen des Hygiene-Verhaltens beschrie-
ben. Der Pin-Test sollte zweimal im Zeitraum zwischen April und Juli durchgefiihrt werden.
Es wird Brut mit weillen, rosa oder braun ausgefarbten Augen gesucht. In diesem Stadium
werden die Puppen sicher getroffen und kontinuierlich ausgerdaumt. Jingere Stadien wiirden
zu schnell ausgerdaumt, altere durch die begonnene Chitinbildung hingegen langsamer.

Das bendtigte Material fir die Priifung sind: Schablone (10 x 10 Zellen), schwarzer Marker,
Insektennadeln der Starke 2, Feuerzeug, spitze Pinzette, Ergebnisprotokoll.
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Zur Durchfihrung wird eine Brutwabe mit
groRerem verdeckelten Bereich enthommen
und das Stadium der Puppen mit der Pinzette
bestimmt. Liegt das passende Puppensta-
dium vor, werden die Bienen abgeschiittelt
oder abgefegt. Die Schablone wird auf einen
geeigneten Bereich gelegt und mit dem Mar-
ker die linke obere und die rechte untere
Ecke markiert.

Dies ermoglicht das Auflegen der Schablone
bei spaterer Kontrolle des Ausrdaumens. Des
Weiteren wird der Obertrager des Rahm-
chens markiert um die richtige Wabe bei der
Kontrolle schnell zu finden. Mit der Nadel
wird mittig bis zum Zellboden durchgesto-

beovwwwwewww

Abbildung 17: Schablone fiir den Nadeltest und
Durchfiihrung des Anstechens

1.Schablone fiir den Nadeltest auf verdeckelter
Brut;

2. Der dicke Rahmen stellt den Ausschnitt der
Schablone dar. Mit einer Kantenlédnge von 5,4 cm

chen. Von links nach rechts werden insge— umgrenzt er 10¥10 = 100 Brutzellen innerhalb der

samt 50 Zellen genadelt, leere unverdeckelte
Zellen werden Ubersprungen. Die 51. Zelle
wird mit dem Marker markiert (siehe
Abbildung 17). Die Nadel wird nach jedem
Volk mit dem Feuerzeug abgeflammt, um
einer Ubertragung von Krankheiten vorzu-
beugen. Die Kontrolle findet einheitlich nach
8 bis 12 Stunden fiir alle Volker eines Standes statt, im
Mittel sollen etwa 50 % der Zellen ausgerdaumt sein.
Die Kontrolle findet immer in der gleichen Reihenfolge
wie das Stechen statt, um eine gleiche Zeitspanne zu
gewahrleisten. Fir die Auszahlung wird die Schablone
auf die markierte Stelle gelegt und die Zellen mit Brut-
resten erfasst (AGT, 2013).

Schablone.

3. Die dicken Punkte sind die mit dem Marker
aufgebrachten Markierungen, die den
Versuchsbereich begrenzen.

4. Die angestochenen Versuchszellen sind mit
einem kleinen Punkt markiert. Quelle: (AGT,
2013)

Im Versuch wurde eine Zeit zwischen Stechen und
Kontrolle von 8 Stunden fiir alle Volker und Messun-
gen gewahlt. Im Versuch wurde bei der Kontrolle des
Ausrdumens um die Auspragungsformen teilweise
ausgerdaumt bzw. nicht berihrt erweitert. Es wurden
nach 8 Stunden die Zellen, die nicht beriihrt wurden
(zelldeckel verschlossen) und die teilweise ausge-
raumten Zellen gezahlt (siehe Abbildung 18). Rechne-
risch wurde die Anzahl der vollstdndig ausgerdaumten
Zellen ermittelt. Das entspricht einer Erweiterung der
bisherigen AGT-Leistungsprifung wo bislang laut Me-
thodenhandbuch nur zwischen vollstindig ausge-
raumt und nicht vollstandig ausgerdaumt unterschie-
den wurde. Diese Werte wurden in das Ergebnispro-
tokoll eingetragen. Der Pin-Test wurde bei 66 Volkern
2x durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet, bei 39

Abbildung 18: Pin-Test; 3
Auspragungsformen wurden erhoben:
vollstandig ausgeraumt, teilweise
ausgeraumt und Zellen nicht beriihrt;
Das entspricht einer Erweiterung
gegeniiber der bisherigen
Leistungspriifung in der AGT, wo nur
zwischen vollstiandig ausgeraumt und
nicht vollstindig ausgeraumt
unterschieden wurde.
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Volkern wurde der Pin-Test nur einmal durchgefiihrt. Der Zeitraum in dem der erste Pin-Test
auf den 5 Betrieben durchgefiihrt wurde lag zwischen dem 8.6.2017 und dem 16.6.2017. Der
zweite Pin-Test wurde im Zeitraum vom 5.7.2017 bis 29.7.2017 durchgefiihrt.

5.2.2 Natiirlicher Milbenabfall zur Salweidenblite/Frihjahr

Der natirliche Milbenabfall zur Zeit der Salweidenblite wird zur Erhebung des Anfangsbe-
falls in den Volkern herangezogen. Dieser Zeitpunkt wird als phanologischer Indikator fir die
beginnende Bruttatigkeit herangezogen. Zur Messung werden Bodeneinlagen bendétigt, die
mindestens 90 % der Bodenflache abdecken. Diese werden mit Beginn der Messung vom
Wintertotenfall gereinigt. Der Zeitpunkt von Einlage/Reinigung und Auszdhlen wird im Erhe-
bungsprotokoll vermerkt. Nach dem Einlegen/Reinigen wird dreimal im Abstand von einer
Woche kontrolliert. Dabei wird die Anzahl dunkel ausgefarbter Milben erhoben und die Bo-
deneinlage wieder gereinigt. Nach dieser Zeit wird die Anzahl der natirlich abgefallenen
Milben addiert und durch die Anzahl der Tage, Uber die die Milben gezahlt wurden dividiert
(AGT, 2013).

Fiir die Auswertung wurde die Einheit Milben pro Tag verwendet. Der Zeitraum des Beginns
der Messungen des natirlichen Milbenabfalls im Frihjahr lag zwischen dem 11.3.2017 und
dem 22.3.2017. Der Zeitraum des Endes der Messungen des natiirlichen Milbenabfalls im
Frihjahr lag zwischen dem 2.4.2017 und dem 11.4.2017.

5.2.3 Befallskontrolle von Bienenproben/Sommerbefallsmessung

Spater im Jahr, wenn sich in den Vélkern ein héherer Milben-Befall befindet, fihren Bienen-
proben zu zuverladssigeren Befallsschatzungen, als die Kontrolle von Bodeneinlagen. Es wird
mit dieser Methode der relative Befallsgrad von Milben auf Bienen, auch als Bienenbefall
bezeichnet, erhoben. Um gute Messergebnisse und eine gute Vergleichbarkeit zu erhalten,
sollte die letzte Messung soweit hinausgeschoben werden, dass dabei im Durchschnitt zu-
mindest 1 Milbe/10 g Bienen Befall erreicht ist. In der Praxis wird dabei Ende Juni/Anfang Juli
mit den Messungen begonnen und bei niedrigen Befallswerten im Abstand von 3 Wochen
wiederholt, bis ein aussagekraftiger Befallsgrad erreicht ist. Die Feststellung des Bienenbe-
falls erfolgt entweder durch Einpudern lebender Bienen mit Puderzucker oder durch Auswa-
schen abget6teter Bienen mit Seifenwasser. Werden die Messungen richtig durchgefiihrt,
liefern beide Methoden zuverldssige Ergebnisse und werden als gleichwertig eingestuft
(AGT, 2013).

Im Versuch wurde bei allen Priifbetrieben mit der Puderzuckermethode gearbeitet.

Die Bienenprobe wird aus dem obersten Raum von einer gut besetzten Futterwabe ent-
nommen. Die Bienen werden auf eine saubere, trockene Deckelfolie abgestoRen und damit
ca. 50 g der Bienen in den mind. 750 ml fassenden Schittelbecher mit Gitterboden gefiillt.
Vor dem Befillen muss die Leermasse des Probenbechers ermittelt werden, um nach der
Befillung die Nettomasse ermitteln zu kénnen. Dazu ist eine Kiichenwaage Teil der Mess-
ausstattung. Nach dem Einfillen der Bienen werden ca. 5 leicht gehaufte Essloffel Puderzu-
cker, durch das Gitter auf die Bienen hinzugegeben. Darauf sollen die Bienen sich gegenseitig
ca. 3 Minuten mit dem Puderzucker bedecken, damit die Milben ihren Halt verlieren. In die-
ser Zeit wird der Probenbecher gegebenenfalls 2 bis 3 Mal geschiittelt um den Puderzucker
besser zu verteilen. Wahrend dieser Zeit kann bereits eine weitere Probe aus dem nachsten
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Volk entnommen werden. Nach 3 Minuten wird der Schiittelbecher mit dem Gitterdeckel
nach unten kraftig (iber einem Feinsieb fiir ca. 1 Minute ausgeschuttelt. Dabei sollen alle
Milben aus dem Becher fallen und kénnen mithilfe des Feinsiebes vom Puderzucker getrennt
werden. Danach kénnen die Milben im Feinsieb oder auf eine helle Unterlage geschiittet,
gezahlt werden. Die Bienen werden danach wieder in das Volk zurlickgegeben und werden
von den anderen Arbeitsbienen geputzt. Im Erhebungsprotokoll werden das Datum der Pro-
benname, die Nettomasse der Bienenprobe und die Anzahl der Milben notiert (AGT, 2013).

Fiir die Auswertung wurde die Einheit Milben pro 10 g Bienen verwendet, was in etwa dem
prozentuellen Befall entspricht, da eine Arbeitsbiene in etwa 0,1 g wiegt und daher 10 g Bie-
nen in etwa 100 Bienen entsprechen. Im Versuch wurden Vélker die zu verschiedenen Zeit-
punkten, ansteigende Befallsschwellen tberschritten aus dem Versuch genommen und be-
handelt. Der Rest der unter der Schwelle lag, wurde im Versuch gehalten und weitere Mes-
sungen durchgefiihrt. Die Prifbetriebe nahmen grundsatzlich die in Tabelle 3 (Seite 49)
abgebildeten Befallswerte als Behandlungsschwellen an. Da es sich um einen Feldversuch
handelte und die Messungen vorab nicht im Versuchsplan definiert waren, wurden einzelne
Volker aus anderen Griinden vor Erreichen der Schwelle behandelt. Die Zeitrdume in denen
die Messungen durchgefiihrt wurden sind folgend angefiihrt: 1. Messung (30.6.-5.7.2017), 2.
Messung (21.7.-30.7.2017), 3. Messung (16.8.-27.8.2017), 4. Messung (7.9.-16.9.2017). Die
5. Messung welche nur mehr auf einem Betrieb durchfiihrt wurde, erfolgte am 28.9.2017.

5.3 Auswertung von SMR und Recapping/RNSBB-Protokoll

SMR und Recapping wurden nach dem RNSBB-Protokoll, Stand 01.09.2017 ausgewertet
(Blchler et al., 2017).

Im Kapitel 5.3 werden die fir den Versuch und die Auswertung relevanten Punkte des
Auswertungsprotokolls beschrieben. Mit Vor- und Nachbereitung sind fiir eine Probe ca. 3
bis 4 Stunden aufzuwenden. Durch die Auswertung der Ziichter, welche die Priifvolker zur
Verfligung stellten, konnten 51 Proben ausgewertet werden und durch die eigene Auswer-
tung 54 Proben. Alle Proben wurden in der Tiefkiihltruhe konserviert, vor der Auswertung
aufgetaut und danach bearbeitet. Vor der Probenauswertung wurden alle Personen die eine
Auswertung durchfiihrten am Bieneninstitut Kirchhain eingeschult.

5.3.1 Probenentnahme

Die Testvolker sollten fiir wenigstens 30 Tage vor dem Entnehmen der Brutprobe eine unge-
storte Brutentwicklung aufweisen (keine Brutunterbrechung, kein Koniginnentausch). Die
gesammelte Brut sollte hauptsachlich dltere Puppen beinhalten, rosa Augen bis kurz vor dem
Schlipfen, also Puppen 7 bis 12 Tage nach dem Verdeckeln. Da die Effizienz und Dauer der
Auswertung von der Brutbefallsrate abhdngt, muss das Entnahmedatum eventuell auf einen
Zeitpunkt verschoben werden, bei dem eine Behandlung gegen die Varroose durchgefihrt
werden muss. Nach den Erfahrungen soll der Bienenbefall mindestens 2 % zum Zeitpunkt
der Entnahme der Brutprobe fiir die SMR Auswertung betragen. Die Brutproben werden
entweder sofort ausgewertet, oder bei -18°C tiefgekiihlt bis zur Auswertung gelagert
(Blchler et al., 2017).

Bei der Untersuchung handelt es sich um die Brut von Arbeiterbienen. Volker, die bei der 2.
Messung einen Bienenbefall tiber 1,5 Milben/10 g Bienen (Milben/10 g Bienen in etwa %
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Bienenbefall) aufwiesen, wurden aus dem Versuch genommen, behandelt und zuvor eine
Brutprobe entnommen. Bei der 3. Messung wurde der Grenzwert mit 2,5 Milben/10 g Bie-
nen als Grenze fiir das Ausscheiden verwendet. Bei der 4. Messung wurde der Rest der Brut-
proben entnommen. Wie in Tabelle 3 (Seite 49) ersichtlich ist, wurde zu dieser Zeit bei vielen
Volkern 2 % Bienenbefall nicht erreicht.

5.3.2 Brutuntersuchung-Ausstattung

Die Untersuchung der Brutzellen erfordert Sorgfalt und Vorsicht. Es wird ein Stereomikro-
skop oder eine funktionierende VergroRerungseinrichtung benotigt. Diese unterstitzt die
Identifizierung der Muttermilben und der Nachkommen. Des Weiteren hilft eine feine Pin-
zette, ein Skalpell oder ein feiner Pinsel zusammen mit einer guten-LED Beleuchtung
(Buchler et al., 2017).

Fiir die Auswertung wurden verschiedene Stereomikroskope verwendet: ein relativ einfa-
ches Gerat mit 10-facher VergroRerung und Beleuchtung, sowie zwei Mikroskope, die sonst
fiir die instrumentelle Besamung von Koniginnen verwendet werden. Besonders wichtig ist,
dass genug Platz fir ganze Rahmchen ist, um alle Flachen untersuchen zu kénnen (Abstand
zum Tubustrager). Des Weiteren ist eine gute Tiefenscharfe von Vorteil, sowie die Mdglich-
keit der Scharfstellung bei gentigend Abstand zwischen Wabe und Objektiv, um mit der Pin-
zette gut arbeiten zu konnen. Fir die Fotos wurde eine Mikroskop-Kamera und zum Mitzah-
len wurden einfache Handzahler verwendet.

