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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die Bedeutung der Honigbiene

Die westliche Honigbiene Apis mellifera L. ist weltweit beheimatet und unverzichtbar fur
die Agrar- und Kulturlandschaft. Die Honigbiene bestaubt circa 80% der
insektenbestaubten Nutz- und Wildpflanzen und hat damit grof3en volkswirtschaftlichen
Nutzen, der den der Honigproduktion um ein Vielfaches tbersteigt. Eine Erhéhung der
Ertrdge im Obst- und Gemiseanbau ist durch die Bestaubung der Honigbienen
moglich. Der 6konomische Wert der Imkerei in der Europaischen Union im Jahr 2005
lag bei circa 140 Mio. €, wobei die Gesamtsumme der Bestaubungsleistung annahrend
14.2 Mrd. € entsprach (Gallai et al., 2008). Etwa 35% der weltweit produzierten
Lebensmittel hangen von der Bestdubung durch Tiere (Insekten, Vogel, Fledermause)
ab, der Anteil der kommerziellen Bestaubungsleistung von Honigbienen liegt davon bei
90% (Klein et al., 2007). Die Bedeutung der Honigbiene fur die Erhaltung des
Okologischen Gleichgewichtes fiir insektenbestaubte Wildpflanzen ist nicht zu beziffern.
Imkerei ist in Europa tief verwurzelt, besonders kleine Imkereien und Hobbyimker
tragen zum Erhalt der Bienenvolker bei. Diese Art der Bienenhaltung ist allerdings
ricklaufig, zudem sind die Verluste an Bienenvdlkern stark angestiegen. Zusatzlich zu
den Problemen der Bienenhaltung sind die Populationen an Wildbienen ebenfalls stark
dezimiert. Dies ist hdchstwahrscheinlich auf die intensivierte Landwirtschaft und den

Einsatz von Pestiziden und Krankheiten zuriickzufihren (Moritz et al., 2010).

Das Uberleben von Bienenvolkern ist durch eine Vielzahl von Faktoren gefiahrdet.
Dazu zahlt der Anbau von Monokulturen in der Agrarwirtschaft, der Einsatz von
Pestiziden, der stetige Rickgang in der Anzahl von Imkern auch in Deutschland und
die vielfaltigen Krankheitserreger, denen Bienenvdlker ausgesetzt sind. Unter diesen
stehen zum einen die seit Ende der 1970er Jahren in Deutschland eingeschleppte
ektoparasitische Milbe Varroa destructor ANDERSON AND TRUEMAN und zum
anderen die Microsporidien Nosema apis ZANDER und Nosema ceranae im
Mittelpunkt.

1.2 Verluste von Bienenvadlkern

Der Verlust von Bienenvolkern Gber die Winterperiode ist ein nattrlicher Vorgang, der
durch Koniginverlust oder Futtermangel begriindet sein kann. In der Regel werden
Verluste von bis zu 10% an einem Bienenstand als wiederkehrende Winterverluste
kompensiert. Es treten jedoch zunehmend auch in Deutschland tberdurchschnittliche
Winterverluste auf, die zu massiven Problemen in der Bienenhaltung flihren. Im Winter
2011/2012 waren es im Durchschnitt 22% (Otten, 2012). Fur die Jahre 2012/2013

Seite |4



Einleitung

waren die Winterverluste auf einem Niveau von bis zu 15,2% bei Imkereien mit einer
Grol3e von 1-50 Bienenvolkern (van der Zee et al., 2014), fur den Winter 2014/2015
wurden Verluste in Hohe von 22,3% berichtet (DIB, 2015).

In Europa kam es in den letzten Jahren haufiger auch zu regional begrenzten aber
erheblichen Vélkerverlusten. Dazu zahlen die Verluste 2008 im Rheintal sowie weitere
Vorfélle in Frankreich und Italien, die ursachlich durch unsachgeméfRe Nutzung von
Neonicotinoiden bei der Beizung von Maissaat hervorgerufen wurden. Plotzliche
Volkerverluste traten auch in Spanien auf, die durch die Infektion der Bienen mit N.
ceranae hervorgerufen wurde (Higes et al., 2008).

Das Phanomen des ,Colony Collapse Disorder” (CCD) trat erstmalig in den Jahren
2006/2007 in Nordamerika auf (van Engelsdorp et al., 2009). Bisher konnte kein
einzelner Erreger oder Krankheitsfaktor identifiziert werden, der zu diesen spezifischen
Symptomen fuhrt (Stokstad, 2007).

Die Grunde fur die unterschiedlichen beschriebenen Volkerverluste sind sicherlich nicht
nur auf den Parasiten V. destructor zurtickzufiihren (Le Conte et al., 2010). Vielmehr ist
davon auszugehen, dass es sich um multifaktorielle Ursachen handelt, ein
Zusammenspiel von Varroose, Sekundarinfektionen mit Viren und Mikroorganismen

und speziell in Nordamerika der Art der Bienenhaltung.

1.3 Pestizide und subletale Effekte

Zu diesen Kombinationen aus Parasiten und Pathogenen kommt die fast chronische
Exposition an Pestiziden. Gesunde, starke Bienenvolker werden weniger Probleme mit
diesen Substanzen haben, geschwachte Bienenvolker hingegen werden
hochstwahrscheinlich zusammenbrechen, da Honigbienen sehr empfindlich auf
Insektizide reagieren (Thompson, 2003). Sammlerinnen koénnen wahrend ihrer
Ausfliige mit letalen Pestizidmengen in Kontakt kommen oder diese in subletalen
Mengen Uber Nektar, Pollen, Wasser und Baumharz ins Volk eintragen. Fischer et al.
(2014) konnten zeigen, dass ausgewahlte Neonicotinoide in subletalen Dosierungen

das Heimfindevermégen von Sammlerinnen stéren.

Die Behandlung der Varroose ist bisher immer mit dem Einsatz von Chemikalien
verbunden. Im weiteren Sinne sind auch diese Stoffe Pestizide. Pestizide zur
Bekampfung der Varroose (Varroazide) stellen zugelassene veterinarmedizinische
Praparate dar, bei denen die Prifung der Vertraglichkeit am Zieltier Biene und die
Wirksamkeit am Parasiten Milbe in klinischen Studien bestatigt werden muss. Uber
subletale Effekte dieser Substanzen ist bisher jedoch wenig bekannt, da fur den

Zulassungsprozess die Vertraglichkeit Uber den Parameter tot/nicht tot des Zieltieres
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bestimmt wird. Veranderungen, hervorgerufen durch nicht letale Dosen, die sich auf
das Verhalten der Bienen oder deren Physiologie auswirken, sind bisher unzureichend
untersucht. Schneider (2015) konnte nach Applikation von Oxalsdure erstmals
Unterschiede in der Lebensdauer sowie eine erhdhte Empfindlichkeit gegentber
Wasser nachweisen. Am Beispiel ausgewahlter Neonicotinoide konnte gezeigt werden,
dass auch geringste Dosierungen einen erheblichen Einfluss auf Lebensdauer,
Verhalten und damit das soziale Geflige eines Bienenvolkes haben (Henry et al., 2012;
Moritz et al., 2010).

1.4 Die Varroose der Honigbiene

Die Varroose ist eine Parasitose der adulten Bienen und der Bienenbrut, hervorgerufen
durch die ektoparasitische Milbe V. destructor (Acari: Varroidae). Da es beim Befall von
A. mellifera mit V. destructor kein Wirt-Parasit-Gleichgewicht gibt, stellt diese
Parasitose heute das grofRte Problem in der Bienenzucht und Bienenhaltung weltweit
dar. Ohne den Einsatz von Varroaziden durch den Imker mehrmals im Jahresverlauf

kdnnen Bienenvolker von A. mellifera nicht Gberleben.

Die Milbe V. destructor parasitierte urspriinglich die dstliche Honigbiene Apis cerana
FABRICIUS, wechselte jedoch Mitte des 20. Jahrhunderts in Asien auf die westliche
Honigbiene A. mellifera und wurde mit ihr weltweit verbreitet (Rademacher, 1990). Die
Lebensweise von V. destructor stellt eine hervorragende Anpassung an die der
einzelnen Bienen und des Bienenvolkes dar. Fortpflanzung und Entwicklung der Milben
sind eng an die Erbritung junger Bienen gekntipft. Adulte Weibchen von V. destructor
befallen die Bienenbrut kurz vor der Verdeckelung. Die weibliche Milbe beginnt circa 60
Stunden nach der Verdeckelung und nach der Aufnahme von Hamolymphe aus der
Bienenbrut mit der Eiablage. Das in der Hamolymphe enthaltene Juvenilhormon
stimuliert die Eiablage der Muttermilbe (Hanel, 1983). Auf diese Weise verlauft die
Vermehrung der Milben synchron mit der Entwicklung der Bienenbrut. Im 30-Stunden
Takt werden vom Milbenweibchen dann bis zu sechs weitere Eier gelegt. In der Regel

entwickelt sich das erste Ei zu einem Milbenmannchen, alle weiteren zu Weibchen.

Die mannlichen Tiere begatten noch in der Brutzelle mehrmalig die adulten Weibchen
und sterben nach der Begattung ab. Die Anzahl der Nachkommen steht in engem
Zusammenhang mit der Verdeckelungszeit der Bienenbrut. Je langer die Brutzelle
verdeckelt ist, desto mehr Deutonymphen entwickeln sich zu adulten Milben. In
Drohnenzellen findet man daher zwei bis drei adulte Milben mehr als in
Arbeiterinnenbrutzellen. Mit der schlipfenden Jungbiene verlassen auch die
Varroaweibchen die Zellen und suchen altere Stockbienen auf. So gelangen die Milben

in den gesamten Brutzellbereich und kdénnen nach wenigen Tagen oder Wochen
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wieder in Eilage gehen. Die Reproduktiosrate eines adulten Weibchens liegt bei 1,6
erwachsenen Toéchtern in Arbeiterinnenbrut und 2,9 bis 3,2 erwachsenen Tochtern in
Drohnenbrut (Schulz, 1984).

Die Milbenpopulation im Volk wird entscheidend durch die Entwicklung der Bienen
beeinflusst. Alle Faktoren, die eine Verlangerung der Brutperiode zur Folge haben,
begiinstigen auch die Fortpflanzung der Milbe. Im Jahresverlauf zeigt sich ein
kontinuierlicher Anstieg der Population mit den hdchsten Befallszahlen im Oktober und
November. Im August ist fur das Bienenvolk mit dem Beginn der Aufzucht von
Winterbienen ein kritischer Zeitpunkt erreicht. Ist der Befall mit V. destructor schon sehr
hoch, kbnnen kaum gesunde Winterbienen herangezogen werden, das Volk wird stark
geschwacht und wiirde ohne eine Reduzierung der Milbenpopulation eingehen.

1.5 Die medikamentdse Behandlung der Varroose

Zur Bekampfung der Varroose wurden lange Zeit synthetische Pyrethroide wie
Flumethrin in Bayvarol und Fluvalinat in Apistan, aber auch Brompropylat in Folbex VA
Neu und Coumaphos in Perizin (Rademacher, 1990) eingesetzt. Diese Wirkstoffe
gewabhrleisteten eine hohe Wirksamkeit, allerdings haben sich auf Seiten des Parasiten
Resistenzen entwickelt, die eine Anwendung der meisten dieser Mittel nicht mehr
zuverlassig machen. In Italien konnte Milani (1995) erste Resistenzen gegen Fluvalinat
und Flumethrin nachweisen. In den darauf folgenden Jahren sind Resistenzen nicht
nur gegen diese Pyrethroide (Faucon et al., 1996; Thompson et al., 2002) sondern

auch gegen Coumaphos (Spreafico et al., 2001) aufgetreten.

Als alternative Behandlungsmittel haben sich inzwischen organische Sauren
durchgesetzt. Ameisensaure, Milchsdure und Oxalsaure zeigen hohe Wirksamkeit
gegen V. destructor bei guter Bienenvertraglichkeit und sind in Deutschland als
Tierarzneimittel zur Bekdmpfung des Parasiten zugelassen (Rademacher 20086,
Nanetti et al., 2003b; Rademacher und Harz, 2006). Im Konzept der integrierten
Varroakontrolle sind diese S&uren wichtigster Bestandteil einer erfolgreichen
Bekdmpfung. Das integrierte Varroabekampfungskonzept sieht neben der
medikamenttsen Behandlung auch biotechnische MaRnahmen wie das Ausschneiden
der Drohnenbrut vor. Im jahreszeitlichen Verlauf werden dann zwei Behandlungen mit
Ameisensaure sowie eine Behandlung mit Oxalsdure empfohlen (Arbeitsgemeinschaft

der Institute fur Bienenforschung, 2007).

HopGuard® ist ein Praparat, welches kurz vor der Zulassung steht. Der Wirkstoff
Betasauren wird aus dem Hopfen Humulus lupulus L. extrahiert. Diese

Pflanzeninhaltstoffe sind chemisch Lupulone. Eine fliissige Formulierung in Streifen
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getrankt, wurde in den USA etabliert (DeGrandi-Hoffmann et al., 2012). Die
Wirksamkeit von Betasauren im Bienenvolk liegt in der brutfreien Periode zwischen 80
und 90%. Fir Deutschland und Europa ist eine Herbst/Winterbehandlung empfohlen
(Rademacher et al., 2015).

1.6 Die Nosemose der Honigbiene

Die Nosemose ist eine Erkrankung der adulten Biene, die durch die Microsporidien N.
apis (Microspora: Nosematidae), urspriinglich auf A. mellifera beschrieben (Zander,
1909), und N. ceranae als Parasit von A. cerana (Fries et al., 1996) hervorgerufen wird.
Im Jahr 2007 konnten Huang et al. erstmalig eine natrliche Infektion von N. ceranae in
A. mellifera nachweisen. Es wird vermutet, dass N. ceranae ab Ende der 1990er einen
Wirtswechsel vollzogen hat und weltweit in Vélkern von A. mellifera zu diagnostizieren
ist. Befallene Volker kénnen auch von beiden Arten infiziert sein (Klee et al., 2007).
Eine anfanglich vermutete hdhere Virulenz von N. ceranae in Einzelbienen von A.
mellifera wurde durch Untersuchungen von Forsgren und Fries (2010) nicht bestétigt.
Die Unterschiede in der Infektionsdosis und der Vermehrungsrate waren geringftigig.
Auch die Mortalitdtsraten waren nicht signifikant erhoht. Zur Differenzierung der
Erregerarten wurde die Unterteilung in Nosemose Typ A (Erreger: N. apis) und
Nosemose Typ C (Erreger: N. ceranae) vorgenommen (Coloss, 2009).

1.7 Die medikamentdse Behandlung der Nosemose

Zur medikamentdsen Behandlung der Nosemose stehen zurzeit in der EU keine
Praparate zu Verfigung. Obwohl sich das Antibiotikum Fumagillin als hochwirksam
gegen beide Nosema Arten erwiesen hat, besteht in Europa keine Zulassung mehr, da
ein MRL (Maximum Residue Limit) fir Honig fehlt (Higes et al., 2010). Als alternative
Behandlungsmittel haben vor allem verschiedene Pflanzenextrakte gute Ergebnisse
erzielt (Pohorecka, 2004; Porrini et al.,, 2011). Thymol und Resveratrol konnten als
Zusatzstoff in Futtersirup die Infektion mit Nosema spp. vermindern bzw. die
Lebensdauer infizierter Arbeiterinnen verlangern (Maistrello et a., 2008; Costa et al.,
2010). Auch gute imkerliche Praxis wie der Austausch alter Waben, das Ersetzen der
Konigin und hygienisches Arbeiten an den Voélkern tragt zur Vorbeugung bei (Kryger,
2009).

1.8 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Oxalsaure ist eine starke Saure mit einem pH-Wert von 2 und wird im Spéatherbst in
einer Konzentration von 3.5% gel6st in 50% Zuckerwasser und einer Dosis von 30-
50ml in Bienenvolker getraufelt. Obwohl es wahrscheinlich nur zu geringer oraler
Aufnahme kommt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass Oxalsédure in den

Mitteldarm der Bienen gelangt und subletal eine pH Veranderung des
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Mitteldarminhaltes und auch in den Mitteldarmzellen bewirkt. Oxalsdure ist nach
dermaler und oraler Behandlung an Einzelbienen im Verdauungstrakt und der
Hamolymphe nachgewiesen worden (Nozal et al., 2003). Nanetti (2003a) konnte 12
Stunden nach einer Traufelapplikation auf Volksebene in Einzelbienen in allen
Darmabschnitten C'* markierte Oxalsédure nachweisen. Es kann auch davon
ausgegangen werden, dass die Sdure nach dermaler Behandlung die Cuticula der
Biene durchdringt. Eine toxikologische Untersuchung von Oxalsdure an der
Einzelbiene war nicht Teil der Zulassung zum Medikament. In unserer Arbeitsgruppe
Bienenpathologie wurde im Anschluss an die erfolgreiche Zulassung eine

Vertraglichkeitsstudie durchgefihrt (Rademacher und Harz, 2009).

Betasauren haben sich ebenfalls als hochwirksam gegenliber V. destructor erwiesen
und durchlaufen zurzeit den Zulassungsprozess als Bienenmedikament (Rademacher
et al., 2015). Im Gegensatz zu Oxalsaure wirken Betasduren allerdings im alkalischen
Bereich mit einem pH-Wert von 10. Betasduren werden im Spatherbst durch Streifen
ins Bienenvolk eingebracht. Durch Belaufen der Streifen kommen die Bienen mit der
Wirksubstanz in Kontakt. Auch hier kann nicht ausgeschlossen werden, dass
Betasduren in geringen Mengen durch Zerfressen der Streifen oral aufgenommen
werden. Die toxikologische Untersuchung von Betasauren wurde im Rahmen eines
Drittmittelprojektes an der Freien Universitdt Berlin im Rahmen dieser Arbeit

durchgefuhrt und ist im Folgenden dargestellt.

Der Einfluss dieser beiden Wirkstoffe in subletalen Dosen auf den physiologischen pH
der Abschnitte des Verdauungssystems der Honigbiene und somit auch auf andere
Krankheitserreger ist bisher nicht untersucht. Seit dem vermehrten Einsatz organischer
Sauren insbesondere Oxalsdure zur Behandlung der Varroose hat sich das Auftreten

von periodischen ,Nosema-Jahren® nach Berichten aus der Praxis verringert.

Oxalsaure ist der in Deutschland wohl am haufigsten eingesetzte Wirkstoff in der
Herbst/Winterbehandlung von Bienenvdlkern. Es kann davon ausgegangen werden,
dass auch Betasauren zukiinftig einen breiten Einsatz finden, da der Wirkeintritt schnell

verlauft und sich Betasauren somit fir eine Behandlung stark befallener Vélker eignen.

Keimungsfahige Sporen von Nosema spp. reagieren empfindlich auf unterschiedliche
Sauregrade (Baily, 1955; Olsen et al., 1986), wobei alkalische pH-Werte die Keimung
positiv verstarken (Undeen und Epsky, 1990). Veranderungen der pH-Struktur des
Mitteldarmes, die moglicherweise durch eine Behandlung mit Oxalsdure oder
Betaséduren hervorgerufen werden, konnten die Entwicklung von Nosema spp. in

kunstlich infizierten Bienen und Bienenvolkern beeinflussen.
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Der pH-Wert des Vorderdarms wird durch die Nahrungs- und Nektarquelle bestimmt
und variiert dadurch stark. Der Mitteldarm pH-Wert liegt fir die meisten Insekten bei 6-
7, dieser wird abgepuffert und stabil gehalten, die meisten Enzyme erreichen in diesem
Bereich ihr Optimum. Der Enddarm ist saurer als der Mitteldarm, was durch die
Sekretion der Malphigischen GefalRe hervorgerufen wird. Die Hamolymphe der
Insekten misst einen physiologischen pH-Wert von 6,4-6,8 (Chapman, 1998). Der pH-
Wert einzelner Darmabschnitte adulter Bienen ist bisher wenig untersucht. Bignell und
Heath (1985) beschreiben fir das 5. Larvalstadium einen Mitteldarm pH-Wert von 7,5.
Diehl (2009) untersuchte Bienen direkt nach der Entnahme aus dem Volk, die
einzelnen Darmabschnitte wurden mit Indikatorpapier gemessen: Honigblase pH 4,4;
Mitteldarm pH 5,4; Enddarm pH 5,1 und Hamolymphe 6,1. Fir die weitere Betrachtung
wird es allerdings notwendig sein, in dieser Arbeit einen pH-Wert als Standard fur die
einzelnen Abschnitte des Darmsystems sowie der Hamolymphe mit einer héheren

Messgenauigkeit zu ermitteln.

Diese Arbeit untersucht den Einfluss einer Behandlung der Varroaziden Wirkstoffe
Oxalsaure und Betasauren hinsichtlich der Vertraglichkeit an der Einzelbiene, der pH-
Struktur des Verdauungssystems und der Hamolymphe sowie der Befallsentwicklung

des Erregers der Nosemose.

Die Bienenmedikamente Oxuvar® mit dem Wirkstoff Oxalsauredihydrat (kurz
Oxalsaure) und HopGuard® mit dem Wirkstoff Hopfenbetasauren (kurz Betasauren)
wurden fir diese Untersuchungen ausgewdéhlt und die folgenden Schwerpunkte

bearbeitet:
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Teil 1: Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf A. mellifera

(1) Untersuchung der Vertraglichkeit von Oxalsdure nach Behandlung von

Einzelbienen in dermaler und oraler Applikation.

