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Resiimee

Die Untersuchung befal3te sich mit dem Studium der chemischen Signalisierungssubstanzen, die die Milben veranlassen, in
die Brutzellen zur Reproduktion einzudringen.

Von Anfang an wurde an die mégliche Existenz gewisser Signale gedacht, die von den Bienenlarven befreit werden. Die
Untersuchung bewies, dal3 das in der Brutzelle enthaltene Larvenfutter eine bedeutende Rolle in dem Eindringen in die Zellen spielt.

Die vorliegende Untersuchung bringt Informationen lber die Identifizierungselemente der Larvenfutterbestandteile, die fiir das
Anziehen der Varroamilben in die Brutzellen verantwortlich sind.

Stichworter: Larvenfutter/NVarroa destructor/Zellenbefall/chemische Substanzen
Einleitung

Varroa destructor Oud. dringt fur ihre Vermehrung in die Brutzelle mit einer Bienenlarve noch vor
deren Verdeckelung ein (BOOT et al.,, 12992). Die Idee, dall gewisse Anziehungsmittel, die an diesem
Vorgang teilnehmen, bei der Bekampfung der Milbe genau so Anwendung finden koénnten wie andere
Anziehungsmittel in der Bekampfung von Schadlingen, veranlaBte uns, diese Untersuchung zu
unternehmen.

Einige Verfasser untersuchten die Stimuli, die das Eindringen der Milbe in die Zellen verursachen.
Von Anfang an konzentrierte sich die Untersuchung auf die von den Bienenlarven befreiten Reizsubstanzen.
LE CONTE et al. (1989) zeigte, dall die Varroamilben durch gewisse Estere der einfachen aliphatischen
Fettsduren angezogen werden, die in der Larve im 5. Entwicklungsstadium vorkommen. RICKLEY et al.
(1992) bewiesen, dal} die Palmitinsaure, die sich in der die Bienenlarven umhillenden Luft befindet, die
Varroamilben anzieht. Ebenfalls RICKLEY et al. (1994) und AUMEIER und ROOSENKRANZ (1995)
veranschaulichten, dald gewisse gesattigte und ungesattigte Kohlenstoffe, die auf der Larvenkutikula
vorkommen, die Varroamilben im Laufe eines Bioversuchs aktiv beeinfluRten.

Die Milbe verlalt die Ammenbiene, um in die Brutzelle, die eine Bienenlarve enthalt, einzudringen.
Die Vorliebe der Milbe eher fiir die Ammenbienen als fiir die Bienenlarven (KRAUS, 1993; LEDOUX et al.,
2000) suggeriert, dal an diesem Vorgang des Eindringens Reizmittel aus anderen Quellen als die Brut
beteiligt sind. Die Brutzellen enthalten aufler den Larven einige Milligramme Larvenfutter, die die
Ammenbienen fir die wachsenden Larven hinterlassen haben. Nach ihrem Eindringen in die Zelle nimmt die
Milbe mit dem Zellboden Kontakt und bleibt im Larvenfutter stecken (IFANTIDIS, 1988).

Schon 1985 wurde die Hypothese aufgestellt, dal’ das Drohnenlarvenfutter eine Anziehungskraft
ausubt (ISSA et al., 1985). MILANI und CHIESA (1991) bewiesen, dall das Larvenfutter die Reproduktion
von V. destructor beeinflufdt.

In der vorliegenden Arbeit bringen wir die Ergebnisse einer Untersuchung, im Laufe derer wir uns mit
der Wirkung des Larvenfutters auf die Verhaltensweise der Milben befal3ten, um seine Rolle wahrend des
Eindringens in die Zellen festzustellen. Einige Ergebnisse dieser Untersuchung wurden schon von NAZZ| et
al. (2001) mitgeteilt.

Material und Methode
Biologisches Material

Die in der Untersuchung verwendeten Bienenlarven und Milben stammten aus unbehandelten Apis-
mellifera-Bienenvolkern, die in Udine (Nordosten lItaliens) aufgestellt waren. Sie wurden den Brutzellen
entnommen, die im Laufe von 15 Stunden vor der Entnahme (10-15 VE) gedeckelt worden sind. Die
Bienenlarven im 5. Larvenstadium wurden 15 Stunden vor der Deckelung (15 VD) mit der Hand den
ungedeckelten Zellen enthommen. Das Larvenfutter wurde mithilfe einer Spachtel den Drohnenzellen
entnommen, die Larven im 4. und 5. Larvenstadium enthielten, und bis zur Verwendung in geschlossenen
Flaschchen bei —20 °C gehalten.

