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In eusozialen Insektenkolonien kooperieren die Nestgefdahrten bei der Bekdmpfung von Parasiten,
eine Eigenschaft, die als soziale Immunitat bezeichnet wird.

Als die ektoparasitare Milbe Varroa destructor den Wirt wechselte von 6stlichen Honigbienen (Apis
cerana) zu den westlichen Honigbienen (Apis mellifera), versagte deren soziale Immunitat jedoch.
Diese Milbe hat sich inzwischen zur weltweit schwersten Bedrohung flir A. mellifera entwickelt.
Trotzdem sind einige isolierte A. mellifera- Populationen bekannt dafiir, dass sie den Befall mittels
natirlicher Auslese tberleben, weitgehend durch Unterdriickung der Milbenreproduktion, aber die
zugrunde liegenden Mechanismen sind nur unzureichend verstanden.

Hier zeigen wir auf, dass sich ein kosteneffektiver, sozialer Immunitdtsmechanismus schnell und
unabhéngig voneinander in vier natiirlichen, V. destruktor- iberlebenden A. mellifera Populationen
entwickelt hat.

Uncapping/ Recapping:

Bereits verdeckelte Arbeiterinnen-Brutzellen werden von den Arbeiterinnen aller vier
"Uberlebenden" Populationen haufiger erneut geodffnet und wieder verdeckelt (,uncapping/
recapping”), dabei zielen sie effektiver auf milbenbefallene Zellen als Arbeiterinnen anderer lokaler
Volker, die keine Anpassung entwickelt haben. Direkte Experimente bestatigten die Wirksamkeit der
Entdeckelung/ Wiederverdeckelung zur Reduzierung des Fortpflanzungserfolges von Milben, ohne
dabei Nestmitglieder opfern zu missen.

Unsere Ergebnisse liefern einen eindrucksvollen Beweis dafiir, dass Honigbienen exotische Parasiten
Uber einfache qualitative und quantitative adaptive Verhaltensdanderungen lberwinden kdnnen.
Durch schnelle, parallele Evolution in vier Wirtspopulationen hat sich offenbar ein
Schliisselmechanismus entwickelt, der das Uberleben der von Milben befallenen Kolonien erklart.

Eusoziale Insektenkolonien koénnen als Superorganismen betrachtet werden bestehend aus
kooperierenden Individuen Ubergreifender Generationen, analog zu Zellen in einem mehrzelligen
Organismus™. Eine solche Zusammenarbeit zur Reproduktion schlieRt die Arbeitsteilung ein, die
Brutpflege und die Parasitenabwehr tiber soziale Immunitat®”.

Die soziale Immunitat umfasst das Verhalten, physiologische oder organisatorische Merkmale, die die
Gesundheit der Kolonie fordern, unabhangig von ihren Folgen fiir die Gesundheit einzelner Bienen.
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Dies ist eine erfolgreiche Strategie, die bei vielen Insektenarten® zur Evolution der Sozialitat
beigetragen hat, da das Opfern und Entfernen der infizierten Individuen aus der Kolonie den
Parasiten zwingt, seine Virulenz’ einzuddmmen - entweder durch die Reduktion seines eigenen
Fortpflanzungserfolges oder der Ubertragung von Krankheitserregern - und damit eine koadaptive
Beziehung zu seinem Wirt anzustreben.

1. Investigating cells

2. Uncapping of cells

3. Recapping of cells

Abbildung 1:

1. Zellen werden untersucht, 2. Der Zelldeckel wird ge6ffnet (Uncapping), 3. Die gedffnete Zelle wird
wieder verschlossen, 4. Ausrdumen der Brut

Dieses Ethogramm zeigt das Verhaltensmuster der sozialen Immunitdt von erwachsenen
Arbeiterinnen, die auf milbenverseuchte geschlossene Brutzellen abzielen.

(a)Draufsicht auf die Arbeiterinnen-Brutzellen, (b)Unterseite eines intakten, vom glanzenden
Larvenseidenkokon vollstandig bedeckten Zellen-Deckels.

Das Ethogramm besteht aus vier Stufen: 1. Untersuchung der Zellen: Arbeiterinnen inspizieren die
Wachsdeckel der Zellen mit ihren Zungen und Antennen (c). 2. Entfernen der Zellendeckel
(Uncapping): Die Arbeiterinnen entfernen mit ihren Unterkiefern die Deckel der Zellen (d).



Diese ersten beiden Schritte werden immer in der gleichen Reihenfolge durchgefiihrt. Ein wichtiger
Ubergang erfolgt nach Stufe 2, wobei sich die Arbeiterinnen zwischen den folgenden beiden
Schritten entscheiden koénnen. 3. Erneutes Verschliessen der Zellen: Arbeiterinnen verwenden
Wachsdrisensekrete und ihre Unterkiefer, um die Zellen erneut zu verdeckeln (e), was dazu fuhrt,
dass die Unterseite eines solchen Zelldeckels ein auffilliges, dunkler erscheinendes Zentrum hat, das
matt wirkt (Anm.: dort fehlen die Reste des Kokons) (f). 4. Entfernen der Brut: Arbeiterinnen ziehen
die von Milben befallene Brut aus den Zellen heraus und entfernen sie (g). Die gesamte
Verhaltensabfolge ist aufgrund der Entscheidungsfindung durch mehrere beteiligte Arbeiterinnen
flexibel. Die Sequenz kann nach Stufe 1 beendet sein (d.h. die Zellen werden untersucht, aber nicht
geobffnet) oder nach Stadium 2 (d.h. zuvor gedffnete Zellen konnen wieder verdeckelt werden oder
nicht) und sowohl das Offnen der Zellen, als auch das erneute Verschliessen kann unvollstindig
durchgefiihrt werden (d.h. die Brutdeckel werden nur unvollstindig ge6ffnet und/oder wieder
verdeckelt). Fotos in ¢, d & e © Anders Lindstrom.

Die Vorteile der sozialen Immunitat auf Ebene der Kolonie Uberwiegen fir den Wirt daher
normalerweise die Kosten in Form von verlorenen Individuen*® , insbesondere bei gut etablierten,
koadaptierten Schadorganismen.