5.3.3 Recapping

Recapping, das Offnen und Wiederverdeckeln von Brutzellen kann einfach bestimmt wer-
den. Dazu wird die Oberflache der Innenseite des Wachsdeckels betrachtet. Mit der Spitze
der Pinzette, oder dem Skalpell wird der Zelldeckel vorsichtig an 5 Seiten abgetrennt. Danach
wird die Unterseite nach oben gedreht. Besonders wichtig ist, dass der gesamte Deckel dabei
erhalten bleibt. Wiederverdeckelten Zellen fehlt ein Teil des von der Puppe gesponnenen
Kokons, was durch eine matte Oberflaiche im normalerweise glanzenden Deckel erkennbar
ist. Das Loch kann in der GroRRe variieren, von einem kleinen Punkt bis zum gesamten Aus-
malk des Deckels. Es ist der Indikator dafiir, dass die Zelle ge6ffnet und wiederverdeckelt
wurde (Blchler et al., 2017).

Die Anzahl an Zellen mit dem Merkmal Recapping wurde wahrend der Auswertung der Pro-
ben durch einen Handzahler erfasst. Fir jede befallene Zelle erfolgte ein Eintrag im Proto-
koll, wodurch die Anzahl der befallenen und recappten Zellen festgestellt wurde.

Die Selektivitat des Recappings (SEL) stellt die Differenz Anteil Recapping an befallenen Zel-
len abziglich des Anteils Recapping an nicht befallenen Zellen dar. Dieses Merkmal bringt die
Fahigkeit zur treffsicheren Identifizierung befallener Zellen vor dem Offnen und Wiederver-
deckeln zum Ausdruck.
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5.3.4 SMR-Untersuchung

Fir die Untersuchung von SMR werden nur einfach befallene Brutzellen (eine Muttermilbe)
im Entwicklungsstadium zwischen ,violetten Augen” (7 Tage nach der Verdeckelung) und
»Puppenentwicklung fertig” (12 Tage nach der Verdeckelung) herangezogen. Im ,violetten
Augen” Stadium (Brutstadium 1: 7 bis 9 Tage nach der Verdeckelung), findet man in Zellen in
denen die Muttermilbe normal reproduziert hat, zumindest eine Deutonymphe sowie ein
Mannchen. In Zellen mit Puppen mit ,grauen Fligelansatzen” (Brutstadium 2: 10 bis 12 Tage
nach dem Verdeckeln), findet man zumindest eine adulte Tochtermilbe und ein adultes
Mannchen. Das Hauptkriterium fiir die Unterscheidung zwischen dem 9. und 10. Tag nach
der Verdeckelung, die zwei definierte Entwicklungsstadien trennt, ist das Vorhandensein von
grauen Fliigelansdtzen ab dem Tag 10. Einfach befallene Zellen ohne Nachkommen (un-
fruchtbar), mit zu jungen Entwicklungsstadien der Milbennachkommen (verzégert) oder
ohne Mannchen (kein Mannchen) werden als SMR-Zellen gezahlt, da sie keine reproduktiven
Nachkommenstadien der Milben beinhalten (Blichler et al., 2017). Bei der Auswertung
wurde Zelle fiir Zelle vorsichtig geodffnet und das Schema nach Abbildung 19 fiir die
Protokollierung angewendet.

Brutuntersuchung Zelle registriert als

< RECAPPING Ja/Nein

N4

Nicht-befallene

< Varroa-Befall Keine Milbe / < Zelle
v

?

Befallene Zelle

R P

befallen befallen
Brutstadlum(Zelt .
nach Verdeckeln) e
< 7-9 Tage violette >
Augen
v Keine Deutonymphe oder Befallen = nicht
kein Mannchen > reproduktiv
Deutonymphe und )e Befallen 2
< 10-12 Tage > Mannchen vorhanden reproduktiv

scf\:/warze Augen Keine adulte Tochter oder Befallen = nicht
kein M3nnchen reproduktiv

Adulte Tochter und > Befallen =2
Mannchen vorhanden reproduktiv

Abbildung 19: Ablauf der Auswertung einer Brutzelle fiir die Merkmale Recapping und SMR; Quelle: Eigene
Abbildung iibersetzt nach Biichler et al. (2017)

Befallene Zelle >

38



Material und Methode
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Abbildung 20: Vergleich der Entwicklung von A. m. Bienen und V. destructor (ersten 2 Eier), 7-12 Tage nach
dem Verdeckeln; Quelle: Abbildung verandert nach Biichler et al. (2017), Fotografien: F. Mondet

Die Fotos in Abbildung 20 zeigen das durchschnittliche Auftreten von Entwicklungsstadien
des Milbennachwuchses (erste 2 Eier) in Relation zum Entwicklungsstadium der befallenen
Bienenpuppe. Die Hauptmerkmale zum Erkennen der Stadien der Bienen sind unter den Bil-
dern zu sehen. Die zu erwartenden Stadien der Milben sind auf den Fotos abgebildet. Wenn
der alteste Nachwuchs der Milben fiir ein jeweiliges Puppenstadium der Bienen jlinger als
der abgebildete ist, dann wird die Muttermilbe als nicht-reproduktiv eingestuft, bzw. die
Zelle als SMR-Zelle gezahlt. Die durchgezogene Linie zwischen dem 9. und 10. Tag nach dem
Verdeckeln trennt die Stadien in jene vor und jene nach dem Erwarten von adulten weibli-
chen Nachkommen (Biichler et al., 2017).
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Entwicklungsstadien und deren Uberginge bei der Biene

Auf Abbildung 21, Abbildung 22 und Abbildung 23 sind die Entwicklungsstadien und die
wichtigsten Erkennungsmerkmale der Ubergénge bei der Biene zu sehen. Diese sind fiir die
Einteilung in das jeweilige Brutstadium von Relevanz. Von Bedeutung fiir die Auswertung des
Merkmals SMR ist das Entwicklungsstadium zwischen ,violetten Augen” (7 Tage nach der
Verdeckelung) und ,,Puppenentwicklung fertig” (12 Tage nach der Verdeckelung) von Bedeu-
tung. Sind die Augen wie in Abbildung 21 rosa, so ist die Puppe < 7 Tage nach dem Verde-
ckeln alt und somit zu jung fir die Auswertung. Im ,violetten Augen“ Stadium (siehe
Abbildung 22) (Brutstadium 1: 7 bis 9 Tage nach der Verdeckelung), beginnt man mit der
Suche nach einer Deutonymphe sowie einem Mannchen. In Zellen mit Puppen mit ,grauen
Fligelansatzen” (Brutstadium 2: 10 bis 12 Tage nach dem Verdeckeln), sucht man zumindest
eine adulte Tochtermilbe und ein adultes Mannchen. Das Hauptkriterium fir die Unterschei-
dung zwischen dem 9. und 10. Tag nach der Verdeckelung, die zwei definierte Entwicklungs-
stadien trennt, ist das Vorhandensein von grauen Fliigelansatzen ab dem Tag 10 Abbildung
23 (Blchler et al., 2017).

Abbildung 21: Puppe mit rosa Augen; zu jung Abbildung 22: Puppe mit violetten Augen;
fiir die Auswertung (<7 Tage) (Brutstadium 1: 7-9 Tage n. V.)

Abbildung 23: wichtiges Merkmal beim Ubergang von Brutstadium 1 auf 2 (9. auf

10. Tag nach dem Verdeckeln); 1: der graue Fliigelansatz und 2: schwarze Fiihler
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Normale Reproduktion von V. destructor

Abbildung 24 und 25 zeigen Zellen, in denen eine normale Reproduktion von V. destructor
erfolgt ist. Es sind jeweils die notwendigen Altersstadien der Milbennachkommen in den
Zellen mit dem jeweiligen Stadium der Bienenpuppe vorhanden.

a

Abbildung 24: Muttermilbe mit Nachkommen bei funktionierender Reproduktion
(Deutonymphe/Méannchen) in einer Brutzelle im Brutstadium 1 (7 bis 9 Tage nach dem Verdeckeln); 1:
Muttermilbe, 2: Mannchen, 3: weibl. Deutonymphe, 4: sich hautende weibl. Deutonymphe, 5: weibl.
Protonymphe, 6: faecal accumulation site;

Abbildung 25: Muttermilbe mit Nachkommen bei funktionierender Reproduktion (adulte
Tochter/Ménnchen) in einer Brutzelle im Brutstadium 2 (10-12 Tage nach dem Verdeckeln); 1: Muttermilbe,
2: Méannchen, 3: adulte Tochter, 4 und 5: weibl. Deutonymphe;
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SMR - Suppressed Mite Reproduction (verringerte Milben-Reproduktion)

Abbildung 26 und 27 zeigen Zellen, in denen die Reproduktion von V. destructor nicht
normal verlaufen ist und die Muttermilbe als nicht-reproduktiv (SMR) eingestuft wird. Es
fehlen die jeweils notwendigen Altersstadien der Milbennachkommen fiir das jeweilige
Brutstadium.

Abbildung 26: SMR-Zelle im Brutstadium 1, die querovale Deutonymphe (reguldr das dlteste Weibchen)
fehlt; 1: Muttermilbe, 2: Mannchen, 3: weibl. Protonymphe, 4: Ei/Larve, 5: faecal accumulation site;

Abbildung 27: SMR-Zelle im Brutstadium 2, adulte Tochter (reguldr das dlteste Weibchen) fehlt, adultes
Mannchen erkennbar an den ausgefirbten Beinen; 1: Muttermilbe, 2: Mannchen, 3: weibl. Protonymphe, 4:
faecal accumulation site, 5: Ausscheidungen der Bienenlarve;
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Recapping

Abbildung 28 zeigt die Oberflache einer Brutwabe. Darauf sind geoffnete Zellen zu sehen.
Werden diese Zellen wieder verschlossen, handelt es sich um Zellen mit Recapping. Schema-
tisch zeigt der linke Kreis in der Abbildung 28 auf eine verschlossene Zelle. In der Abbildung
wird davon ausgegangen, dass diese nicht gedffnet wurde und sich somit an der Innenseite
ein unbeschadigter, vollstandiger Kokon findet (Abbildung 29). Dieser ist als glanzende Fla-
che zu erkennen. Wird die Zelle ge6ffnet und wiederverdeckelt (Recapping), so ist an der
Innenseite eine matte Oberflache zu erkennen. Diese kann in der Grof3e von kleinen punkt-
formigen, gerade noch erkennbaren Flachen bis zum Durchmesser der ganzen Zelle reichen
(Abbildungen 30 und 31).

Abbildung 28: verschlossene und
geoffnete Zelldeckel von Brutzellen

Abbildung 30: Recapping, matte Oberflache aus
Wachs an der Innenseite des Zelldeckels, Zelle
wurde gedffnet und wiederverdeckelt

Abbildung 29: Kein Recapping, glanzende
Innenseite des Zelldeckels (Kokon) vollstandig
erhalten

Abbildung 31: Recapping, oft nur als kleine
Flache vorhanden
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Die Unterscheidung von mannlichen Nach-
kommen und weiblichen Protonymphen
kann schwierig und zeitaufwandig sein. Es
gibt Schlisselmerkmale zur Unterscheidung
bei jingeren Stadien ca. bis zum 8. Tag nach
dem Verdeckeln. Die wichtigsten sind, dass
die Mannchen langere und dinnere Beine
als die weiblichen Protonymphen haben.
Des Weiteren weisen Mannchen im hinteren
Teil des Korpers eine eher dreieckige Form
(birnenférmig) auf, wogegen die weiblichen
Protonymphen eine runde Form (apfelfor-
mig) aufweisen (Abbildung 32). Ein ausge-
wachsenes Mannchen zeigt eine leicht
orange Ausfarbung (Blichler et al., 2017).

Bei der Auswertung wurde grundsatzlich so-
lange untersucht, bis 25 einfach befallene
Zellen gefunden wurden. Bei einer Probe, die
einen Brutbefall von 1% aufwies, wurden
nur 10 einfach befallene Zellen gezahlt. Die-
ser Umfang ist laut dem RNSBB-Protokoll der
geringste, bei dem ein Ergebnis in weitere Auswertungen einflieRen kann (Bichler et al.,
2017). Im Durchschnitt mussten ca. 184 Zellen gedffnet werden um die 25 einfach befalle-
nen Zellen zu finden und nach dem Schema auswerten zu kénnen. Des Weiteren war zu be-
obachten, dass des Ofteren im Brutstadium 1 (7 bis 9 Tage nach dem Verdeckeln) die ilteste
Tochtermilbe, anstatt dem laut RNSBB-Protokoll Deutonymphen-Stadium, bereits dem Sta-
dium eines adulten Weibchens zuzuordnen war.

Abbildung 32: 1 Mannchen (eher
dreieckig/birnenférmig) und 2 weibl.

Protonymphe (eher rund/apfelférmig)
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5.4 Statistische Auswertung

Flr die statistische Auswertung wurde das Programm SAS (Statistical Analysis System) ver-
wendet (Version 9.4) (SAS, 2012). Die Daten wurden im Programm Microsoft Excel erfasst.
Fiir die Auswertung wurden verschiedene Prozeduren von SAS 9.4 bendtigt. Die fir die de-
skriptive Statistik relevanten Werte (Mittelwert, Median, Minimum, Maximum) wurden mit
der Prozedur ,univariate” berechnet. Die Prozedur ,univariate” eignet sich, um die Daten-
verteilung verschiedener Variablen zu tGberprifen (SAS, 2018).

5.4.1 Phanotypische Korrelationen

Fiir die Berechnung der Korrelationen nach Spearman wurde die Prozedur ,corr” verwendet.
Ein Korrelationskoeffizient ist ein relatives dimensionsloses Mal8 zur Darstellung der Art und
Enge eines linearen stochastischen Zusammenhangs zwischen 2 Zufallsvariablen. Der Korre-
lationskoeffizient kann Werte zwischen -1 und 1 annehmen. Die Spearman’schen Rangkor-
relationen sind eine nicht parametrische Messung von Zusammenhangen, die auf den Ran-
gen der Werte aus den Daten resultieren (Kronthaler, 2016). Sie wird ebenfalls durch die
Prozedur ,corr” berechnet, indem die Werte rangiert werden und die Range der Formel fir
die Pearson’schen Korrelationen verwendet werden (SAS, 2018).

