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Abstract

Varroamilben gelten weltweit als die grote Bedrohung fiir die Imkerei, da keine andere
Bienenkrankheit einen so groBen Schaden und so hohe wirtschaftliche Kosten verur-
sacht®. Varroa destructor ist verantwortlich fir verheerende Verluste von mehr als tau-
senden Honigbienenpopulationen auf der ganzen Welt'. Ein alternativer Ansatz zur ak-
tuell notwendigen, aber problembehafteten Akarizidbehandlung gegen die Milbe ist die
gezielte Zichtung von Honigbienen entsprechend natirlicher, vererbbarer Resistenz-
oder Toleranzmerkmale gegen einen Varroa Befall®. Hierflr soll mit der Hilfe von bereits
vorhandenem genetischen Wissen?® hinsichtlich der Toleranz-Eigenschaften von Honig-
bienen ein genetischer Test entwickelt werden, um anhand der DNA des Nympenhaut-
chens von Bienenkéniginnen deren Einsetzbarkeit fur die Varroaresistenzzucht zu eva-
luieren.

1. Motivation

Weltweit hdngen bis zu 35 % der Nahrung des Menschen von verschiedenen Honigbie-
nenarten als Bestauber ab'. Mitte des 20. Jahrhunderts wurde erstmalig ein Befall mit
der Varroamilbe Varroa destructorin Vélkern der westlichen Honigbiene Apis mellifera
detektiert?. Dies geschah nachdem in Folge eines Kontaktes unterschiedlicher Honig-
bienenarten, die Varroamilbe von ihrem urspriinglichen Wirt, der asiatischen Honigbiene
Apis cerana, auf Apis mellifera Gbergesprungen ist®. Mittlerweile haben sich Varroamil-
ben durch den Transport von Bienenvdlkern und Kéniginnen auBerhalb ihrer natirlichen
Lebensraume in allen Bereichen der Erde ausgebreitet!. Eine Varroose, die den Milben-
befall eines Bienenvolkes bezeichnet, hat verschiedene negative pathologische Auswir-
kungen auf eine Honigbienen-Population. Das wohl gréBte Problem ist die Ubertragung
von Viren, wie beispielsweise dem Fligeldeformationsvirus durch Varroamilben®. Ohne
eine Behandlung mit Akariziden fiihrt der Milbenbefall innerhalb von ein bis vier Jahren
zum Zusammenbruch des gesamten Bienenvolkes. Die Verwendung von Akariziden zur
Behandlung von Bienenvdlkern gegen einen Varroa-Befall stellt jedoch keine perma-
nente L&sung dar, da sie unter anderem zur Verunreinigung von Bienenprodukten, wie
beispielsweise Honig fihren kdnnen. Weiterhin besteht die Gefahr, dass die Milben Re-
sistenzen gegen die haufig verwendeten Chemikalien entwickeln, sodass fir eine effek-
tive Varroabehandlung immer héhere Konzentrationen notwendig werden, welche im
schlimmsten Fall auch die Bienen schadigen®. Demnach wird dringend nach einer Al-
ternative gesucht.
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Ein méglicher Ansatz ist die gezielte Ziichtung von Honigbienen entsprechend naturli-
cher, vererbbarer Resistenz- oder Toleranzmerkmale gegen einen Varroa Befall®. Im Fo-
kus stehen die sogenannten SMR-Eigenschaften (Supressed Mite Reproduction) von
Varroa-resistenten Bienenvélkern, die es den Bienen ermdéglichen selbststéandig die An-
zahl an Milben im Volk unter einer gewissen Schadschwelle zu halten, sodass sich fir
das Bienenvolk keine negativen Auswirkungen durch den Varroa Befall ergeben. Zum
SMR-Verhalten gehoéren die Varroa-sensitive Hygiene (VSH) und das Recapping. In bei-
den Féllen sind Arbeiterbienen in der Lage mit Varroamilben befallene Brutzellen aus-
findig zu machen. VSH zeichnet sich dadurch aus, dass Arbeiterbienen befallene Zellen
6ffnen und die beschadigte Larve inklusive der Milbe ausrdumen, wahrend beim Re-
capping lediglich die Brutzelle mit der betroffenen Larve gedffnet wird. Dadurch wird
die Reproduktion der Milbe unterbrochen. Nach Entfliehen der Milbe wird die entspre-
chende Brutzelle durch Arbeiterinnen neu verdeckelt und die Larve ist in der Lage sich
bis hin zur adulten Biene zu entwickeln®. Es gibt bereits einige Honigbienen-Populatio-
nen auf der Welt, die aufgrund ihrer SMR-Eigenschaften in wesentlich geringerem Aus-
maB von Varroamilben befallen sind, wie beispielsweise Volker in Schweden oder
Frankreich. Diese Volker und deren genetische, evolutionare und epidemiologische Me-
chanismen stellen die Grundlage fur Untersuchungen hinsichtlich einer Varroa-Toleranz
dar'.