Es kann jedoch eine Neukalibrierung der individuellen und sozialen Abwehrkriafte des Wirtes
erforderlich sein, wenn er einen neuartigen Parasiten Uberleben will. Die Kraft der sozialen
Immunitat ist so stark, dass diese Neukalibrierung schnell erreicht werden kann, durch einfache
Verschiebungen von Verhaltensmustern, deren positive Auswirkungen durch die Sozialstruktur und
die Populationsdynamik zusatzlich verstarkt werden®.

Diese Dynamik kann im Fall der ektoparasitiaren Milbe Varroa destructor eine Rolle spielen, die
innerhalb des letzten Jahrzehnts'® den Wirt von der &stlichen Honigbiene (Apis cerana) zur
westlichen Honigbiene (Apis mellifera) wechselte.

Die Milbe ist heute in A. mellifera- Populationen weltweit' fast allgegenwirtig und obwohl

afrikanische Honigbienen (A. m. scutellata) -Hybriden als resistent bekannt sind>'"*?, gilt sie als die

priméare biologische Ursache fiir groBe Kolonieverluste von europaischen Honigbienen weltweit'®"*
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Diese dramatischen Auswirkungen werden hauptsachlich durch von Milben (bertragene Viren
hervorgerufen, wobei die Schadigendsten zu Varianten des Deformed Wing Virus (DWV)™*©™
(Verkrippelte-Fligel-Virus) zahlen, welche die Wintersterblichkeit der Bienen steigern und innerhalb
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von etwa zwei Jahren zum Zusammenbruch der Volker fliihren kénnen . Dennoch wurden

kirzlich einige Populationen der europdischen Honigbiene in V. destructor- positiven Regionen
gefunden, die den Milbenbefall auf natiirliche Weise tiberlebt haben, ohne Behandlung seit mehr als
17 Jahren*'*%,
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Diese Populationen (bezeichnet von nun an als "Uberlebensvélker"), welche V. destructor- Befall
nattirlich und ohne Behandlungen (berleben, stammen von urspriinglich milbenanfalligen, nicht
resistenten Bestinden, welche {iber mehrere Generationen hinweg die Uberlebensfihigkeit
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entwickelt haben . Es ist bekannt, dass regelmaRige Behandlungen durch die Imker die natirliche

Selektion der Honigbienen einschranken®, und da V. destructor eine erst kiirzlich erfolgte Invasion
10,25

ist™*, deutet dies auf eine schnelle Wirtsanpassung hin, die in all diesen Populationen fast

gleichzeitig stattfand. Frihere Studien haben gezeigt, dass der Fortpflanzungserfolg der Milbe bei
22,23

diesen Populationen so weit reduziert ist, dass ein Uberleben der Kolonien méglich ist . Allerdings
gibt zum jetzigen Zeitpunkt keine klare Antwort auf die Ursache der reduzierten Milbenvermehrung
bei solchen (iberlebenden Bienenvodlkern, seien sie natirlicherweise angepasst oder selektiv
geziichtet>*.

Es gibt zwei Stadien, in denen die soziale Immunitdt auf Milben einwirken kann: wahrend sie
umherwandern und sich aktiv von erwachsenen Bienen erndhren oder wahrend der
Reproduktionsphase, wenn sie in den verdeckelten Wirtsbrutzellen sind®”’. Ausgewachsene
Arbeiterinnen entfernen Milben von sich selbst und/oder von Nestmitgliedern durch besonders
ausgepragtes Pflegeverhalten "Grooming", dies tragt auch nachweislich zur Reduzierung des

Milbenbefalls bei A. mellifera bei*®.

Bei den bisher untersuchten, natliirlich iberlebenden Honigbienen Populationen war dieses Merkmal

3222329 ynd tragt nicht zu einem verminderten

jedoch nur in geringer Haufigkeit ausgepragt
Reproduktionserfolg der Milbe bei. Die soziale Immunitat, die auf die Brutzellen abzielt (Abb. 1),
beinhaltet die Entfernung von milbenbefallener Brut mit einer bemerkenswerten Treffsicherheit fir
Zellen mit sich darin vermehrenden Muttermilben, ein Verhalten, das im Rahmen der varroa-
sensitiven Hygiene (VSH)*”*° definiert ist. Durch die Verringerung des Anteils sich erfolgreich
reproduzierender Milben in der Kolonie kann die Befallsrate gesenkt werden®**" .

Die Entfernung von Arbeiterinnenbrut ist jedoch nur bis zu einem gewissen Grad nachhaltig und setzt
voraus, dass die Kolonie liber ausreichende Ressourcen verfligt, um sie zu ersetzen. Wenn die
Arbeiterinnen schneller verloren gehen als sie ersetzt werden, gerat die Kolonie in eine negative

7,10

Spirale und verendet”™". Selbst kleinere Verluste kénnen die Konkurrenzfdhigkeit beeintrachtigen.

Uber natiirliche Auslese wird daher mit gréRerer Wahrscheinlichkeit eine weniger kostspielige
Losung entwickelt, da sie das Sterblichkeitsrisiko verringert und die Konkurrenzfahigkeit der Kolonien
erhoht'®®. Da V. destructor empfindlich auf subtile Verschiebungen der vom Wirt stammenden
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Kairomone, der Temperatur und der Feuchtigkeit reagiert>>>*, kann das einfache Offnen der

Brutzellen ausreichen, um die Reproduktion der Milbe zu beeintrachtigen.

Dieses Offnen ("Uncapping") von verdeckelten Brutzellen ohne das Ausrdumen der Brut, gefolgt vom
Wieder-Verdeckeln ("Recapping", Abb. 1), ist weit verbreitet bei allen Honigbienen-Populationen, die
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auf dieses Verhalten speziell untersucht wurden und ist mit geringen Kosten fiir die Kolonie

verbunden, weil dadurch keine Brut geopfert wird.