5.4.2 Zusammenhdnge von Merkmalen

Zur Ermittlung von Zusammenhangen zwischen verschiedenen Merkmalen unter Berlicksich-
tigung von verschiedenen Effekten wurde die Prozedur ,glm“ verwendet. Die Prozedur “glm”
basiert auf der Methode der kleinsten Quadrate um generalisierte lineare Modelle zu
erstellen (SAS, 2018).

Fiir die Berechnung der Einflisse von SMR, REC und dem Pin-Test auf die Milbenpopulation
in den Volkern wurde folgendes Modell verwendet:

Modell 1: Y;=u + by * FjB + b, * eMk + ¢

Y; = Merkmale welche die Milbenpopulation in den Volkern darstellen (SUTT, Mindex, S1-S3, S1, S2,
S3, 5S4, S5, BBR)

M = gemeinsame Konstante (Intercept)

b; und b, = Regressionskoeffizienten

FjB = Effekt des natiirlichen Milbenabfalls im Frihjahr

eMk = einflussgebendes Merkmal (Pin vollstandig ausgerdumt, Pin teilweise ausgerdumt, Pin nicht
berihrt, SMR, REC an befallenen Zellen, REC gesamt, Selektivitdt REC)

e; = Restkomponente (Residuen)

Es wurde auf den natiirlichen Milbenabfall im Friihjahr korrigiert, da die Vélker mit unter-
schiedlichen Befallswerten starteten. Durch diese Korrektur sollten die Vélker mit einem
konstant gehaltenen Befall im Frihjahr betrachtet werden.
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Fiir die Berechnung der Zusammenhange von verschiedenen Merkmalen mit SMR bzw. des-
sen Auspragungsformen unfruchtbar, verzogert, kein Mannchen wurden folgende Modelle
verwendet:

Modell 2: Y = p + Bet; + Entj + by * FjB + b, * eMk + ejj
Modell 3: Yij =M+ Bet; + b1 * FJB + bz * eMk + €jj
Modell 4:Y;=pu + by * FjB + b, * eMk + ¢

Yik Yy, Yi = jeweiliges Merkmal (SMR, unfruchtbar, verzégert, kein Mdnnchen)

U = gemeinsame Konstante (Intercept)

b, b, = Regressionskoeffizienten

Bet; = fixer Effekt des Betriebes (i = 1 bis 5)

Ent; = fixer Effekt des Entnahmezeitpunktes (j = 1 bis 3)

FjB = Effekt des natiirlichen Milbenabfalls im Frihjahr

eMk = einflussgebendes Merkmal (Betrieb*Entnahmezeitpunkt, S1-S3, S1, S2, S3, S4, S5, Pin voll-
standig ausgerdumt, Pin teilweise ausgerdaumt, Pin nicht beriihrt, Brutbefallsrate, REC an befallenen
Zellen, REC gesamt, Selektivitat REC)

€jiv €, ejk = Restkomponente (Residuen)

5.4.3 Heritabilitatsschatzung

Fir die Schatzung der Heritabilititen wurden Varianzkomponenten mit der Prozedur
,mixed” berechnet. Die Prozedur , mixed” ermdglicht die Berechnung einer Vielzahl von ge-
mischten linearen Modellen (SAS, 2018).

Da die Abstammungsverhaltnisse der im Versuch gepriften Koniginnen (siehe Abbildung 33)
sowohl mautterlicherseits (2a) als auch véterlicherseits (4a) bekannt waren, konnte eine
Schatzung von Heritabilitdten durchgefihrt werden.

(la) Kinigin * Tochter (da) = 1b |
99-204-611-2016 -

(2a) Mutter
99-645-438-2013

{4a) Anpaarung

k.3 -
99-£45-400-20149 Tochter (12a) = 4b

# Tochter (6a) = 2b

(7a)
99-645-373-2012

(1za)
11-1-11540-2010

{6a) Vater der 1a
11-1-11540-2010

(3a) GroBmutter
11-1-2044-2011

Abbildung 33: Stammbaum einer Priifkdnigin des Versuches, Quelle: beebreed.eu (LIB, 2018)
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Da die Schatzwerte fiir die genetische Varianz der Anpaarungspartner (4a) nahe O lagen,
erfolgte die Berechnung der Heritabilitdt in dieser Arbeit ausschlielich auf Basis der
mitterlichen genetischen Varianz wobei die durchschnittliche Verwandtschaft von
Koniginnen, die dieselbe Mutter aufweisen, beriicksichtigt wurde. Diese Schatzung beruht
damit auf einem relativ einfachen Ansatz einer Halbgeschwisteranalyse mit einem
Muttermodell. Dazu wurde Formel [1] von Harbo und Harris (1999) mit angepasstem
Verwandtschaftsverhaltnis herangezogen:

,  (c22a)/038
" 022a + o2 Residual

[1]
wobei
h” = Heritabilitat,
02,, = Varianz die durch die Abstammung von der Mutter (2a) bedingt ist,
0,38 = durchschnittliche Verwandtschaft von Koéniginnen, die dieselbe Mutter aufweisen (durch-

schnittlich ca. 10 Drohnenvolker, angenommen 8 Drohnen),
02 Resiqual = Residualvarianz (Restvarianz).

Zusammen ergeben 62,, und 62gesiqual die phanotypische Varianz fiir das jeweilige Merkmal.
Die Standardfehler wurden nach Formel [2] (Swiger et al., 1964) berechnet. Die Varianzkom-
ponente, die durch die Mutter bedingt ist, dividiert durch 0,38 kommt dadurch zustande,
dass die durchschnittliche Verwandtschaft von Koniginnen, die dieselbe Mutter aufweisen in
etwa bei 0,38 liegt. Dazu wurde angenommen, dass die Drohnen aus 10 Drohnenvolkern
stammen und die Konigin von 8 Drohnen begattet wird (Willam und Essl, 1993). Die Miitter
der Koniginnen im Versuch waren jedoch unterschiedlich angepaart, die einen auf Beleg-
stellen mit 12 bis 18 Drohnenvolkern. Andere wurden mittels instrumenteller Besamung be-
samt, entweder mit nur einem (1b Anpaarung) oder mit wenigen Drohnenvélkern. Mitter
(2a’s) der Koniginnen (1a’s) im Versuch, die mehr als eine Tochter (1a) im Versuch hatten,
sind mit durchschnittlich 12,5 Drohnenvélkern angepaart worden, daher wurde einfacher-
weise die Anzahl von 10 Drohnenvdlkern angenommen.
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Fir die Berechnung des Standardfehlers (SE) wurde Formel [2] nach Swiger et al. (1964)
verwendet:

2(N-1)(2-)2 [1 + (k — D)t]?

SE = ot = k2(N —-s)(s—1)

wobei

[2]
und

SE = Standard Error (Standardfehler),

N = Gesamtanzahl der Beobachtungen,

t = Intraklassen-Korrelation, in diesem Fall t = h?,

s = Anzahl Gruppen (in diesem Fall Anzahl Mutter (2a’s)) ,

n; = Summe der Beobachtungen in der i-ten Gruppe/Summe Téchter pro Mutter (2a).

Wobei t der Intraklassen-Korrelation entspricht, die zur Schatzung der Heritabilitdt durch die
miutterliche Halbgeschwisteranalyse verwendet wurde.

Verwendet wurde ein gemischtes Modell, das mit der Prozedur , mixed” im Programm SAS
berechnet wurde. Das Modell berticksichtigt den Stand als fixen Effekt und die Mutter (2a)
als zufalligen Effekt. Der Schatzung der Varianzkomponenten liegt die Methode Restricted
Maximum Likelihood (REML) zugrunde.

Modell 5: Yjj = 1 + St + Mut; + ejj

Yik = jeweiliges Merkmal (SMR, Recapping, Pin-Test)

M = gemeinsame Konstante (Intercept)

Mut; = zufdlliger Effekt der Mutter (2a) (j bzw. i = 1-33)
St; = fixer Effekt des Standes (i = 1-11)

ej = Restkomponente (Residuen)

5.5 Gruppierung der Volker aufgrund der Milbenpopulation

Zur Berechnung von Zusammenhangen wurden Merkmale gebildet, welche die einzelnen
Befalls-Messwerte kombinieren. Das Merkmal SUTT (Stay under treatment treshold) ist eine
Kombination der Sommerbefallsmessungen (mit Puderzucker). Das Merkmal Mindex (Mil-
ben-Index) ist eine Kombination aus den Sommmerbefallsmessungen (mit Puderzucker) und
der Brutbefallsrate.
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5.5.1 Stay under treatment treshold/Verbleiben unter Behandlungsschwelle (SUTT)

Fur das Merkmal SUTT wurden die Informationen aus der 2., 3. und 4. Sommerbefallsmes-
sung herangezogen. Dieses Merkmal ist in 6 Gruppen untergliedert (siehe Tabelle 3). Gruppe
1 bis 4 stellen die unterschiedlichen Befallswerte der 4. Sommerbefallsmessung zusammen-
gefasst dar, wobei zur Gruppe 4 auch Volker gezahlt werden, die bei der 3. Sommerbefalls-
messung unter 2,5 Milben/10 g Bienen lagen und aus sonstigen Griinden keine 4. Messung
erfolgte. Gruppe 5 beeinhaltet Volker, die bei der 3. Sommerbefallsmessung lGber 2,5 Mil-
ben/10 g Bienen aufwiesen. Gruppe 6 beinhaltet Volker, die bei der 2. Messung uber 1,5
Milben/10 g Bienen aufwiesen. Diese Grenzwerte sind angelehnt an die Vorgaben des Vitali-
tatstests der AGT, bzw. an die Durchfiihrung der Behandlung in den Priifbetrieben. Die
Gruppen 1 bis 3 stellen danach Vélker dar, die bis zur 4. Sommerbefallsmessung (ca. 10. Sep-
tember) keinen fir das Volk gefahrlichen Milbenbefall aufwiesen. Die Gruppen 4 bis 6 sind
jene Volker, die einen Milbenbefall aufwiesen, der laut Empfehlungen kritisch beobachtet
werden sollte, aber von den Priifbetrieben vorsorglich behandelt wurden.

Tabelle 3: Gruppen des Merkmals SUTT — Stay under treatment treshold

Gruppe Kriterium Anzahl der Vélker
1 S4 <0.72 M/10 g B. 18 Unter der Behandlungs-
2 S4 < 1.49 M/10 g B. 19 schwelle
Stay under treatment
3 S4<3.4M/10¢gB. 18
/108 treshold (SUTT)

4 S4>3.4M/10gB.0od.S3 25 Uber der Behandlungs-

<2,5M/10gB. und schwelle

nicht weiter gemessen
5 S3>2,5M/10 g B. 10
6 $2>1,5M/10gB. 15

$1-S4: 1.-4. Sommerbefallsmessung, M/10 g B.: Milben pro 10 g Bienen

5.5.2 Milbenbefalls-Index (Mindex)

Um die Gesamtpopulation an Milben in den Vélkern zu beschreiben, wurde ein Index gebil-
det, der den Bienen- mit dem Brutbefall kombiniert. Die Berechnung des Index erfolgt durch
Summieren der Gruppennummer des Merkmals SUTT (6 Gruppen) und der in 4 Gruppen
geteilten Brutbefallsrate, wobei Gruppe 1 das am niedrigsten befallene Quantil und Gruppe
4 das am hochsten befallene Quantil darstellt. Der Index zeigt daher eine Abstufung von 2
bis 10. Nachteil dieser einfachen Gruppierung ist, dass keine Riicksicht auf den Brutumfang
bzw. die Volksstarke genommen wird. Genauere Informationen Uber die Starke der Volker
hatten durch die Erhebung der Gesamtbienenanzahl, sowie des Gesamtbrutumfanges erhal-
ten werden kénnen. Pechhacker (2002) nahm bei seinem Versuch an, dass sich der Milben-
befall im Sommer aus Brut- und Bienenmilben im Verhaltnis von 80:20 zusammensetzt. Bei
der Brutentnahme im vorliegenden Versuch, die (berwiegend zu einem spateren Termin
durchgefiihrt wurde (ca. 10. September), konnten oft nur mehr geringe Brutmengen festge-
stellt werden. Oft reichte die letzte Brut gerade fiir die Auswertung und bei einigen Vélkern
konnte aufgrund von Brutfreiheit keine Brutprobe entnommen werden. Es wurde die Ge-
wichtung Brutbefall zu Bienenbefall 40:60 gewihlt, da diese eine Schatzung des Anteils der
reproduzierenden Milben in der Brut zu den in der phoretischen Phase befindlichen Milben
auf den Bienen darstellte.
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6 Ergebnisse

Im Kapitel 6.1 ,Deskriptive Statistik” wird eine Ubersicht tiber die gemessenen Werte gege-
ben. Diese gliedern sich in die Messungen, die aus der Auswertung nach dem RNSBB-Proto-
koll erhalten wurden, beziehungsweise den Werten, die in der Leistungspriifung mit den
vorgenommenen Erweiterungen gemessen wurden. In den Kapiteln 6.2 bis 6.4 sind
Korrelationen und Ergebnisse der Analysen mit der SAS-Prozedur ,glm“ abgebildet. Kapitel
6.5 stellt die Ergebnisse der Heritabilitatsschatzung dar. Bei der Erlauterung der Ergebnisse
wird aufgrund der Vereinfachung anstatt des Artnamens V. destructor von ,Milben” und
anstatt A. m. carnica von ,Bienen” gesprochen.

6.1 Deskriptive Statistik

Das Merkmal SMR bzw. Nicht-Reproduktivitat wurde im Durchschnitt bei 26 % der einfach
befallenen Zellen gemessen (siehe Tabelle 4). Das Merkmal Recapping war in der Auspra-
gungsformen Recapping an befallenen Zellen im Mittel bei 55 % vorhanden. Recapping ge-
samt trat im Mittel bei 30 % der Zellen auf.