(2) Untersuchung der Vertraglichkeit von Betasauren nach Behandlung von

Einzelbienen in dermaler und oraler Applikation.

(3) Erstellung eines Standards des physiologischen pH der Abschnitte des
Verdauungssystems adulter Honigbienen (Honigblase, Ventriculus, Rectum)
sowie der Hamolymphe.

(4) Untersuchung des pH-Wertes in den einzelnen Abschnitten des
Verdauungssystems sowie der Hamolymphe nach Behandlung von
Einzelbienen mit Oxalséure in dermaler und oraler Applikation.

(5) Untersuchung des pH-Wertes in den einzelnen Abschnitten des
Verdauungssystems sowie der Hamolymphe nach Behandlung von
Einzelbienen mit Betasauren in dermaler und oraler Applikation

Teil 2: Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasduren auf Nosema spp.

(6) Semi-Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung Nosema infizierter

Einzelbienen nach Behandlung mit Oxalsaure und Betasauren

(7) Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung Nosema infizierter Bienenvolker

nach Behandlung mit Oxuvar® und HopGuard®
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchsorganismen

2.1.1 A. mellifera

In dieser Arbeit wurden ausschlie@Blich Versuchstiere bzw. Versuchsvolker der
westlichen Honighiene A. mellifera speziell der Unterart Apis mellifera carnica
POLLMANN genutzt. Wahrend der einzelnen Versuche mussten Tiere gezielt getotet
werden oder sind durch die Behandlungen gestorben. Gezieltes Abtdten einzelner
Bienen wurde auf schnellste Art und Weise unternommen. Die Haltung der
Bienenvolker erfolgte am Bienenstand des Instituts fur Biologie/Neurobiologie im
Botanischen Garten der Freien Universitat Berlin. Der Standort ist sonnig und
geschitzt. Alle Volker des Bienenstandes wurden gemafR der Empfehlungen der
Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. regelmaRig gegen Varroose
behandelt und nach guter imkerlicher Praxis gefuihrt. Eine Infektion mit den Erregern
der Nosemose wurde durch vorherige stichprobenartige Untersuchungen an
betreffenden Versuchsvélkern ausgeschlossen.

Zur Gewinnung altersdatierter Jungbienen wurde in den Versuchsvélkern die Kdnigin
fur drei Tage auf einer Wabe gesperrt. Diese Wabe wurde durchbestiftet und fir
weitere 15 Tage im Bienenvolk belassen. Zwei Tage vor dem errechneten Schlupf der
Jungbienen wurde die Brutwabe dem Volk enthommen und in einen Brutschrank bei
34.5°C eingehangt. Nach dem Schliipfen wurden die adulten Jungbienen von der
Wabe genommen und in Gruppen zu je 100 Bienen in Holzkastchen gesetzt.

Die gekafigten Bienen wurden im Labor im Dunkeln und unter Zugfreiheit bei einer
Temperatur von 22°C und 65% relativer Luftfeuchte gehalten. Sie erhielten Futterteig
(NEKTAPOLL) und Zuckerwasser (50% w/w) ad libitum Uber geeignete Futtergefalie.

2.1.2 Nosema spp.

Morphologisch sind die Sporen der beiden Nosema Arten unter dem Lichtmikroskop
kaum zu differenzieren (Abbildung 2-1). Allerdings erscheinen die Sporen von N. apis
etwas grofRer als die von N. ceranae (Fries et a., 2006). Die Sporen sind durch die
Sporenhiille (Exospore) gut abgegrenzt und lassen sich im Phasen-Kontrast-Mikroskop
von anderen Bestandteilen des Darminhalts unterscheiden. Die Charakterisierung
beider Arten ist Uber Elektronenmikroskopie (unterschiedliche Anzahl der
Polarfilamentringe: N. apis > 30, N. ceranae = 20-23; Fries et al., 1996) und Uber eine
Analyse mit real-time PCR, multiplex PCR und anderen molekularen Methoden
moglich (Higes et al., 2010).
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A @ B

Abbildung 2-1: Sporen von N. ceranae (A) erscheinen lichtmikroskopisch kleiner als
Sporen von N. apis. Mal3stab = 5um (aus Fries et al., 2006).

Microsporidien sind eukaryotische, obligat intrazellulare sporenbildende Parasiten. Die
einzelligen Sporen von N. ceranae haben eine hohe Thermotoleranz und sind vor
Austrocknung gut geschitzt (Fenoy et al., 2009), allerdings nimmt die
Uberlebensfahigkeit bei niedrigen Temperaturen ab. Ein Bestimmungsmerkmal ist der
Polfaden, welcher bei einer Infektion ausgeschleudert wird. In Abhangigkeit von der
Spezies kdnnen lber 30 Filamente vorhanden sein (Weiss, 2001). Phylogenetische
Analysen unterstitzen eine Klassifizierung innerhalb der Pilze (Weiss, 2001; Sina et
al., 2005).

Die Infektion adulter Arbeiterinnen erfolgt durch die orale Aufnahme keimungsfahiger
Sporen durch Putzaktivitaten der Bienen innerhalb des Stockes oder gegenseitige
Futteraufnahme Uber Trophallaxis. Die Sporen passieren die Honigblase, erreichen
den Mitteldarm und keimen aus. Die Keimung wird u.a. durch pH-Wert Anderungen,
Dehydrierung, Kationen und Anionen ausgeldst (Weiss, 2001). Die Epithelzellen des
Mitteldarms werden durch das Ausschleudern des Polfadens infiziert, Gber den das
Sporoplasma in die Wirtszelle eindringt. Bei N. ceranae bleibt der Kontakt zwischen
Plasmalemma und Cytoplasma der Epithelzelle nach der Infektion erhalten. Im
Anschluss beginnen die vegetativen Phasen der Merogonie, wobei die Anzahl der
Proliferationszyklen noch nicht abschlieBend bestimmt ist. Die Sporogonie endet mit
der Bildung reifer Sporen (Abbildung 2-2). Der Entwicklungszyklus ist innerhalb von
drei Tagen abgeschlossen (Gisder et al., 2011; Higes et al., 2010).
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Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus von N. ceranae. (a)
Eindringen des Polfadens und Injektion des Sporoplasmas. (b) Sporoplasma in der
Wirtszelle. (c) Sporoplasma entwickelt sich zum Meront. (d) Zellteilung des Meronten.
(e) Zellteilungen der paarigen Meronten. (f) Meronten separieren sich und entwickeln
sich in ovale Sporonten. (aus Gisder et al., 2011).

Aus Sporonten entwickeln sich Sporoblasten und keimungsfahige Sporen, die eine
Autoinfektion verursachen kénnen (Higes et al., 2010) oder Uber das Darmlumen in die
Kotblase gelangen und mit dem Enddarminhalt ausgeschieden werden. Bei hohem
Befall des Darmepithels mit N. apis kommt es zu starken Storungen des
EiweiBhaushaltes, da die parasitaren Stadien auf Eiweil3 angewiesen sind.
Nosematdse Bienen wiesen nur einen Stickstoffgehalt von 3,3% auf (Vergleich
gesunde Bienen: 11,4%) und die Verfutterung von Pollen als Eiweil3quelle fihrte zu
einer starkeren Vermehrung von N. apis im Vergleich zu pollenfreiem Futter (Borchert,
1974).

Die Verbreitung von Volk zu Volk kann durch verschiedene Aktivitaten des Imkers
beginstigt werden. Zum einen durch das Umhéngen von Waben mit und ohne Futter,
Brut und durch das Zuschlagen von Bienen. Zum anderen durch die Nutzung von
verschmutzten Geréten, Waben- und Beutenmaterial. Die Bienen verbreiten die
Erreger durch Verfliegen, Rauberei und Schwarmen. Nosemose, hervorgerufen durch
N. apis, lasst sich im Frihjahr durch braune Kotflecken am Flugloch und auf den
Waben erkennen, Bienen zeigen stark angeschwollene Abdomen, da sie bei langen
Winterperioden den notwendigen Reinigungsflug nicht durchfihren kdnnen, oftmals
kommt es dann zu verstdrktem Abkoten im Volk. In der Regel kann eine
eingeschrankte Brutentwicklung und reduzierte Volksstarke beobachtet werden
(Borchert, 1974; Higes et al.,, 2010). Die Diagnose mit N. ceranae ist vielfach
schwieriger, da klassische Symptome fehlen. Eine Schwéchung der Vdlker ist Uber
langere Zeitraume zu beobachten. Stark infizierte Sammlerinnen kehren nicht zurtick,
es zeigt sich reduzierte Brutpflege. Es ist denkbar, dass jiingere Bienen zeitiger den

Sammlerinnendienst aufnehmen muissen und sich das Geflige der Arbeitsteilung
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zeitlich verschiebt wie Natsopoulou et al. (2015) zeigen. Zudem kénnen Sporen von N.

ceranae Uber das gesamte Jahr nachgewiesen werden (Higes et al., 2010).

2.2 Tierarzneimittel

Oxalsaure kam in Form des zugelassenen Tierarzneimittels Oxuvar® mit dem Wirkstoff
Oxalsauredihydrat 3,5% zur Verwendung. Der pH-Wert der gebrauchsfertigen Losung
liegt bei pH 2,0. Betasauren wurden durch den Hersteller BetaTec® in Form von
BetaStab 10A (10%-ig) mit einem pH-Wert von 10 in Lésung zur Verflgung gestellt.
Fur Einzelversuche wurden Verdinnungsreihen der Substanzen hergestellt. Fir den
Feldversuch wurde Oxuvar® und das sich in der Zulassung befindliche Praparat
HopGuard® mit dem Wirkstoff Betasduren 16% gemafl Anwendungshinweisen des

Medikamentes verwendet.

TEIL 1

2.3 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsédure und Betasauren auf A. mellifera

2.3.1 Vertraglichkeit von Oxalsdure und Betasauren nach Behandlung von
Einzelbienen
Die Uberpriifung der akuten Toxizitat der Wirkstoffe erfolgte unter Laborbedingungen in
Kéastchenversuchen an Einzelbienen. Arbeiterinnen wurde individuell bei dermaler
Applikation 5ul der zu behandelnden Lésung ventral auf das Abdomen getraufelt oder
bei oraler Applikation 10ul der Losung in Zuckerwasser (50%) geflttert. Es wurden
jeweils 30 Bienen pro Dosierung (3 x 10 Bienen pro Kastchen) mit einer Wiederholung
behandelt (Tabelle 2-1 und 2-2). Die Temperatur und Luftfeuchtigkeit wurde auf 22°C
und 65% eingestellt. Nach der Behandlung hatten die Versuchstiere freien Zugang zu
den FuttergefaRen. Eine Kontrollgruppe (3 x 10 Bienen pro Kastchen und
Wiederholung) wurde mit destilliertem Wasser bzw. Zuckerwasser behandelt. Der

Bienentotenfall wurde in Intervallen von 24, 48 und 72 Stunden beobachtet.
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Tabelle 2-1: Applikationsschema zur Uberpriifung der dermalen und oralen Toxizitat
von Oxalsaure nach Rademacher und Harz (2009); Diehl (2009).

] Menge / Dosis n Bienen Beobachtung des
Konzentration ] ) )
Biene Oxalsaure / Biene (gesamt) Bienentotenfalls
% (w/v)
(u (Hg) > nach Stunden

0.00 5 0 60 24,48, 72
3,5 5 175 60 24,48, 72
c_Es 4,25 5 2125 60 24,48, 72
S 5,0 5 250 60 24,48, 72
7.5 5 375 60 24,48, 72
10 5 500 60 24,48, 72
0,1 10 10 60 24,48, 72
0,5 10 50 60 24,48, 72
‘_5“ 0,75 10 75 60 24,48, 72
0,8 10 80 60 24,48, 72
1,0 10 100 60 24,48, 72
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Tabelle 2-2: Applikationsschema zur Uberpriifung der dermalen und oralen Toxizitat
von Betasauren nach Rademacher et al. (2015); Rademacher und Harz (2011)

] Menge / Dosis Betasduren/ n Bienen Beobachtung des
Konzentration ] ) )
Biene Biene (gesamt) Bienentotenfalls
% (w/w)
(u (Hg) > nach Stunden

0,00 5 0 60 24,48, 72
0,125 5 6 60 24,48, 72
TEs 0,25 5 12,5 60 24,48, 72
S 0,50 5 25 60 24,48, 72
0,75 5 37,5 60 24,48, 72
1,00 5 50 60 24,48, 72
0,50 10 50 300 24,48, 72
‘_5“ 0,75 10 75 120 24,48, 72
1,00 10 100 100 24,48, 72

Die Untersuchung der oralen Toxizitat wurde im Vorfeld der Promotion in der
Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Rademacher und Harz, 2011).

2.3.2 Erstellung eines Standards des physiologischen pH-Wertes der
Abschnitte des Verdauungssystems und Hamolymphe adulter
Honigbienen

Zur Etablierung eines Standards als pH-Wert der Abschnitte des Verdauungssystems

und Hamolymphe adulter Honigbienen wurden Arbeiterinnen aus einem Versuchsvolk

des Bienenstandes von einer Honigwabe in Holzk&stchen gefegt. Die Holzkastchen
haben die MaRe 105/65/120mm (L/B/H) und sind durch ein Bienengitter (3mm

Maschenweite) sowie einer Glasscheibe an den Seiten begrenzt. Im Anschluss wurden

die Bienen ins Labor gebracht und umgehend fir 30 Minuten eingefroren. Nach einer

kurzen Auftauzeit erfolgte die Préparation der Darmbereiche Honigblase, Ventriculus
und Rectum wie von Dade (1977) beschrieben. Die einzelnen Darmabschnitte wurden

auf einen Objekttrager transferiert (Abbildung 1).

o —

A B C

Abbildung 2-3: Das Verdauungssystem der Honigbiene — Honigblase (A), Ventriculus
(B), Rectum (C)
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Zur Messung des pH-Wertes der Darmabschnitte wurde eine InLab® Surface pH-
Elektrode (Mettler Toledo), angeschlossen an ein FiveGo™ pH-Meter (Mettler Toledo,
Messbereich pH 0,00 — 14,00; Fehlergrenze = 0,01 pH), verwendet. Vor jeder
Messreihe wurde eine 2-Punkt Kalibrierung des Messgerates nach den Vorgaben des
Herstellers durchgefuhrt.

Die Surface Elektrode ermdglicht pH-Wertmessungen geringer Volumina. Die Messung
selbst erfolgte durch Aufsetzen der Elektrode in bis zu 5pl Flissigkeit bis zum
Anzeigen des Endpunktes. Zwischen den Messungen wurde die Elektrode mit
destilliertem Wasser gereinigt.

Hamolymphe wurde am Thorax nach Entfernen der Vorder- und Hinterfligel
entnommen. Durch Druck an der Fligelbasis austretende Hamolymphe wurde mithilfe
von Einmal-Mikro-Pipetten mit Ringmarke (Hirschmann®) aufgenommen und ebenfalls
auf Objekttrager Ubertragen. Um eine Mindestmenge von 5pl Hamolymphe zu
erreichen, wurden einzelne Proben gepoolt. Die pH-Wertmessung erfolgte durch
Aufsetzen der Elektrode in den Flussigkeitsfilm bis zum Anzeigen des Endpunktes.
Zwischen den Messungen wurde die Elektrode mit destilliertem Wasser gereinigt.

2.3.3 pH-Werte der Abschnitte des Verdauungssystems sowie der Hamolymphe
nach Behandlung von Einzelbienen mit Oxalsaure und Betasauren in
oraler und dermaler Applikation

Die Behandlung mit Oxalsaure (OS) und Betasauren (BS) erfolgte an Arbeiterinnen,

die durch Abfegen von Honigwaben aus einem Versuchsvolk enthommen wurden. Die

Bienen entstammten dem gleichen Volk wie fur Versuch 2.3. Nach dem Abfegen in

Holzkastchen wurden die Bienen fiir 24 Stunden im Labor gehalten. Zur Vorbereitung

der oralen Behandlung wurden 2 K&astchen mit Bienen 12 Stunden vor der Behandlung

nicht gefittert. Durch die Hungerzeit wird eine bessere Aufnahme der saure- und
basehaltigen Losungen bei oraler Applikation erreicht. Die Unterschiede in der
verabreichten Dosis ergeben sich aus Angaben zur Bienentoxizitdt nach oraler bzw.

dermaler Applikation der beiden Wirkstoffe.

Oxalsaure (pH-Wert 2,0) wird in Dosierungen bis zu 50ug/Biene nach oraler und bis zu
250ug/Biene nach dermaler Applikation von Bienen (ber einen Zeitraum von 72

Stunden sehr gut toleriert (Rademacher und Harz, 2009).

Die orale Applikation wurde mit 10ul Oxuvar® (0,35%-ige Oxalséuredihydratldsung in
50% Zuckerwasser) durchgefuhrt. Diese Verdiinnung entspricht einer Einzeldosis von
35ug/Biene und ist bei oraler Applikation gut bienenvertraglich. Die Bienen wurden mit

einer Pipette individuell gefluttert. Durch die Hungerphase reagierten die Tiere schnell
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mit dem Strecken der Proboscis zur Futteraufnahme. Die Aufnahme des gesamten

Volumens (10ul) wurde sichergestellt.

Die dermale Applikation erfolgte in einer Menge von 5ul der gebrauchsfertigen Lésung
Oxuvar® (3,5%-ige Oxalsduredihydratlosung in 50% Zuckerwasser) und einer
entsprechenden Einzeldosis von 175ug/Biene. Den Bienen wurde 5ul Losung mit einer
Pipette ventral auf das Abdomen getraufelt.

Betasdauren, in Form von BetaStab® 10A (pH-Wert 10,3), werden in Dosierungen bis
50ug/Biene nach oraler und bis zu 150ug/Biene nach dermaler Applikation von Bienen
Uber einen Zeitraum von 72 Stunden im Labor gut toleriert (Rademacher und Harz,
2011; Rademacher et al., 2015).

Die orale Applikation erfolgte mit 10ul BetaStab® 10A (0,1%-ig in 50% Zuckerwasser).
Diese Verdinnung entspricht einer Einzeldosis von 10ug/Biene. Den Bienen wurde mit
einer Pipette 10ul Lésung gefuttert. Durch den Zusatz von Zucker sollte die Attraktivitat
der aufzunehmenden Losung gesteigert werden. Durch die Hungerphase reagierten
die Tiere auch hier umgehend mit dem Strecken der Proboscis zur Futteraufnahme.

Die Aufnahme des gesamten Volumens wurde sichergestellt.

Die dermale Applikation erfolgte in einer Menge von 5ul BetaStab® 10A (1%-ige
Betasaurenlésung) und einer Einzeldosis von 50ug/Biene. Den Bienen wurde 5ul
Ldsung mit einer Pipette ventral auf das Abdomen getraufelt. In dieser Losung war kein
Zuckerwasser enthalten, da Zucker im Tierarzneimittel HopGuard® nicht als
Zusatzstoff enthalten ist. Die Bienen wurden nach der Applikation in
Behandlungsgruppen zu jeweils 10 Bienen/Kastchen im Labor fur die Versuchsdauer
von 72 Stunden gehalten (n pro Gruppe 60). Die Kontrollbienen blieben als
Negativkontrollen unbehandelt und wurden separat zu jeweils 10 Bienen/Kastchen
gehalten. Die Bienen erhielten nach der Behandlung Futterteig und Zuckerwasser ad
libitum. Es wurde eine Wiederholung durchgefiihrt.

In Intervallen von 24, 48 und 72 Stunden nach der Behandlung wurden die Bienen
durch Einfrieren getotet, anschlieRend wie unter Punkt 2.3.2 beschrieben, prapariert
und der pH-Wert der Abschnitte des Verdauungssystems sowie der Hamolymphe

ermittelt.
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Tabelle 2-3: Zusammenfassung Behandlung der Einzelbienen und Probennahme zur
pH-Wert Bestimmung einzelner Abschnitte des Verdauungssystems und der
Hamolymphe

Konz. Menge/ Dosis/ N ) _ n Bienen/
Behandlung % Biene Biene  Bienen Praﬁgﬁtmn %gglrzgr\;azll
(Wiw) (M) (H9) gesamt Std.)
OA oral 0,35 10 35 120 24,48, 72 Std. 40
OA dermal 3,5 5 175 120 24,48, 72 Std. 40
BS oral 0,1 10 10 120 24,48, 72 Std. 40
BS dermal 1,0 5 50 120 24,48, 72 Std. 40

TEIL 2

2.4 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf Nosema spp.