Videoaufnahmen®® bestitigen das Offnen- (Abb. 1d) und Wiederverdeckelungs- Verhalten (Abb. 1e)
sowie die sichtbaren Anzeichen, die es im Inneren des Zelldeckels erkennbar hinterlasst (Abb. 1f).

Ein moglicher Zusammenhang zwischen Recapping und dem reduzierten Reproduktionserfolg der
Milbe wurde von einer flir VSH31 gezlichteten Population berichtet. Die Anwesenheit und die


https://de.wikipedia.org/wiki/Kairomon

moglichen Auswirkungen von Recapping auf den Reproduktionserfolg der Milbe sind bei den
Honigbienen-Populationen, die den Milbenbefall durch natirliche Selektion lberleben, noch nicht
untersucht worden.

Wenn Recapping die Fitness von Honigbienenvélkern verbessert, indem es den Fortpflanzungserfolg
der Milben verringert, dann kdénnen wir adaptive Unterschiede dieses Verhaltens in denjenigen
Uberlebenden Populationen erwarten, die natlrlicher Selektion unterworfen sind: Haufigeres
Recapping und ein verbessertes Abzielen auf milbenbefallene Zellen, verglichen mit konventionell
gefiihrten, auf Milben anfallig reagierenden Kontrollvélkern.
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(Beschreibung links: Anteil von Zellen mit nicht- reproduzierenden Muttermilben)

Abbildung 2. Statistisch bereinigte, durchschnittliche Anteile (+/-SE) von verschlossenen Brutzellen,
die von einer einzigen Muttermilbe V. destructor befallen sind, welche sich nicht reproduziert haben
in Uberlebenden sowie lokalen, anfdlligen Honigbienenvolkern A. mellifera, in Norwegen, Schweden
und Frankreich (Avignon und Sarthe). Die Anteile von nicht-reproduzierenden Milben waren in den
Uberlebenden Vaolkern signifikant und bestandig hoher als in den anfalligen (GLMM, n = 74 Kolonien,
siehe Tabelle 1, Erganzende Informationen Tabelle 3). Die verschiedenen Buchstaben weisen auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hin (p < 0,05). Es gab auch signifikante Unterschiede
zwischen den Testpopulationen (GLMM: x2 = 48,72, p < 0,001, n = 74).




Tabelle 1
Response Explanatory
variable variable n | DE |2 P Value
Population 3 4872 | 1.49e 10710
Rateofnon- g Gotancelevel | 74 | 1 5114 | 8581071
reproduction
Brood stage 1 1.19 [ 0.28

Faktoren fiir die Parameter der Fortpflanzung ektoparasitischer Milben, V. destructor, innerhalb
Uberlebender sowie anfalliger Wirtspopulationen der europadischen Honigbienen-Unterart A.
mellifera. Die Nicht- Reproduktionsrate wurde Uber die Anzahl der befallenen Zellen ermittelt, die
keine lebensfdahigen weiblichen Nachkommen produzieren konnten. Als Population bezeichnen wir
Gruppen von unabhangigen Kolonien, die in verschiedenen Regionen beprobt wurden: Frankreich
(Avignon, Sarthe), Norwegen und Schweden.

Das Resistenzniveau wird als Populationen liberlebender oder anfalliger Bienen innerhalb derselben
Untersuchungsregion beschrieben. Das Brutstadium war das mittlere geschatzte Alter der pro Volk
untersuchten, mit einem Deckel versehenen Brut. Ein GLMM wurde an die Daten angepasst, wobei
ein Volk als Individuum gilt und die Kolonie-ID zuféllig ist. Eine Binomialverteilung mit einem
Response-Vektor wurde verwendet, um den Anteil der Nicht-Reproduktion zu ermitteln.

Hierzu fiihrten wir eine Studie durch, um die Haufigkeit von Recapping, das selektive Abzielen auf
milbenbefallene Zellen und den Effekt auf den Anteil erfolgreich vermehrungsfahiger Milben in vier
natlrlich Gberlebenden Honigbienen-Populationen zu untersuchen: zwei in Frankreich, eine in
Norwegen und eine in Schweden, im Vergleich zu anderen lokalen, nicht angepassten
Bienenpopulationen.

Es wurden Zellen gedffnet und ihr Inhalt erfasst, einschlieBlich der Entwicklungsstadien der
Honigbienenpuppen und aller Milben. Die Anzahl der untersuchten, infizierten/ge6ffneten Zellen in
jeder Population war wie folgt: Frankreich-Avignon (686/23.362); Frankreich-Sarthe (726/20.954);
Norwegen (833/3.430); Schweden (116/868).

Von den Arbeiterinnen, die das Uncapping- Verhalten (Anm. d. Ubers.: Offnen des Brutzelldeckels)
zeigen, ist bekannt, dass sie gezielt befallene Zellen mit sich reproduzierenden Milben
heraussuchen®. Dies fiihrt zu einer tendenziellen Ausrichtung der Selektion, weil Zellen mit nicht-
reproduktiven Milben ignoriert werden (nicht ge6ffnet). Um dieser moglichen Verzerrung durch den
Einfluss der Bienen Rechnung zu tragen, haben wir die Uncapping- Studie bei den natirlich
Gberlebenden Populationen um ein kiinstliches Uncapping- Experiment erganzt (29 Brutproben mit
insgesamt 1905 einzelnen befallenen Zellen, 769 von den Bienen wieder gedffneten Zellen und 1136
Kontrollzellen). Der Versuch wurde konzipiert, um die direkte Auswirkung des Offnens des
Zelldeckels auf den Reproduktionserfolg der Milbe ohne jegliche Selektionsverzerrung durch die
Pflegebienen zu ermitteln. Durch diese kausale Uberpriifung wurde die korrelierende Studie fiir
Recapping als ein Mechanismus zur Verringerung des Reproduktionserfolgs der Milbe erganzt.



Ergebnisse

Reproduktionserfolg der Milbe. Die Forschungsdaten zeigen, dass der Anteil der sich nicht
reproduzierenden weiblichen Milben bei allen natirlich Gberlebenden Honigbienen-Populationen im
Vergleich zu lokalen, anfalligen Volkern signifikant erhéht waren, der Reproduktionserfolg war um
10-30% reduziert (Abb. 2, Tabelle 1, x2 = 51,14, p < 0,001).