Tabelle 4: Arithmetisches Mittel (AM), Median, Standardabweichung (SD), Minimum (Min), Maximum (Max)
und Anzahl der untersuchten Volker

Merkmal AM Median SD Min Max Anzahl
Auswertung = SMR 0,26 0,24 0,13 0,00 0,68 105
RNSBB Recapping befallen 055 0,55 0,31 0,00 1,00 105
Protokoll Recapping gesamt 030 024 023 0,00 092 105

Brutbefallsrate 0,25 0,20 0,17 0,01 0,79 105
Leistungs- natiirlicher Milbenabfall Friihjahr 0,19 0,10 0,23 0,00 1,19 105
prifung Pin-Test vollstindig ausgeraumt 040 0,38 024 000 094 105
mit Pin-Test teilweise ausgeraumt 0,47 0,42 0,22 0,60 0,96 105
Erweiterung - pin Test zellen nicht berihrt 0,13 008 0,14 0,00 064 105

Sommerbefallsmessung 1. Messung 0,29 0,12 0,49 0,00 3,14 105
Sommerbefallsmessung 2. Messung 0,73 0,33 1,08 0,00 5,00 105
Sommerbefallsmessung 3. Messung 1,78 0,90 2,77 0,00 17,74 98
Sommerbefallsmessung 4. Messung 2,67 1,49 3,33 0,00 20,49 73
Sommerbefallsmessung 5. Messung 2,11 1,65 1,32 0,18 5,25 23

(Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test : relativer Anteil 0-1; natirlicher Milbenabfall
Frihjahr: Milben pro Tag; Sommerbefallsmessung: Milben pro 10 g Bienen)

Die Brutbefallsrate lag im Mittel bei 25 %. Der natlrliche Milbenabfall im Frihjahr liegt im
Durchschnitt bei 0,19 Milben pro Tag und Volk. Der Pin-Test zeigte in der Auspragungsform
vollstandig ausgerdumt einen Mittelwert von 40 %. Im Mittel waren 47 % teilweise ausge-
raumt und 13 % der Zellen nicht beriihrt. Bei der 1. Sommerbefallsmessung konnten im Mit-
tel 0,29 Milben/10 g Bienen festgestellt werden, bei der 2. Messung 0,73 Milben/10 g Bie-
nen, bei der 3. Messung 1,78 Milben/10 g Bienen, bei der 4. Messung 2,67 Milben/10 g Bie-
nen und bei der 5. Messung 2,11 Milben/10 g Bienen.
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Es gab bei SMR eine relativ hohe Variabilitat der Werte, das Minimum lag bei 0 % SMR und
das Maximum bei 68 % SMR. Auch Recapping an befallenen Zellen wies eine Streuung von

0 % bis 100 % auf. Bei Recapping
gesamt lag das Minimum bei 0 %
und das Maximum bei 92 %. Die
Spanne der Brutbefallsrate reichte
von 1 % bis 79 %.

Von den im Durchschnitt 26 % SMR
an einfach befallenen Zellen, ent-
fielen wiederum 72 % auf die Aus-
pragungsform ,verzogert”, 13 %
auf die Auspragungsform ,un-
fruchtbar” und 15 % auf die Aus-
pragungsform ,kein Mannchen”
(siehe Abbildung 34).

72%

B Unfruchtbar

Verzogert

B Kein Madnnchen

Abbildung 34: Aufteilung der Auspragungsformen von SMR
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6.2 Phanotypische Korrelationen

Tabelle 5: Phidnotypische Korrelationen nach Spearman

REC REC SEL FJ Pin Pin S1 S2 S3 sS4 S5 BBR SUTT M

b. g. Bef V. n.b. Index
SMR 0,42*** 0,37*** (0,32*** 0,09 0,22* -0,26**  -0,15 -0,15 -0,19 -0,36**  -0,33 -0,23* -0,29%*  -0,32%**
REC b. 0,87*** 0,71*** (,22* 0,24* -0,23* -0,04 -0,13 -0,21* -0,24* -0,01 -0,34*** .0,23* -0,32%**
REC g. 0,43*** (,19* 0,21* -0,27**  -0,05 -0,02 -0,06 -0,07 0,04 -0,03 -0,09 -0,08
SEL 0,10 0,26**  -0,14 -0,12 -0,26** -0,31** -0,44*** -0,17 -0,47*** .0,37*** _0,51***
FJ B. -0,10 -0,01 -0,03 -0,08 -0,04 -0,13 -0,08 -0,12 0,03 -0,03
Pin v. -0,37*** -0,18 -0,25* -0,22* -0,21 0,26 -0,05 -0,34*** -0,31%*
Pin n.b. 0,19 0,05 0,10 0,07 0,23 -0,05 0,24* 0,15
S1 0,56*** 0,52*** (0,44*** -0,02 0,10 0,61%**  0,49%**
S2 0,73*** 0,44*%** 0,27 0,30%* 0,72%**  Q,71***
S3 0,65*%** 0,06 0,24* 0,84%**  0,74***
S4 0,67*** (0,53*** (0,97*** (,85%**
S5 0,59%* 0,63%* 0,63**
BBR 0,29%* 0,70%**
SUTT 0,87***

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkiirzungen: SMR: Suppressed Mite Reproduction, REC b.: Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitdt des Recappings, FJ B.: natirlicher Mil-
benabfall im Frihjahr, Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test Zellen nicht beriihrt, S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR:
Brutbefallsrate, SUTT: Stay under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter Index aus SUTT und der Gruppen von

BBR);
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In Tabelle 5 sind phanotypische Korrelationen nach Spearman abgebildet. Die in dieser Ar-
beit besonders beachteten Merkmale SMR und Recapping zeigen zueinander hoch signifi-
kante (p < 0,001), positive Korrelationen (SMR - REC b.r =0,42; SMR—-RECg.r =0,37; SMR —
SEL r =0,32). Es zeigte sich eine signifikante (p < 0,05) positive Korrelation zwischen dem
Merkmal SMR und dem Pin-Test in der Auspragungsform vollstéandig ausgerdaumt (SMR — Pin
v. r=0,22). Zwischen SMR und der Pin-Test Auspragungsform nicht beriihrt zeigte sich eine
negative Korrelation (SMR — Pin n. b. r =-0,26). Weitere signifikante negative Korrelationen
waren zwischen SMR und dem Bienenbefall im Sommer bei der 4. Messung (SMR — S4
r =-0,36) als auch zwischen SMR und der Brutbefallsrate gegeben (SMR — BBR r = -0,23). Die
Merkmale SUTT und Mindex, die den Milbenbefall in den Volkern darstellen, korrelierten
signifikant bzw. hoch signifikant negativ mit SMR (r =-0,29 bzw. r =-0,32). Diese Ergebnisse
zeigen, dass bei héher ausgepragtem SMR ein geringerer Gesamtmilbenbefall in den Volkern
zu beobachten war.

Ahnlich wie bei SMR, zeigten sich bei Recapping an befallenen Zellen merkliche Zusammen-
hange zum Pin-Test (REC b. — Pin v. r =0,22; REC b. — Pin n.b. r =-0,26). Zwischen Recapping
an befallenen Zellen und den Sommerbefallsmessungen sind bei der 3. und der 4. Messung
signifikante negative Korrelationen aufgetreten (r =-0,21 bzw. r =-0,24). Die Brutbefallsrate
korrelierte hoch signifikant (p <0,001) negativ mit dem Merkmal Recapping an befallenen
Zellen (r =-0,34). Die erstellten Merkmale SUTT und Mindex zeigten ebenso signifikante,
bzw. hoch signifikante negative Korrelationen mit dem Merkmal Recapping an befallenen
Zellen (REC b. — SUTT r=-0,23; REC b. — Mindex r =-0,32). Die Ergebnisse zeigen, dass bei
hoherer Auspragung von Recapping an befallenen Zellen, es zu einem geringeren Gesamt-
milbenbefall in den Volkern kam.

Die Selektivitat des Recappings war zu allen Sommerbefallsmessungen negativ korreliert,
wobei die Korrelationen im Verlauf des Sommers von r =-0,12 (S1, p > 0,05) bis r =-0,44 (5S4,
p < 0,001) anstiegen. Ab der 4. Sommerbefallsmessung war die Korrelation hoch signifikant
negativ und hoher als die Korrelation zwischen SMR und der 4. Sommerbefallsmessung.
Auch die Brutbefallsrate, SUTT und Mindex zeigten hoch signifikante negative Korrelationen
zum Merkmal Selektivitat des Recappings (SEL — BBR r =-0,47; SEL — SUTT r =-0,37; SEL —
Mindex r =-0,51). Laut den phanotypischen Korrelationen hatte die Selektivitdt von Recap-
ping den starksten Einfluss auf die Milbenpopulation in den Volkern, gegeniiber allen ande-
ren exakt zu messenden Merkmalen inklusive SMR.

Der Pin-Test war in der Auspragungsform vollstandig ausgerdumt, signifikant negativ zur 2.
und 3. Sommerbefallsmessung korreliert (Pin v. —S2 r =-0,25; Pin v. — S3 r =-0,22). Des Wei-
teren waren eine hoch signifikante negative Korrelation zum Merkmal SUTT und eine signifi-
kante negative Korrelation zum Merkmal Mindex gegeben (Pin v. — SUTT r =-0,34; Pin v. —
Mindex r =-0,31). Zwischen Pin vollstandig ausgerdumt und der Selektivitat war eine signifi-
kante positive Korrelation vorhanden (r = 0,26).

Der Pin-Test in der Auspragungsform nicht beriihrt zeigte gegeniiber der Auspragungsform
vollstandig ausgerdumt hohere Korrelationskoeffizienten zu den Merkmalen SMR und Re-
capping gesamt (Pin n. b. = SMR r =-0,26; Pin n. b. — REC g. r =-0,27). Pin nicht berihrt zeigt
jedoch keine signifikanten Korrelationen zu den Merkmalen Selektivitat des Recappings, den
Sommerbefallsmessungen (2. und 3.) und Mindex, wogegen bei Pin vollstandig ausgeraumt
signifikante Korrelationen auftraten. Des Weiteren zeigte nicht berthrt nur eine signifikante
p < 0,05 Korrelation zum Merkmal SUTT, wogegen bei Pin vollstandig ausgerdumt zu SUTT
hoch signifikante p < 0,001 Korrelationen auftraten.
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6.3 Einfliisse von SMR, REC, Pin-Test auf die Milbenpopulation in den Vélkern

Tabelle 6: Partielle Regressionskoeffizienten der Modelle, bei denen Messungen der Milbenpopulation das abhangige und der Pin-Test, SMR und REC die
alternativen einflussgebenden Merkmale darstellen (Modell 1)

SUTT Mindex S1-S3 S1 S2 S3 S4 S5 BBR
Pin vollstéandig ausgeraumt -0,05%** -0,05** -0,03** -0,01* -0,03** -0,05%* -0,06* 0,02 0,00
Pin teilweise ausgerdumt 0,03 0,04 0,00 0,00 0,01 -0,01 0,06 -0,03 0,00
Pin nicht berihrt 0,07** 0,07* 0,09%** 0,03%** 0,06%** 0,19%** 0,06 0,06 0,00
SMR -2,76* -4,63** -1,98* -0,57 -1,16 -4,46* -8,79%* -5,62* -0,26*
REC an befallenen Zellen -1,19* -2,30** -0,63 -0,18 -0,57 -1,24 -3,08* -0,25 -0,18***
REC gesamt 0,14 0,54 -0,24 -0,13 -0,08 -0,53 -0,52 0,67 0,01
Selektivitat REC -3,08*** -5,70*** -1,23 -0,29 -1,18* -2,43 -7,14%** -1,40 -0,35%**

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkirzungen: SUTT: Stay under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter Index aus SUTT und 4 Gruppen von BBR);
$1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SMR: SMR (Suppressed Mite Reproduction), REC: Recapping;

Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test: relativer Anteil 0-1; Sommerbefallsmessung: Milben pro 10 g Bienen; SUTT: Gruppe von 1 bis 6; Mindex:

Gruppe von 2 bis 10;
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In Tabelle 6 sind die partiellen Regressionskoeffizienten der exakt zu messenden Merkmale
Pin-Test und SMR/REC zu den Merkmalen, die den Milbenbefall reprasentieren, dargestellt.
Im Modell wurde auf den Effekt des unterschiedlichen natiirlichen Milbenabfalls im Frihjahr
korrigiert. Die Zusammenhadnge zeigen, dass alle Merkmale, ausgenommen der Auspra-
gungsformen Pin teilweise ausgerdumt und Recapping gesamt, signifikante Zusammenhange
zu den Milbenbefallswerten aufwiesen. Der Pin-Test zeigte vor allem bei den friiheren Mes-
sungen starkere Zusammenhange, wobei die Auspragungsform nicht beriihrte Zellen bis zur
3. Messung hoch signifikante Zusammenhange zeigte. SMR zeigte ab der 3. Messung signifi-
kante Zusammenhadnge. Beim Brutbefall zeigte das Merkmal SMR einen signifikanten und die
Merkmale Recapping an befallenen und Selektivitdt einen hoch signifikanten Zusammen-
hang.

Am Beispiel Einfluss von SMR auf S4 hitte die Anderung um eine Einheit (0 zu 1=0% zu
100 %) einen Einfluss von -8,79 Milben/10 g Bienen bei der Sommerbefallsmessung. Das
Beispiel Einfluss von Selektivitit auf Brutbefall ist so zu interpretieren, dass sich bei der An-
derung um eine Einheit der Selektivitdt (0 zu 1=0% zu 100 %), der Brutbefall unter Kon-
stanthaltung des natirlichen Milbenabfalls im Frihjahr, um 35 % reduziert ist.
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6.4 Regressionen von Merkmalen auf das Merkmal SMR und dessen
Auspragungsformen (,,unfruchtbar, ,verzogert” und , kein Mdannchen*)

In Kapitel 6.4 sind Regressionen von Merkmalen auf SMR bzw. seinen Auspragungsformen
yunfruchtbar”, ,verzogert” und , kein Mannchen” dargestellt.