Bioversuch

Dieser Bioversuch erfolgte, um unter Laborbedingungen die Stimuli zu untersuchen, die an dem
Eindringen in die Zellen teilnehmen. Im Bioversuch wurde ein Deckglas verwendet, das dem von
ROSENKRANZ (1993) verwendeten ahnelt und mit 4 Vertiefungen (7 mm Durchmesser, 8 mm Tiefe)
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versehen ist, die von der Mitte gleich entfernt sind (1 cm) (Abb.1). Die Berhandlung erfolgte in zwei
gegeniberliegenden Vertiefungen, wobei die beiden anderen der Kontrolle dienten. In jede Vertiefung kam 1
Larve. Am Anfang des Versuchs wurde in die Mitte des Deckglases ein adultes Milbenweibchen getan. lhre
Position wurde 30 Minuten lang in jeder 5. Minute beobachtet. Die Deckglaser wurden wahrend des
gesamten Bioversuchs in einem Schrank bei 35 °C und 75% RL gehalten. Es wurden gleichzeitig 20
Deckglaser verwendet, mit Replikationen an verschiedenen Tagen.
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Abb.1 — Beim Bioversuch verwendetes Deckglas
M Behandlung, O Kontrolle, ¢ Bienenlarve, « Varroamilbe

Unternommene Versuche

(a) Larvenalter

Zur Prifung der Wirksamkeit des Bioversuchs und zum Aussuchen des geeignetsten Larvenalters
wurde ein praliminarer Versuch durchgefihrt, der die Anziehungskraft der Bienenlarven in zwei
unterschiedlichen Altersetappen auf die Milbe untersuchte. Daflir wurde je eine 15 VD Larve in zwei
gegeniberliegenden Vertiefungen und je eine 0-15 VE Larve in die zwei anderen Vertiefungen eingefuhrt.

(b) Larvenfutter

Untersucht wurde auch die mogliche Wirkung des Larvenfutters auf das Verhalten der Milbe, wobei
zwei gegenuberliegende Vertiefungen mit je 10 mg Larvenfutter versehen wurden und die zwei anderen
leeren Vertiefungen als Kontrolle dienten. In alle Vertiefungen kamen 0-15 VE Larven.

(c) Larvenfutter-Extrakte

Zur Prifung der Hypothese, dal® die biologische Aktivitat des Larvenfutters von gewissen
chemischen Bestandteilen abhangt, wurde das Larvenfutter mit zwei verschiedenen L&sungsmitteln
extrahiert und die erhaltenen Extrakte im Laufe des Bioversuchs geprift.

Das Larvenfutter wurde mit Azeton und Bidthylether extrahiert und bei einer Konzentration von 10
mg Aqu. Larvenfutter in 10 ul Lésungsmittel/lbehandelte Vertiefung analysiert. In die Kontrollvertiefungen
kamen je 10 pl Losungsmittel. In allen Vertiefungen befanden sich 0-15 VE Larven.

Statistische Analyse der Daten

Fir jede Vertiefung wurde errechnet, wie oft die Varroamilbe in den Behandlungs- und
Kontrollvertiefungen im Laufe von 30 Minuten gesichtet worden ist, wobei diese Zahl als Grundlage der
statistischen Analyse diente. Die Ergebnisse der Behandlungs- und Kontrollvertiefungen im Rahmen eines
bestimmten Satzes wurden anhand eines wahllosen Probentests verglichen (MANLY, 1991; SOKAL &
ROHLF, 1995). In diesem Fall wurde die wahllose Verteilung 10°mal mit einem eigens dafir geschriebenen
Computerprogramm neu gemustert.