Von allen untersuchten Populationen hatte die norwegische, Varroa- Gberlebende Population den
hochsten Anteil an nicht reproduktiven weiblichen Milben, mit einer durchschnittlichen Anzahl
lebensfahiger weiblicher Nachkommen von 0,84 pro Muttermilbe (Abb. 2, Tabelle 1, ergdnzende
Informationen in Tabelle 3).
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(Beschreibung links: Anteil der erneut verdeckelten Zellen)

Abbildung 3. Bereinigte durchschnittliche Anteile (+/-SE) von natrlich, erneut verdeckelten
Arbeiterinnen Brutzellen, die mit V. destructor- Milben befallen oder nicht befallen sind, in lokalen
Volkern tberlebender und anfélliger europdischer Honigbienen, A. mellifera, in Norwegen, Schweden
und Frankreich (Avignon und Sarthe) (n = 74 Volker).

In allen Populationen wiesen die (berlebenden Bienenvdlker sowohl eine signifikant hohere
Haufigkeit von Recapping, als auch eine signifikante Zielgenauigkeit auf milbenbefallene Zellen im
Vergleich zu den lokalen, anfédlligen Bienenvdlkern auf (GLMM, siehe Tabelle 2, Ergdnzende
Informationen Tabelle 4). Sternchen weisen auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hin
(p < 0,05). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Testpopulationen (GLMM: x2 = 5,43,
p=0,143, n =74).




Tabelle 2

Response

variable Explanatory variable n |DF |x? P Value
Population 3 543 |0.14
Resistance level 1 23.11 |1.52e107°¢

Recapping Cell type 74 |1 4398 | <22el07'
Brood stage 1 4.96 | 0.026
Cell type x Resistance level 1 34.54 | 4.19e107°

Faktoren fur die Haufigkeit des Recapping-Verhaltens innerhalb Uberlebender und anfélliger
Populationen der Europaischen Honighienen Unterart, A. mellifera. Recapping wurde Uber die Anzahl
der erneut verdeckelten Zellen ermittelt, die sich zwischen den praparierten Zellen in jeder Kolonie
befanden. Als Population wird eine Gruppe von unabhdngigen Kolonien beschrieben, die in
verschiedenen Regionen beprobt wurden: Frankreich (Avignon, Sarthe), Norwegen und Schweden.
Das Resistenzniveau (Resistance level) beschreibt Populationen von lberlebenden oder anfalligen
Bienen innerhalb derselben Untersuchungsregion. Der Zelltyp (Cell type) wird beschrieben als
Zustand von befallenen oder nicht befallenen Brutzellen. Das Brutstadium (Brood stage) war das in
jedem Volk untersuchte, durchschnittliche geschatzte Alter der verdeckelten Brut. Ein GLMM wurde
an die Daten angepasst, wobei ein Volk als Individuum gilt und die Kolonie-ID zuféllig ist. Eine
Binomialverteilung mit einem Response-Vektor wurde verwendet, um den Anteil des Recapping zu
ermitteln.

Recapping

Die Haufigkeit des Recapping und das spezifische Abzielen auf milbenbefallenen Zellen waren in
Uberlebenden Kolonien signifikant héher als in den lokal anféilligen Kontrollgruppen (Abb. 3, Tabelle
2, Zusatzinformationen Tabelle 4, Haufigkeit: x2 = 23,11, P < 0,001, ZielgréRe: x2 = 34,54, p < 0,001).
Die Recapping- Raten unter den liberlebenden Populationen haben sich statistisch nicht voneinander
unterschieden und die Raten unter den anfilligen Populationen waren ebenfalls vergleichbar
(Tabelle S3). Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den erneut verdeckelten und den
unberihrten Zellen in Bezug auf den Anteil der nicht reproduktiven Milben in (iberlebenden oder
lokalen, anfilligen Populationen (Abb. 4). Im Gegensatz dazu hat das experimentelle Offnen der
Zelldeckel (da es wahllos erfolgte) gezeigt, dass Recapping die Fortpflanzungsfahigkeit der Milbe
signifikant reduziert (Abb. 5, x2 = 50,231 p < 0,001).

Diskussion

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen deutlich, dass Recapping in all jenen untersuchten
Populationen, die aufgrund von natirlicher Selektion Gberleben, sowohl haufiger auftritt, als auch
gezielter auf milbenbefallene Zellen ausgerichtet ist verglichen mit lokalen, anfilligen
Kontrollgruppen. Die Raten von sich nicht reproduzierender V. Destruktor waren in allen



Uberlebenden Populationen durchweg héher, was die Ergebnisse friiherer Studien®*? bestatigt und
aufzeigt, dass die Anteile des reduzierten Reproduktionserfolgs nicht unahnlich sind im Vergleich zu
anderen, bekannten (berlebenden Populationen von europdischen und afrikanisierten

Honigbienen®'**°

. Die Reproduktionsrate lag bei etwa 0,84 Nachkommen pro Muttermilbe in der
norwegischen Population, was Ubereinstimmt mit friiheren Studien Gber natirlicherweise Varroa-
tiberlebende, afrikanisierte Honigbienen™ (0,79) und europdische Honigbienen auf einer

brasilianischen Insel* (0,54).
Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen an Varroa-liberlebenden afrikanischen und

afrikanisierten Honigbienenpopulationen (berein, die ein "kahles Brutbild" mit groRen Mengen

ungedeckelter Brutzellen aufweisen'*?>3%%,
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Abbildung 4. Verhiltnis von nicht-reproduzierenden Milben, V. destructor, in natirlicherweise
erneut verdeckelten (,recapped”), gegenliber unberlhrten Arbeiterinnen-Brutzellen der vier
Uberlebenden A. mellifera- Populationen und lokalen, anfalligen Populationen. Bereinigte
durchschnittliche Anteile (+/-SE) nicht reproduzierender Milben in natirlich geoffneten/erneut
verdeckelten Arbeiterinnen Brutzellen im Vergleich zu ungezielten Arbeiterinnen Brutzellen der vier
Uberlebenden und lokalen, anfélligen A. mellifera-Populationen (n = 74 Kolonien). Es gab signifikante
Unterschiede zwischen den Testpopulationen (GLMM: x2 = 50,84, p < 0,001, n = 74).
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Beschreibung links: Anteil von Zellen mit sich nicht-reproduzierenden Muttermilben
Unten: Treatment = Behandlung (Anm.: damit ist das experimentelle Offnen der Zelldeckel gemeint)