Tabelle 7: Regressionskoeffizienten von Merkmalen auf SMR

Modell  Einflussgebendes DF b Standard  p-Wert R’
Merkmal -fehler

2 Betrieb*Entn.zeitpunkt 5 - - 0,322 0,196
2 S1-S3 1 -0,01 0,02 0,510 0,148
2 S1 1 0,01 0,03 0,695 0,146
2 S2 1 0,01 0,02 0,770 0,145
2 S3 1 -0,01 0,01 0,253 0,135
3 S4 1 -0,01 0,01 0,061 0,154
4 S5 1 -0,05* 0,02 0,014 0,269
2 BBR 1 -0,25%* 0,08 0,002 0,228
2 SUTT 1 -0,01 0,01 0,487 0,149
2 MIndex 1 -0,02* 0,01 0,016 0,195
2 Pin v. 1 0,00 0,00 0,140 0,164
2 Pin tw. 1 0,00 0,00 0,797 0,145
2 Pin n.b. 1 -0,01** 0,00 0,001 0,233
2 REC b. 1 0,18%** 0,04 <,001 0,315
2 REC g. 1 0,22%%** 0,05 <,001 0,279
2 SEL 1 0,18** 0,06 0,005 0,211

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkiirzungen: S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SUTT: Stay
under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter
Index aus SUTT und der Gruppen von BBR), Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test
Zellen nicht berlihrt, REC b.: Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitdt des
Recappings, DF: Freiheitsgrade, b: Regressionskoeffizient, R’: BestimmtheitsmaR;

(Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test: relativer Anteil 0-1; Sommerbefallsmessung:
Milben pro 10 g Bienen; SUTT: Gruppe von 1 bis 6; Mindex: Gruppe von 2 bis 10)

In Tabelle 7 werden die Einfliisse verschiedener Messungen auf das Merkmal SMR darge-
stellt. Bei den Sommerbefallsmessungen zeigte sich ab der 5. Messung ein signifikanter ne-
gativer (b =-0,05) Zusammenhang mit SMR. Der Regressionskoeffizient der 4. Messung war
nicht signifikant (p = 0,06), kann jedoch aufgrund der Nahe zum Signifikanzniveau als Ten-
denz betrachtet werden. Die Brutbefallsrate zeigte ebenfalls einen signifikanten negativen
(b =-0,25) Regressionskoeffizienten auf das Merkmal SMR. Es bestand ein signifikanter nega-
tiver Einfluss (b =-0,02) des Merkmals MIndex, das die Milbenpopulation in den Volkern ab-
bilden soll. Der Pin-Test zeigte in den Auspragungsformen vollstdndig und teilweise ausge-
raumt keine signifikanten Einfliisse. Bei Betrachtung der Ausprdgungsform nicht beriihrt,
zeigte sich ein signifikanter negativer Regressionskoeffizient in geringer Hohe auf das Merk-
mal SMR (b =-0,01). Das Merkmal Recapping zeigte in beiden Ausprdagungsformen (gesamt
und befallen) einen hoch signifikanten (p < 0,001) Einfluss auf bzw. Zusammenhang mit SMR
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(REC befallen b =0,18, REC gesamt b =0,22). Die rechnerisch ermittelte GroRe Selektivitat
des REC, zeigte ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf bzw. Zusammenhang mit SMR
(b=0,18).

Tabelle 8: Regressionskoeffizienten von Merkmalen auf die SMR-Auspragungsform ,unfruchtbar”

Modell  Einflussgebendes DF b Standard  p-Wert R®
Merkmal -fehler

2 Betrieb*Entn.zeitpunkt 5 - - 0,964 0,256
2 S1-S3 1 0,00 0,00 0,588 0,250
2 S1 1 0,00 0,01 0,746 0,249
2 S2 1 0,00 0,01 0,533 0,251
2 S3 1 0,00 0,00 0,655 0,232
3 S4 1 0,00 0,00 0,131 0,144
4 S5 1 -0,01 0,01 0,515 0,039
2 BBR 1 -0,06** 0,02 0,009 0,300
2 SUTT 1 -0,01 0,00 0,207 0,261
2 MIindex 1 0,00 0,00 0,066 0,274
2 Pinv. 1 0,00 0,00 0,154 0,264
2 Pin tw. 1 0,00 0,00 0,351 0,255
2 Pin n.b. 1 0,00 0,00 0,249 0,259
2 REC b. 1 0,03** 0,01 0,009 0,300
2 REC g. 1 0,03 0,02 0,105 0,269
2 SEL 1 0,04* 0,02 0,029 0,285

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkiirzungen: S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SUTT: Stay
under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter
Index aus SUTT und der Gruppen von BBR), Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test
Zellen nicht berihrt, REC b.: Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitat des
Recappings, DF: Freiheitsgrade, b: Regressionskoeffizient, R’: BestimmtheitsmaR;

(Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test: relativer Anteil 0-1; Sommerbefallsmessung:
Milben pro 10 g Bienen; SUTT: Gruppe von 1 bis 6; Mindex: Gruppe von 2 bis 10)

In Tabelle 8 wird dargestellt, wie verschiedene Merkmale die SMR-Auspragungsform ,un-
fruchtbar” beeinflussten. Es zeigte sich ein signifikanter Einfluss bzw. Zusammenhang mit der
Brutbefallsrate. Der Regressionskoeffizient (b = -0,06) war dabei negativ, was bedeutet, dass
bei einem niedrigeren Brutbefall hohere Werte der Auspragungsform ,,unfruchtbar” festzu-
stellen waren. Recapping bei befallenen Zellen zeigte einen signifikanten Einfluss und einen
positiven Regressionskoeffizienten (b =0,03). Das Merkmal Selektivitit des Recappings
zeigte einen signifikanten positiven Einfluss auf ,,unfruchtbar” (b = 0,04).
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Tabelle 9: Regressionskoeffizienten von Merkmalen auf die SMR-Auspragungsform ,verzogert”

Modell  Einflussgebendes DF b Standard  p-Wert R’
Merkmal -fehler

2 Betrieb*Entn.zeitpunkt 5 - - 0,125 0,171
2 S1-S3 1 0,00 0,01 0,838 0,091
2 S1 1 0,03 0,03 0,394 0,098
2 S2 1 0,02 0,02 0,327 0,100
2 S3 1 -0,01 0,01 0,336 0,099
3 S4 1 0,00 0,01 0,757 0,106
4 S5 1 -0,03* 0,01 0,032 0,220
2 BBR 1 -0,05 0,07 0,518 0,095
2 SUTT 1 0,01 0,01 0,467 0,096
2 Mindex 1 0,00 0,01 0,734 0,092
2 Pin v. 1 0,00 0,00 0,335 0,100
2 Pin tw. 1 0,00 0,00 0,487 0,096
2 Pin n.b. 1 -0,01%* 0,00 0,003 0,171
2 REC b. 1 0,11** 0,04 0,003 0,171
2 RECg. 1 0,16** 0,05 0,001 0,188
2 SEL 1 0,08 0,06 0,206 0,106

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkiirzungen: S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SUTT: Stay
under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter
Index aus SUTT und der Gruppen von BBR), Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test
Zellen nicht berihrt, REC b.: Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitat des
Recappings, DF: Freiheitsgrade, b: Regressionskoeffizient, R’: BestimmtheitsmaR;

(Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test: relativer Anteil 0-1; Sommerbefallsmessung:
Milben pro 10 g Bienen; SUTT: Gruppe von 1 bis 6; Mindex: Gruppe von 2 bis 10)

In Tabelle 9 wird dargestellt wie verschiedene Merkmale die SMR-Auspragungsform ,verzo-
gert” beeinflussten. Die 5. Sommerbefallsmessung zeigte einen signifikanten negativen Ein-
fluss auf bzw. Zusammenhang mit der Auspragungsform ,verzogert” (b =-0,03). Es zeigte
sich ein signifikanter negativer Einfluss bzw. Zusammenhang des Merkmals Pin-Test in der
Auspragungsform nicht berihrt. Der Regressionskoeffizent (b =-0,01) war signifikant und
negativ. Recapping bei befallenen Zellen zeigte einen Zusammenhang mit der Auspragungs-
form ,verzogert”. Der Regressionskoeffizient lag bei b = 0,11. Recapping gesamt zeigte einen
signifikanten Einfluss auf die Auspragungsform ,verzogert”. Bei dieser Auspragungsform lag
der Regressionskoeffizient bei b = 0,16.
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Tabelle 10: Regressionskoeffizienten von Merkmalen auf die SMR-Auspragungsform , kein Mannchen”

Modell  Einflussgebendes DF b Standard  p-Wert R’
Merkmal -fehler

2 Betrieb*Entn.zeitpunkt 5 - - 0,803 0,110
2 S$1-S3 1 -0,01 0,01 0,377 0,095
2 S1 1 -0,02 0,01 0,183 0,105
2 S2 1 -0,01 0,01 0,245 0,101
2 S3 1 0,00 0,00 0,702 0,061
3 S4 1 -0,01** 0,00 0,001 0,168
4 S5 1 -0,01 0,01 0,176 0,160
2 BBR 1 -0,14*** 0,03 <,001 0,302
2 SUTT 1 -0,01** 0,00 0,005 0,161
2 Mindex 1 -0,01*** 0,00 <,001 0,263
2 Pin v. 1 0,00 0,00 0,619 0,090
2 Pin tw. 1 0,00 0,00 0,788 0,089
2 Pin n.b. 1 0,00 0,00 0,621 0,090
2 REC b. 1 0,04%* 0,01 0,004 0,163
2 REC g. 1 0,03 0,02 0,147 0,108
2 SEL 1 0,06** 0,02 0,006 0,158

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001;

Abkiirzungen: S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SUTT: Stay
under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter
Index aus SUTT und der Gruppen von BBR), Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test
Zellen nicht berihrt, REC b.: Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitat des
Recappings, DF: Freiheitsgrade, b: Regressionskoeffizient, R’: BestimmtheitsmaR;

(Einheiten der Werte: SMR, Recapping, Brutbefallsrate, Pin-Test: relativer Anteil 0-1; Sommerbefallsmessung:
Milben pro 10 g Bienen; SUTT: Gruppe von 1 bis 6; Mindex: Gruppe von 2 bis 10)

In Tabelle 10 wird dargestellt, wie verschiedene Merkmale die SMR-Auspragungsform ,kein
Mannchen” beeinflussten. Die 4. Sommerbefallsmessung zeigte einen signifikanten Einfluss
auf bzw. Zusammenhang mit der Auspragungsform ,kein Mannchen” (b =-0,01). Die Brut-
befallsrate zeigte einen hoch signifikanten Einfluss auf bzw. Zusammenhang mit der Auspra-
gungsform ,kein Mannchen”. Der Regressionskoeffizient der Brutbefallsrate auf ,kein
Mannchen” war hoch signifikant negativ (b =-0,14). Das Merkmal SUTT zeigte einen signifi-
kanten Einfluss auf bzw. Zusammenhang mit ,kein Mannchen“ (b =-0,01). Mindex, das
Merkmal das die Milbenpopulation in den Vélkern beschreiben soll, zeigte einen hoch signi-
fikanten negativen Einfluss bzw. Zusammenhang zu ,kein Mannchen” (b =-0,01). Recapping
an befallenen Zellen hatte einen signifikanten Einfluss auf , kein Mannchen” (b = 0,04). Die
Selektivitat des Recappings zeigte einen signifikanten Regressionskoeffizienten auf die Aus-
pragungsform ,kein Mannchen” (b = 0,06).
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6.5 Heritabilitaten

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse fur einzelne Merkmale nach der im Methodenteil be-
schriebenen Vorgehensweise der Heritabilitdtsschatzung mit einem Muttermodell darge-
stellt.

Tabelle 11: Heritabilitdtsschatzwerte berechnet durch eine Halbgeschwisteranalyse mit einem Muttermodell.
Beriicksichtigt wird der Einfluss der Mutter (2a). Dazu wurde Modell 5 verwendet. Angenommener Ver-
wandtschaftskoeffizient: r = 0,38 (8 Drohnen, 10 Drohnenvdlker)

Merkmal Modell h? Standardfehler n

SMR 5 0,13 0,11 105
REC gesamt 5 0,09 0,10 105
REC an befallenen Zellen 5 0,11 0,11 105
Pin vollstandig 5 0,41 0,11 105
Pin Zellen nicht berthrt 5 0,18 0,11 105

Abkiirzungen: SMR: Suppressed Mite Reproduction, REC: Recapping;

Mithilfe der vereinfachten Formeln fiir Heritabilitatsschatzwerte und Standardfehler, konn-
ten Heritabilitatsschatzwerte fiir SMR von 0,13 +0,11, fiir Recapping gesamt von 0,09 0,10,
flr Recapping an befallenen Zellen von 0,11 0,11, fiir den Pin-Test (vollstandig ausgeraumt
von 0,41 +0,11 und fiir den Pin-Test (nicht berthrter Zellen) von 0,18 10,11 festgestellt wer-
den.
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7 Diskussion

Der Fokus der Bienenzucht richtet sich derzeit sehr stark auf Gesundheits- bzw. Resistenz-
merkmale gegen Parasiten und Krankheiten. Eine zentrale Stellung nehmen dabei Strategien
zur Verbesserung der Resistenz gegeniliber dem Parasiten Varroa destructor ein. Diese Arbeit
soll einen Beitrag zur Erforschung von Resistenzmerkmalen gegen V. destructor leisten.

Die Messung von Resistenzmerkmalen verursacht aber nach wie vor einen groRen Zeit- und
Arbeitsaufwand, der Uber jenen fiir die Messung von Leistungsmerkmalen hinausgeht. Des-
halb ist bei einer Implementierung von zusatzlichen Prifmethoden in die routinemaRige
Leistungsprifung die ,,Praxistauglichkeit” von grofRer Relevanz fir die Priifbetriebe.

Nicht alle bisher erforschten Resistenzmerkmale gegen V. destructor entsprechen ziichteri-
schen Vorstellungen bzw. sind mit Zuchtzielen vereinbar. Das Merkmal reduzierte Volks-
starke tragt in natirlich Gberlebenden A. mellifera Populationen zur Resistenz bei. Die Wir-
kung des Merkmals ist damit zu begriinden, dass starkere und stark britende Vélker auch
einer starkeren Entwicklung der Population von V. destructor ausgesetzt sind (Rosenkranz et
al., 2010). Jedoch kann von der geringen Volksstarke auch eine geringere Honigleistung die-
ser Volker erwartet werden. Dies kdnnte sich auch negativ auf die Bestaubungsleistung aus-
wirken.

Bei der Erhebung des Hygiene-Verhaltens gegentiber toter Brut mit dem Pin-Test wurden im
Durchschnitt 40 % der Zellen nach 8 Stunden ausgeraumt. Laut dem Methodenhandbuch der
AGT ware die Zeitspanne so zu wahlen, dass im Mittel etwa 50 % der Zellen ausgeraumt sind
(AGT, 2013). Demnach hétte die Zeitspanne etwas langer angesetzt werden kdnnen, jedoch
erschien die Zeitspanne von 8 Stunden zweckmaRig fur die Standardisierung. Des Weiteren
ware es von Vorteil gewesen, bei allen Vélkern mindestens zweimal den Pin-Test durchzu-
flhren. Ein direkter Vergleich mit Ergebnissen aus friiherer Literatur ist aufgrund der oft un-
terschiedlichen Zeitspannen zwischen téten und auswerten nicht moglich. Dabei wurde das
unspezifische Hygiene-Verhalten entweder durch den Pin-Test oder den FKB-Test getestet.
Bei den in den USA durchgefiihrten Versuchen zum MNHYG Programm wurde 48h nach dem
Toten die Ausraumrate festgestellt. Volker, die nach dieser Zeit mehr als 95 % der Zellen aus-
raumten, wurden als hygienisch betrachtet (Ibrahim und Spivak, 2006).