2.4.1 Kinstliche Infektion von Arbeiterinnen mit Nosema spp. unter
Laborbedingungen
Arbeiterinnen wurden mit Nosema spp. unter Laborbedingungen kunstlich infiziert.
Dazu wurden altersdatierte Jungbienen nach dem Schlupf in Kastchen tberfihrt und
im Brutschrank gehalten, um sich an die Laborbedingen anpassen zu kdnnen. Die
Bienen hatten freien Zugang zu Futter. Am 3. Tag nach dem Schlupf erhielten 120
Versuchstiere nach einer Hungerphase von 3 Stunden das Nosema Inoculum (57450
Sporen/10pl Applikationsmenge). Das Inoculum wurde nach den Vorgaben von Fries et
al. (2013) aus 10 Nosema-positiven Bienen aus einem Flugraumvolk hergestellt. Die
infizierten Bienen wurden dann in Kastchen mit 4x30 Bienen im Brutschrank gehalten,
eine Kontrollgruppe von 1x30 Bienen wurde nicht infiziert. Die Kastchen wurden in
Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 — Kontrolle (n=30), Gruppe 2 — Lebensdauer nach
Infektion (n=60) und Gruppe 3 — Befallsgrad nach Infektion (n=60). Der Infektionserfolg
und die Lebensdauer wurden Uber 26 Tage beobachtet. Der Befallsgrad mit Nosema
spp. wurde 72 Stunden sowie 8, 13, 19 und 26 Tage nach der Infektion an jeweils 10

Bienen der Gruppe durch Auszahlung nach Cantwell (1970) bestimmt.
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Abbildung 2-4: Aufstellung der Versuchskéastchen im Brutschrank

2.4.2 Semi-Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp.
nach Behandlung von Einzelbienen mit den Wirkstoffen Oxals&ure und

Betasauren

Entwicklung von Nosema spp. im Flugraumvolk

Im Flugraum des Institutes fur Biologie/Neurobiologie wurde ein Bienenvolk (einzargig,
Flugraumvolk 2) im Flugnetz aufgestellt. Die Bienen konnten frei fliegen und hatten
Zugang zu gemdrsertem Pollen und Zuckersirup (Apiinvert®, verdinnt) Uber geeignete
FuttergefaRe. Uber eine Zeit von 6-8 Wochen infizieren sich Flugraumbienen in der
Regel stark mit Nosema und weisen einen pathologischen Befund auf. Innerhalb des
Flugnetzes kommt es haufig zum Koten am Flugloch und auch im Bienenvolk, da der
Ausflugradius sehr begrenzt ist. Die Bienen nehmen dann durch Putzen und Belecken
der bekoteten Flachen Sporen auf.

Die Beprobung des Bienenvolkes erfolgte wodchentlich, um eine Befallsdiagnose
durchzufiihren. Jeweils 20 Einzelbienen wurden auf das Vorhandensein von Nosema
Sporen untersucht. Nach 30-minltigem Tieffrieren wurde durch Ziehen am letzten
Abdominalsegment der Darm entfernt. Der Darm wurde mit Wasser (5ul)
aufgeschwemmt und mit einem Pistill gequetscht. Im Anschluss wurde die
Darmflissigkeit auf einen Objekttrdger Ubertragen und ein Ausstrichpraparat
angefertigt. Mit einem Lichtmikroskop (Zeiss Axiostar plus, 400x) unter Phasen-
Kontrast erfolgte fur die einzelnen Praparate eine Befallsdiagnose. Die Einteilung des
Befalls bei positiven Proben erfolgte nach Genersch et al. (2010) Uber die Anzahl
Sporen im Sichtfeld: gering (< 20 Sporen), mittel (20 — 100) und stark (> 100 Sporen).
Nach 6 Wochen wurde starker Befall in 50% der Proben festgestellt (Tabelle 9-20 im
Anhang). Auf der Befallsdiagnose nach 6 Wochen basierend, erfolgten die weiteren

Versuche.
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Eine Differenzierung Nosema-positiver Bienenproben am Lé&nderinstitut fr
Bienenkunde, Hohen Neuendorf ergab eine Mischinfektion mit den Erregern N. apis

und N. ceranae.

Behandlung mit Oxals&ure und Betasauren

Am 02.03.2015 wurden dem Volk 400 Arbeiterinnen entnommen und in
Versuchskastchen (4x100 Bienen) eingefegt. Die Bienen erhielten unter
Laborbedingen freien Zugang zu Flussigfutter und Futterteig. Am 03.03.2015 erfolgte
eine thorakale Farbmarkierung der Bienen zur spateren Zuordnung im Volk (weif3:
Gruppe 1 — Oxalséaure; blau: Gruppe 2 — Betaséuren) und die Behandlung der Bienen
fur Gruppe 1: 3,5% Oxalsdure (5ul/Biene, n=200) und Gruppe 2: 1% Betasauren
(5ul/Biene, n=200) in dermaler Applikation. Alle behandelten Bienen wurden im
Anschluss in das Flugraumvolk zuriickgesetzt. Die Beprobung des Flugraumvolkes (10
Bienen pro Gruppe; 10 unbehandelte Bienen als Kontrolle) erfolgte 3, 8, 13, 16, 26 und
35 Tage nach der Behandlung durch Abfangen der markierten Bienen im Volk. Nach
dem Abtéten der Tiere durch Tieffrieren wurden der pH-Wert des Mitteldarms und
Enddarm gemessen; die Bestimmung des Befallsgrades mit Nosema Sporen flr
Mitteldarm und Enddarm erfolgte Uber die Sichtfeldeinteilung. An den Versuchstagen 3,
8 und 16 erfolgte zusatzlich bei allen Nosema positiven Proben eine Auszéhlung der
Sporenmenge des Mitteldarms mittels Zahlkammer. Am 35. Tag nach der Behandlung

waren keine markierten Bienen der Gruppe 1 mehr vorhanden.

2.4.3 Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp. nach
Behandlung von Bienenvélkern mit Oxuvar® und HopGuard®

Ablegerbildung

Zur Vorbereitung des Feldversuches wurden im September 2014 nach der Aufflitterung
und zweiten Ameisensaurebehandlung aus zwei Wirtschaftsvolkern neun Bienenvolker
(Ableger) auf Dreierbdden gebildet. Fries et al. (2013) empfehlen fir Feldversuche zur
Untersuchung von Nosema Befallsentwicklung die Bildung von Kunstschwéarmen. Fir
diesen Versuch sollten die Vélker jedoch tGber mehrere Monate stabil sein, was durch
Brutableger auch zu dieser Jahreszeit moglich ist. In jedem Dreierboden -
Kompartiment wurden eine Brutwabe mit gedeckelter Brut und Arbeiterinnen, eine
Futterwabe mit Pollen und eine ausgebaute Wabe eingehangt. In jedes Kompartiment
wurde eine junge begattete Konigin (Schwesternkoniginnen bereitgestellt vom
Landerinstitut fir Bienenkunde, Hohen Neuendorf) eingeweiselt. Drei Wochen nach
Einsetzten der Koniginnen wurden die Waben auf Eiablage kontrolliert. In sieben von
neun Ablegern hatten sich die Koéniginnen etabliert und sind in Brut gegangen.

Waochentlich erfolgte eine Uberprufung des natiirlichen Totenfalls von V. destructor

Seite | 22



Material und Methoden

durch Auszahlen der Bodeneinlagen. Vor Versuchsbeginn wurden alle Ableger beprobt
(20 Bienen pro Volk) und auf das Vorhandensein von Nosema Sporen untersucht.
Oxuvar® und HopGuard® sind zur Varroabehandlung wahrend der brutfreien
Herbst/Winterperiode als Tierarzneimittel zugelassen. Die Brutfreiheit der Ableger
wurde Mitte November festgestellt. Am 17.11. 2014 erfolgte die Populationsschéatzung
nach der Liebefelder Schatzmethode (Imdorf et al., 1987) bei einer AulRentemperatur

von 9°C. Die Volksstarken der sieben Ableger sind in Tabelle 2-3 dargestellt.

Abbildung 2-5: Kompartimente der Ableger im Dreierboden

Tabelle 2-4: Volksstarken der Versuchsvolker nach Populationsschéatzung

Ableger Einheiten mit Anzahl Anzahl Einscgjrtzung
N Bienen Bienen Waben Volksstirke
11 12 1320 3 mittel
1.3 3 330 3 schwach
2.3 8 880 3 schwach
3.1 21 2310 3 mittel
10 19 2090 3 mittel
23 38 4180 4 stark
23a 42 4620 4 stark
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Entwicklung von Nosema spp. im Flugraumvolk, Herstellung eines Inoculums
und Infektion von Ablegern mit Nosema spp.

Im Flugraum des Institutes flr Biologie/Neurobiologie wurde ein einzargiges
Bienenvolk (Flugraumvolk 1) im Flugnetz aufgestellt. Die Bienen konnten frei fliegen
und hatten Zugang zu gemorsertem Pollen und Zuckersirup (Apiinvert®, verdunnt)
Uber geeignete Futtergefalie.

Die Beprobung des Bienenvolkes erfolgte wochentlich, um eine Befallsdiagnose wie in
Punkt 2.6.1 beschrieben, durchzufiihren. Nach 7 Wochen wurde starker Befall in 70%
der Proben festgestellt (Tabelle 9-10 im Anhang). Auf die Befallsdiagnose nach 7
Wochen basierend, erfolgten die folgenden Versuche.

Im Folgenden wurden 200 Arbeiterinnen aus dem Volk entnommen und durch
Schockgefrieren getotet. Nach Abtrennung der Abdomen wurden diese gemdorsert, mit
Wasser aufgeschwemmt, gesiebt und filtriert. GroRe Partikel konnten entfernt werden.
Die Suspension wurde dann in Petrischalen im Brutschrank bei 60°C fur 72 Stunden
zum Auftrocknen belassen. Die Auftrocknung der Sporen ist essentiell fur die
Infektiositat des Inoculums (Olsen et al., 1986). Nach der Resuspension mit 100ml
Aqua dest. wurde die Sporenmenge nach Cantwell (1970) in einer Zahlkammer
(Neubauer Improved mit 0,1mm Tiefe; 0,0025mm?2) gemessen. Die Sporenmenge
betrug 650.000 Sporen/ml Suspension. Um eine bessere Aufnahme der Sporen zu
gewahrleisten, wurde eine 1:5 Verdinnung der Lésung mit Zuckerwasser (50%-ige
Sucroselosung) hergestellt. Die Testvdlker wurden am 27.11.2014 je nach Volksstarke
mit 25-30ml Inoculum infiziert. Die zuckerhaltige Suspension wurde in die
bienenbesetzten Wabengassen und auf die Obertrager der RA&hmchen in den Ablegern

getraufelt.

Behandlung mit Varroaziden

Die Behandlung der Testvolker mit Oxuvar® bzw. HopGuard® erfolgte 7 Tage nach
der Infektion am 4.12.2014. Die oxalsaurehaltige Ldsung wurde nach
Gebrauchsinformation angewendet, das Einzelvolk erhielt 30ml Ldsung. Ein Streifen
HopGuard® wurde in die Testvolker eingehangt. Die Kontrollvdlker blieben

unbehandelt. Das Versuchsschema ist in Tabelle 2-5 zusammengefasst.
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Material und Methoden

Tabelle 2-5: Versuchsschema Feldversuch

Ableger Infektion mit

Nr Versuchsgruppe noculum Behandlung
1.1 Test 25ml 1 Streifen HG
13 Test 25mi Zusammenbruch
23 Test 25mi Zusammenbruch
3.1 Test 25ml 1 Streifen HG
10 Kontrolle negative oml unbehandelt
23 Test 30ml 30ml OX
23a Kontrolle positive 30ml unbehandelt

HG — HopGuard; OX — Oxuvar. Die Vdélker 1.3 und 2.3 brachen zwischen Infektions- und
Behandlungszeitpunkt zusammen.

Die Beprobung der Ableger (20 Bienen pro Volk) wurde 6, 12, 18, und 25 Tage nach
der Behandlung mit Varroaziden durchgefiihrt. Die Bestimmung des Befallsgrades mit
Nosema Sporen erfolgte durch Auszahlen der Einzelproben nach Cantwell (1970).

2.4.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SigmaStat 3.0.
Signifikante Unterschiede in der akuten dermalen und oralen Toxizitat der Wirkstoffe
wurden mit dem chi?- Test bzw. Mann-Whitney-U Test im Vergleich zur Kontrollgruppe
bestimmt. Der Vergleich der pH-Werte in den jeweiligen Gruppen wurde bei
normalverteilten Daten mit dem t-Test durchgefuhrt. Fir nicht normalverteilte
Datensatze  wurde der  Mann-Whitney-Rang-Summen-Test  genutzt.  Die
Uberlebenskurven der Nosema infizierten Bienen wund der nicht-infizierten
Kontrollgruppe wurde mit der Kaplan-Meier-Survival Analyse: Grehan-Breslow
verglichen. Die durchschnittliche Sporenbelastung an den Versuchstagen wurde mit
dem t-Test geprift, bei Ungleichheit der Varianzen wurde der Mann-Whitney-Rang-
Summen-Test durchgefihrt. Unterschiede im proportionalen Anteil infizierter Bienen zu
den Versuchszeitpunkten wurden mit dem z-Test ermittelt. Die Ergebnisse wurden bei

einem p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3. ERGEBNISSE
TEIL 1

3.1 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf A. mellifera

3.1.1 Vertraglichkeit von Oxalsaure nach Behandlung von Einzelbienen

Nach dermaler Applikation von Oxalsdure steigt die Bienenmortalitdt im
Versuchsverlauf langsam an (Abbildung 3-1). In den Dosierungen 175ug und 212,5ug
zeigt sich ein Totenfall von 3,3% bzw. 6,7%, der sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe unterscheidet (chi> Test, p 2 0,05). Ab einer Dosis von 250ug/Biene ist
ein signifikanter Anstieg der Mortalitatsraten zu verzeichnen (chi?- Test, p < 0,05). In

den hochsten Dosierungen 375ug und 500ug Ubersteigt der Totenfall 20%.

60 -
55 -
50 -

45 -
B 72 Stunden
40 -
m 48 Stunden

35 -
24 Stunden
30 -
n = 60/ Dosis
25 bc

Bienentotemnfall in %

20 -

bec
15 -

10 - a I
= m B
. ] | - |

Kontrolle 175 212,5 250 375 500

Dosis Oxalsaure in pg/Biene

Abbildung 3-1: Bienenmortalitdt nach dermaler Applikation von Oxalsaure wahrend des
Versuchszeitraumes von 72 Stunden. Unterschiedliche Buchstaben beschreiben einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der Dosierungen (chi®- Test, p < 0,05).
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Nach oraler Applikation tritt bereits bei geringen Dosen Bienentotenfall auf (Abbildung
3-2), der sich aber nicht signifikant von der Kontrollgruppe unterscheidet (chi?- Test, p 2
0,05). Ab einer Dosis von 75ug/Biene steigt die Mortalitat signifikant an (11,7%, chi?-
Test, p < 0,05). Bei einer applizierten Dosis von 100ug/Biene werden nach 72 Stunden

55% der Bienen getotet.
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Abbildung 3-2: Bienenmortalitat nach oraler Applikation von Oxalsédure wahrend des
Versuchszeitraumes von 72 Stunden. Unterschiedliche Buchstaben beschreiben einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der Dosierungen (chi*>- Test, p < 0,05).
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Ergebnisse

3.1.2 Vertraglichkeit von Betasauren nach Behandlung von Einzelbienen

Die dermale Applikation von Betasauren an Arbeiterinnen zeigt keine dosisabhéngige
Bienenmortalitat in einem Zeitraum von 72 Stunden. Ab einer Dosis von 25ug
Betasauren/Biene tritt ein Totenfall von 5% auf, der sich auch bei hbheren Dosierungen
nicht signifikant zur Kontrollgruppe unterscheidet (Abbildung 3-3, MWU, p = 0,05).
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Kontrolle 6 12,5 37,5 50
Dosis Betasauren in pg/Biene

Abbildung 3-3: Bienenmortalitdt nach dermaler Applikation von Betasauren wahrend
des Versuchszeitraumes von 72 Stunden. n.s. = nicht signifikant (MWU, p 2 0,05).
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Die orale Applikation von Betaséuren zeigt eine dosisabhangige Bienenmortalitat in
einem Zeitraum von 72 Stunden (Abbildung 3-4). Die Applikation von 100ug
Betasauren/Biene fiihrt zu einem signifikanten Bienentotenfall (55%) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (9,2%, MWU, p < 0,05). Auch geringere Dosierungen (50ug und 75ug)
fuhren zu erhohtem Totenfall (13% und 16%), der sich aber nicht signifikant zur
Kontrollgruppe unterscheidet (MWU, p = 0,05).
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Abbildung 3-4: Bienenmortalitat nach oraler Applikation von Betasauren wéahrend des
Versuchszeitraumes von 72 Stunden. Unterschiedliche Buchstaben beschreiben einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der Dosierungen (MWU, p < 0,05).
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3.1.3 Der physiologische pH-Wert der Abschnitte des Verdauungssystems und
Hamolymphe adulter Honigbienen als Standard
Der durchschnittliche natirliche pH-Wert der Abschnitte des Verdauungssystems und

der Hamolymphe ist in Abbildung 3-5 dargestellt.

HAE —— 6,72 (n=29)

RE 507 (n=44)

5,21 (n=30)

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
[pH]

Abbildung 3-5: Durchschnittliche pH-Wert des Honigblaseninhaltes (HB), des
Mitteldarminhaltes (VE), der Kotblase (RE) sowie der Hamolymphe (HAE).

Der pH-Wert der Honigblase liegt im Durchschnitt bei 5,21 + 0,6. Im Vergleich zu den
weiteren Abschnitten ist bei der Honigblase die héchste Standardabweichung zu
finden. Der pH-Wert des Mitteldarms liegt stabil bei 6,50 + 0,16 und unterliegt sehr
geringen Schwankungen. Der Inhalt der Kotblase ist im Vergleich wesentlich saurer mit
durchschnittlich pH-Wert 5,07 £ 0,26. In der Hamolymphflissigkeit liegt ein pH-Wert
von durchschnittlich 6,72 + 0,15 vor.
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3.1.4 pH-Wert der Abschnitte des Verdauungssystems sowie der Hamolymphe
nach Behandlung von Einzelbienen mit Oxalsaure in oraler und dermaler

Applikation

Honigblase
Der pH-Wert des Honigblaseninhaltes der Honigbiene unterliegt nach einer

Oxalsaurebehandlung leichten Schwankungen (Abbildung 3-6).

Nach oraler Applikation verringert sich der pH-Wert Uber einen Zeitraum von 72
Stunden geringfigig von 4,62 + 0,4 (24 Std.) Uber 4,64 + 0,36 (48 Std.) zu 4,44 + 0,43
(72 std.).

Im Gegensatz dazu ist der pH-Wert bei gleichem Futter nach dermaler Applikation mit
4,82 + 0,37 nach 24 Stunden bereits etwas hdher, steigt im weiteren Verlauf auf 5,02 +
0,4 (48 Std.) an und sinkt nach 72 Stunden wieder auf 4,49 + 0,38 ab. In der
Kontrollgruppe wurde nach 24 Stunden ein durchschnittlicher pH-Wert von 4,86 + 0,46
gemessen, der sich innerhalb der Versuchsintervalle von 4,80 + 0,44 (48 Std.) auf 4,99
+ 0,92 erhthte. Die Unterschiede im Vergleich der Testgruppen zur Kontrollgruppe
erwiesen sich aber als nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-Rang-Summen-Test,
p = 0,05). Die Standardabweichung ist bei Messungen des Honigblaseninhaltes

vergleichsweise hoch.
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Oral Dermal Kontrolle  Oral Dermal Kontrolle  Oral Dermal Kontrolle
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Abbildung 3-6: Durchschnittliche pH-Werte des Honigblaseninhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Oxalsaure im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n <52).
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Ventriculus
Die Behandlung mit Oxalsaure in oraler und dermaler Applikation fihrt zu

Veranderungen des pH-Wertes im Mitteldarm der Honigbiene (Abbildung 3-7).

Nach oraler Applikation verringert sich der pH-Wert von 6,50 + 0,24 (24 Std.) signifikant
auf 6,38 + 0,32 (48 Std., Mann-Whitney-Rang-Summen-Test, p = 0,002) und steigt im
weiteren Verlauf mit 6,59 + 0,17 (72 Std.) wieder an. Im Vergleich zum Standard ist

nach 24 Stunden kein Abfall zu verzeichnen.

Innerhalb des ersten Versuchsintervalls (24 Std.) scheint die dermale Behandlung mit
Oxalsaure keinen Einfluss auf den pH-Wert zu nehmen, zum Zeitpunkt 24 Stunden
liegt der pH-Wert bei 6,52 + 0,17. 48 Stunden nach Behandlung féllt der pH-Wert auf
6,40 + 0,21 und unterscheidet sich signifikant von der Kontrollgruppe (t-Test, p =
0,002). Nach 72 Stunden erreicht der pH-Wert 6,48 + 0,14, der sich ebenfalls
signifikant vom korrespondierenden pH-Wert der Kontrollgruppe mit 6,55 = 0,16
unterscheidet (t-Test, p = 0,028). Im Versuchsverlauf bleiben die pH-Werte der
Kontrollgruppe auf einem stabilen Niveau: 6,55 + 0,2 (24 Std.) und 6,55 + 0,21 (48
Std.).
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Abbildung 3-7: Durchschnittliche pH-Wert des Mitteldarminhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Oxalsdure im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n < 68).
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Rectum
Die Behandlung mit Oxalsaure in oraler und dermaler Applikation fihrt zu
Verédnderungen des pH-Wertes im Enddarm der Honigbiene (Abbildung 3-8).