Abbildung 5. Anteile der nicht reproduzierenden Milben V. destructor, in einzeln befallenen,
kiinstlich geoffneten Arbeiterinnen Brutzellen der Honigbiene, A. mellifera. Signifikant weniger
Milben konnten sich vermehren, wenn die Zelldeckel experimentell entfernt wurden (GLMM: x2 =
50,231 p < 0,001, n = 1905 Zellen).

Dies unterstitzt auch die Idee, dass Uncapping/Recapping durch erwachsene Bienen ein
Verhaltensmechanismus ist, der den Milbenbefall mildert. Die Sterblichkeit der Milbennachkommen
wurde in dieser Studie nicht im Detail untersucht. Es wurde jedoch bereits friiher festgestellt, dass sie
bei erneut verdeckelten Zellen®' héher ist, was die Annahme unterstiitzt, dass Recapping einen
wirksamen Mechanismus darstellt zur Steigerung der Uberlebensfihigkeit mit V. destructor Befall.
Die Untersuchung zeigte keine Unterschiede beim Reproduktionserfolg der Milben zwischen erneut
verdeckelten und unberihrten Zellen, was dhnlich wie bei den fiir VSH31 gezlichteten Honigbienen
ist. Intuitiv wiirde man erwarten, dass die Zahl der sich nicht vermehrenden Milben in den erneut
verdeckelten Zellen steigen wiirde, wenn Recapping einen direkten Einfluss auf den
Reproduktionserfolg der Milbe hatte.

Mit dem Wissen jedoch, dass Bienen bei der Bekampfung von befallenen Zellen selektiv vorgehen®?,
wenn die Arbeiterinnen beim Entdeckeln ihre Bemiihungen auf die Zellen mit der hochsten
Milbenvermehrung konzentrieren und die Zellen mit einer geringeren Vermehrung ignorieren,
kénnen die beobachteten Vermehrungsraten der erneut verdeckelten Zellen im Vergleich zu
unberihrten Zellen dhnlich werden, jedoch durch andere Mechanismen.

Erneut verdeckelte Zellen hatten aufgrund der direkten Wirkung des Recapping eine niedrigere
Reproduktionsrate der Milben, wahrend Zellen mit von Natur aus niedrigen oder nicht reproduktiven
Milben von den Bienen, die die befallenen Zellen 6ffnen, ignoriert wiirden und folglich in der erneut
verdeckelten Kohorte unterreprasentiert waren. Daher ist die Abwesenheit von Unterschieden im
Reproduktionserfolg der Milbe zwischen erneut verdeckelten und unangetasteten Zellen aufgrund
der von den Bienen verursachten Selektionsverzerrung nicht aussagekraftig.
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Das experimentelle Offnen von Brutzellen zeigte jedoch, dass Recapping den Reproduktionserfolg
der Milben direkt reduzieren kann, ohne dass die Bienen dabei ihre Nestgefahrten opfern mussen.

Die Wirksamkeit von Recapping als natlirlichem Mechanismus zur Reduzierung des Erfolges der
Milbenreproduktion konnte nur durch die Kombinierung der Erhebungsdaten mit der
experimentellen Offnung der Brutzellendeckel Erfolg zeigen, da letztere eine einseitige Ausrichtung
auf milbenbefallene Zellen ausschloss. Unser Experiment hat gezeigt, dass das Recapping-Verhalten
den Reproduktionserfolg von Milben auf Kolonieebene reduzieren kann und nicht nur damit
korreliert ist.

Die Daten liefern daher klare Beweise dafiir, dass Recapping ein kosteneffektiver, sozialer
Immunitatsmechanismus ist, was teilweise dazu beitragt, das natiirliche Uberleben der européischen
Honigbienen mit unkontrolliertem V. destructor -Befall zu erklaren.

Wir kénnen nicht ausschlieBen, dass die Entfernung der befallenen Brut®® und andere Faktoren
ebenfalls zum natiirlichen Uberleben dieser Populationen beigetragen haben kénnten.

Tatsachlich ist der Phanotyp der V. destructor -Befall natirlicherweise {berlebenden
Honigbienenvélker héchstwahrscheinlich bestimmt durch eine Reihe von Wirtsmerkmalen'®2%30442,
lokale Genotyp-Umwelt-Interaktionen®®, Erregervariationen™, Ressourcenverfiugbarkeit” sowie

Bienenhaltungs- und Zuchtmanagement®*.

Aufgrund der raschen und parallelen Entwicklung in den vier untersuchten Uberlebenden
Populationen und der signifikanten Auswirkungen auf den Reproduktionserfolg der Milbe scheint
Recapping jedoch ein hiufiger und bisher tibersehener Schliisselmechanismus fiir das Uberleben von
Kolonien zu sein.

Die Entfernung der Brut, obwohl sie mdglicherweise mit Recapping verbunden ist, dirfte kein
primarer Mechanismus sein, da der Verlust von Individuen die Wettbewerbsfdhigkeit der Kolonie
beeintrachtigen wiirde®®. Dariiber hinaus zeigt die untersuchte norwegische Population
bekanntermaRen kein gesteigertes Ausraumen der Brut®, was darauf hindeutet, dass dies zumindest
fir diese Population kein bevorzugt selektierter Mechanismus fiir das Uberleben darstellt. In
scharfem Gegensatz dazu erfordert Recapping nur die Zeit und Energie, um die Wachsdeckel zu
manipulieren. Es scheint daher ein viel kosteneffizienterer Mechanismus zu sein als die Entfernung
der Brut, um dhnliche Ziele zu erreichen.