Bei der Versuchsdurchfiihrung wurde der Sommerbefall mit der Puderzuckermethode ermit-
telt. Vorteile dieser Methode sind, dass die Bienen dabei liberleben, die Ergebnisse sofort
erhalten werden und gegebenenfalls direkt eine Behandlung durchgefiihrt werden kann.
Dies ist vor allem bei groReren Entfernungen zu den Stdnden relevant. Nachteile sind der
zeitliche Mehraufwand und dass die Auszahlung nicht zeitlich unabhangig erfolgen kann.

Bei der Berechnung der phanotypischen Korrelationen wurden die Spearman’schen Korrela-
tionen berechnet. Die Verwendung der Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten wird
damit begriindet, dass es bei den Sommerbefallsmessungen Ausreifler gibt und die Werte
SUTT und Mindex gruppiert sind. Die Korrelationskoeffizienten wurden auch nach Pearson
berechnet, zeigten jedoch keine relevanten Unterschiede zu denen nach Spearman.

Fir die Berechnung der Regressionskoeffizienten der weiteren Auswertungen ware eine
Transformation der Daten einzelner Merkmale auf Normalverteilung in Frage gekommen. Es
wurde jedoch mit den approximativen Werten gerechnet, da sich die Interpretation der Er-
gebnisse schwieriger gestaltet hatte. Da einige Merkmale nicht normalverteilt waren, gelten
die berechneten p-Werte nur approximativ.
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Bei der Erstellung der Modelle wurden verschiedene Effekte berilicksichtigt. Die Effekte, auf
die korrigiert wurde, wurden aus folgenden Griinden gewahlt: Der natirliche Milbenabfall
im Frihjahr wurde ins Modell aufgenommen, da die Volker im Frihjahr unterschiedliche
Befallswerte aufwiesen. Der Effekt des natiirlichen Milbenabfalls im Friihjahr war nicht sig-
nifikant, sowohl bei SMR als auch seinen Auspragungsformen. Durch diese Korrektur sollten
die Volker mit einem konstant gehaltenen Befall im Friihjahr betrachtet werden.

Der Effekt des Betriebes war signifikant, wenn als abhangiges Merkmal SMR und die Auspra-
gungsformen ,unfruchtbar” und ,verzogert” getestet wurde. Bei ,kein Mannchen” war der
Effekt des Betriebes nicht signifikant. Jedoch war es nicht auszuschlieRen, dass die Unter-
schiede durch die unterschiedliche Genetik bedingt waren. Es war keine gleichmaRige Ver-
teilung der Tochter von den verschiedenen Miittern (2a) gegeben. Der Effekt des Entnahme-
zeitpunktes war nicht signifikant bei SMR bzw. allen seinen Auspragungsformen. Dieser Ef-
fekt wurde jedoch aufgrund der Moglichkeit eines Einflusses beriicksichtigt. Der Effekt des
Beurteilers bei der Auswertung von SMR und Recapping wurde nicht berticksichtigt. Da die
von den Betrieben selbst ausgewerteten Proben ihre eigenen Volker betrafen, ist mit der
Berlicksichtigung von Betrieb bzw. Stand ein Teil dieses Effektes mitberlicksichtigt. Da alle
Personen fiur die Auswertung am Bieneninstitut in Kirchhain eingeschult wurden und nach
dem standardisierten Protokoll nach Biichler et al. (2017) vorgegangen wurde, wurde von
keinem Beurteilereffekt ausgegangen und dieser nicht in das Modell aufgenommen.

Es wurde ein Modell fiir die Berechnung der Einfliisse von SMR, Recapping und dem Pin-Test
auf die Milbenpopulation in den Volkern erstellt. Fiir die Berechnung der Zusammenhange
der verschiedenen Merkmale mit SMR bzw. dessen Auspragungsformen wurden 3 Modelle
erstellt. Diese waren notwendig, da bei den Merkmalen 4. und 5. Sommerbefallsmessung
nur ein Entnahmezeitpunkt moglich war (jeweils bei der 4. Messung entnommen) und dar-
auf nicht korrigiert werden konnte. Des Weiteren hat nur ein Betrieb die 5. Sommerbefalls-
messung durchgefiihrt, weswegen bei diesem Merkmal auch keine Korrektur auf den Betrieb
moglich war. Ein weiteres Modell wurde fiir die Schatzung der Varianzkomponenten fiir die
Heritabilitatsschatzung verwendet. Bei diesem Modell 5 wurde anstatt der Korrektur auf den
Betrieb, auf den Stand (von denen es wieder mehrere innerhalb der Betriebe gab) korrigiert.
Die Korrektur den Stand-Effekt wurde gewahlt, da in der Arbeit von Brascamp (2018) auf den
Effekt des Standes korrigiert wurde und um fiir die Diskussion der eigenen Berechnung eine
bessere Vergleichbarkeit zu ermaoglichen.

Die Auspragung der Merkmale SMR und Recapping wies eine hohe Variabilitat auf (Minimum
0 % SMR, Maximum 68 % SMR). Im Durchschnitt der europaischen Bienen-Subspezies wird
eine durchschnittliche Nicht-Reproduktivitdt von 5 bis 20 % der Milben nach dem Befall von
Arbeiterinnen- oder Drohnenbrut angenommen (Rosenkranz et al., 2010). Betrachtet man
das arithmetische Mittel des Merkmals SMR (26 %), kann dieser erhohte Wert vermutlich
durch die langjahrige und intensive Selektion vor allem auf Hygiene-Verhalten, als auch Mil-
benbefallsentwicklung und die vorhandenen Korrelationen erklart werden. Einige natirlich
Uberlebende A. mellifera Populationen zeigen Nicht-Reproduktivitdtsraten von 40 bis 50 %
(Locke, 2016). Die erhéhten SMR bzw. Nicht-Reproduktivitdtsraten, die in der Studie von
Locke (2016) festgestellt wurden, deuten auf die hohe Relevanz des Merkmals SMR bei resis-
tenten Populationen hin.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass zwischen SMR, Recapping und einigen bis-
her durch die Leistungsprifung (AGT) erfassten Merkmalen, signifikante phanotypische Kor-
relationen auftraten. Die hochste signifikante (p < 0,01) phdnotypische Korrelation zwischen
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SMR und einem bisher durch die Leistungspriifung erfassten Merkmal, stellte die Messung
des Sommerbefalls von V. destructor bei der 4. Messung (Anfang September) (r = 0,36) dar.
Der Zusammenhang zwischen dem Bienenbefall bei spateren Messungen und SMR wurde
auch in anderen Studien bestatigt (Harbo und Harris, 2000; Harris et al., 2003). In Modellen
zur Populationsentwicklung zeigte sich, dass eine herabgesetzte Reproduktionsfahigkeit
einen starken Einfluss auf die Entwicklung der Milbenpopulation hat (Calis et al., 1999).
Diese Zusammenhange konnten auch durch Auswertung dieses Datensatzes bestatigt wer-
den, vor allem bei Betrachtung der Zusammenhange zwischen Merkmalen der Milbenpopu-
lationsentwicklung und SMR. Demnach wurde vor allem bei spateren Messungen des Som-
merbefalls festgestellt, dass hohere SMR-Werte niedrigere Befallswerte mit V. destructor
bedingen.

Die hochste signifikante (p < 0,05) phanotypische Korrelation zwischen Recapping bei befal-
lenen Zellen und einem bisher durch die Leistungsprifung erfassten Merkmal, stellte auch
wie bei SMR, die Messung des Sommerbefalls von V. destructor bei der 4. Messung (Anfang
September), sowie der Pin-Test bei Betrachtung der Auspragungsform ,vollstandig ausge-
raumt” (jeweils r = 0,24) dar. In der Auspragungsform vollstandig ausgerdaumt war die Kor-
relation positiv, in der Auspragungsform nicht beriihrt negativ, was auf einen logisch be-
griindbaren Zusammenhang zwischen dem unspezifischen Hygiene-Verhalten und dem
Merkmal Recapping hindeutet. Recapping gesamt zeigte wiederum die hochste signifikante
(p < 0,01) Korrelation zum Pin-Test in der Auspragungsform ,Zellen nicht beriihrt“. Die Zu-
sammenhadnge zwischen Recapping und einer verringerten Reproduktionsfahigkeit wurden
bereits von Harris et al. (2012) bestatigt. Auch der Zusammenhang zwischen verringerter
Reproduktivitdt und dem Milbenpopulationswachstum wurden von Harbo und Harris (2000)
bzw. Harris et al. (2003) bestatigt. Untersuchungen an natrlich V. destructor Gberlebenden
A. mellifera Populationen zeigten hohere Recapping-Werte in diesen Populationen im Ver-
gleich zu Milben-anfélligen Populationen. Nach Oddie et al. (2018) kénnte Recapping zu ei-
nem geringerem Milbenbefall fiihren.

Durch die statistische Auswertung konnten hoch signifikante (p < 0,001) phanotypische Kor-
relationen zwischen SMR und Recapping (SMR-REC an befallenen Zellen r = 0,42, SMR-REC
gesamt r = 0,37, SMR- Selektivitat des REC r = 0,32) festgestellt werden. Ahnliche Korrelatio-
nen wurden auch von Harris et al. (2012), festgestellt. Auch bei getrennter Betrachtung der
einzelnen Auspragungsformen von SMR (unfruchtbar, verzogert, kein Mannchen) fanden
sich stets signifikante Zusammenhdnge zum Merkmal Recapping. Unter Berlicksichtigung
verschiedener Effekte konnte der starkste Einfluss von Recapping auf die Auspragungsform
,verzogert” festgestellt werden. Villa et al. (2009), stellten hohere Recapping Werte bei auf
SMR/VSH selektierten Volkern fest und zogen Recapping als vereinfachte Selektionsmethode
fiir das Merkmal VSH in Erwagung.

Im Versuch konnten Beziehungen zwischen dem Hygiene-Verhalten gegeniiber toter Brut
(Pin-Test) und SMR festgestellt werden. Hier zeigte sich vor allem bei Betrachtung der Aus-
pragungsform ,nicht berihrt” ein starkerer Zusammenhang. Danka et al. (2013) bestatigten
auch ahnliche Ergebnisse. Des Weiteren fanden sie heraus, dass auf VSH/SMR ausgelesene
Bienen, die nie auf Hygiene-Verhalten, gemessen mit dem Freeze-Killed-Brood-Test, selek-
tiert waren, bei diesem Merkmal sehr gute Werte zeigten.

Bei Betrachtung der von den Bienen manipulierten Zellen (Gegenteil von ,nicht berihrt“) in
kirzerer Zeit (6h, 12h, 24h) zeigten diese sogar bessere Werte, als die direkt auf das Merk-
mal selektierten Bienen, obwohl diese nie auf Hygiene-Verhalten (FKB-Test) selektiert wa-
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ren. Durch diese Ergebnisse vermutete man, dass es genetische Zusammenhange zwischen
dem Hygiene-Verhalten und VSH/SMR gibt (Danka et al., 2013).

Die guten Ergebnisse beim Hygiene-Verhalten durch auf SMR selektierte Bienen wurden
auch von lbrahim und Spivak (2006) bestatigt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeig-
ten starkere Zusammenhdnge zwischen der Auspragungsform ,nicht berlihrt“ zu SMR, als
,vollstandig ausgeraumt” zu SMR. Auch die Ergebnisse von Danka et al. (2013) zeigten einen
engeren Zusammenhang von SMR und Pin-Test ,nicht berihrt”, gegeniiber SMR und Pin-
Test ,vollstandig ausgeraumt”. Daher kann die Auspragungsform ,nicht beriihrt“ des Pin-
Tests fur den Eingang in eine zukinftige Vorselektion, bzw. die allgemeine Leistungsprifung
empfohlen werden. Die zusatzliche Erfassung wiirde zudem einen sehr geringen Mehrauf-
wand gegenliber der Erfassung der ,vollstdndig ausgerdumten” Zellen darstellen. Bei alleini-
ger Erfassung ware ,nicht beriihrt“ sogar schneller zu erheben als die bisherige Erfassung
von ,vollstandig ausgerdaumt”. Zusatzlich bestehen auch héher signifikante (p < 0,001) Zu-
sammenhadnge und hohere Regressionskoeffizienten zwischen ,nicht bertihrt” und der Mil-
benpopulationsentwicklung bis zur dritten Messung in den Volkern des Versuches.

Volker, die auf VSH, beziehungsweise SMR selektiert wurden, schafften es, den Brutbefall
und die Milbenfertilitat in stark befallenen Waben herabzusetzen (Villa et al., 2009). Im Ver-
such wurde nicht Gberprift, ob Volker dazu in der Lage sind, den Brutbefall in stark befalle-
nen Waben herabzusetzen. Es wurde jedoch ein negativer Einfluss auf die Brutbefallsrate
durch die Merkmale SMR und Recapping festgestellt. Besonders erhdhte Werte von Recap-
ping an befallenen Zellen und der Selektivitdt des Recappings zeigten hoch signifikante
(p < 0,001) negative Zusammenhdnge mit dem Brutbefall. Die insgesamt relativ hohe Brut-
befallsrate konnte dadurch bedingt sein, dass bei vielen Volkern bei der Entnahme sehr ge-
ringe Brutumfange vorhanden waren und sich die Milben in den verbleibenden Brutzellen
starker konzentrierten.

Des Weiteren zeigten die Ergebnisse, dass die Bienen 6fter mit Milben befallene Zellen als
nicht befallene Zellen 6ffneten. Das Merkmal Selektivitat des Recappings bringt die Fahigkeit
der Identifikation dieser Zellen durch die Bienen zum Ausdruck. Die Selektivitat des Recap-
pings hatte einen starken Einfluss darauf, die Milbenpopulation in den Vélkern niedriger zu
halten. Die Selektivitat des Recappings zeigte die starksten Zusammenhange von allen be-
trachteten Merkmalen mit dem Merkmal SUTT, welches das Verbleiben der Volker unter der
Behandlungsschwelle beschreibt. Enge Beziehungen bestanden auch zum Merkmal Mindex,
das den Bienen- und Brutbefall kombiniert. Ibrahim und Spivak (2006), stellten die Hypo-
these auf, dass Bienen mit hoheren SMR-Werten eine grofRere Sensitivitat zum Erkennen mit
Milben befallener Brut haben. Betrachtet man den signifikanten Einfluss von SMR auf den
Milbenbefall in den Vélkern, die signifikanten Korrelation zwischen SMR und Recapping und
die signifikanten Zusammenhange zwischen der Selektivitdt des Recappings und dem redu-
zierten Milbenbefall in den Volkern, wiirde diese Hypothese unterstitzt. Ibrahim und Spivak
(2006) machten olfaktorische Reize, ausgeldst durch den Befall mit V. destructor, fir die Er-
kennung der Zellen verantwortlich.