Nach oraler Applikation verringert sich der pH-Wert von 4,98 + 0,27 (24 Std.) signifikant
auf 4,77 + 0,18 nach 48 Stunden (t - Test, p < 0,001), steigt im weiteren Verlauf wieder
leicht an auf 4,83 + 0,16 (72 Std.) und bleibt damit signifikant verschieden zur
Kontrollgruppe (t-Test, p = 0,003).

Die dermale Behandlung mit Oxalsdure hat innerhalb der ersten zwei
Versuchsintervalle keinen Einfluss auf den Enddarminhalt, nach 24 Stunden liegt der
pH-Wert bei 5,09 + 0,16 und steigt auf 5,11 + 0,18 (48 Std.). Nach 72 Stunden erreicht
der pH-Wert 5,10 + 0,17, der sich signifikant vom korrespondierenden pH-Wert der
Kontrollgruppe mit 4,99 + 0,24 unterscheidet (t-Test, p = 0,016). Wéahrend der ersten
zwei Versuchsintervalle liegen die pH-Werte der Kontrollgruppe bei 5,05 + 0,31 fir 24
Stunden und 5,05 * 0,24 fur 48 Stunden.
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Abbildung 3-8: Durchschnittliche pH-Wert des Enddarminhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Oxalsdure im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n < 68).
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Hamolymphe
Die Behandlung von Einzelbienen mit Oxalséure fuhrt zu Veranderungen im pH-Wert
der Hamolymphe (Abbildung 3-9).

Bereits 24 Stunden nach oraler Applikation ist der pH-Wert mit 6,72 + 0,31 im Vergleich
zur Kontrollgruppe (pH-Wert 6,98 + 0,17) signifikant verringert (Mann-Whitney-Rang-
Summen-Test, p = 0,011). Im weiteren Verlauf steigt der pH-Wert nach 48 Stunden auf
6,83 + 0,22 und 6,97 + 0,27 nach 72 Stunden an.

In den ersten Versuchsintervallen ergeben sich fur die dermale Applikation keine
signifikanten Unterschiede, die pH-Werte liegen mit 7,00 + 0,12 (24 Std.) und 7,00 +
0,08 (48 Std.) auf dem Niveau der Kontrollgruppen (6,98 + 0,17 nach 24 Std. und 6,96
+ 0,26 nach 48 Std.). Der pH-Wert der Hamolymphe ist 72 Stunden nach Applikation
der Saure mit 6,88 + 0,15 im Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe (pH-
Wert 7,17 * 0,21) signifikant verringert (t-Test, p = 0,006).
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Abbildung 3-9: Durchschnittliche pH-Wert der Hamolymphe nach oraler und dermaler
Behandlung mit Oxalsaure im Vergleich zur Kontrollgruppe in den Versuchsintervallen
(n < 24).
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3.1.5 pH-Werte der Abschnitte des Verdauungssystems sowie der Himolymphe
nach Behandlung von Einzelbienen mit Betasauren in oraler und dermaler

Applikation

Honigblase
Der pH-Wert des Honigblaseninhaltes liegt nach einer Betasaurenbehandlung in allen

Testgruppen lUber dem pH-Wert der Kontrollen (Abbildung 3-10).

Nach oraler Applikation verandert sich der pH-Wert Uber 72 Stunden geringfiigig von
5,10 = 0,47 (24 Std.) Uber 5,14 + 0,49 (48 Std.) zu 5,31 + 0,41 (72 Std.), und ist im
zweiten Versuchsintervall signifikant zur Kontrollgruppe (4,80 + 0,44) erhéht (t-Test, p =
0,006).

Bei dermaler Applikation liegt der pH-Wert nach 24 Stunden bei 5,04 = 0,42, nach 48
Stunden ist der pH-Wert weiter erhoht (pH-Wert 5,06 + 0,54), es lasst sich ein
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (4,80 + 0,44) zeigen (t-Test, p = 0,03). Im
letzten Versuchsintervall steigt der pH-Wert erheblich auf 5,48 + 0,42 an. Der
Unterschied zur Kontrollgruppe (4,99 + 0,92) wird aufgrund der hohen Varianz nicht

signifikant.
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Abbildung 3-10: Durchschnittliche pH-Wert der Honigblaseninhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Betasdauren im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n < 52).
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Ventriculus
Die gemessenen pH-Werte des Mitteldarminhaltes sind im Vergleich zu den Kontrollen

zu jedem Versuchszeitpunkt leicht erhoht (Abbildung 3-11).

24 Stunden nach der oralen Behandlung unterscheidet sich der pH-Wert mit 6,66 *
0,23 signifikant vom Kontrollwert (6,55 * 0,20, t-Test, p = 0,015). Im weiteren Verlauf
sinkt der pH-Wert auf ein Niveau von 6,55 + 0,19 (48 Std.) und 6,63 + 0,22 (72 Std.).
Diese Werte unterscheiden sich nicht signifikant von den Kontrollen mit 6,55 + 0,2 nach
48 Stunden und 6,55 + 0,16 nach 72 Stunden.

Nach dermaler Applikation sind die pH-Werte im Vergleich zu den Kontrollen leicht
erhoht: 6,63 + 0,23 (24 Std.), 6,57 + 0,18 (48 Std.) und 6,60 * 0,24 (72 Std.).
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Abbildung 3-11: Durchschnittliche pH-Wert des Mitteldarminhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Betasdauren im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n < 68).
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Rectum

Uber den Versuchszeitraum von 72 Stunden sind die durchschnittlichen pH-Werte des
Enddarminhaltes der Testgruppen im Vergleich zu den Kontrollen erhéht (Abbildung 3-
12).

In den ersten 24 Stunden nach oraler Applikation ist der pH-Wert mit 5,41 + 0,42 im
Vergleich zur Kontrollgruppe (5,05 £+ 0,31) signifikant héher (Mann-Whitney-Rang-
Summen-Test, p < 0,001). Nach 48 Stunden (5,15 + 0,41) und 72 Stunden (5,01 %
0,38) liegen die Werte weiterhin Uber dem Niveau der Kontrollgruppen mit 5,05 + 0,24
(48 Std.) und 4,99 + 0,24 (72 Std.).

Auch die dermale Applikation resultiert nach 24 Stunden mit 5,30 + 0,39 in einem
signifikanten pH-Wert Unterschied (Mann-Whitney-Rang-Summen-Test, p = 0,006). Im
weiteren Verlauf sinkt der pH-Wert leicht ab (5,17 + 0,31 nach 48 und 5,04 + 0,32 nach

72 Stunden), bleibt aber tber dem Niveau der Kontrollen.
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Abbildung 3-12: Durchschnittliche pH-Wert des Enddarminhaltes nach oraler und
dermaler Behandlung mit Betasdauren im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
Versuchsintervallen (n < 68).
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Hamolymphe
Die Behandlung von Einzelbienen mit Betasauren zeigt Veranderungen im pH-Wert der
Hamolymphe (Abbildung 3-13).

Bereits 24 Stunden nach oraler Applikation ist der pH-Wert mit 6,81 + 0,24 im Vergleich
zur Kontrollgruppe (pH-Wert 6,98 + 0,17) signifikant verringert (t-Test, p = 0,036). Im
weiteren Verlauf steigt der pH-Wert nach 48 Stunden auf 7,14 + 0,22 und 6,94 + 0,20

nach 72 Stunden an.

Im ersten Versuchsintervall ergibt sich auch fur die dermale Applikation ein signifikant
verringerter pH-Wert (6,75 + 0,30) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach 48 Stunden
liegt ein pH-Wert von 7,00 £ 0,08 vor, dieser liegt auf dem Niveau der Kontrollgruppe
(6,96 = 0,26). Der pH-Wert der Hamolymphe ist 72 Stunden nach Applikation der
Betasauren mit 6,87 + 0,12 im Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe (pH-
Wert 7,17 * 0,21) signifikant verringert (t-Test, p = 0,007).
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Abbildung 3-13: Durchschnittliche pH-Wert der Hamolymphe nach oraler und dermaler
Behandlung mit Betasauren im Vergleich zur Kontrollgruppe in den Versuchsintervallen
(n £ 24).
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Vergleich: Kontrollgruppe gegen den natirlichen physiologischen pH-Wert der
Abschnitte des Verdauungssystems und Hamolymphe adulter Honigbienen

Die Applikation von Oxalsdure bzw. Betasauren verandert den Sauregrad einzelner
Abschnitte des Verdauungssystems und der Hamolymphe behandelter Bienen. Durch
den Vergleich der jeweiligen Kontrollgruppe (Bienen im Labor) mit dem natirlichen pH-
Wert des Standards (Bienen aus dem Volk, Tabelle 3-1) kann ein Einfluss der
Versuchsbedingungen gezeigt werden.

Tabelle 3-1: Vergleich des durchschnittlichen pH-Wertes der Kontrollgruppen mit dem
natirlichen pH-Wert

Mittelwert + SD MW Rang
) t-Test Summen
Std.
Darmabschnitte  nach Kontrollgruppen Standard P p
Beh.
Honigblase 24 4,86 + 0,46 (4,07 - 5,85) 0,01 -
521+0,6
48 4,81 + 0,44 (3,39 - 5,65) - 0,002
(4,00 — 6,28)
72 4,99 + 0,92 (3,88 - 6,32) - 0,555
Ventriculus 24 6,55 + 0,20 (6,08 — 7,05) 0,159 -
6,50 + 0,16
48 6,55 + 0,21 (5,97 — 6,98) - 0,133
(6,09 - 6,81)
72 6,55+ 0,16 (6,19 — 6,98) 0,102 -
Rectum 24 5,08 £ 0,36 (4,30 — 6,50) - 0,53
5,07 + 0,26
48 5,06 £ 0,24 (4,64 — 5,82) - 0,950
(4,68 — 5,68)
72 4,99 + 0,24 (4,28 - 5,52) 0,133 -
Hamolymphe 24 6,98 £ 0,17 (6,61 - 7,2) <0,001 -
6,72 £ 0,15
48 6,96 + 0,26 (6,56 — 7,49) - 0,001
(6,45 —7,10)
72 7,17 £0,21 (6,75 - 7,4) <0,001 -

Der pH-Wert des Honigblaseninhaltes der Kontrollgruppe ist im Versuchsverlauf nach
24 und 48 Stunden im Vergleich zum Standard signifikant verringert. Bei Betrachtung
des Mitteldarms und Enddarms sind Unterschiede zu verzeichnen, die sich aber nicht
statistisch auswirken. Der pH-Wert der Hamolymphe in den Kontrollen ist in allen drei

Versuchsintervallen signifikant hoher als der nattrliche pH-Wert des Standards.
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3.1.6 Erweiterter Standard fur Ventriculus und Rectum
Fur Mitteldarm und Enddarm lassen sich die pH-Werte aus Standard und

Kontrollgruppen zu einem erweiterten Standard mit héherem Stichprobenumfang
zusammenfassen (Abbildung 3-14).

RE 5,04 (n = 225)

6,55 (n = 224)

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
[pH]

Abbildung 3-14: Durchschnittliche pH-Wert des Mitteldarminhaltes (VE) und der
Kotblase (RE) als erweiterter Standard

Der erweiterte Standard pH-Wert des Mitteldarms liegt bei 6,55 + 0,18 (min. 6,08; max.
7,05) und unterliegt einer geringen Standardabweichung. Der Inhalt der Kotblase ist mit
durchschnittlich pH-Wert 5,04 £ 0,27 (min. 4,28; max. 5,93) sehr sauer.
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TEIL 2

3.2 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf Nosema spp.

3.2.1 Kinstliche Infektion von Arbeiterinnen mit Nosema spp. unter

Laborbedingungen

Infektionsgrad
In der Versuchsreihe zum Infektionsgrad von Einzelbienen konnte zu keinem der

Versuchszeitpunkte ein Befall mit Nosema Sporen festgestellt werden (Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: Infektionsgrad nach kinstlicher Infektion Gber den Versuchszeitraum von
26 Tagen

Anteil Nosema positiver Bienen [p.i.]

Gruppe 3 n 3 Tage 8 Tage 13 Tage 19 Tage 26 Tage
K4 30 0 0 0 - -
K5 30 - - - 0 0

Uberlebensrate

Die Uberlebensrate von Arbeiterinnen unter Laborbedingungen lag bei Jungbienen
nach 26 Tagen bei 80% (Kontrollgruppe) und 85% (Testgruppe; Abbildung 3-15). Es
konnte kein signifikanter Unterschied im Kurvenverlauf gezeigt werden (Kaplan-Meier-
Survival-Analyse: Grehan-Breslow, p = 0,908).
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Abbildung 3-15: Uberlebenskurve nicht-infizierter und infizierter Jungbienen tber den
Versuchszeitraum von 26 Tagen.

3.2.2 Semi-Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp.
nach Behandlung von Einzelbienen mit den Wirkstoffen Oxals&ure und

Betasauren

Oxalsaure
Oxalsaure behandelte Bienen zeigten 3 Tage nach Applikation keinen Befall mit
Nosema spp. im Mitteldarm (Abbildung 3 - 16), obwohl vor der Behandlung der Anteil

infizierter Bienen im Volk bei 50% lag.

Am 8. Tag nach der Behandlung wurde eine Sporenmenge von durchschnittlich
435.714,29 + 1.152.791,64 Sporen/Biene gemessen. Dieser Wert war signifikant
geringer als die Sporenmenge der Kontrollgruppe mit 5.615.000,00 + 6.158.375,06
Sporen/Biene (Mann-Whitney-Rang-Summen-Test, p = 0,035). Die Sporenmenge am
16. Tag nach der Behandlung war im Vergleich zu den vorherigen Versuchstagen mit
9.140.000,00 + 5.257.304,44 Sporen/Biene stark erhoht, aber nicht signifikant
verschieden zur Kontrollgruppe (t-Test, p = 0,383).

Am 3. Tag nach der Oxalsdurebehandlung sank der Anteil infizierter Bienen signifikant
auf 30% im Vergleich zur Kontrollgruppe (90%; z-Test, p = 0,022). Ab dem 8.

Versuchstag waren 100% der Versuchstiere mit Nosema Sporen infiziert (Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3: Anteil positiver Bienenproben (Mitteldarm und Enddarm) zu den
Versuchszeitpunkten unter den Behandlungen mit Oxalsdure und Betasduren im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche Buchstaben beschreiben einen
signifikanten Unterschied im proportionalen Anteil infizierter Bienen am Versuchstag (z-
Test, p < 0,05).

Anteil infizierter Bienen [%)]

Behe\llr?orllung Tage nach Behandlung
Gruppe 3 8 13 16 26 35
Oxalséure 30a 100a 100a 100a  100a -
Betasauren 50 70ab 60a 100a 100a 100a  100a
Kontrollen 90b 70a 100a 90a 100a  100a

Betasauren

Betasauren behandelte Bienen zeigten 3 Tage nach der Applikation einen schwachen
Befall mit Nosema spp. (Abbildung 3 - 16). Die durchschnittliche Sporenmenge lag bei
1.140.000 + 1.561.409,62 Sporen/Biene und war trotz nominaler Unterschiede
aufgrund der hohen Varianz nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrollgruppe mit
14.770.000 + 27.157.747,51 Sporen/Biene (Mann-Whitney-Rang-Summen-Test, p =
0,222). Am 8. Tag nach der Behandlung konnte eine reduzierte Sporenmenge von
370.000 £ 1.170.042,73 Sporen/Biene ermittelt werden. Dieser Wert lag signifikant
unter dem der Kontrollgruppe (Mann-Whitney-Rang-Summen-Test, p = 0,018). Die
Sporenmenge am 16. Tag nach der Behandlung war mit 29.237.500 + 19.732.223,01
Sporen/Biene sehr stark erhdht und signifikant verschieden zur Kontrollgruppe mit
6.230.000 £ 4.707.653,34 Sporen/Biene (t-Test, p = 0,038).

Am 3. Tag nach der Betasaurenbehandlung wurde ein Infektionsgrad von 70%
infizierter Bienen ermittelt. Nach 8 Tagen reduzierte sich der Anteil auf 60%, allerdings
nicht signifikant zur Kontrollgruppe (70%; z-Test, p = 1,000). Im weiteren Verlauf waren

alle Individuen der Gruppe mit Nosemasporen infiziert (Tabelle 3-3).
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Abbildung 3-16: Durchschnittichen Sporenmenge (x SD) im Mitteldarm behandelter
Bienen 3, 8 und 16 Tage nach der Behandlung. Unterschiedliche Buchstaben
beschreiben einen signifikanten Unterschied (t-Test, bei Ungleichheit der Varianzen
Mann Whitney Rang Summen Test, p < 0,05; n < 10 pro Gruppe und Versuchstag).
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Einfluss des pH-Wertes auf den Befallsgrad des Mitteldarmes

Eine negative Korrelation zwischen dem Befallsgrad der Bienen und dem pH-Wert des
Mitteldarms deutet sich am 16. Tag nach der Behandlung in der Testgruppe
Betasauren mit einem Korrelationskoeffizienten von Rz = 0,7798 an. Schwache bis
mittlere Befallsgrade in der Oxalsauregruppe konzentrieren sich im pH-Wert Bereich
von 5,7 bis 6,4. Die Kontrollgruppe verzeichnet die geringste Streuung, wobei fast alle
Werte unter dem physiologischen pH-Wert des Mitteldarms liegen (Abbildung 3-17).

60
u Standard pH Mitteldarm

50 2=
- \R =0,7798 @ Oxalsaure
c \
(] =
o HBetasauren
g 40 A Kontrolle
=]
2,
S 30
o [ |
[+]
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Abbildung 3-17: Sporenbelastung in Abhangigkeit des pH-Wertes des Mitteldarms 16
Tage nach der Behandlung mit Oxalsdure bzw. Betasduren im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollbienen

Entwicklung des pH-Wertes Uiber den Versuchszeitraum

Im Versuchszeitraum lag der durchschnittiche pH-Wert des Mitteldarms in der
Oxalsaure behandelten Testgruppe zwischen 6,05 (+ 0,29) an Tag 3 und 6,26 (+ 0,42)
an Tag 16. Die durchschnittichen pH-Werte der Betasduren behandelten Bienen
variierten zwischen 6,04 (+ 0,19; Tag 3) und 6,27 (x 0,14; Tag 26). In der
Kontrollgruppe wurde ein minimaler durchschnittlicher pH-Wert von 5,87 (x 0,39) an
Tag 3 gemessen, der maximale Wert erreichte 6,26 (+ 0,06) am 16. Versuchstag. An
Tag 35 waren keine Bienen der Oxalsauregruppe vorhanden, die pH-Werte der Gruppe
Betaséduren sind zu diesem Zeitpunkt etwas niedriger als die pH-Werte der

Kontrollgruppe (Tabelle 3-4). Zu keinem der Versuchszeitpunkte wurde ein signifikanter
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Unterschied in den durchschnittlichen pH-Werten des Mitteldarms in den drei Gruppen
ermittelt (t-Test, p =2 0,05).

Der durchschnittliche pH-Wert des Enddarms lag in der Oxalsauregruppe zwischen
4,64 (£ 0,23) an Tag 16 und 5,48 (£ 0,11) an Tag 13. In der Gruppe der mit Betasauren
behandelten Bienen wurden pH-Werte zwischen 4,83 (x 0,20) am 3.Tag und 5,71 (¢
0,50) am 16. Tag ermittelt. In der Kontrollgruppe lagen die pH-Werte zwischen 4,81 (+
0,29; 3. Tag) und 5,21 (+ 0,36; 13. Tag). Am 16. Tag nach der Behandlung
unterscheiden sich die pH-Werte der mit Oxalsaure behandelten Gruppe signifikant zur
Gruppe Betasauren (t-Test, p = 0,02) sowie zur Kontrollgruppe (t-Test, p = 0,03). An
Tag 35 waren keine Bienen der Oxalsauregruppe vorhanden, die pH-Werte der Gruppe
Betasauren sind zu diesem signifikant niedriger als die pH-Werte der Kontrollgruppe (t-
Test, p = 0,03; Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Durchschnittliche pH-Werte des Mitteldarms und Enddarms von Nosema
positiven Einzelbienen im Versuchszeitraum bis 35 Tage nach der Behandlung mit
Oxalsaure bzw. Betaséuren. Unterschiedliche kleine Buchstaben beschreiben einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der durchschnittlichen pH-Werte zu den
Versuchszeitpunkten (t-Test, p < 0,05).

Mitteldarm pH-Wert (Mittelwert + SD, Enddarm pH-Wert (Mittelwert + SD,
n <5) n <5)
Tage nach Behandlung Tage nach Behandlung
Gruppe 3 13 16 26 35 3 13 16 26 35
. 6,05 6,16 6,26 6,06 491 548 464a 510
Oxalsaure -
(0,29) (0,06) (0,42) (0,20) (028) (011) (023) (0.54)
Betasiuren 0% 6,11 6,19 627 6,08 | 483 524 57lb 551 483a
(0,19) (0,18) (0,26) (0.14) (0.24) [ (0,20) (0.17) (o50) (0.51) (0,23)
Kontrollen 287 587 626 607 616 | 481 524 52l1b 521 527p
(0,39) (066) (0,06) (0,30) (0,11) | (0,29) (0.36) (p30) (0.63) (0,30)

3.2.3 Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp. nach
Behandlung von Bienenvdlkern mit Oxuvar® und HopGuard®

Die Infektion der Ableger mit Nosema Sporen war in 2 Testvolkern und der positiven

Kontrolle erfolgreich (Tabelle 3-5). Die Negativkontrolle blieb dber den

Versuchszeitraum erwartungsgemal ohne Befall. Durch den Vergleich der Nosema

positiven Proben und der anschlielenden Auszahlung mithilfe der Zahlkammer lassen

sich die qualitativen Bestimmungen auch quantitativ einteilen: ein schwacher Befall

zahlt eine Sporenmenge < 10.000.000 Sporen/Biene; der mittlere Befall resultiert in
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einer Sporenmenge zwischen 10.000.000 bis 55.000.000 Sporen/Biene; Bienen mit
starkem Befall haben eine Belastung von = 55.000.000 Sporen (Tabelle 9-15).