Um das Uberleben des Bienenvolkes zu sichern, muss die Vermehrung der Milben nicht vollstindig
unterbunden, sondern nur soweit reduziert werden, dass ein ausreichendes Wachstum maéglich wird.

Der Zeitpunkt, zu dem milbenanfillige Bienen einen Uberlebenden Phdnotyp des Bienenvolkes

3,22,23,29

entwickeln, kann derzeit auf mindestens 17 Jahre geschatzt werden, wobei dieser Zeitraum in

der Tat kiirzer sein kann. Die Geschwindigkeit der Anpassung ldsst sich mit vier Punkten erklaren:

(1) Das Merkmal stammt sehr wahrscheinlich aus einer Voradaptation, da das Uncapping-/Recapping

Verhalten in allen bisher untersuchten Honigbienenpopulationen beobachtet wurde?*2%3*374,

(2) Verstarktes Recapping Verhalten und die gezielte Milbenbekdampfung lassen sich durch einfache
Verschiebungen der Verhaltensschwellen der Arbeiterinnen erkldren®’. Verhaltensanderungen in
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einem sozialen Immunitatsrepertoire kdnnen schrittweise optimiert werden mit erheblichen
Auswirkungen auf Ebene der Kolonie.

(3) Die ,Strafe” fiir das Offnen des Deckels einer nicht befallenen Zelle ist fiir die Brut nicht tédlich,

wodurch unvermeidliche Fehler eine viel geringere Auswirkung haben.

(4) Die Verhaltensabfolge: Auffinden/ Offnen des Deckels/ Untersuchung/ Entfernen oder das
erneute SchlieRen des Deckels (Abb. 1), kann von verschiedenen Arbeiterinnen durchgefiihrt werden,
was reichlich Gelegenheit flir unabhangige, nicht verkniipfte Anpassungsmoglichkeiten bietet.

Es ist wahrscheinlich, dass Recapping ein gemeinsames Merkmal vieler, wenn nicht aller
Honigbienen-Populationen ist und dass die Vorfahren unserer derzeit (iberlebenden Populationen
einzelne Kolonien waren, die sowohl eine hohe Recapping-Haufigkeit als auch Sensitivitat fiir die
Gesundheit ihrer Brut aufwiesen.

Im Lichte unserer Erkenntnisse und der Ubiquitdt des Recapping -Verhaltens bei Honigbienen-

Populationen®*>?%’

, scheint diese Verhaltenssequenz ein integraler Bestandteil der Brutpflege und
Abwehr von Pathogenen bei A. mellifera zu sein. Recapping wirde theoretisch flir andere eusoziale
Insekten mit versiegelten Brutzellen, wie z.B. die asiatischen Honigbienen, Hummeln, stachellose
Bienen und soziale Wespen®, dhnliche gesundheitliche Vorteile mit sich bringen, dies bleibt jedoch
eine zu uberprifende Hypothese. Trotz vergleichsweise langer Generationsintervalle®® ist es fiir
eusoziale Insektenkolonien maoglich, kostenglinstige soziale Immunitatsmerkmale zu entwickeln
durch einfache qualitative und quantitative Anpassungsanderungen im Verhalten der Arbeiterinnen.
Diese verhaltensbedingte Anpassungsfihigkeit der Arbeiterinnen kann den allgemeinen Erfolg
eusozialer Insekten® erkliren, indem die Homoostase auf Kolonieebene in Zeiten schneller
Umweltveranderungen beférdert wird. Mit dem Ziel einer nachhaltigen, globalen Bienenzucht
scheint es klug, evolutiondres Denken anzuwenden und beim Management von
Infektionskrankheiten die vorteilhaften, effizienten Mechanismen, die durch natlrliche Selektion

besonders begiinstigt entwickelt werden, zu nutzen®*?*.

Methoden

Studie: Natiirliches Recapping-Verhalten. Standorte und Zeitplanung. Folgende Kolonien der vier
unabhéngig voneinander Uberlebenden Honigbienen Populationen (A. mellifera) wurden seit >17
Jahren ohne Milbenbehandlung gehalten (Schweden: 18 Jahre™, Frankreich: 23 Jahre® und

). Ahnlich viele Uberlebende und lokale, anfillige Bienenvélker

Norwegen: <20 Jahre
(Kontrollgruppen) wurden an jedem Standort untersucht. Alle Studien wurden zwischen dem
ortlichen Spatsommer und Herbst durchgefiihrt (August bis September), wenn die lokalen V.
destructor -Milbenpopulationen im Allgemeinen am héchsten sind. Die Kéniginnen aller Kolonien in
der Studie waren natirlich verpaart (Standbegattung). Der Fortpflanzungserfolg der Milben und das
Recapping -Verhalten wurden in den lokalen lberlebenden und anfélligen Kolonien in allen vier

Populationen mit dhnlichen, unten beschriebenen Methoden erfasst.

Norwegen: Es wurden Experimente mit (iberlebenden und anfalligen A. m. carnica- Kolonien an
getrennten Bienenstdnden durchgefiihrt, 60 km voneinander entfernt in der Ndhe von Oslo zwischen
August und September 2015, wobei sich die anfélligen Kontrollgruppen innerhalb eines Imkerei-
Schutzgebietes befinden. Fiinf anfillige und fiinf Uberlebensvélker wurden nach dem Zufallsprinzip
aus ihren jeweiligen Imkereien ausgewahlt. Aufgrund der Knappheit von Milben in den liberlebenden
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Kolonien wurden Brutrahmchen von zehn hochgradig befallenen Spendervolkern aus 50 km
Entfernung zu den Versuchs- Bienenstinden in die Uberlebensvélker eingesetzt, um die
verschiedenen Parameter erfassen zu kénnen.