Ergebnisse

a) Larvenalter

In den Vertiefungen mit Larven aus ungedeckelten Zellen (15 VD) wurden viel mehr Milben
gefunden als in denjenigen mit Larven aus gedeckelten Zellen (0-15 VE) (P = 0,016) (Tab. I).
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Tabelle |

Antwort von V. destructor auf Larven unterschiedlichen Alters.
Summe der Ergebnisse von 20 Milben in Vertiefungen mit Larven im 5. Stadium (15) oder Larven in gedeckelten
Zellen (0-15 VE). P steht fiir die statistische Signifikanz der beobachteten Differenzen

Replikation 15 0-15 P

1 33 8 0,027
2 36 36 0,521
3 37 32 0,418
4 40 16 0,066
5 33 12 0,067
6 32 24 0,333
Insgesamt 211 128 0,016

(b) Larvenfutter

Die Zahl der Milben in den Vertiefungen mit Larvenfutter war kennzeichnend grofier (P<0,001) als in
den Kontrollvertiefungen (Tab. II).

Tabelle I

Antwort von V. destructor auf das Larvenfutter und deren Extrakte.
Angefiihrt ist auch die Summe der Ergebnisse der behandelten und leeren Vertiefungen. P stellt die statistische Signifikanz
der beobachteten Differenz dar

Behandlung Replikationen behandelt Kontrolle P
Larvenfutter 5 249 54 < 0,001
Larvenfutter -8 152 56 < 0,001
Atherextrakt

Larvenfutter -4 110 110 < 0,001
Azetonextrakt

(c) Larvenfutter-Extrakt

Sowohl das Ather- als auch das Azetonextrakt des Larvenfutters erweckten in V. destructor eine
bedeutende Antwort, gedulert in der signifikant unterschiedlichen Zahl der Milben (P<0,001), die die
behandelten Vertiefungen vorgezogen haben (Tab. II).

Diskussionen

Die in unserem Bioversuch verwendeten Varroamilben reagierten eher auf die Bienenlarven im 5.
Larvenstadium vor der Deckelung als auf die Larven in gedeckelten Zellen. Dieses konnte eine Folge der
Bestandteile sein, die sich auf der Kutikula der Larven im 5. Stadium befinden, kdnnte aber auch von den
aktiven Bestandteilen abhangen, die sich in der Kutikula befinden und deren Verseuchung durch
Substanzen hervorgerufen wurde, die sich in der Zelle befinden, wie z.B. das Larvenfutter. Jedenfalls
bestatigte das Ergebnis dieser Untersuchung die Wirksamkeit des Bioversuchs und stimulierte die Wahl der
weniger aktiven 0-15 VE Larven fir die folgenden Untersuchungen Uber die biologische Aktivitat der
Nichtlarven-Stimuli.

Als im Rahmen des Bioversuchs das Larvenfutter getestet wurde, wurde eine klare Antwort von V.
destructor festgestellt. Die biologische Aktivitdt der Extrakte bewies, dall die beobachtete Wirkung eine
Folge der chemischen Substanzen ist, die im Larvenfutter enthalten sind und nicht anderer unspezifischer
Indizes, wie z.B. die Feuchtigkeit.

Die Ergebnisse fiihrten an, dal die Indizes, die an dem Eindringungsprozel3 der Varroamilben in die
Zellen teilnehmen, von chemischer Natur sind und von anderen Quellen als der Wirt stammen, was ziemlich
unerwartet ist. Damit diese Funktion praktisch stattfindet, miissen die chemischen Indizes verlaRlich sein,
d.h. sie missen den Wahrnehmenden eindeutig die Anwesenheit und Disponibilitat des Wirtes ibermitteln.
Die bis jetzt identifizierten Stimuli, wie die Larvenkutikula, erflllen diese spezifische Forderung nicht, da sie
Uberall innerhalb des Bienenvolkes verteilt sind. Das Larvenfutter seinerseits besitzt eine ihm eigene
Zusammensetzung, zu der auch einige Hidroxisduren gehéren (LERCKER et al., 1994).

Die Extrahierung der chemischen Substanzen, die fur die biologische Aktivitdt des Larvenfutters
verantwortlich sind, 6ffnete den Weg fur ihre Identifizierung. Dieses kdnnte zu einer besseren Verstandnis
der Milbenbiologie flihren und suggeriert andererseits neue Bekdmpfungsmethoden des Parasiten.
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