Uber den Versuchszeitraum zeigte Ableger 10 (negative Kontrolle) keine Infektion,
hingegen wurde im Ableger 23a (positive Kontrolle) am 12. und 18. Versuchstag eine

Infektion mit anteilig 15 bzw.10% der beprobten Bienen festgestellt (Tabelle 3-5).

Oxuvar® und HopGuard®
Fur die Testgruppe Oxuvar® (Ableger 23) lag am 25. Tag nach der Behandlung ein
mittlerer Befall in 5% der Bienenproben vor. An den vorherigen Versuchszeitpunkten

konnte in keiner Bienenprobe ein Befall ermittelt werden.

Tabelle 3-5: Prozentualer Anteil erkrankter Bienen in den Versuchsvolkern

Anteil infizierter Bienen [%)]
Ableger Gruppe vor I%/:r: 6Tage 12Tage 18Tage 25 Tage
Nr. Inoculation OX/HG
Nach Behandlung

1.1 Test/HG 25 15 10 20 10 45
3.1 Test/HG 0 0 0 0 0 0
23 Test/OX 0 0 0 0 0 5
10 Kontrolle/neg 0 0 0 0 0 0
23a Kontrolle/pos. 0 0 0 15 10 0

Ableger 1.1 der Testgruppe HopGuard® zeigte als einziges Volk Veranderungen im
Befallsgrad nach der Behandlung. Bei Ableger 3.1 wurde zu keinem der

Probennahmen ein Befall mit Nosema spp. diagnostiziert.

Volk 1.1 startete mit einem schwachen bis mittleren Befallsgrad (Abbildung 3-18) von
durchschnittlich 24.730.000 + 11.027.726,42 Sporen/Biene; am Tag der Behandlung
lag dieser Wert bei 10.716.666,67 + 575.181,13 Sporen/Biene und einem Anteil von
15% infizierter Bienen. Am 6. Tag nach der Behandlung mit HopGuard® ist das
Verhaltnis von durchschnittlicher Sporenmenge (15.650.000 = 14.212.846,30
Sporen/Biene) und dem Anteil infizierter Bienen (10%) ausgeglichen und es besteht
kein signifikanter Unterschied zur Sporenbelastung des Behandlungstages (Mann-
Whitney-Rang-Summen-Test, p = 1,000). An den folgenden Versuchstagen erhthte
sich die durchschnittliche Menge auf 59.700.000 = 25.803.423,55 bzw. 61.000.000 *
3.181.980,52 Sporen/Biene (12. und 18. Tag nach Behandlung) bei abnehmender
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Anzahl infizierter Individuen (20% und 10%). Am 25. Tag nach der Behandlung
reduzierte sich der durchschnittliche Befallsgrad signifikant auf 14.005.555,56 =+
9.622.416,68 Sporen/Biene (t-Test, p < 0,001), wobei der Anteil infizierter Arbeiterinnen
auf 45% stieg.
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Abbildung 3-18: Vergleich der durchschnittlichen Sporenbelastung (£ SD) mit dem
prozentualen Anteil infizierter Bienen fir Ableger Nr. 1.1 nach Behandlung mit
HopGuard®. Unterschiedliche kleine Buchstaben beschreiben einen signifikanten
Unterschied im Vergleich der durchschnittichen Sporenmenge an den
Versuchszeitpunkten (t-Test, p < 0,05).
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4. DISKUSSION
TEIL 1

4.1 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf A. mellifera

4.1.1 Vertraglichkeit von Oxalsaure nach Behandlung von Einzelbienen in
dermaler und oraler Applikation
Die Toxizitdt von Oxalséure unterscheidet sich nach dermaler bzw. oraler Applikation
stark. Das Verfittern ist fir Bienen sehr viel toxischer als der Kontakt tiber die Kutikula.
Die in der Praxis verwendete 3,5%-ige Oxalsaurelosung entspricht in den hier
vorgestellten Versuchen einer Einzeldosis von 175ug Oxalsdure/Biene und wurde nach
dermaler Applikation Gber den Zeitraum von 72 Stunden gut vertragen. Dagegen flhrte
eine Dosis von 100ug Oxalséure/Biene, oral appliziert, zu sehr hohem Totenfall. Die in
der imkerlichen Praxis verwendete dermale Applikationsform des Traufelns wird mit
einem Sicherheitsfaktor der 0,5-fachen im Volk applizierten Einzeldosis pro Biene gut
vertragen. Oxalsaure wird in Zuckerwasser geltst und anschlie3end in Bienenvolker
getraufelt. Bienen werden durch Putzen des Kdrpers oder des Wabenmaterials geringe
Mengen der Saure oral aufnehmen. Es ist davon auszugehen, dass diese Mengen
unter der hier dargestellten Signifikanzschwelle von 50ug Oxalsaure/Biene nach oraler
Applikation liegen. Hoher konzentrierte Oxalsaurelésungen oder mehrmalige
Behandlungen von Bienenvélkern fihren zu starken Bienenverlusten (Rademacher
und Harz, 2006). Dabei spielt eine akute Kontaktgiftwirkung wie von Aliano et al. (2006)
beschrieben, eine wesentliche Rolle, allerdings wurden die behandelten Bienen vor der
Applikation mit CO, betdubt und auch Aceton als Losungsmittel verwendet. Somit ist

ein kombinatorischer Effekt nicht auszuschliel3en.

Gregorc et al. (2004) zeigten klinische Veranderungen an Larven nach einer
Sprihapplikation mit Oxalsaure, es kam zum Zelltod bis hin zu Nekrosen. Auch Hatjina
und Haristos (2005) haben Brutschadigungen nach Oxalsaurebehandlung
beschrieben. In der imkerlichen Praxis ist die Behandlung mit Oxalsédure in
Bienenvolkern nur fiir die brutfreie Periode zugelassen. Dies beruht allerdings weniger
auf den toxikologischen Effekten, sondern daran, dass Oxalsaure nicht auf V.

destructor in verdeckelten Brutzellen wirkt.

Auswirkungen einer Oxalsaurebehandlung wurden von Martin-Hernandez et al. (2007)
und Nozal et al. (2003) beschrieben. Es wurde Oxalsédure in Organen und der
Hamolymphe nachgewiesen sowie pathologische Veranderungen wie z.B. der
Ruckbildung des Rectalgewebes, der Malphigischen GefaRe und des Ventriculus

beobachtet. Bei den Experimenten von Nanetti et al. (2003a) mit C* markierter
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Oxalsaure und dermaler Applikation auf der Ebene des Bienenvolkes wurde der
markierte Kohlenstoff in abdominalen Strukturen von Einzelbienen detektiert. Daraus
kann geschlossen werden, dass die Substanz, wenn auch in geringen Mengen, in die

Einzelbiene gelangt.

Veranderungen, die aus einer Oxalsaurebehandlung resultieren und pH-Wert

Verschiebungen zur Folge haben, werden unter 4.1.3. diskutiert.

4.1.2 Vertraglichkeit von Betasauren nach Behandlung von Einzelbienen in
dermaler und oraler Applikation

Die Ergebnisse der Kastchenversuche haben gezeigt, dass Betasauren in einer
aufsteigenden Dosisreihe nach dermaler Applikation von Bienen gut toleriert werden.
Es ergibt sich ein 2-facher Sicherheitsfaktor bei Berlicksichtigung der minimalen Dosis
(25u9), die bendtigt wird, um = 90% Milbensterblichkeit zu erreichen (Rademacher et
al., 2015). Die orale Applikation von Betasauren ist weniger gut vertraglich. Bereits
50ug/Biene fiuhrte zu erhohtem Totenfall, der im weiteren Verlauf dosisabhangig
anstieg. Bei der Anwendung im Volk kommen die Bienen Uber Belaufen von Streifen
mit dem Wirkstoff in Kontakt. Die orale Aufnahme ist hochstwahrscheinlich gering, lasst
sich aber durch das Zerfressen der Streifen nicht ausschlieen. Es wurden bis zu 16ug
Betasauren auf Einzelbienen nach einer Behandlung im Bienenvolk nachgewiesen
(Beddie 2011, pers. Mitteilung).

Rademacher et al. (2015) konnten auch zeigen, dass Arbeiterinnen bis zu 150ug
Betasduren gut vertragen, wenn die Bienen nach der Behandlung Kontakt mit
unbehandelten Individuen haben. Behandelte Bienen konnen hohe Dosierungen
vertragen, angenommen sie verteilen die Substanz in kurzer Zeit und reduzieren somit
sukzessiv die Dosis. Dieser Verteilungsmechanismus wurde mithilfe von

Computertomographie behandelter Bienenvolker dargestellt (Rademacher et al., 2012).

4.1.3 Physiologische pH-Werte als Standard

Der physiologische pH-Wert der Honigblase von A. mellifera liegt im sauren pH-
Bereich und unterliegt Schwankungen, die durch unterschiedliche Nektarquellen
bedingt werden (Chapman, 1998) und ist natirlicherweise hoch variabel. Die
signifikanten Unterschiede im Vergleich der pH-Werte der Kontrollgruppen (im Labor
mit Futterteig gefuttert) und den Bienen fir die Standardbestimmung (mit Futtervorrat

aus dem Volk) spiegeln diese Situation wider.

Der pH-Wert des Ventriculus ist sehr stabil mit geringer Varianz. Dies unterstreicht die

starke Pufferkapazitat des Mitteldarms. Intrazellulare Puffer von Insekten sind bisher
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wenig untersucht, es sind aber hdchstwahrscheinlich Proteine, Phosphate und

organische Sauren beteiligt (Harrison, 2001).

Im Gegensatz dazu ist der physiologische pH-Wert des Rectums wesentlich saurer,
was sich auf die intensive Resorption von Wasser Uber die Rektalpapillen und den
Sekretionsprozessen in den Malpighischen Gefal3en zurtickfihren lasst (Chapman,
1998).

Der pH-Wert der Hamolymphe der Honigbiene nahert sich einem neutralen Wert an
und liegt in einem Bereich, der fur Insekten (pH-Wert von 6,4 — 6,8) als normal
(Chapman, 1998) beschrieben wurde. Bienen, die Gber 72 Stunden im Labor gehalten
wurden, zeigen diesen Effekt, die Annaherung an einen pH-Wert von 7 starker als
Bienen, die direkt dem Volk entnommen wurden. Die Haltung der Bienen in Kéfigen
bedingt anscheinend eine Stresssituation, die sich im Laufe des Versuchszeitraumes
auf den pH-Wert mit potentiellen Abweichungen vom Normbereich auswirken kénnte.
Bei derartigen Abweichungen ist nach Chapman (1998) eine starke Pufferkapazitat

gegeben, die sich im Zeitrahmen von 72 Stunden nicht gezeigt hat.

Harrison (2001) geht davon aus, dass die Regulation der Saure-Base-Homdostase
durch Puffer, den CO, Partialdruck sowie Exkretionsprozesse gesteuert werden. Die
von Diehl (2009) gemessenen pH-Werte fur Bienen, die direkt einem Volk entnommen
wurden, liegen im Wesentlichen unter den hier eingemessenen Standards. Lediglich
bei dem pH-Wert des Rectums sind die Abweichungen gering. Die Unterschiede
wurden hdchstwahrscheinlich durch die Messmethoden (Indikatorpapier vs. Elektrode),

im Falle der Honigblase aber auch durch verschiedene Futter hervorgerufen.

4.1.4 pH-Werte nach Oxalsdurebehandlung

Die Behandlung der Arbeiterinnen mit Oxalsaure erfolgte in Dosen, die flr die Bienen
auch Uber den Versuchszeitraum von 72 Stunden vertraglich waren. Im Bereich bis zu
50ug/Biene nach oraler und bis zu 250ug/Biene nach dermaler Applikation wurden
gute Vertraglichkeiten gezeigt. Die pH-Werte des Honigblaseninhaltes variierten nach
oraler wie auch dermaler Applikation der Saure sehr stark. Der geringere pH-Wert 24
Stunden nach oraler Behandlung zeigt, dass Oxalsaure aufgenommen wurde. Im
weiteren Zeitverlauf blieb der pH-Wert niedrig, da der Honigblaseninhalt bis zu 3 Tage
in der Honigblase verbleiben kann (Droege, 1993), wobei Pollen bereits 60 Minuten

nach der Aufnahme in den Mitteldarm wandert.

Der pH-Wert des Mitteldarms wies signifikante Unterschiede 48 Stunden nach oraler
Behandlung und 72 Stunden nach dermaler Behandlung auf. Diese Unterschiede

koénnten durch die langsamere Penetration der Saure durch die Cuticula nach dermaler
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Applikation verursacht worden sein. Nach oraler Applikation gelangte die Saure
schneller in den Mitteldarm. Auch der pH-Wert des Rectums veranderte sich.
Oxalsaure, die durch den Verdauungstrakt wandert und auch Uber die Cuticula in die
Biene einzudringen scheint, verandert demnach das pH-Spektrum des Mittel- und
Enddarms.

Der durchschnittliche pH-Wert der Hamolymphe war bereits 24 Stunden nach oraler
Applikation von Oxalsdure signifikant verringert sowie 72 Stunden nach dermaler
Applikation. Die Pufferkapazitat war moglicherweise bereits erschopft. Eine weitere
Erklarung fir die verzogerte pH-Wert Reduktion ist vermutlich das langsame
Durchdringen der Saure durch die Kutikula. Diehl (2009) zeigte ebenfalls pH-Wert
Verédnderungen nach dermaler Applikation von Oxalséure, konnte diese aber nicht
analytisch nachweisen. Es wurde vermutet, dass Oxals&ure nicht unmetabolisiert durch
die Kutikula diffundiert sondern Protonen der Oxalsaure durch die Natrium/Kalium
lonenpumpe oder tber Ansetzen an das Chitinmolekil in die Hamolymphe (Springer,
2009 pers. Mitteilung) eindringen.

Nanetti (2003a) konnte nach Verabreichung von C* markierter Oxalsaure im
Bienenvolk tGber Traufelapplikation Oxalsaure bzw. den radioaktiven Kohlenstoff in den
inneren Organen bis zu 6 Tage nach der Behandlung radiographisch nachweisen.
Moglicherweise wurde dabei nicht Oxalsaure sondern Ameisensaure als
Stoffwechselprodukt nachgewiesen (Nanetti 2008). Nozal et al. (2003) war es mdglich,
Uber HPLC Spuren von Oxalsaure im Verdauungssystem, den Malpighischen GefalRen
und der Hamolymphe zu erfassen. Dass eine Oxalsdurebehandlung zu einer
Ubersauerung der Einzelbiene fuhrt und damit Organschaden (z.B. Nekrosen)
verursacht, haben Gregorc et al. (2004) und Milani (2001) nach Applikation héherer
Dosen nachgewiesen. Mit den Ergebnissen aus diesen Versuchen kann eine
verstarkte Aziditdt in den einzelnen Abschnitten des Verdauungstraktes und der
Hamolymphe als Ursache bestéatigt werden. Diese erhdhte Aziditat kann zu
Veratzungen in den einzelnen Darmabschnitten fiihren, ein Schwellenwert ist aus

diesen Versuchen mit geringer Dosis jedoch nicht ablesbar.

4.1.5 pH-Werte nach Betasdurenbehandlung

Die Behandlung der Arbeiterinnen mit Betasduren erfolgte in Dosen, die von Bienen
gut toleriert werden. Der pH-Wert des Honigblaseninhaltes lag zu allen
Versuchszeitpunkten tber dem Wert der Kontrollen, was bei der Verabreichung einer
alkalischen LOsung zu erwarten war. Nach 48 Stunden Versuchszeit konnte bei oraler
und dermaler Applikation der Betasauren ein Unterschied zur Kontrollgruppe gezeigt

werden. Der erhghte pH-Wert zeigt, dass auch Betasduren oral aufgenommen wurden.
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Der pH-Wert des Mitteldarms war 24 Stunden nach oraler Behandlung signifikant
erhoht. Es ist anzunehmen, dass die Betasauren durch die orale Aufnahme schnell in
den Mitteldarm gelangten. Auch der pH-Wert des Rectums erhohte sich in diesem
Versuchszeitraum. Betasauren scheinen wie auch Oxalsaure den Verdauungstrakt und
auch die Cuticula zu passieren, was zu Erhdhungen des pH-Wertes des Mittel- und
Enddarms fihrt. Es bleibt zu klaren, welche Mechanismen in diesem Fall eine Rolle
spielen, da es sich bei Betasauren um wesentlich komplexere Molekile handelt als bei

Oxalsaure.

Oxalsaure und Betasauren verursachen nach der Applikation von Dosen, die sich im
Vorfeld als bienenvertraglich erweisen haben, Verédnderungen im Bereich der pH-
Werte des Verdauungssystems und der Hamolymphe. Es ergeben sich
Verschiebungen des pH-Wertes zu hoherer Aziditat im Falle der Oxalsaure und
starkerer Neutralitdt bei Betasduren. Es ist beschrieben, dass der pH-Wert des
Mitteldarms die Funktion von Pestiziden sowie den Infektionserfolg von Pathogenen
beeinflusst (Harrison, 2001). Dies wirde auch einen Einfluss auf die Entwicklung des
Darmmilieus und im speziellen Nosema spp. mdglich machen. Mechanismen, die den
extrazellularen  S&ure-Base-Haushalt von Insekten kontrollieren, sind die
Pufferkapazitat der korpereigenen Flussigkeiten, der Gasaustausch durch indirektes
Eingreifen in den internen CO, Partialdruck sowie ionische Saure-Base-Transporte

speziell im hormonal gesteuerten Exkretionstransport (Harrison, 2001).

TEIL 2

4.2 Einfluss der Wirkstoffe Oxalsdure und Betasauren auf Nosema spp.

4.2.1 Kiunstliche Infektion von Arbeiterinnen mit Nosema spp. unter
Laborbedingungen
Im Versuchszeitraum wurde nach der kinstlichen Infektion mit Nosema Sporen kein
Befall festgestellt. Eine Vermehrung des Erregers hat in den infizierten Bienen nicht
stattgefunden, obwohl das applizierte Inoculum nach den Vorgaben von Fries et al.
(2013) hergestellt wurde. Es wurden frische Sporen aus einem infizierten Flugraumvolk
verwendet, die Sporensuspension wurde durch Filtrieren und Zentrifugieren von
grof3en Gewebepartikeln befreit und am Tag der Herstellung verabreicht. Durch eine
Hungerphase von 3 Stunden vor der Fitterung des Inoculums wurde sichergestellt,
dass jedes Versuchstier die Sporensuspension schnell und restlos aufnimmt. Die
Standardmethode zur Herstellung der Sporensuspension beinhaltet jedoch keine
Auftrocknung des Inoculums. Allerdings beschreibt Olsen et al. (1986) das Auftrocknen
einer Sporensuspension als notwendige Bedingung fir eine erfolgreiche

Sporenkeimung in Experimenten mit N. apis. Die Ergebnisse der kinstlichen Infektion
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wurden dennoch in diese Arbeit mit aufgenommen, da die Standardmethode nach
Fries et al. moglicherweise einer Uberpriifung bedarf. Bei der Herstellung der
Sporensuspensionen fir den Feldversuch wurde nach der Filtration und Zentrifugation

eine Auftrocknung der Losung vorgenommen.

4.2.2 Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp. nach Behandlung von

Einzelbienen mit den Wirkstoffen Oxalsaure und Betaséuren
Die Entwicklung des Nosema Befalls an natirlich infizierten Bienen wurde nach der
Behandlung mit den varroaziden Wirkstoffen Oxalsdure und Betasauren beobachtet.
Der Anteil erkrankter Bienen war am 3. Tag nach der Behandlung in beiden
Versuchsgruppen reduziert, in der mit Oxalséure behandelten Gruppe auch signifikant.
Am 8. Tag nach der Behandlung der Einzelbienen konnte in der Betasauren Gruppe
weiterhin ein verringerter Anteil (60%) ermittelt werden. In der Oxalsdure Gruppe
erreichte der Anteil erkrankter Bienen 100%. Im weiteren Verlauf waren alle
Bienenproben mit Nosema Sporen befallen.

Betrachtet man die Sporenbelastung, sind die signifikant niedrigen Sporenmengen in
beiden Testgruppen am 8. Tag nach der Varroazidbehandlung im Vergleich zur
Kontrolle auffallend. Diese Beobachtung deckt sich mit der verringerten Anzahl Sporen

im Feldversuch.