Schweden: Alle Versuchskolonien waren in Uppsala angesiedelt und wurden dort untersucht. Die
anfalligen Kontrollvolker stammten aus einer lokalen Buckfast- Population, die geographisch von der
Milben- Uberlebenden Bienenpopulation auf der Insel Gotland isoliert war. Die in dieser Studie
verwendeten, Milben- lberlebenden Voélker enthielten Kéniginnen, die in der isolierten Population
auf Gotland aufgezogen und dort standbegattet wurden, bevor sie in die Versuchskolonien in
Uppsala eingeweiselt wurden. Vier lberlebende und vier anfallige Kolonien wurden nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt, um die Haufigkeit von Recapping und den Erfolg der Milben-Reproduktion
gegen Ende September 2016 zu erfassen.

Frankreich: Zwei verschiedene Uberlebende und anféillige Populationen wurden in die INRA-
Imkereien in Avignon, sowie in Sarthe aufgenommen und dort gehalten. Alle Beobachtungen fanden
zwischen August und September in den Jahren 2015 und 2016 statt. Anfdllige Kdniginnen stammten
von gemischten lokalen A. m. carnica - A. m. ligustica oder Buckfast- Vélkern. In Avignon wurden 12
Uberlebensvélker und 21 anfillige Voélker nach dem Zufallsprinzip aus drei verschiedenen
Bienenbestanden der Region ausgewahlt. Aufgrund der raumlichen Nahe von Uberlebenden und
anfélligen Kolonien, hatten die Koéniginnen des (iberlebenden Bestandes die Moglichkeit zur
Kreuzung mit anfilligen Drohnen, so dass das Uberlebensmerkmal nur in der mitterlichen Linie
gesichert auftreten konnte. Bei Sarthe wurden 12 lberlebende und 11 anfallige Bienenvdlker zufallig
aus drei verschiedenen Imkereien dieser Region ausgewahlt. Bei den anfilligen Voélkern fand
Standbegattung in Imkereien statt, die sich in einem Umkreis von mehreren Kilometern von
denjenigen Imkereien befanden, in denen die Uberlebensvélker angesiedelt sind.

Kontrollgruppen: Die Standortanpassung ist bekanntlich ein signifikanter Faktor fir die Gesundheit
und den Erfolg von Honigbienenvdlkern, und sollte ofter als wichtiger Faktor bericksichtigt werden
als die genetische Herkunft*®. Alle Kontrollgruppen wurden aufgrund ihrer geografischen Nihe zu
den Uberlebenden Populationen ausgewdhlt. Von den Kontrollvolkern war bekannt, dass sie
regelmalig gegen V. Destruktor behandelt werden mussten, weil sonst schwere Verluste zu
beflirchten waren.

Identifizieren erneut verdeckelter (recapped) Zellen. Das Recapping-Verhalten kann leicht als
Loch im gesponnenen Kokon der verpuppten Larven erkannt werden, es reicht von der GroRRe eines
Millimeters bis zur gesamten Flache des Zelldeckels. Das Loch wird anschlieBend durch die
erwachsenen Bienen mit Wachs liberzogen. Dieses dann reparierte Loch ist als dunkler, matter Fleck
auf der Unterseite des Zelldeckels deutlich zu erkennen, anstelle der glanzenden Beschichtung eines

27,31 .
731 Die verdeckelten

Kokons. Die Zellen wurden entsprechend friiherer Protokolle identifiziert
Arbeiterinnen - Brutzellen (Abb. 1a) wurden vorsichtig mit einer Pinzette geodffnet, so dass der
Zelldeckel als Ganzes erhalten blieb. Der Zelldeckel wurde dann verkehrt herum unter ein
Seziermikroskop gelegt und sorgfiltig untersucht. Wenn der Kokon intakt war (Abb. 1b), wurde die
Zelle als "unberihrt" markiert, wenn es ein auffilliges Loch im Seidenkokon gab (Abb. 1f), wurde die
Zelle als "recapped" markiert. Jede geodffnete Zelle erhielt eine binare Einordnung im Sinne von

"befallen" oder "nicht befallen".
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Messung des Reproduktionserfolgs von Milben. Nachdem aller Inhalt aus der Zelle entfernt
worden war, wurden die Entwicklungsstadien der Bienenbrut und aller Milben festgestellt***"*2. Es
wurden nur einzelne, von einer Muttermilbe befallene Zellen in diesen Analysen bericksichtigt. Das
Mal} fiir die Reproduktion der Muttermilbe basiert auf der "effektiven Reproduktionsrate", die
interpretiert wird als die potenzielle Anzahl lebensfahiger weiblicher Nachkommen pro
Muttermilbe®. Die Nachkommen wurden nur als lebensfahig beriicksichtigt, wenn sie ein
ausreichendes Entwicklungsstadium hatten, um beim Schliipfen der Wirtsbienen zu (berleben, und

233 Alle Zellen, die keine Tochtermilben hatten, die

wenn mindestens ein Mannchen in der Zelle war
diese Anforderungen erfillten, erhielten den Wert Null; alle Zellen, die diese Anforderungen
erflllten, erhielten den Wert Eins. Die Anteile der sich erfolgreich reproduzierenden Zellen der
Kolonie wurden ermittelt. Wenn keine Hinweise auf Nymphen oder Eier gefunden werden konnten,
wurde die in der Zelle enthaltene Muttermilbe markiert als ,nicht- reproduzierend” und auch mit
einem Wert von Null angegeben. Bienenbrut, die dlter als <170 h geschatzt wurde, ist nicht

bericksichtigt worden.