Die Sommerbefallsmessungen von der 1. bis zur 5. Messung zeigten interessante Ergebnisse.
Zum einen wurden durch die Berechnung der phanotypischen Korrelationen Zusammen-
hdnge ab der 2., 3. bzw. 4 Sommerbefallsmessung zu den Merkmalen SMR, Recapping, dem
Pin-Test und dem Brutbefall festgestellt. Bei Betrachtung des Einflusses, den exakt zu mes-
sende Merkmale (Pin-Test, SMR, Recapping) auf die Entwicklung des Sommerbefalls haben,
waren die signifikanten aber relativ niedrigen Regressionskoeffizienten ausgeldst durch das
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Merkmal Hygiene-Verhalten (Pin-Test) festzustellen. Besonders interessant erschienen die
signifikanten und relativ hohen Regressionskoeffizienten, wenn die Merkmale SMR, Recap-
ping an befallenen Zellen und der Selektivitdt des Recappings als einflussgebende Merkmale
beriicksichtigt wurden. Nach diesen Ergebnissen konnte man SMR und Recapping (vor allem
die Selektivitdt des Recappings) als feinere Werkzeuge zur Selektion auf eine geringere Be-
fallsentwicklung in den Vdélkern betrachten. Die Ergebnisse deckten sich somit mit Erkennt-
nissen, dass das Merkmal SMR die Populationsentwicklung von V. destructor verlangsamt
(Harris und Harbo, 2000).

Die Befallsentwicklung bei den Messungen im Sommer war grundsatzlich ansteigend. Es
wurden jedoch Volker vorzeitig ausgeschieden und behandelt. Daher ergab es sich, dass der
Mittelwert bei der 5. Messung weniger Milben/10 g Bienen aufwies als bei der 4. Messung.

Die Prifungen des Milbenbefalls im Sommer kdnnten in Zukunft zu noch spateren Zeitpunk-
ten durchgefiihrt werden, zumindest solange bis die Brutfreiheit erreicht wird. Daher kénn-
ten bei weiteren Zuchtfortschritten und immer spateren Messungen die Merkmale SMR und
Recapping starker an Bedeutung gewinnen, da laut Harbo und Harris (1999a) genau und ex-
akt zu messende Merkmale fiir die Identifikation von geringfligig besseren Vélkern notwen-
dig sind.

Es wurden auch Korrelationen zwischen den hier beschriebenen Resistenzmerkmalen und
den anderen in der Leistungspriifung gemessenen Leistungs- und Verhaltensmerkmalen
(Honigleistung, Sanftmut, Wabensitz, Schwarmneigung) untersucht. Alle Korrelationen wa-
ren niedrig und nicht signifikant (unpublizierte Ergebnisse des vorliegenden Versuches).

Wie auch von der AGT (2018) empfohlen, bestatigt der vorliegende Versuch, vorrangig Prif-
volker, die eine geringe Befallsentwicklung und gute Ergebnisse beim Pin-Test zeigen, auf
SMR bzw. Recapping nach dem RNSBB-Protokoll zu testen.

Die Heritabilitat fir SMR, die mit der angewendeten Methode mit 0,13 +0,11 geschatzt
wurde, muss als grobe Vorschatzung interpretiert werden. Die Heritabilitat von SMR wird in
der Literatur noch sehr vage angegeben und wurde bisher mit 0,06 bis 0,46, mit hohen Stan-
dardfehlern berechnet (Harbo und Harris, 1999b). Brascamp (2018) berechnete aus dem
Datensatz des Versuchs einen Schatzwert fiir die Heritabilitdat von SMR von 0,20 +0,62. Die
Berechnung berlicksichtigte Verwandtschaftsbeziehungen bis zum Jahr 2000 und beinhaltete
im Modell den Stand als fixen Effekt und die Arbeitergruppe als zufilligen Effekt. Im Ver-
gleich zur eigenen Berechnung liegt der Schatzwert in einem ahnlichen Bereich, jedoch mit
einem sehr viel groReren Standardfehler. Diese Berechnung ist genauer, als die dargestellten
eigenen Berechnungen mit den approximativen Gleichungen, vor allem bei der Berechnung
der Standardfehler. Insgesamt war der Datensatz flir genetische Auswertungen mit an-
nehmbaren Genauigkeiten zu klein (personliche Mitteilung Brascamp, 2018).

Hoppe (2018) berechnete auch unter Beriicksichtigung der paternalen Seite Heritabilitdten
und genetische Korrelationen aus diesem Datensatz. Er stellte hohe genetische Korrelatio-
nen zwischen SMR und Recapping fest und beurteilte diese als bereits realistisch. Die Herita-
bilitat wurde mit einem anderen Modell, ohne Berlicksichtigung des Standeffektes, jedoch
mit Berlicksichtigung der paternalen Seite berechnet. Dabei wies die Heritabilitdt von SMR
eine GroBenordnung ahnlich der des Pin-Tests von ca. 0,4 auf. Recapping hatte auch bei die-
ser Berechnung eine geringere Heritabilitat als SMR, wobei die Heritabilitdtsschatzwerte
nicht verlasslich bestimmbar waren (personliche Mitteilung Hoppe, 2018). Es kann durch
diese Berechnungen eine Heritabilitat in mittlerer Hohe vermutet werden. Am Bieneninstitut
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in Kirchhain (Deutschland) konnte die durchschnittliche phanotypische Auspragung des
Merkmals SMR von 2013 bis 2017 von 18,6 % auf 35,2 % durch Selektion gesteigert werden
(Buchler, 2018). Eine Heritabilitat in mittlerer Hohe wiirde die Erfolge des am USDA-ARS
(United States Department of Agriculture, Agricultural Research Service) Honey Bee Bree-
ding, Genetics and Physiology Laboratory in Baton Rouge (USA) initiierten SMR/VSH-Pro-
grammes und die Selektionserfolge am Bieneninstitut in Kirchhain (Deutschland) erkldren
(Ibrahim und Spivak, 2006; Bichler, 2018). Fir das Merkmal Hygiene-Verhalten (Pin-voll-
standig) wurde ein Heritabilitdtsschatzwert in der Héhe von 0,41 10,11 berechnet. In der
Literatur finden sich Heritabilitatsschatzwerte fiir den Pin-Test in der Hohe von 0,29 bis 0,65,
wobei der Wert 0,29 von Boecking et al. (2000) einen geringen Standardfehler von +0,03
aufwies und lber 11.000 Vélker in die Berechnung eingingen (Boecking et al., 2000; Harbo
und Harris, 1999). Die vorliegende Datengrundlage ist fir Parameterschatzungen mit an-
nehmbaren Genauigkeiten zu klein und muss daher als eine grobe Vorschatzung interpre-
tiert werden. Die Ergebnisse liefern eine Grundlage fiir eine mogliche zukiinftige
Implementierung der Merkmale SMR und Recapping in Zuchtprogrammen. Fir das
Verstandnis und eine genauere Erfassung dieser Merkmale ist weitere Forschungsarbeit
notwendig.

Es besteht die Annahme, dass die Merkmale SMR und Recapping (vor allem die Selektivitat)
zur Verringerung der Milbenpopulation in den Vélkern beigetragen haben kdnnten, da die
Zusammenhange jeweils signifikant waren. Speziell bei Volkern mit weniger Milben scheinen
vor allem SMR und die Selektivitat von Recapping von groBerer Bedeutung zu sein, da bei
den spateren Messungen starkere Zusammenhange und rechnerisch héhere Regressionsko-
effizienten gegeben waren. Hier ware ebenfalls weitere Forschungsarbeit zur Entwicklung
einfacher und verlasslicher Priifmethoden notwendig, um auch bei grofReren Umfiangen an
Prifvélkern diese Merkmale erfassen zu kénnen.
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8 Schlussfolgerung und praktische Anwendung der Ergebnisse

Die Resistenzzucht gegen V. destructor hat eine groRe Aufgabe und Verantwortung gegen-
Uber der Umwelt und Gesellschaft. Das vorrangige Ziel der Bienenzucht die Resistenzmerk-
male berlicksichtigt, ist, Bienen zu priifen, zu selektieren und gezielt anzupaaren. Diese sol-
len die Population von V. destructor nachhaltig und verldsslich unter Schadschwellen halten
kénnen.

Dazu ist in erster Linie die Messung der Befallsentwicklung im Sommer relevant. Man kdnnte
in Zukunft versuchen, erst spater mit der Messung des Sommerbefalls zu beginnen um damit
Zeit und Kosten der Leistungsprifung einzusparen. Dieses Merkmal scheint auch fir eine
Vorselektion der Merkmale SMR und Recapping zurzeit am besten geeignet zu sein. Somit
besteht Uiber die Mehrfachmessungen im Sommer die Moglichkeit, Vélker mit héheren SMR-
Werten vorab ausfindig zu machen. Diese wiirden dann der aufwandigen Auswertung unter-
zogen. Damit konnten wiederum bessere Zuchterfolge im Merkmal Populationsentwicklung
erwartet werden, als bei alleiniger Betrachtung und Selektion nach der direkten Auspragung
des Merkmals. Die vorgeschlagene Vorgehensweise wird damit begriindet, dass exakt zu
messende Merkmale gegenilber von Befallsmessungen fiir Selektionsentscheidungen zu be-
vorzugen sind.

Der Pin-Test zeigte in der Auspragungsform ,nicht beriihrt“ hdhere Korrelationen zum
Merkmal SMR. Da die Auspragungsform ,nicht berihrt“ bei alleiniger Erhebung schneller
und einfacher (mogliche Verkiirzung des Intervalls zwischen anstechen und auswerten) zu
erheben ware, kann die Erhebung dieser Auspragungsform in Zuchtprogrammen aus Sicht
der vorliegenden Ergebnisse angedacht werden.

Beim Treffen der Regionalgruppensprecher und Belegstellenleiter der AGT am 21.10.2018 in
Gorlitz (Deutschland), wurde die vorliegende Arbeit prasentiert. Aufgrund der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit und der Ergebnisse der Leistungsprifung aus Kirchhain (2016-2018),
berichtet von Dr. Ralph Biichler, wurde die Anderung der Leistungspriifung fiir den Pin-Test
diskutiert. Im AGT-Zuchtprogramm sollen in Zukunft die ,,nicht beriihrten Zellen”, im Gegen-
satz zu den bisher ,vollstandig ausgerdaumten Zellen” erfasst werden. Dazu wird die Erhe-
bung, Dateneingabe in beebreed und die darauf aufbauende Zuchtwertschatzung an diese
Erkenntnisse angepasst.

Fiir eine Vorselektion konnte zukiinftig ein Selektionsindex eingefihrt werden. Zudem
scheint der Einfluss von Recapping auf SMR, auch unter Beriicksichtigung der Literatur, bes-
tatigt zu sein. Vor allem die Selektivitdt des Recappings, also die treffsichere Identifizierung
von befallenen Zellen, scheint einen groRBen Einfluss auf eine verringerte Milbenpopulation
in den Volkern (wenn Bienen- und Brutbefall kombiniert werden) zu haben. Somit stellen die
Merkmale SMR und Recapping feinere Werkzeuge fiir eine Selektion auf geringeren Milben-
befall in den Volkern gegentliber den bisher in der Leistungsprifung gemessenen Merkmalen
dar. Trotzdem bleibt die Erhebung der Merkmale SMR und Recapping sehr zeitaufwandig.

Zuklinftige Forschung sollte sich auf die Untersuchung verlasslicher und einfacher Priifme-
thoden fiir diese Resistenzmerkmale fokussieren. Dazu ware weiterer Forschungsbedarf zur
Erfassung genetischer Parameter erforderlich, vor allem, wenn es um eine zukiinftige Imp-
lementierung der Merkmale SMR und Recapping in Zuchtprogrammen geht.
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Anhang

10 Anhang

Bei der 65. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fiir Bienenforschung e.V. von
20.-22.03.2018 auf der Festung Ehrenbreitstein in Koblenz (Deutschland) wurden die ersten
Ergebnisse der Masterarbeit prasentiert. Der Titel des Tagungsbeitrages lautete:
,Korrelationen zwischen SMR (Suppressed Mite Reproduction), Recapping und
Resistenzmerkmalen gegen Varroa destructor in einer dsterreichischen Apis mellifera carnica
Population”.

Im Anhang ist ein beim Journal of Central European Agriculture (JCEA) eingereichtes
Manuskript eingefiigt, das bei den 26. Animal Science Days in Piestany (Slowakei) am
27.09.2018 prasentiert wurde. Die im Manuskript ,Relationships between resistance
characteristics of honey bees (Apis mellifera) against Varroa mites (Varroa destructor)”
beschriebenen Messungen des Bienenbefalls (1st bee und 2nd bee) beziehen sich auf die 4.
und 5. Messung des Bienenbefalls aus dem Versuch der vorliegenden Masterarbeit.

Weitere Prasentationen der vorliegenden Arbeit erfolgten am 22.09.2018 bei der ACA-
Tagung in Gmind (Karnten), sowie beim Treffen der Regionalgruppensprecher und
Belegstellenleiter der AGT am 21.10.2018 in Gorlitz (Deutschland).

In Tabelle 12 ist die Erweiterung der phanotypischen Korrelationen gegeniber der Tabelle 5
abgebildet.
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Abstract

Ectoparasitic mite, Varroa destructor, today is one of the main reasons for colony
losses worldwide. This study deals with relationships between measurements of
resistance characteristics and measurements of bee infestation. During the trial, 105
Apis mellifera carnica colonies were tested according to AGT (Arbeitsgemeinschaft
Toleranzzucht) breeding program. Data of hygienic behavior and mite population
growth development were obtained. Further, they were evaluated for the traits SMR
(Suppressed Mite Reproduction), recapping behavior and brood infestation.
Significant influences of hygienic behavior, SMR and recapping on the mite
infestation were considered. SMR and recapping showed relatively high coefficients
of regression on mite infestation values. The results show, that SMR and recapping
might be suitable selection traits to decrease the mite population growth within the
colonies.