Auch Nanetti et al. (2015) zeigten in Laborversuchen, dass eine orale Applikation von
Oxalsaure die Wachstumsrate von N. ceranae nach kinstlicher Infektion von Bienen
Uber einen Zeitraum von 8 Tagen beeintrachtigte. Bei einer Oxalsaureapplikation im
Bienenvolk zur Behandlung der Nosemose ist es mdglich, dass ein verzogerter Effekt
entsteht, ahnlich der Wirkungskurve von Oxalsaure gegen V. destructor. Uber einen
Zeitraum von bis zu 10 Tagen steigt hier die Wirksamkeit der Oxalsdure langsam an
(Rademacher et al., 2015).

Die durchschnittlichen pH-Werte des Mitteldarms Nosema positiver, behandelter
Einzelbienen liegen weit unter dem etablierten Standard pH-Wert von 6,55. Die pH-
Werte des Enddarms liegen dagegen anndhernd im Bereich des Standards (pH-Wert
5,04). Die Anzahl Sporen pro Biene und der pH-Wert des Mitteldarms korrelieren nicht
miteinander. Ein Effekt konnte zwar beobachtet werden, ist aber nicht urséachlich auf
den pH-Wert des Mitteldarms zurlickzuftihren. Borchert (1974) beschreibt, dass in den
pH-Werten gesunder und erkrankter Bienen keine Unterschiede gefunden wurden.
Bailey (1955) geht davon aus, dass die Keimung von N. apis nicht durch
Veranderungen im pH-Wert oder durch den osmotischen Druck hervorgerufen wird.
Dagegen beschreibt Weiss (2001), dass bei vielen Microsporidia u.a. pH-Wert

Verschiebungen die Keimung beglnstigen. Ob es tatsachlich einen kausalen
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Zusammenhang zwischen der Keimung und dem pH-Wert des Mitteldarms gibt, kann
hier nicht abschlieRend beurteilt werden. Bei der Behandlung mit Betasauren zeigte
sich eine Tendenz zur Reduzierung der Sporenmenge, die weiter zu untersuchen
ware, wobei Bienen aus einem unbelasteten Volk infiziert und zu gleichen Zeitpunkten
behandelt werden sollten. Bei den hier gezeigten Stichproben ist die Varianz in der
Sporenbelastung von Biene zu Biene nach natirlicher Infektion sehr grof3.

4.2.3 Feldversuch: Vergleich der Befallsentwicklung von Nosema spp. nach

Behandlung von Bienenvélkern mit Oxuvar® und HopGuard®
Die Behandlung der funf Ableger mit Oxuvar® und HopGuard® wurde entsprechend
den Empfehlungen zur Behandlung der Varroose im Herbst/Winter durchgefiihrt (AG
der Institute fur Bienenforschung, 2007; Rademacher et al., 2015). Die Infektion mit
Nosema Sporen war allerdings nicht ausreichend, um eine Befallsentwicklung in allen
Volkern zu beschreiben. Lediglich ein Ableger, der bereits vor der Infektion positiv
getestet wurde, konnte betrachtet werden.

Die Ableger wurden unter gleichen Bedingungen etabliert, allerdings entwickelte sich
bei zwei Volkern deutlich weniger Brut, da die jungen Koniginnen vermutlich nicht
gleich stark in Einlage gingen. Dies fihrte zu einer betrachtlichen Reduktion der
Arbeiterinnenpopulation und zum Zusammenbruch dieser Volker vor dem Start des
Versuches. Eine Verstarkung mit Brutwaben aus anderen Volkern hatte eine
Veranderung der angestrebten genetischen Ahnlichkeit der Versuchsvolker, wie von
Fries et al. (2013) verlangt, zur Folge gehabt. Auch aufgrund der jahreszeitlichen
Abhangigkeit musste mit der vorhandenen Anzahl an Ablegern gearbeitet werden.

In der Praxis kann eine Nosemainfektion diagnostiziert werden, wenn z.B. in den
Kotflecken auf den Waben oder am Flugloch der Erreger nachzuweisen ist. Eine
prophylaktische Behandlung der Nosemose ist nicht sinnvoll. Die Befallsentwicklung im
Ableger 1.1 mit HopGuard® Behandlung zeigte eine Reduktion des Befalls am 6. Tag
nach dem Einh&ngen der HopGuard® Streifen, im Versuch mit Einzelbienen wurde
dieser Effekt am 8. Tag beobachtet. Sowohl die durchschnittliche Sporenbelastung als
auch der Anteil erkrankter Bienen war stark reduziert. Im weiteren Verlauf erhghte sich
die Sporenbelastung signifikant, auch der Anteil erkrankter Bienen stieg an. Am 25.
Tag nach der Behandlung lag bei 45% der Bienen eine schwache Sporenbelastung
vor. Die Bienen kommen mit dem Wirkstoff Betasduren Uber Belaufen der Streifen in
Kontakt. Durch den intensiven Putztrieb ist auch eine orale Aufnahme geringer Dosen
denkbar. Die Wirksamkeit gegen V. destructor tritt bei HopGuard® schnell ein,
innerhalb der ersten 24 Stunden nach einer Behandlung ist ein Wirkungsgrad von tber
60% erreicht (Rademacher et al., 2015). Die pH-Werte des Mitteldarms sind nach
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Betasaurenapplikation bereits nach 24 Stunden erhdht. Es ist zu vermuten, dass
innerhalb der ersten drei Tage nach der Behandlung die Keimungsfahigkeit von
Nosema spp. gestort wird, was zu einer reduzierten Belastung der Bienen im folgenden
Nosema Entwicklungszyklus fuhrt. Die Verbreitung des Erregers im Bienenvolk konnte
zwar nicht gestoppt werden, aber die Befallsentwicklung wurde verlangsamt. Diese
Ergebnisse geben erste Hinweise auf eine Abschwachung des Befalls unter dem

Einfluss von Betasauren.

In Feldversuchen von Nanetti et al. (2015) wurde eine reduzierte Verbreitung von N.
ceranae nach zweimaliger Oxalsaure-Traufelbehandlung gezeigt, wobei unbehandelte
Volker zum einen weniger gut auswinterten und auch eine starkere Sporenbelastung
aufwiesen. Die Nutzung von Oxalsaure zur Behandlung der Nosemose Typ C wird von
den Autoren in Betracht gezogen.

Auch wenn in meinen Feldversuchen die Infektion nicht in allen Vdlkern etabliert
werden konnte und aufgrund von Ausfallen nicht auszugleichende Verluste in der
Anzahl verflugbarer Volker auftraten, halte ich eine klinische Prifung mit mindestens je
30 Bienenvdlkern an verschiedenen Standorten fur aussichtsreich, um die Hinweise
aus dieser Arbeit zu bestatigen. Diese Studie kann an die Richtlinien der Prufung von
Varroaziden angelehnt sein und wirde die Basis fur eine Indikationserweiterung von
Tierarzneimitteln mit den Wirkstoffen Oxalsdure und Hopfenbetasauren darstellen
(EMA, 2010).

4.3 Subletale Effekte von Varroaziden

Die beobachteten Effekte der varroaziden Wirkstoffe Oxalsdure und Betasduren auf
den pH-Wert treten bei behandelten Bienen auf, die in der Regel die Einzelbehandlung
auBerlich unbeschadet Uberleben. Diese Effekte gelten als subletal, da sie nicht

zwingend den Tod des Individuums hervorrufen.

Subletale Effekte anderer Pestizide, der Neonicotinoide, werden verstarkt als Ursache
fur das Bienensterben angesehen. Bienen werden durch eine chronische Vergiftung
am Nervensystem geschadigt, es kommt zur Desorientierung und zum Verlust des
Heimfindevermogens (Fischer et al., 2014; Henry et al., 2012). Einen Zusammenhang
zwischen dem Einfluss von Neonicotinoiden und der Schadlichkeit des
Fligeldeformationsvirus (DWV) konnten Di Prisco et al. (2013) nachweisen. So ist die
starke Virulenz auf eine Aufhebung der Immunantwort mit einer dosisabhangigen
ansteigenden Replikation des DWV-Genoms zurlckzufihren. Zudem bestehen
Zusammenhange zwischen der Schwéchung von Bienenvélkern, die mit Nosema spp.
infiziert und gleichzeitig geringsten Mengen an Neonicotinoiden ausgesetzt sind (Alaux
et al., 2010).
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Auch aufgrund der hier gezeigten subletalen Effekte der Behandlungen mit Wirkstoffen
aus Varroaziden sollte eine Erweiterung der Prifvorschriften fir die Zulassung von
sowohl Bienenmedikamenten als auch Pflanzenschutzmitteln in Betracht gezogen
werden. Chronische und subletale Effekte sowie Interaktionen zwischen Pestiziden und

Pathogenen finden bisher nur geringe oder gar keine Berticksichtigung.
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5. SCHLUSSFOLGERUNG

Nebenwirkungen der beiden varroaziden Wirkstoffe Oxalsaure und Betasauren auf
physiologischer Ebene werden bereits durch die Verabreichung subletaler Dosen
erreicht. Diese eigentlich unerwiinschten Nebenwirkungen kdénnen dazu fuhren, dass
das Wachstum der Mikrosporidien Nosema spp. fur kurze Zeit gehemmt wird. Diese
Wachstumshemmung wirde die Infektion des einzelnen Bienenvolkes zwar nicht
ganzlich verhindern, bei rechtzeitiger Diagnose wére es dem Imker aber mdéglich, durch
den Austausch des kontaminierten Wabenmaterials und Einhangen zusétzlicher
Pollenwaben die Fruhjahrsentwicklung des Bienenvolkes zu starken und so Verluste
weitgehend zu verhindern. Inwiefern eine mehrfache Anwendung eventuell auch bei
moglicher Brutaktivitat effektiv ist, bleibt abzuwarten. Sollten sich die Hinweise aus
dieser Arbeit durch weitere Versuche bestétigen, wére eine Erweiterung der Indikation
fur Oxalsdure ad us vet. und HopGuard® denkbar. Eine Zulassung wére dringend
notwendig und hatte einen hohen Stellenwert, da in Europa derzeitig kein Medikament

zur Behandlung der Nosemose verflgbar ist.
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6. ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY

Diese Arbeit untersucht den Einfluss der Varroaziden Wirkstoffe Oxalsauredihydrat und
Hopfenbetasduren auf die Honigbiene Apis mellifera sowie den Erregern der
Nosemose, Nosema apis und Nosema ceranae. Der Erhalt der Honigbiene ist von
enormer Okologischer und dkonomischer Bedeutung, dabei ist heute eine Behandlung
der Bienenvolker von A. mellifera mit Medikamenten alternativios. Der Befall der Volker
mit der parasitischen Milbe Varroa destructor fihrt ohne Medikation innerhalb kirzester
Zeit zum Zusammenbruch. Die Varroazide Oxalsaure und Betasduren sind
hochwirksam in der Behandlung der Varroose. Zum einen sind die Effekte auf die
einzelne Honigbiene (pH-Werte der Darmabschnitte und Hamolymphe) in niedrigen
subletalen Dosen bisher unzureichend untersucht, zum anderen besteht die
Vermutung, dass der Einsatz organischer Sauren das Auftreten der Nosemose

reduziert.

Die Vertraglichkeit von Oxalsaure an der Einzelbiene wurde fiur die dermale und orale
Behandlung dargestellt. Eine aufsteigende Dosisreihe wurde fir die dermale (175ug,
212,5ug, 250ug, 375ug und 500ug/Biene) und orale (10ug, 50ug, 75ug, 80ug und
100ug/Biene) Applikation gepruft. Fur den Wirkstoff Betasduren wurde ebenfalls eine
Untersuchung mit aufsteigender Dosisreihe zur Einstufung der Toxizitat nach dermaler
(6ug, 12,5ug, 25ug, 37,5ug und 50ug/Biene) und oraler (50ug, 75ug und 100ug/Biene)
Applikation durchgefuhrt. In Intervallen von 24, 48 und 72 Stunden nach der
Behandlung wurde fiir beide Wirkstoffe die Bienenmortalitét dokumentiert.

Eine dermale Applikation von Oxalsaure wurde von den Bienen bis zu einer Dosis von
212,5ug gut vertragen. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem Anstieg des
Bienentotenfalls, der in den hdchsten Dosierungen 25% (bersteigt. Die orale
Applikation wurde weniger gut vertragen, es kommt zu einem dosisabhangigen
Bienentotenfall, der bei 100ug/Biene 55% erreicht. Betaséduren erreichten in einer
Dosis von bis zu 50ug/Biene nach dermaler Applikation sehr gute Vertraglichkeit. Die

orale Verabreichung fuhrte in allen getesteten Dosen zu erhéhtem Bienentotenfall.

Bienen wurden im Labor gehalten und individuell oral und dermal mit subletalen Dosen
der Wirkstoffe Oxalsaure und Betasduren behandelt. In Intervallen von 24 Stunden
erfolgte die Messung der pH-Werte fir die Abschnitte des Verdauungssystems
(Honigblase, Mitteldarm, Enddarm) und der Hamolymphe. Zur Bestimmung des
natirlichen pH-Wertes wurden die einzelnen Teile direkt nach der Entnahme von
Bienen aus dem Volk gemessen. Aus diesen Werten ergab sich ein physiologischer
Standard pH-Wert.

Seite | 59



Zusammenfassung/Summary

Fur die einzelnen Abschnitte des Verdauungssystems und der Hamolymphe der
Honigbiene A. mellifera wurden die physiologischen pH-Werte als Standard ermittelt:
Honigblase pH 5,21; Mitteldarm pH 6,55; Enddarm pH 5,04; Hamolymphe pH 6,72.
Die Behandlung von Einzelbienen mit Oxals&ure fihrte im Zeitverlauf zu verringerten
pH-Werten des Inhalts der Honigblase, des Mitteldarms (signifikant nach 48 und 72
Stunden), des Enddarms (signifikant nach 48 und 72 Stunden) sowie der Hamolymphe
(signifikant nach 24 und 72 Stunden). Die Behandlung von Einzelbienen mit
Betaséauren fihrte im Zeitverlauf zu erhdhten pH-Werten des Inhalts der Honigblase
(signifikant nach 48 Stunden), des Mitteldarms (signifikant nach 24 Stunden), des
Enddarms (signifikant nach 24 Stunden) und signifikant veranderten pH-Werten der
Hamolymphe (nach 24 und 72 Stunden).

Die Entwicklung des Befalls von Einzelbienen mit den Erregern der Nosemose
(Nosema spp.) wurde unter der individuellen Applikation mit Oxalsdure bzw.
Betasduren Uber einen Zeitraum von 35 Tagen im Labor betrachtet. Im Feldversuch
erfolgte an Ablegern eine Infektion mit Nosema und verzogerter Behandlung mit den
Praparaten Oxuvar® (Wirkstoff: Oxalsaure) und HopGuard® (Wirkstoff: Betasauren).
Uber einen Zeitraum von 25 Tagen wurde der Befallsgrad anhand der Sporenmenge in
Bienenproben ermittelt.

Die Applikation von Oxalséure und Betasauren an Nosema erkrankten Bienen fiihrte
zu einer Reduktion der Sporenbelastung am 8. Tag nach der Behandlung in beiden
Testgruppen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. In einem Volk wurde
nach der Behandlung mit HopGuard® eine voribergehende Hemmung des Nosema

Wachstums erreicht.

Die Behandlung von Einzelbienen mit Oxalsdure und Betaséuren fuhrt zu
Veranderungen des pH-Wertes der Abschnitte des Verdauungssystems und der
Hamolymphe. Die Verschiebungen des pH-Wertes zu hoherer Aziditat nach
Oxalsaureapplikation wurden bestatigt. Es kann dabei zu einer Ubersauerung der
Darmabschnitte und Schadigungen der Gewebe kommen. Weiterhin erscheint es
moglich, die Vermehrung der Mikrosporidien Nosema spp. zu reduzieren. Diese
Wachstumseinschrankung kann zwar eine Ausbreitung im Bienenvolk nicht verhindern,
sie wirde es dem Imker bei frihzeitigem Erkennen aber ermoglichen, entsprechende

Gegenmalinahmen zu ergreifen.
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This study examines the effects of the varroacidal active ingredients oxalic acid
dihydrate and hop beta acids on the honeybee Apis mellifera and the pathogens
causing Nosemosis, Nosema apis and Nosema ceranae. The conservation of the
honeybee has exceptional ecological and economic importance and the treatment of
honeybee colonies with veterinary medicines is essential. Colony infestation with the
parasitic mite Varroa destructor causes colony collapse within 2 -3 years unless the
colonies are treated regularly. The varroacides oxalic acid and beta acids are highly
effective but the effect on the individual honeybee (e.g. pH-value of parts of the
intestine and hemolymph) in low sublethal doses has not been studied sufficiently.
There is also the assumption that the use of organic acids to combat Varroosis will
reduce the prevailance of Nosemosis in honeybee colonies.

The tolerance of oxalic acid is described for the dermal and oral application on
individually treated honeybees. A dose-response was tested for the following doses:
175ug, 212,5ug, 250ug, 375ug and 500ug/bee after dermal application; 10ug, 50ug,
7519, 80ug and 100ug/bee after oral application. Beta acid were also tested in a dose-
depended study: 6ug, 12,5ug, 25ug, 37,5ug and 50ug/bee after dermal application;
50ug, 75ug and 100ug/bee after oral application. The bee mortality was monitored in
intervals of 24, 48 and 72 hours.

The dermal application of oxalic acid was well tolerated in a dose up to 212,5ug/bee.
Increased bee mortality was documented exceeding 25% in the highest doses. The
oral application was not very well tolerated. It resulted in a dose-dependent mortality
with a peak at 55% when applying 100ug oxalic acid/bee. Beta acids showed low bee
toxicity in doses up to 50ug/bee after dermal application. The oral application of beta

acids caused increased bee mortality in all tested dosages.

Honeybees kept in the laboratory were treated individually (oral and dermal) with
sublethal doses of oxalic acid and beta acids. The pH-value measurement of the
intestinal parts (crop, ventriculus, rectum) and hemolymph was conducted in 24 hour
intervals. To define the physiological pH-value (“standard”) of the organs, honeybees

were analysed subsequently to the sampling of the colony.

The physiological pH-values of the honeybee intestinal parts and hemolymph were
derived as a standard: crop pH 5.21, ventriculus pH 6.55, rectum pH 5.04, hemolymph
pH 6.72. The treatment with oxalic acid resulted in reduced pH-values of the contents
of the crop, the ventriculus (significantly at 48 and 72 hours), the rectum (significantly at
48 and 72 hours) and the hemolymph (significantly at 24 and 72 hours). The treatment

with beta acids resulted in increased pH-values of the contents of the crop (significantly

Seite | 61



Zusammenfassung/Summary

at 48 hours), the ventriculus (significantly at 24 hours), the rectum (significantly at 24

hours) and significantly changed pH-values of the hemolymph (at 24 and 72 hours).

The infection level of honeybees with Nosema spp. was observed in the laboratory for
35 days after the treatment with oxalic acid and beta acids. In a field experiment
nucleus colonies were infected with Nosema spores and treated with the products
Oxuvar® (active ingredient: oxalic acid) and HopGuard® (active ingredient: beta acids).

The infection level was observed for 25 days by means of individual bee sampling.

The application of oxalic acid and beta acids to Nosema diseased bees resulted in a
reduced count 8 days post treatment in both test groups compared to the untreated
control group. One colony treated with HopGuard® indicated a temporary inhibition of

Nosema infection.

The individual treatment of honeybees with oxalic acid and beta acids changed the pH-
value of the intestinal parts and the hemolymph. The shift towards stronger acidity after
oxalic acid treatment confirms that damage to the epithelial tissue and organs is

caused by hyperacidity.

There is evidence that the growth of the microsporidia Nosema spp. is inhibited; while
not preventing the Nosema dispersal in the colony completely it would allow the
beekeeper to introduce appropriate remedial measures.
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Anhang - Rohdaten

9. ANHANG - ROHDATEN

Tabelle 9-1: Bienentoxizitat nach dermaler und oraler Oxalséureapplikation

. D.osis./ Totenfall nach Totenfall Totenfall in
Konz.in % | Bienein n 24 48 72 gesamt %
H9 Stunden Stunden | Stunden
Kontrolle 0 165 4 1 1 6 3,6
3,5 175 60 0 1 1 2 3,3
4,25 2125 60 0 0 4 4 6,7
5,0 250 120 6 2 9 17 14,2
7,5 375 60 5 0 11 16 26,7
10,0 500 60 1 4 9 14 23,3
Kontrolle 0 165 2 0 3 5 3,0
0,1 10 502 1 2 0 3 6,0
0,5 50 60 0 8 1 4 6,7
0,75 75 60 1 3 3 7 11,7
0.8 80 90 11 4 5 20 22,2
1,0 100 70 4 18 17 39 55,7

@10 Bienen (1 Kastchen) wurden von der Analyse ausgeschlossen, da aufgrund von Futtermangel 100%

Totenfall auftrat.