Praparation der Rahmchen und Analyse der Zellen. Ein Bereich von 150-300 Zellen wurde auf
jedem Rdahmchen seziert mit einer Anzahl an befallenen Zellen von 10-50 pro Kolonie. Alle Kolonien
trugen ein einzelnes Rahmchen zur Studie bei, wahrend die norwegischen Kolonien jeweils zwei
Rdahmchen beisteuerten. Fir alle Populationen wurden die Brutbefallsraten, die Haufigkeit von

22,31,52 .
. Die

Recapping und der Reproduktionserfolg der Milben mit etablierten Methoden ermittelt
Zellen wurden mit feinen Pinzetten sorgfaltig gedffnet und die Puppen vorsichtig entfernt. Am Korper
haftende Milben wurden mit einem kleinen Pinsel abgebiirstet. Das Zellinnere wurde ebenfalls
sorgfaltig ausgebirstet, um die jingeren, weicheren Milben und Eier unbeschadigt zu erhalten. Der

2232 \/on den

gesamte Inhalt der Zellen wurde sorgfdltig unter dem Seziermikroskop untersucht
schwedischen und franzésischen Populationen wurden frisch aus den Vélkern gezogene Rahmchen
untersucht. In den norwegischen Populationen wurden Brutrdhmchen in liberlebende und anfillige
Empfanger- Volker Gbertragen und in der Mitte des Brutnestes platziert, kurz nachdem der Grof3teil
der Brut verdeckelt war. Die Rahmchen wurden vor dem Einhangen kartiert und fotografiert sowie
~10 Tage danach, als der GroRteil der Brut kurz vor dem Schliipfen der erwachsenen Honigbienen

stand®. Die Rahmchen wurden dann vor dem Sezieren eingefroren.

Experimentelles Recapping. Das Experiment wurde in einer Imkerei in der Ndhe von Kirchhain,
Deutschland, durchgefiihrt. Im August 2013 wurden flinf Brutproben aus vier Vélkern und im August
2014 weitere 24 aus vier Volkern entnommen. Wahrend die Koniginnen in den 2013 beprobten
Kolonien ihre Eier frei legen konnten, wurden die Kéniginnen 2014 nacheinander fiir zwei Tage auf
einzelnen Waben gekafigt, um eine definierte und einheitliche Alterskohorte der Brut zu erzeugen.
Das Brutstadium wurde bei der statistischen Modellbildung berlicksichtigt.

Waben mit verdeckelter Arbeiterinnenbrut wurden gedffnet durch Auflegen von in geschmolzenem
Wachs getrankten Leinenstreifen auf die Zelldeckel, die nach dem Anhaften wieder entfernt
wurden®. Wenn die Deckel der einzelnen Zellen nicht vollstindig durch die Wachsstreifen entfernt
wurden, sind sie mit einer Pinzette vollstandig ge6ffnet worden. Daher wurden alle Zellen in einem
behandelten Bereich geodffnet. Die freigelegten Zellen (Behandlung) und eine dhnliche Anzahl von
unberihrten, versiegelten Brutzellen (Kontrolle) wurden auf Plastikfolien markiert. Unmittelbar nach
dem Offnen der Zelldeckel wurden die Waben wieder an ihre urspriingliche Position ins Brutnest der
Muttervolker gesetzt und wurden von den erwachsenen Bienen erneut verdeckelt (Recapping). Die
Waben blieben in ihren Volkern, bis sich die Bienen nahe zu ihrem natirlichen Schlupfzeitpunkt
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entwickelt hatten®®. Daher variierte der Zeitraum, in dem diese Zellen unverschlossen blieben, bis zu
fast einer Woche. Dies entspricht natlirlichen Bedingungen, weil es sehr wahrscheinlich ist, dass
Recapping zu jedem Zeitpunkt vom Verdeckeln bis zum Schliipfen auftreten kann und bei einigen
Zellen sogar mehrfach vorkommen kann. Je nach dem Alter der Brut zum Zeitpunkt der
experimentellen Offnung der Zelldeckel wurden die Waben nach 4-10 Tagen entnommen und sofort
in einen Tiefkihler (-18 °C) gebracht, wo sie bis zum Sezieren verblieben.

Die einzelnen Brutzellen wurden gedffnet und unter einem Mikroskop mit etwa 10-facher
VergrolRerung inspiziert. Nur dltere Puppen mit violetten oder schwarzen Augen (170+ Stunden nach
dem VerschlieRen)® wurden beriicksichtigt und sorgfiltig auf V. destructor- Befall und
Reproduktionserfolg untersucht. Die Brutbefallsrate wurde berechnet als die Anzahl der befallenen
Zellen geteilt durch die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen. Zellen, die von einer einzelnen
Muttermilbe befallen waren, wurden als fortpflanzungsfahig eingestuft, wenn mindestens eine
weibliche Deutonymphe oder eine erwachsene Tochter-Milbe vorhanden war. Andernfalls wurden
sie als nicht reproduktiv eingestuft. Die Rate der nicht-reproduktiven Zellen wurde berechnet als die
Anzahl der nicht-reproduktiven Zellen geteilt durch die Gesamtzahl der einzelnen befallenen Zellen.

Statistische Analysen. Alle statistischen Analysen und Zahlen wurden in der R-Umgebung erstellt
(Version 3.3.1). Fur die Beschreibung von Recapping und Nicht-Reproduktion in den vier
europdischen Populationen, wurden die Bienenvélker als statistisches Individuum betrachtet, da die
Merkmale von Interesse auf der Ebene der Kolonie zum Ausdruck kommen. Aufgrund der Art der
Versuchsanordnungen wurden Analysen mit allgemeinen linearen Modellen mit gemischten Effekten
durchgefiihrt (GLMEM®) - Paket Ime4)*®. Der Anteil der erneut verdeckelten oder Zellen mit nicht-
reproduzierenden Milben wurde durch einen Response-Faktor dargestellt und eine
Binomialverteilung (Link: logit). Zu den festen erklarenden Variablen gehérte die Population
(Frankreich Avignon, Frankreich Sarthe, Norwegen, Schweden), die Resistenzstufe (Uberlebend oder
anfillig), der Befallsstatus (befallen oder nicht - nur fir das Recapping) und das Brutstadium, die
Kolonie-ID wurde als ein Zufallsfaktor betrachtet. Restbestinde und Uberdispersion wurden mit dem
RVAideMemoire-Paket® analysiert. Paarweiser Vergleich zwischen Gruppen und Schatzungen der
bereinigten Mittelwerte wurden mit dem Ismeans-Paket>® durchgefiihrt.

Verfiigbarkeit von Materialien und Daten. Alle gesammelten Daten sind in den Zusatzinformationen
oder auf Anfrage bei den entsprechenden Autoren erhiltlich.
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