Keywords: A. m. carnica, hygienic behaviour, recapping, SMR, V. destructor

Introduction

The ectoparasitic mite Varroa destructor is the major threat for apiculture. It switched
from the original host Apis cerana (Eastern honey bee) to Apis mellifera (Western
honey bee). On the new host, a balanced host-parasite relationship is lacking. V.
destructor is a hemophagous parasite and reproduces in brood cells. It weakens the
host through deprivation of haemolymphae and it is a major vector of different viruses
(Rosenkranz et al.,, 2010). In the AGT breeding program, mite population
development and hygienic behavior are measured in the performance test (AGT,
2013). It was considered that there are correlations between mite population growth

> Buchegger, M., Buechler, R., Fuerst-Waltl, B., Kovaci¢, M. und Willam, A. (2018) Relationships between
resistance characteristics of honey bees (Apis mellifera) against Varroa mites (Varroa destructor). Journal of
Central European Agriculture. Im Druck.
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and higher rates of non-reproduction of mites (Harbo and Harris, 1999). In naturally
surviving A. mellifera populations, the traits SMR (Suppressed Mite Reproduction)
and VSH (Varroa Sensitive Hygiene) contribute to resistance against V. destructor
(Locke, 2016). SMR is the main part of VSH, which is a more broadly defined trait
that includes removal of infested pupae (Harris, 2007). The traits SMR, respectively
VSH were used to select bees, which show resistance to V. destructor (Harbo and
Harris, 2005; Ibrahim and Spivak, 2006). The traits might be relevant to improve
resistance against V. destructor in European populations (Buchler et al., 2010).
Observations on SMR selected bees show, that this trait is often linked to intensive
uncapping and recapping of brood cells, but the biological interactions are unknown
yet (Villa et al., 2009). Recent research has shown that recapping of brood cells plays
a major role in surviving populations of bees in Europe (Oddie et al., 2018).

Materials and methods
Field measures of resistance characteristics

In this study, 105 Carniolan (Apis mellifera carnica) colonies were tested according to
the AGT breeding program. Hygienic behavior was measured with the PIN-Test
method, where 50 brood cells were pierced with a fine insect pin and removal of
pupae was checked 8 hours later. The performance test was extended, so there were
three characteristic forms (complete cleaned cells, partially cleaned cells and
untouched cells) which were noted. 1 Pin-Test was performed between June 8" and
June 16", 2017, 2™ Pin-Test was performed between July 5™ and July 29", 2017.
Mite population was measured through natural mite fall in spring and the adult bee
infestation during summer. To measure the infestation rate of the bee samples, the
powdered sugar method was used (Macedo et al., 2002). Mentioned measurements
of bee infestation were performed from September 7" to September 16", 2017 (1%
measurement, n = 73) and on September 28", 2017 (2" measurement, n = 23). The
traits SMR and recapping were measured according to the RNSBB-protocol (Buchler
et al., 2017). Brood samples (worker brood) were gathered when 1% measurement
was performed, or 3 or 6 weeks before respectively, when a treatment threshold was
transcended by a colony in earlier measurements (n = 32). These colonies which
leave the test earlier, contribute data except bee infestation measurements for this
analysis. Brood cells, at a minimum development stage of 7 days post capping, were
examined under a stereo microscope. The capping of the cell was removed carefully,
brood cell was checked for infestation with V. destructor and it was noted, if part of
the pupae’s spun cocoon were lacking on the inner side of the cell capping. This is
an indication whether a brood cell was opened and recapped by bees during the
development of the pupae. When there was a single foundress mite in the brood cell,
the development stages of the offspring were noted. If the foundress mite was
infertile, the offspring was too late to mature (development delay) or the male was
absent, the mite was noted as non-reproductive. Together with this examination, data
on brood infestation were collected (Buchler et al., 2017).

Statistical analyses

Data were analyzed with the statistic program SAS, Version 9.4. (SAS Institute Inc.,
2012). The following model was used for testing the influence of PIN-test, SMR, and
REC results on mite infestation:
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Yi=pu+ by*nmf + bo*it+e;

where are Y;- measurements which represent mite population in the colonies (1%, 2"
bee; brood), U - intercept, b; and b, - regression coefficients, nmf; - natural mite fall in
spring, it - influencing trait (PIN complete cleaned, PIN partially cleaned, PIN
untouched, SMR, REC of infested cells, REC total, targeted REC) and g; - residual.

Results

As shown in Table 1, there was a significant (P<0.05) negative influence of PIN-Test
complete cleaned on the 1% measurement of bee infestation, but the coefficient of
regression was relatively low (b = -0.06). The results for SMR indicated significant
negative effects on both measurements of bee infestation and brood infestation,
where coefficients of regression were relatively high (b = -8.79; b = -5.62; b = -0.26).
REC of infested cells also showed a significant negative influence on bee infestation
at the 1% measurement (b = -3.08) and a highly significant (P<0.001) negative
influence on brood infestation (b = -0.18). Targeted REC showed a highly significant
influence on the 1® measurement of bee infestation and brood infestation, with
relatively high coefficients of regression (b = -7.14, b = -0.35).

Table 1. Influence of resistance traits on adult bee infestation/Coefficient of

regression
Date of sampling bees for infestation rate

Measured trait assessment

1% bee 2" bee Brood
PIN complete cleaned -0.06* 0.02 0
PIN untouched 0.06 0.06 0
SMR -8.79* -5.62* -0.26*
REC infested -3.08* -0.25 -0.18***
REC total -0.52 0.67 0.01
Targeted REC -7.14%%* -1.4 -0.35%*

* Significant P<0.05; *** highly significant P<0.001; "1%, 2™ (bee) - measurements of bee infestation in summer
(powdered sugar method); PIN - hygienic behavior (PIN-Test); SMR - suppressed mite reproduction; REC —
recapping. Units of values: SMR, REC, PIN, brood - relative 0-1; 1% 2" bee - Mites per 10 gram bees.

Discussion

The relationship between bee infestation and SMR was also confirmed by other
studies (Harbo and Harris, 2000; Harris et al., 2003). In models of population growth
dynamics, reduced mite reproduction (SMR) would have a strong influence on mite
population growth (Calis et al., 1999). This relationship can be confirmed by the
analysis of this data set, where relationships of SMR to bee and brood infestation
were considered. Colonies selected for VSH, respectively SMR, are able to reduce
brood infestation and mite fertility in highly infested combs (Villa et al., 2009). In this
test it was not proven if colonies are able to reduce infestation of highly infested
combs, but the significant negative correlation of SMR and recapping to brood
infestation was confirmed. Recapping of infested brood cells can have an effect on
non-reproduction of mites (Villa et al., 2009). Research on naturally surviving A.
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mellifera populations in Europe, (Oddie et al., 2018) show higher values of recapping
in contrast to susceptible colonies. A significant relationship between recapping of
infested cells and 1st measurement of bee infestation was found in this research.
Bees selected for SMR showed higher rates of hygienic behavior (Ilbrahim and
Spivak, 2006). Accurate measurements are needed to identify colonies with a slightly
better resistance against V. destructor (Harbo and Harris, 1999), because mite
population will also be influenced by environmental factors. However, measurements
of VSH, SMR and recapping are demanding and time consuming and future research
should focus on finding reliable and simple methods to test the colonies for these
resistance traits. As recapping is probably easier to measure than SMR, it might be
an interesting trait for large scale selection programs against V. destructor.

Conclusions

In this study, SMR and recapping had the strongest influence on the decrease of mite
population growth. They are promising resistance characteristics, which can be
important for selective breeding of bee resistance against V. destructor.

References
AGT (2013) Methodenhandbuch. Kirchhain: Arbeitsgemeinschaft Toleranzzucht.

Bichler, R., Berg, S., Le Conte, Y. (2010) Breeding for resistance to Varroa
destructor in Europe. Apidologie, 41, 393-408.
DOI: https://dx.doi.org/10.1051/apido/2010011

Bichler, R., Costa, C., Mondet, F., Kezic, N., Kovacic, M. (2017) RNSBB research
network for sustainable beekeeping. New SMR Protocol. [Online] Available
at: https://www.beebreeding.net/index.php/2017/09/01/new-smr-protocol/
[Accessed 29 April 2018].

Calis, J. N. M., Fries, I, Ryrie, S. C. (1999) Population modelling of Varroa jacobsoni
Oud. Apidologie, 30, 111-124.
DOI: https://dx.doi.org/10.1051/apid0:19990203

Harbo, J. R., Harris, J. W. (1999) Selecting honey bees for resistance to Varroa
jacobsoni. Apidologie, 30, 183-196.
DOI: https://dx.doi.org/10.1051/apido:19990208

Harbo, J. R., Harris, J. W. (2000) Changes in reproduction of Varroa destructor after
honey bee queens were exchanged between resistant and susceptible
colonies. Apidologie, 31, 689-699.

DOI: https://dx.doi.org/10.1051/apido:2000153

Harbo, J. R., Harris, J. W. (2005) Suppressed mite reproduction explained by the
behaviour of adult bees. Journal of Apicultural Research, 44 (1), 21-23.
DOI: https://dx.doi.org/10.1080/00218839.2005.11101141

84



Anhang

Harris, J. W., Harbo, J. R., Villa, J. D., Danka, R. G. (2003) Variable population
growth of Varroa destructor (Mesostigmata: Varroidae) in Colonies of
Honey bees (Hymenoptera: Apideae) during a 10-year period.
Environmental Entomology, 32 (6), 1305-1312.
DOI: https://dx.doi.org/10.1603/0046-225X-32.6.1305

Harris, J. W. (2007) Bees with Varroa sensitive hygiene preferentially remove mite
infested pupae aged =< five days post capping. Journal of Apicultural
Research and Bee World, 46 (3), 134-139.

DOI: https://dx.doi.org/10.1080/00218839.2007.11101383

Ibrahim, A., Spivak, M. (2006) The relationship between hygienic behaviour and
suppression of mite reproduction as honey bee (Apis mellifera) mechanisms
of resistance to Varroa destructor. Apidologie, 37, 31-40.
DOI: https://dx.doi.org/10.1051/apido:2005052

Locke, B. (2016) Natural Varroa mite-surviving Apis mellifera honeybee populations.
Apidologie, 47, 467-482.
DOI: https://dx.doi.org/10.1007/s13592-015-0412-8

Macedo, P. A., Wu, J., Ellis, M. D. (2002) Using inert dusts to detect and assess
varroa infestations in honey bee colonies. Journal of Apicultural Research,
40 (1-2), 3-7.

Oddie, M., Buchler, R., Bjgrn, D., Kovacic, M., Le Conte, Y., Locke, B., de Miranda, J.
R., Mondet, F., Neumann, P. (2018) Rapid parallel evolution overcomes
global honey bee parasite. Scientific Reports, 8, 7704.
DOI: https://dx.doi.org/10.1038/s41598-018-26001-7

Rosenkranz, P., Aumeier, P., Ziegelmann, B. (2010) Biology and control of Varroa
destructor. Journal of Invertebrate Pathology, 103, 96-119.
DOI: https://dx.doi.org/10.1016/].jip.2009.07.016

SAS Institute Inc. (2012) SAS Version 9.4 TS Level 1M2 2002-2012. Cary, NC, USA:
SAS Institute Inc.

Villa, J. D., Danka, R. G., Harris, J. W. (2009) Simplified methods of evaluating
colonies for levels of Varroa sensitive hygiene (VSH). Journal of Apicultural
Research and Bee World, 48 (3), 162-167.
DOI: https://dx.doi.org/10.3896/IBRA.1.48.3.03

85



Anhang

Tabelle 12: Phanotypische Korrelationen nach Spearman erweitert

Unfr. Verz. kMann REC REC SEL FJ Pin Pin Pin S1- S1 S2 S3 sS4 S5 BBR SUTT M

b. g. Bef . tw. n.b. S3 Index
SMR 0,36 0,85 0,37 0,42 0,37 032 0,09 0,22 -005 -0,26 -0,22 -0,15 -0,15 -0,19 -0,36 -0,33 -0,23 -0,29 -0,32
Unfr. 0,01 0,17 0,28 0,26 0,13 0,15 0,0 0,06 -0,14 -0,16 -0,11 -0,05 -0,19 -0,24 -0,17 -0,01 -0,14 -0,10
Verz. 0,00 0,26 0,22 0,22 0,01 0,22 -007 -0,24 -0,15 -0,07 -0,11 -0,14 -0,30 -0,32 -0,17 -0,21 -0,23
kMann 0,31 0,25 0,30 0,11 0,05 0,02 -0,10 -0,24 -0,127 -0,14 -0,09 -0,27 -0,26 -0,38 -0,21 -0,35
REC b. 0,87 0,71 0,22 0,24 -0,09 -023 -0,19 -0,04 -0,13 -0,21 -0,24 -0,01 -0,34 -0,23 -0,32
RECg. 0,43 0,19 0,21 -0,04 -0,27 -0,08 -0,05 -0,02 -0,06 -0,07 0,04 -0,03 -0,09 -0,08
SEL 0,10 0,26 -0,19 -0,14 -0,29 -0,12 -0,26 -0,31 -0,44 -0,17 -0,47 -0,37 -0,51
FJ Bef -0,10 0,14 -0,01 -0,08 -0,03 -0,08 -0,04 -0,13 -0,08 -0,22 0,03 -0,03
Pin v. -0,81 -0,37 -0,27 -0,18 -0,25 -0,22 -0,21 0,26 -0,05 -0,34 -0,31
Pin tw. -0,09 0,13 0,05 0,14 0,10 0,20 -0,32 0,09 0,22 0,24
Pin n.b. 0,15 0,19 0,05 0,10 0,07 0,23 -0,05 0,24 0,15
S1-S3 068 08 09 067 009 0,25 08 0,76
S1 0,56 0,52 044 -002 0,10 0,61 0,49
S2 0,73 044 0,27 0,30 0,72 0,71
S3 0,65 006 024 084 0,74
sS4 0,67 053 097 0,85
S5 0,59 0,63 0,63
BBR 0,29 0,70
SUTT 0,87

Nicht signifikant p >= 0,05; signifikant p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001;

Abkiirzungen: SMR: Suppressed Mite Reproduction, Unfr.: Unfruchtbare Muttermilbe, Verz.: Verzégerte Entwicklung der Milbennachkommen, kMéann: kein Mannchen, REC b.:
Recapping an befallenen Zellen; REC g.: Recapping gesamt, SEL: Selektivitdt des Recappings, FJ B.: natirlicher Milbenabfall im Frihjahr, Pin v.: Pin-Test vollstandig ausgerdaumte
Zellen, Pin tw.: Pin teilweise ausgerdumte Zellen, Pin n.b.: Pin-Test Zellen nicht berlhrt, S1-S5: 1.-5. Sommerbefallsmessung (Puderzuckermethode), BBR: Brutbefallsrate, SUTT:
Stay under treatment treshold (Verbleiben unter der Behandlungsschwelle), Mindex: Milben-Index (kombinierter Index aus SUTT und der Gruppen von BBR);
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