Tabelle 9-2: Bienentoxizitat nach dermaler und oraler Betasaurenapplikation

Dosis / Totenfall nach .
Konz.in % | Biene in n Totenfall Totenfall in
' 24 48 72 gesamt %
HY Stunden Stunden | Stunden
Kontrolle 0 60 0 1 0 1 1,67
0,125 6 60 1 0 0 1 1,67
0,25 12,5 60 0 0 1 1 1,67
0,50 25 60 0 3 0 3 5,00
0,75 37,5 60 2 1 0 3 5,00
1,00 50 60 1 2 0 3 5,00
Kontrolle 0 300 2 10 12 24 9,2
0,50 50 120 25 9 6 40 13,3
0,75 75 100 10 4 6 20 16,7
1,00 100 260 47 7 1 55 55,0

Seite | 72



Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-3: Natlrliche pH-Werte - Standard

pH-Wert
Anzahl | Honig- | Ventri- | Rectum | Hamo- | Anzahl | Honig- | Ventri- | Rectum | Hamo-
blase | culus lymphe blase | culus lymphe
1 4 6,09 4,68 6,45 42 6,76
2 4,06 6,18 4,68 6,48 43 6,77
3 4,25 6,18 4,7 6,52 44 6,81
4 4,43 6,26 4,72 6,55 MW 5,21 6,50 5,07 6,72
5 4,64 6,33 4,72 6,58 STABW | 0,60 0,16 0,26 0,15
6 4,72 6,36 4,8 6,62
7 4,77 6,37 4,82 6,63
8 4,85 6,38 4,84 6,64
9 4,93 6,4 4,85 6,64
10 4,94 6,4 4,88 6,65
11 4,99 6,4 4,89 6,65
12 5,12 6,41 4,89 6,67
13 5,12 6,41 4,95 6,67
14 5,13 6,42 4,97 6,68
15 5,21 6,45 4,99 6,68
16 5,35 6,45 4,99 6,68
17 5,39 6,45 4,99 6,72
18 5,4 6,47 5 6,73
19 5,47 6,51 5,03 6,75
20 5,48 6,51 5,05 6,75
21 5,57 6,51 5,06 6,76
22 5,74 6,51 5,07 6,8
23 5,81 6,52 5,07 6,8
24 5,84 6,52 5,08 6,8
25 5,86 6,53 51 6,85
26 5,89 6,54 51 6,87
27 5,94 6,54 5,13 6,87
28 6,02 6,55 5,14 6,99
29 6,28 6,57 5,14 6,99
30 6,57 5,15 7,1
31 6,59 5,2
32 6,6 5,21
33 6,6 5,23
34 6,6 5,28
35 6,61 5,41
36 6,61 5,42
37 6,63 5,45
38 6,63 5,46
39 6,69 5,48
40 6,71 5,64
41 6,71 5,68
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Tabelle 9-4: pH-Werte der Kontrollgruppe nach 24 Stunden

Anhang - Rohdaten

pH-Wert

anzant | R | s | Rectum | o | Anzant | 'SR | Gl | Rectum | mphe
1 4,07 6,08 4,3 6,61 42 6,59 5,05
2 4,13 6,21 4,46 6,66 43 6,59 5,06
3 4,23 6,25 4,55 6,75 44 6,6 5,07
4 4,26 6,29 4,57 6,83 45 6,61 5,09
5 4,37 6,31 4,76 6,84 46 6,61 5,09
6 4,37 6,32 4,76 6,88 47 6,62 5,09
7 4,37 6,33 4,76 6,95 48 6,62 5,15
8 4.4 6,34 4,77 6,98 49 6,62 5,17
9 4,45 6,35 4.8 6,99 50 6,62 5,19
10 4,46 6,36 4,81 7 51 6,64 5,22
11 4,58 6,38 4,81 7,02 52 6,64 5,24
12 4,64 6,38 4,83 7,04 53 6,66 5,24
13 4,66 6,38 4,84 7,07 54 6,67 5,25
14 4,67 6,4 4,84 7,08 55 6,69 5,28
15 4.7 6,4 4,84 7,11 56 6,71 5,28
16 4,73 6,41 4,84 7,13 57 6,71 5,3
17 4.8 6,41 4,84 7,14 58 6,72 5,31
18 4,82 6,42 4,86 7,18 59 6,72 5,37
19 4,84 6,43 4,87 7,2 60 6,79 5,47
20 4,86 6,43 4,88 7,2 61 6,85 5,52
21 4,94 6,44 4,89 62 6,86 5,56
22 4,97 6,44 491 63 6,88 5,57
23 4,98 6,44 4,91 64 6,92 5,64
24 5,07 6,45 4,92 65 6,95 5,7
25 5,08 6,46 4,93 66 6,98 5,81
26 5,15 6,46 4,93 67 7 5,82
27 5,22 6,48 4,94 68 7,05 5,93
28 5,27 6,49 4,94 MW 4,86 6,55 5,08 6,98
29 5,3 6,5 4,94 STABW 0,46 0,20 0,36 0,17
30 5,31 6,51 4,95

31 5,31 6,52 4,98

32 5,45 6,53 4,98

33 5,53 6,53 4,98

34 5,57 6,54 4,98

35 5,67 6,55 5

36 5,85 6,55 5

37 6,56 5

38 6,57 5,01

39 6,57 5,02

40 6,58 5,03

41 6,58 5,04
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Tabelle 9-5: pH-Werte der Kontrollgruppe nach 48 Stunden

Anhang - Rohdaten

pH-Wert
Anzahl | IS | ol | Reetum | DR | Anzant | RO | Vs | Rectum | e
1 339 | 5,97 4,64 42 522 | 6,68 5,13
2 396 | 6,09 4,67 6,56 43 522 | 6,68 5,15
3 411 | 6,17 4,68 6,6 44 523 | 6,69 5,15
4 419 | 6,22 47 6,63 45 5,24 6,7 5,17
5 429 | 623 4,72 6,63 46 528 | 6,71 5,17
6 4,32 6,3 4,73 6,67 47 531 | 6,72 5,17
7 432 | 633 4,75 6,77 48 534 | 674 5,2
8 434 | 633 4,76 6,8 49 538 | 6,74 5,2
9 436 | 634 4,76 6,82 50 539 | 6,75 5,22
10 436 | 634 4,77 6,85 51 546 | 6,77 5,22
11 438 | 635 4,81 6,87 52 565 | 6,81 5,23
12 438 | 6,36 4,82 6,9 53 6,85 5,35
13 439 | 6,38 4,86 6,93 54 6,88 5,4
14 444 | 6,39 4,89 6,97 55 6,94 5,41
15 4,46 6,4 4,89 7,05 56 6,98 5,45
16 458 | 641 4,9 7,06 57 5,46
17 463 | 642 4,94 7,07 58 5,56
18 465 | 643 4,94 7,08 59 5,56
19 469 | 645 4,97 7,09 60 5,82
20 4,75 6,5 4,97 7,11 MW 481 | 655 5,06 6,96
21 479 | 651 4,97 722 | STABW | 044 | 0,21 0,24 0,26
22 4,8 6,51 4,99 7,28
23 483 | 654 5 7,3
24 485 | 6,56 5,02 7,36
25 487 | 656 5,04 7,49
26 488 | 657 5,04
27 488 | 658 5,05
28 491 | 658 5,06
29 493 | 658 5,06
30 4,94 6,6 5,07
31 49 | 6,63 5,07
32 498 | 664 5,07
33 499 | 664 5,09
34 5 6,65 5,09
35 505 | 6,65 5,09
36 506 | 6,66 5,09
37 507 | 6,66 5,1
38 507 | 667 5,1
39 508 | 6,67 5,11
40 516 | 6,67 5,11
41 522 | 6,67 5,12
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Tabelle 9-6: pH-Werte der Kontrollgruppe nach 72 Stunden

Anhang - Rohdaten

pH-Wert

anzant | R | s | Rectum | o | Anzant | 'SR | Gl | Rectum | mphe
1 3,88 6,19 4,28 6,75 42 6,62 5,15
2 3,9 6,25 4,39 7 43 6,63 5,16
3 3,9 6,25 4,53 7,08 44 6,63 5,16
4 3,91 6,33 4,58 7,11 45 6,65 5,19
5 3,91 6,33 4,69 7,23 46 6,68 5,2
6 3,94 6,35 4,71 7,29 47 6,69 5,22
7 4,06 6,36 4,72 7,33 48 6,7 5,23
8 4,17 6,37 4,74 7,35 49 6,71 5,23
9 4,98 6,38 4,75 7,4 50 6,71 5,26
10 5,09 6,39 4,75 51 6,75 5,26
11 5,27 6,42 4,77 52 6,75 5,28
12 5,46 6,43 4,82 53 6,77 5,36
13 5,66 6,45 4,82 54 6,81 5,37
14 5,83 6,45 4,85 55 6,85 5,39
15 5,85 6,47 4,86 56 6,87 5,52
16 5,9 6,48 4,88 57 6,98

17 5,91 6,48 4,88 MW 4,99 6,55 4,99 7,17
18 5,95 6,49 4,89 STABW 0,92 0,16 0,24 0,21
19 6 6,5 4,93

20 6,32 6,5 4,94

21 6,5 4,95

22 6,5 4,97

23 6,51 4,98

24 6,51 4,98

25 6,52 5

26 6,55 5,01

27 6,55 5,02

28 6,56 5,02

29 6,58 5,02

30 6,58 5,03

31 6,58 5,05

32 6,58 5,06

33 6,58 5,06

34 6,59 5,06

35 6,59 5,06

36 6,6 5,07

37 6,6 5,08

38 6,61 5,08

39 6,61 5,13

40 6,62 5,14

41 6,62 5,15
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-7: pH-Werte der Testgruppe Oxalsaure

pH-Wert
24 Stunden (oral) 48 Stunden (oral)

anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | Rt | mphe
1 3,83 6,54 4,71 6,09 1 4,28 7,14 4,4 6,61
2 5,01 6,5 4,95 6,43 2 4,34 6,4 4,9 6,39
3 4,66 6,36 5,05 6,27 3 4,26 6,29 4,76 6,96
4 4,09 6,38 5,07 6,92 4 4,3 6,65 4,7 7,06
5 5,08 6,43 4,99 6,84 5 4,93 6,19 511 6,79
6 4,21 6,72 5,37 6,92 6 4,77 6,34 4,54 6,87
7 4,39 5,63 4,53 7,03 7 4,49 6,27 4,63 6,86
8 5,13 6,47 5,04 6,85 8 5,25 5,17 4,64 7,05
9 4,74 6,43 55 6,89 9 5,24 6,49 4,48 6,91
10 4.4 6,24 4,97 6,84 10 4,49 6,17 4,67

11 5 6,5 4,74 6,86 11 4,38 6,5 4,88

12 4,6 6,58 5,97 12 4,25 6,25 4,71

13 4,7 6,38 5,03 13 5,27 6,33 4,67

14 4,92 6,44 4,87 14 4,85 6,6 4,72

15 6,41 4,92 15 4,45 6,31 4,53

16 7 5,19 16 4.4 6,24 4,92

17 6,96 4,93 17 4,84 6,33 4,88

18 6,63 5,04 18 4.8 6,67 4,83

19 6,8 5,18 19 6,5 5,01

20 6,29 5,27 20 6,02 4,82

21 6,44 5,14 21 6,65 5,01

22 6,39 4,87 22 6,76 4,9

23 6,59 4,74 23 6,4 4,98

24 6,45 4,55 24 6,19 4,77

25 6,6 4,81 25 6,52 4,99

26 6,22 4,75 26 6,56 4,66

27 6,65 4.8 27 6,31

28 6,28 4,87 28 6,29

29 6,41 4,84 29 6,79

30 6,55 4,99 30 6,32

31 6,4 5,13 MW 4,64 6,39 4,77 6,83
32 6,66 5,2 STABW | 0,36 0,32 0,18 0,22
33 6,57 5,21

34 6,66 4,97

35 6,6 4,81

36 6,43 4,79

37 6,98 4,78

38 4,94

MW 4,63 6,50 4,99 6,72
STABW | 0,40 0,24 0,27 0,31
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Fortsetzung Tabelle 9-5

Anhang - Rohdaten

pH-Wert
72 Stunden (oral) 24 Stunden (dermal)
anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | Rt | mphe
1 4,18 6,84 4,78 6,51 1 5,52 6,65 5,66 7,07
2 4,01 6,74 4,93 6,55 2 4,98 6,55 4,92 7,16
3 3,95 6,14 4,79 7,22 3 4.7 6,37 5,06 7,04
4 4,3 6,73 4,95 7,29 4 4,64 6,24 5,12 6,81
5 4,22 6,36 4,52 7,23 5 5,19 6,6 5,26 6,92
6 3,98 6,48 4,81 7 6 4,73 6,64 5,04 7,05
7 4,11 6,54 4,7 7,04 7 5,07 6,54 4,96
8 4,09 6,72 4,47 7,16 8 4.6 6,65 5,38
9 3,88 6,36 4,75 7,12 9 5,18 6,76 5,17
10 4,07 6,71 5,07 7 10 5,23 6,55 511
11 4,81 6,89 4,88 7,1 11 4,71 6,73 5,06
12 4,42 6,45 4,72 6,81 12 4,32 6,13 5,06
13 5,25 6,43 4,92 6,61 13 4,9 6,35 5,28
14 4,82 6,66 4,69 14 5,18 6,45 517
15 4,62 6,7 4,99 15 4,38 6,31 4,98
16 5,13 6,43 5,05 16 4,52 4,9
17 4,74 6,42 4,72 17 4,17 6,41 5,06
18 4,83 6,72 4,89 18 6,68 5,04
19 3,99 6,55 4,77 19 6,71 5,05
20 4,89 6,65 4,92 20 6,63 4,94
21 4,45 6,8 4,82 21 6,36 4,96
22 4,94 6,58 4,71 22 6,53 5
23 6,6 5,08 23 6,22 5,25
24 6,6 5,03 24 6,47 5,05
25 6,64 4,88 25 6,66 5,05
MW 4,44 6,59 4,83 6,97 26 6,35 4.8
STABW 0,43 0,17 0,16 0,27 27 6,55 5,03
28 6,4 5,16
29 6,46 5,11
30 6,7 5,14
31 6,56 5,39
32 6,63 5,1
33 6,53 4,92
34 6,88 5,02
35 6,52 5,03
36 6,28 4,84
37 6,37 5,29
38 6,7 5,17
39 6,67 5,06
40 6,61 5,08
MW 4,82 6,52 5,09 7,01
STABW 0,37 0,17 0,16 0,12
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Fortsetzung Tabelle 9-5

Anhang - Rohdaten

pH-Wert
48 Stunden (dermal) 72 Stunden (dermal)
anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | Rt | mphe
1 5,81 6,33 5,47 7,1 1 3,69 6,58 4,98 6,92
2 5,07 6,82 4,98 6,96 2 4,96 6,51 4,94 6,98
3 4,46 6,35 5,2 7,07 3 4,29 6,32 4,96 6,91
4 4,76 6,22 5,04 6,9 4 3,91 6,71 5,16 6,91
5 4,87 6,52 51 7 5 4,11 6,42 5,05 6,7
6 4,54 6,78 5,38 6 3,87 6,48 4,92 6,96
7 5,15 6,36 5,06 7 3,81 6,44 5,38 7,08
8 4,74 5,88 5,14 8 3,88 6,06 4,96 6,64
9 4,76 5,92 54 9 4,48 6,3 5,01
10 4,8 6,08 4,98 10 4,16 6,75 4,98
11 5,15 6,31 5,38 11 4,68 6,53 4,88
12 5 6,55 5,26 12 4,53 6,37 5,08
13 5,82 6,5 4,95 13 511 6,33 4,9
14 51 6,42 5,12 14 5,05 5,02
15 4,89 6,46 5,03 15 4,55 6,62 5,03
16 5,46 6,35 5,06 16 4,65 6,6 5,02
17 6,37 4,88 17 4,7 6,7 5,35
18 6,03 5,24 18 4,48 6,52 5,14
19 6,35 5,15 19 4,69 6,5 5,14
20 6,49 4,99 20 4,56 6,5 5,04
21 6,52 5,09 21 5,06 6,47 5,24
22 6,64 4,81 22 4,77 6,56 5,16
23 6,63 4,95 23 4,54 6,72 5,15
24 6,55 5.2 24 4,71 6,5 4,95
25 6,2 5,03 25 4,87 6,7 5,25
26 6,2 5,48 26 4,73 6,4 5,03
27 5,08 27 4,58 6,49 5,2
28 6,59 5,41 28 4,28 6,47 5,28
29 6,31 4.9 29 4,44 6,52 4,97
30 6,37 5,33 30 4,63 6,34 5,49
31 6,49 5,12 31 6,44 5,1
32 6,27 4,87 32 6,48 51
33 6,48 4,89 33 6,29 5,49
34 6,51 4,97 34 6,48 5,26
35 6,47 5,09 35 6,54 5,02
36 6,43 5,04 36 6,45 5,43
37 6,41 5,25 37 6,41 4,81
38 6,82 5,21 38 6,48 5
39 6,36 4,85 39 6,43 5,15
40 5,01 40 51
MW 5,02 6,40 5,11 7,01 MW 4,49 6,48 5,10 6,89
STABW 0,40 0,21 0,18 0,08 STABW 0,38 0,14 0,17 0,15
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-8: pH-Werte der Testgruppe Betasauren

pH-Wert
24 Stunden (oral) 48 Stunden (oral)

anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | Rt | mphe
1 5,52 6,99 4,97 6,86 1 5,22 6,62 5,56 7,14
2 5,48 6,54 4,92 6,58 2 5,01 6,43 5,12 7,31
3 5,49 6,92 5,15 6,61 3 5,72 6,41 4,53 7,45
4 5,37 6,69 5,43 7,16 4 5,55 6,16 5,13 7,16
5 5,49 6,64 5,17 7,08 5 5,9 6,62 4,86 6,99
6 5,61 6,72 55 7,08 6 4.9 6,53 511 6,82
7 4,43 6,82 5,88 6,72 7 4,7 6,41 5,01

8 5,28 6,66 5,2 6,6 8 5,14 6,64 5,16

9 4,62 6,68 4,71 6,6 9 5,24 6,39 4,92

10 5,46 6,73 5,18 10 5,47 6,62 4,72

11 4,5 6,33 5,56 11 5,61 6,37 5,77

12 4,98 6,49 5,68 12 5,31 6,62 5,82

13 4,3 6,83 4,75 13 5,45 6,77 6,03

14 4,96 6,71 5,83 14 4,12 6,46 5,42

15 6,96 5,16 15 5,73 6,78 4,52

16 6,88 5,48 16 4,83 7,09 521

17 7,01 5,28 17 4,62 6,66 4,96

18 6,81 5,94 18 4,32 6,52 5,12

19 6,62 5,69 19 5,7 6,2 5,59

20 6,45 4,85 20 4,73 6,6 5,12

21 6,7 6,04 21 4,74 6,46 5,8

22 6,85 5,89 22 6,67 5,26

23 6,61 5,66 23 6,46 511

24 6,19 6,16 24 6,63 4,87

25 6,44 4,96 25 6,74 4,46

26 6,13 5,76 26 6,59 4,94

MW 5,11 6,67 5,42 6,81 MW 5,14 6,56 5,16 7,15
STABW 0,47 0,23 0,42 0,24 STABW 0,49 0,19 0,41 0,22
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Fortsetzung Tabelle 9-6

Anhang - Rohdaten

pH-Wert
72 Stunden (oral) 24 Stunden (dermal)
anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | RS | lymphe
1 5,21 6,38 5,29 7,03 1 5,06 6,97 5,55 7,21
2 5,86 6,6 53 7,14 2 4,86 6,85 5,563 6,95
3 5,81 6,91 4,61 6,62 3 4,8 6,81 51 6,74
4 5,33 6,64 4,6 6,9 4 5,27 6,69 5 6,71
5 5,95 6,79 4,38 7,04 5 4,98 6,49 5,05 6,49
6 5,44 6,61 4,64 6 4,88 6,77 5,06 6,41
7 4,97 6,89 5,03 7 4,59 6,47 4,79
8 5,28 6,65 571 8 4,73 6,55 5,27
9 5,48 6,41 5,42 9 4,85 6,2 5,07
10 5,9 6 4,74 10 4,37 6,65 5,03
11 4,77 6,69 4,55 11 4,65 6,69 5,62
12 5,05 6,75 5,2 12 5,49 6,85 5,67
13 5,4 6,86 5 13 5,81 5,96 5,53
14 4,67 6,77 5,42 14 4,6 6,82 4,85
15 4,37 6,71 5,23 15 5,05 6,82 5,64
16 5,53 6,7 5,03 16 4,88 6,57 5,9
17 5,74 6,32 4,73 17 6,03 6,22 5,99
18 5,44 6,35 5,61 18 5,25 6,69 4,99
19 6,83 4,54 19 5,46 6,77 5,22
20 5,14 6,54 5,56 20 5,33 6,63 4,73
21 5,04 6,87 4,82 21 6,61 4,97
22 5,23 6,54 4,99 22 6,76 6,01
23 5,24 6,67 4,98 23 6,69 55
MW 5,31 6,63 5,02 6,95 24 6,65
STABW 0,41 0,22 0,38 0,20 MW 5,05 6,63 5,31 6,75
STABW 0,42 0,23 0,39 0,30
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Fortsetzung Tabelle 9-6

Anhang - Rohdaten

pH-Wert
48 Stunden (dermal) 72 Stunden (dermal)
anzaht | 0T | Gulus | Rectum | oh | Anzaht | R | s | RS | lymphe
1 4,97 6,82 5,17 7,03 1 6 6,99 4,7 7
2 4,68 6,48 5,27 7,2 2 53 6,97 5,03 6,92
3 5,95 6,91 4,79 7,31 3 5,27 6,84 4,8 6,64
4 5,36 6,6 5,19 7,13 4 5,41 6,93 5,32 6,93
5 5,13 6,69 5,21 7,04 5 5,55 6,36 4,62 6,88
6 531 6,66 5,62 7,13 6 5,49 6,66 4,87 6,85
7 5,36 6,39 55 7,22 7 5,61 6,51 5,05
8 4,74 6,29 5,53 6,76 8 5,76 6,13 5,38
9 5,6 6,84 4,55 7,08 9 5,19 6,45 5,38
10 5,12 6,71 5,38 6,5 10 5,72 6,33 5,13
11 5,69 6,3 5,19 6,95 11 53 6,38 4,81
12 5,63 6,57 4,99 12 4,76 6,53 5,44
13 5,46 6,5 5,08 13 5,22 6,62 4,88
14 5,13 6,69 5,15 14 4,81 6,55 5,29
15 4,93 6,55 5,17 15 6,27 6,6 4,94
16 5,98 6,38 5,22 16 6,09 6,78 55
17 4,33 6,35 5,73 17 6,36 5,65
18 4,85 6,68 5,67 18 6,71 4,57
19 5,23 6,4 4,86 19 6,9 4,67
20 4,73 6,69 4,49 20 6,81 4,7
21 4,2 6,43 51 21 6,36 4,88
22 4,62 6,55 5,32 22 6,43 5,32
23 5,41 6,32 4,86 23
24 3,98 6,76 5,43 24
25 4,2 6,5 5,03 25
26 6,76 26
MW 5,06 6,57 5,18 7,03 MW 5,48 6,60 5,04 6,87
STABW 0,54 0,18 0,31 0,23 STABW 0,42 0,24 0,32 0,12
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Tabelle 9-9: Bienenmortalitat und Infektionsgrad von Jungbienen im Labor

Anhang - Rohdaten

Gruppe | Test/Kontrolle Kéastchen n Tage nach der Infektion
gesamt 3 8 | 13 | 19 [ 26
Aufsummierte Mortalitat
Kontrolle 1 30 0 1 2 5 10
2 Test 2 30 0 1 2 4 8
2 Test 3 30 1 4 5 10 17
Infektionsgrad
3 Test 4 30
Biene 1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
3 Test 5 30
Biene 1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-10: Nosema Befallsentwicklung im Flugraumvolk 1

F;]r:r?n‘ir;' 01.10. 09.10. 17.10. 23.10. 29.10. 05.11. 13.11. 20.11.