2. Partner

Das Projekt findet in Kooperation mit dem Landesverband Sachsen fiir Varroaresistenz-
zucht e.V. (LSV) statt. Ziel des Vereins ist es, durch nattrliche Selektion varroaresistente
Bienen zu zlchten. Durch die kinstliche Besamung ausgewahlter Bienenkdniginnen
sollen Resistenz- bzw. Toleranzeigenschaften gegen einen Varroa-Befall gefestigt wer-
den. Gegenwartig findet die Beurteilung der SMR-Eigenschaften von Bienenvoélkern mit
Hilfe aufwandiger Auszahlaktionen der Milben statt’. Hierbei werden Brutzellen unter
dem Mikroskop mit einer Pinzette gedffnet, die Puppe herausgezogen und gepriift, ob
sich eine Milbe in der Zelle befindet. Beurteilt wird vor Allem das VSH- und Recapping-
Verhalten der Bienen, welche das Ausrdumen befallener Brutzellen bzw. das Wieder-
verdeckeln milbenfreier Brutzellen bezeichnet. Zukinftig sollen die Zuchterfolge gene-
tisch evaluiert werden. Hierbei kdnnte ein Verfahren im Sinne eines genetischen Schnell-
tests, der bereits vor der kinstlichen Besamung einer Kénigin stattfindet, fir Zuchter
abschéatzbar machen, ob sich eine Bienenkodnigin fur die Varroa-Toleranzzucht und zur
Festigung der Resistenzeigenschaften eignet.

3. Ziel und Methodik

Ziel des Projektes ist es mit Hilfe bereits vorhandenen genetischen Wissens zu SMR-
Eigenschaften bei Honigbienen einen solchen genetischen Test zu entwickeln, mit dem
die Einsetzbarkeit von Bienenkdniginnen fur die Varroaresistenzzucht evaluiert werden
kann. Dieser soll fir Imker und Zichter zuganglich sein und aufwandige Auszadhlaktio-
nen zur Beurteilung der Varroa-Resistenz- und Toleranzeigenschaften zukiinftig ablé-
sen. Mittels der Isolation von DNA aus dem Nymphenhautchen einer frisch geschlipften
K&nigin der Gattung Apis melliferaund einer darauffolgenden Nanoporensequenzierung
soll die jeweilige Bienenkonigin auf ihr SMR-Verhalten untersucht werden. Dafiir wurden
von den Imkern des LSV Weiselzellen von Kéniginnen fir eine genetische Untersuchung
bereitgestellt, aus denen die Nymphenhdutchen isoliert werden kénnen. Nymphenhaut-
chen stellen eine chitinartige Haut (Kokon) dar, welche die Bienenkdnigin nach dem
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Schlipfen in der wachshaltigen Weiselzelle zurlicklasst. Dieses Probenmaterial eignet
sich besonders fir die Untersuchung, da die Kénigin weder verletzt noch getdtet wer-
den muss und somit weiterhin flr die Zucht eingesetzt werden kann. Die extrahierte
DNA soll anschlieBend sequenziert werden. In Folge dessen kénnen die DNA-Sequen-
zen mittels eines Abgleichs mit Sequenz-Datenbanken analysiert werden. Im weiteren
Verlauf stehen genetische Marker und Einzelnukleotidaustausche, sogenannte SNPs,
die mit einem Resistenzverhalten gegen Varroa destructor assoziiert sind®, im Fokus.
Mit bioinformatischen Methoden werden die Daten untersucht und es wird eine digitale
Pipeline entwickelt, welche zukilnftig Aussagen Uber das Vorhandensein von SMR-Ei-
genschaften der untersuchten Kdniginnen liefern soll. Zuchtdaten tUber das vom LSV
bereitgestellte Probenmaterial stehen hierfur ebenfalls zur Verfligung?®.

4. Bisherige Ergebnisse und Diskussion

Die genetische Analyse von Honigbienen-Nymphenhautchen ist in der uns zugéanglichen
Literatur bisher nicht beschrieben. Demzufolge wurden zunachst Optimierungsversuche
hinsichtlich der DNA-Isolation durchgeflihrt. Es konnte bereits erfolgreich DNA aus den
zur Verfigung gestellten Nymphenhautchen der Kéniginnen des Varroaresistenz-Zucht-
programms des LSV mittels einer Isopropanolfallung isoliert werden. Fir die Analyse
der erzeugten Sequenzdaten aus den Nymphenhautchen der Bienenkdniginnen wurde
zunachst eine Datenbank aller bekannten DNA-Sequenzen der Gattung Apis erstellt.
Hierflir wurden von NCBI GenBank alle Ap/s-assoziierten Sequenzen im FASTA Format
heruntergeladen und zu einer eigenen Datenbank zusammengefasst. Diese soll in Zu-
kunft auf bisher bekannte Varroa-Resistenz-assoziierte Genbereiche gefiltert werden.
Nach den ersten Sequenzierungsdurchgangen konnten DNA-Sequenzen der Gattung
Apis sowie verschiedener Mikroorganismen detektiert werden. Gefundene Apis-Se-
quenzen wurden im weiteren Verlauf auf bereits entdeckte Varroaresistenz-assoziierte
Gene und Genbereiche® untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass bereits einige
dieser Markergene unter den Sequenzen nachweisbar sind. Durch einen zusatzlichen
Enzymverdau mit einer Chitinase, welche den Abbau der B-1—4-Bindungen von Chitin
katalysiert, konnte die Zelllse der chitinhaltigen Nymphenh&dutchen verbessert und die
Ausbeute an isolierter DNA gesteigert werden. Hierbei ist es sehr wahrscheinlich, dass
sich die Steigerung der DNA-Menge, die in die Sequenzierung eingebracht werden
kann, auch positiv auf die Anzahl der resultierenden Sequenzen auswirken wird. Dies
wirde eine noch umfassendere genetische Analyse auf Varroa-Resistenzmerkmale er-
maoglichen.
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Abbildung 1: Eine Milbe der Gattung Varroa destructor, Abbildung 2: Von den Imkern bereitgestellte Weisel-
welche auf dem Abdomen von Apis mellifera sitzt zelle einer Kénigin aus der das Nymphenhdutchen iso-
[www.abc.net.au]. liert werden kann.

Abbildung 3: MinlON Sequencer von Oxford Nanopore Abbildung 4: Auszédhlaktion des LSV an der Hochschule
Technologies, der fiir den genetischen Test auf Mittweida zur Evaluierung der Varroaresistenz-Eigen-
Varroaresistenzeigenschaften verwendet werden soll. schaften einiger Kéniginnen”.
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