Ebiinezne;_ Aufs\;glrlung 1. Woche | 2. Woche | 3. Woche | 4. Woche | 5. Woche | 6. Woche | 7.Woche
1 0 0 0 1 1 1 1 3
2 0 0 0 0 0 1 2 2
3 0 0 0 0 1 1 2 1
4 0 0 0 0 1 1 2 1
5 0 0 0 0 1 1 2 3
6 0 0 0 0 1 0 2 3
7 0 0 0 0 0 1 2 3
8 0 0 0 0 0 1 2 3
9 0 0 0 0 0 1 1 2
10 0 0 0 0 1 1 1 3
11 0 0 0 0 1 0 1 3
12 0 0 0 1 1 1 2 3
13 0 0 0 2 1 1 2 3
14 0 0 0 0 1 0 1 2
15 0 0 0 0 1 1 2 3
16 0 0 0 0 0 0 1 3
17 0 0 0 0 0 1 1 3
18 0 0 0 0 0 1 1 3
19 0 0 0 0 0 1 0 3
20 0 0 0 0 1 1 0 1

0 kein Befall 1 schwacher Befall 2 mittlerer Befall 3 starker Befall
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-11: Daten der Populationsschatzung im Feldversuch

Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 11:00 Volks-Nr.: | 1.1 Zargen-Nr.: Dreier-
boden
Kdnigin ja Koéniginnenzellen? nein Varroa gesehen? nein
gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher | / | Anzahl Varroa auf Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmiitig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A 0,5 0,5 2
1B 1
2A 4 1 3
2B 4 1 3
3A 2 1
3B 4 0,5 2
Summe 14,5 3 12
A 1320
Bienen
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: brutfrei
Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 11:20 Volks-Nr.: | 1.3 Zargen-Nr.: Dreier-
boden
Konigin nein Kdniginnenzellen? | nein Varroa gesehen? nein
gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher | / | Anzahl Varroa auf Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmtig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A
1B
2A 1
2B
3A 1
3B 1
Summe 0 0 3
Apzahl 330
Bienen
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: Futterwabe eingehéangt. Schwaches Volk. Brutfrei.
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Anhang - Rohdaten

Fortsetzung Tabelle 9-12: Daten der Populationsschéatzung im Feldversuch

Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 11:40 Volks-Nr.: | 2.3 Zargen-Nr.: Dreier-
boden
Kdnigin nein Koéniginnenzellen? nein Varroa gesehen? nein
gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher | / | Anzahl Varroa auf Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmiitig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A 1 2
1B 3 1
2A 4 1
2B 3 2
3A 4 1
3B 4 1
Summe 19 0 8
gineznaehr: 880
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: Pollenwabe eingehangt. Schwaches Volk. Brutfrei.
Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 12:00 Volks-Nr.: | 3.1 Zargen-Nr.: Dreier-
boden
Konigin nein Kdniginnenzellen? | nein Varroa gesehen? nein
gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher | / | Anzahl Varroa auf Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmitig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A 4
1B 4
2A 4
2B 4
3A 4
3B 1
Summe 0 0 21
gineznaehr: 2310
Krankheitssymptome? nein
Bemerkungen: Futterwabe mit Pollen eingehéngt. Brutfrei.
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Anhang - Rohdaten

Fortsetzung Tabelle 9-13: Daten der Populationsschatzung im Feldversuch

Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 12:30 Volks-Nr.: | 10 Zargen-Nr.: 1 Zarger
Kdnigin nein Koéniginnenzellen? nein Varroa nein
gesehen? gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher / Anzahl Varroa auf
Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmiitig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A 1
1B 4
2A 4
2B 4 6
3A 4 4
3B 1
Summe 8 0 19
gineznaehr: 2090
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: Futterwabe mit Pollen eingehangt. Brutfrei.
Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 13:00 Volks-Nr.: | 23 Zargen-Nr.: 1 Zarger
Konigin nein Kdniginnenzellen? | nein Varroa nein
gesehen? gesehen?
ggf. Gewicht vorher/nachher / Anzahl Varroa auf
Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmitig
Waben-Nr.: Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten Einheiten mit Drohnenbrut
Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen
Eier Larven Puppen
1A 1 0,5
1B 2 0,5
2A 6 8
2B 8 4
3A 8 8
3B 8 6
4A 8 8
4B 2 3
Summe 43 0 38
gineznaehr: Sy
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: Futterwabe mit Pollen eingehangt. Brutfrei.
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Anhang - Rohdaten

Fortsetzung Tabelle 9-14: Daten der Populationsschéatzung im Feldversuch

Versuchsgruppe: Feldversuch Nosema Standort: Botanischer Garten
Datum: | 17.11.2014 Uhrzeit: 13:20 Volks-Nr.: | 23a Zargen-Nr.: 1 Zarger
Konigin . . - . Varroa .
gesehen? nein Koéniginnenzellen? nein gesehen? nein
. Anzahl Varroa auf
ggf. Gewicht vorher/nachher / Windel
Besonderheiten keine Verhalten sanftmiitig
Bedeckte Flache [Einheiten] Einheiten
Waben-Nr.: : Arbeiterinnenbrut Nektar Pollen mit Bienen Einheiten mit Drohnenbrut
Eier Larven Puppen
1A 4 8
1B 4 8
2A 4 8
2B 4 6
3A 6 3
3B 6 3
4A 2 3
4B 4 3
Summe 34 0 42
Anzahl 4620
Bienen
Krankheitssymptome? | nein
Bemerkungen: Futterwabe mit Pollen eingehangt. Brutfrei.
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-15: Nosema Befallsentwicklung im Ableger 1.1

Proben- 27.11. 04.12. 10.12. 16.12. 22.12. 29.12.
nahme
E|_nzel- vor 7 Tage p.i. 13 T_age 19 T_age 25 nge 32 nge
biene Infektion p.i. p.i. p.i. p.i.
Sporenmenge pro Biene bei Nosema positiven Proben
2 2
. o 11.300.000 & 29.850.000 v L
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
3
£ o e Y Y 63.250.000 L
2 3 1
6 0 10.150.000 0 0 58.750.000 | 4.750.000
2
v v e Y Y v 25.100.000
8 2 0 0 0 0 2
32.450.000 25.400.000
1
s o o g o e 5.300.000
10 2 0 0 0 0 L
36.050.000 4.900.000
11 0 0 0 0 0 0
3
12 0 0 0 90.650.000 0 0
1 3 2
L 7.700.000 o g 67.750.000 v 24.600.000
2
14 0 0 0 0 0 20.900.000
% 2 2
151 21.900.000 | 10.700.000 | 25.700.000 g L ¢
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
1 2 1
18 0 0 5.600.000 | 50.550.000 0 7.150.000
1
1 o v Y Y v 7.950.000
2
20 25.550.000 0 0 0 0 0
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Tabelle 9-16: Nosema Befallsentwicklung im Ableger 3.1

Anhang - Rohdaten

Proben-
nahme

27.11.

04.12.

10.12.

16.12.

22.12.

29.12.

Einzel-
biene

vor
Infektion

7 Tage p.i.

13 Tage
p.i.

19 Tage
p.i.

25 Tage

32 Tage

1

0

o

Ol |N|j]ojo]lb|lwW]IDN

=
o

[
[EE

I
N

=
w

(I
IS

IRy
(6]

=
(o]

[
~

-
[ee]

=
[{e]

N
o

e} Noll foll Holl ol Noll Noll Noi foll Noll Noll Noil ol Nolil fol Nol Noll Nol N}

e} Noll foll Holl ol Noll Noll Noil Holl Noll Noll Noll ol Noll foll Noll Noll Nol N}

[} Nl foll Joi ol Noi folil Joi foll Nol foll Joi ol Noli ol Hoi ol Noli No i Nol

[} Noll foll Joi ol Noi foll Joi ol Noi Noll Joi ol Noii foll ol ol Noli ol No
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Tabelle 9-17: Nosema Befallsentwicklung im Ableger 10

Anhang - Rohdaten

Proben-
nahme

27.11.

04.12.

10.12.

16.12.

22.12.

29.12.

Einzel-
biene

vor
Infektion

7 Tage p.i.

13 Tage
p.i.

19 Tage
p.i.

25 Tage

32 Tage

1

0

o

Ol |N|j]ojo]lb|lwW]IDN

=
o

[
[EE

I
N

=
w

(I
IS

IRy
(6]

=
(o]

[
~

-
[ee]

=
[{e]

N
o

e} Noll foll Holl ol Noll Noll Noi foll Noll Noll Noil ol Nolil fol Nol Noll Nol N}

e} Noll foll Holl ol Noll Noll Noil Holl Noll Noll Noll ol Noll foll Noll Noll Nol N}

[} Nl foll Joi ol Noi folil Joi foll Nol foll Joi ol Noli ol Hoi ol Noli No i Nol

[} Noll foll Joi ol Noi foll Joi ol Noi Noll Joi ol Noii foll ol ol Noli ol No
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Tabelle 9-18: Nosema Befallsentwicklung im Ableger 23

Anhang - Rohdaten

Proben-
nahme

27.11.

04.12.

10.12.

16.12.

22.12.

29.12.

Einzel-
biene

vor
Infektion

7 Tage p.i.

13 Tage
p.i.

19 Tage
p.i.

25 Tage
p.i.

32 Tage

n

porenmenge

pro Biene bei nosema-positiven Proben

0

0

0

|l |W|IN]|PF

(e} Nl Holl ol N

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

(e} Nl Holl Noll No]

oOo|j|o|]o|o|o

o

o

o

o

o

2
20.600.00

0

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

el ol Noll ol Noll Noll Noi Holl Noll Foll Noll Noll No i N}

O|o|Oo|o|o]|]o|o|]o|o|]o|]o|l]o|o]|o

el ol ol ol Noil foll Joi foll Noll foll ol Noll No i N

el ol ol ol Noil foll Hoi foll Noll foll ol Noll No i N

O|o|Oo|o|o|]o|o|]o|o|]o|]o|l]o|o]|o

OoO|o|o|o|o|]o|]o|J]o|]o|]o|]o|o|o
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-19: Nosema Befallsentwicklung im Ableger 23A

F;]r:r?n‘ir;' 27.11. 04.12. 10.12. 16.12. 22.12. 29.12.
biene | infektion | 7 Tegepi- | "2770° | 10Tagepi. | %5700 | 7 Th68
Sporenmenge pro Biene bei nosema-positiven Proben
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
1 1
> 0 0 0 8.200.000 | 7.700.000 0
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 L 0
9.950.000
8 0 0 0 0 0
° 0 0 0 20.550.000 0 0
10 0 0 0 2 0 0
17.800.000
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-20: Nosema Befallsentwicklung im Flugraumvolk 2

Proben- | 95 9. 22.01. 28.01. 04.02. 11.02. 19.02. 25.02.

nahme

Ei_nzel- vor 1. Woche | 2. Woche | 3. Woche | 4. Woche | 5. Woche | 6. Woche

biene | Aufstellung

1 0 0 1 0 1 2 1
2 0 0 0 1 1 1 3
3 0 0 0 0 1 1 1
4 0 0 0 0 1 2 2
5 0 0 0 1 1 1 2
6 0 0 2 0 1 2 3
7 0 0 0 0 0 1 1
8 0 0 0 0 0 1 1
9 0 0 1 0 0 2 2
10 0 0 0 1 1 1 1
11 0 0 0 1 0 1 2
12 0 0 0 0 0 2 3
13 0 0 1 1 1 2 2
14 0 0 0 1 0 0 2
15 0 0 0 1 0 2 2
16 0 0 0 0 1 1 2
17 0 0 0 1 1 0 2
18 0 0 0 1 1 1 2
19 0 0 0 0 1 1 3
20 0 0 0 1 1 1 1

0 kein Befall 1 schwacher Befall 2 mittlerer Befall 3 starker Befall
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-21: 3. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen

Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO [ OX | BS | KO | OX BS KO | OX BS KO
1 0 1 1 0 0 1 |6,47 | 595|545 ]|5,23 | 4,96 | 4,67
2 0 0 3 0 1 3 15991 6,28 |595]5,05]| 5,07 | 4,74
3 0 0 1 0 0 1 (592|598 548 | 4,63 | 4,61 | 4,56
4 0 1 1 0 0 2 [583 (6,17 | 6,25 | 4,72 | 4,85 | 5,31
5 = 0 1 0 1 1 5,81 | 6,21 4,64 | 4,77
6 - - - 3 1 1 - - - - - -
7 - - - 0 3 1 - - - - - -
8 - - -l |21 - - - - - -
9 S| - o]l 1] 1 - - - - - -
10 - - -l1]1]o0 - - - - - -

Tabelle 9-22: 8. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen

Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO | OX | BS | KO | OX BS KO OoX BS KO
1 0 0 2 3 1 3 - - - - - -
2 0 0 2 1 0 3 - - - - - -
3 1 0 1 1 1 1 5,93 - - 4,63 - -
4 0 0 0 1 3 0 - - - - - -
5 0 0 1 1 1 1 - - - - - -
6 0 1 1 3 0 2 - 6,3 - - 5,12 -
7 0 0 1 1 0 2 - - - - - -
8 0 0 1 0 0 - - - - - -
9 0 0 1 2 0 - - - - - -
10 0 1 1 1 - - - - - -
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-23: 13. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen

Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO | OX | BS | KO | OX BS KO OoX BS KO
1 1 1 1 2 1 6,12 | 6,28 | 6,34 | 54 53 | 5,49
2 1 1 2 1 1 2 6,2 | 589 | 54 | 556 [ 502 | 4,98
3 -l - 1|11 - | 624 - - |52 -
4 -l -l 2] 2] 2 - | 604 - - | 542 | -
5 - | o -l 1|11 - - - - - -
6 -l - -l 111 - - - - - -
7 -l - -l1]2]1 - - - - - -
8 - - -l 2 1] 2 - - - - - -
9 - | o -l 1|11 - - - - - -
10 -l - -1 ]1] 1 - - - - - -
Tabelle 9-24: 16. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen
Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO | OX | BS | KO | OX BS KO OoX BS KO
1 1 3 1 1 1 2 568 | 589 | 6,19 | 456 | 534 | 4,96
2 1 2 1 1 3 3 599 | 6,43 | 6,28 | 4,47 | 5,66 | 5,56
3 1 1 2 1 1 1 6,41 | 6,39 | 6,21 | 49 | 6,44 | 4,94
4 1 2 1 1 1 2 6,53 | 6,05 | 6,29 - 541 | 5,52
5 2 - 1 1 1 2 6,71 = 6,34 = = 5,08
6 -l -1 -11]1]3 - - - - - -
7 - |- -l 1210 - - - - - -
8 -] - -l 11| 2 - - - - - -
9 -l -] -13]3]1 - - - . - -
10 - -1 -11]3] 2 - - - - - -
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-25: 26. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen

Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO | OX | BS | KO | OX BS KO OoX BS KO
1 3 1 1 3 1 1 6,11 | 6,42 | 5,61 | 5,04 | 599 | 4,74
2 2 1 3 2 3 3 6,24 | 6,18 | 6,25 | 4,73 | 4,87 | 5,68
8 1 2 3 1 2 3 | 573|613 | 6,19 | 464 | 585 | 5,81
4 2 2 3 3 2 2 [6,18 | 6,34 | 6,21 | 6,01 | 534 | 46
5 2 - - 2 1 2 | 6,06 - - 5,09 - -
6 - - - 2 1 3 - - - - - -
7 - - - 3 1 2 - - - - - -
8 - - - 2 3 1 - - - - - -
9 - - - 2 3 3 - - - - - -
10 -l -] -1 1] 3 - - - - - -
Tabelle 9-26: 35. Tag nach Behandlung: Sporenbefall und pH Werte der Einzelbienen
Sporenbefall pH
Mitteldarm Enddarm Mitteldarm Enddarm
Biene | OX [ BS | KO | OX | BS | KO | OX BS KO OoX BS KO
1 - 2 1 - 2 1 - 6,3 | 6,16 - 5,07 | 5,58
2 - 2 1 - 3 1 - 5,88 | 6,03 - 4,71 | 5,28
3 - 2 2 - 2 1 - 5,86 | 6,17 - 4,63 | 501
4 - 2 1 - 2 3 - 5,99 | 6,32 - 4,66 | 5,57
5 - 2 1 - 2 1 - 6,38 | 6,12 - 51 | 4,93
6 -l -] - -1 ] - - - - - -
7 TR g - 1] - - - - - -
8 -] - - -l 2] 2 - - - - - -
9 - - - - 2 - - - - - -
10 - - - - 2 - - - - - -
0 kein Befall 1 schwacher Befall mittlerer Befall 3

starker Befall
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Anhang - Rohdaten

Tabelle 9-27: Auszahlungen der Nosema positiven Einzelproben nach Cantwell (1970)

Gruppe Probe 01 | 02 | o3 | 04 | o5 | summe SpoAr2§7£ilene
1.1 vom 16.12.2014 Bienel | 109 | 117 | 121 | 124 | 126 | 597 29.850.000,00
1.1 vom 16.12.2014 Biene12 | 370 | 375 | 345 | 343 | 380 | 1813 90.650.000,00
1.1 vom 16.12.2014 Biene 13 | 260 | 287 | 265 | 287 | 256 | 1355 67.750.000,00
1.1 vom 16.12.2014 Biene 18 | 144 | 186 | 205 | 240 | 236 | 1011 50.550.000,00
10 vom 29.12.14 Biene20 | 0 0 2 0 0 2 100.000,00
1.1vom 27.11.14 Biene8 | 133 | 146 | 112 | 123 | 135 | 649 32.450.000,00
1.1vom 27.11.14 Biene 10 | 164 | 159 | 125 | 133 | 140 | 721 36.050.000,00
1.1vom 27.11.14 Biene13 | 26 | 16 | 31 | 43 | 38 154 7.700.000,00
1.1vom 27.11.14 Biene15 | 63 | 79 | 84 | 110 | 102 | 438 21.900.000,00
1.1vom 27.11.14 Biene20 | 114 | 105 | 96 | 102 | 94 511 25.550.000,00
23 vom 29.12.14 Biene6 | 38 | 51 | 86 | 112 | 125 | 412 20.600.000,00
1.1vom 22.12.14 Biene5 | 256 | 196 | 270 | 278 | 265 | 1265 63.250.000,00
1.1 vom 22.12.14 Biene6 | 195 | 245 | 258 | 243 | 234 | 1175 58.750.000,00
1.1 vom 10.12.14 Biene15 | 114 | 106 | 88 | 98 | 108 | 514 25.700.000,00
1.1 vom 10.12.14 Bienel8 | 15 | 18 | 24 | 32 | 23 112 5.600.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene6 | 18 | 25 | 14 | 17 | 21 95 4.750.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene7 | 100 | 78 | 105 | 109 | 110 | 502 25.100.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene8 | 101 | 75 | 107 | 120 | 115 | 508 25.400.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene9 | 15 | 21 | 18 | 24 | 28 106 5.300.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene10 | 14 | 25 | 23 | 17 | 19 98 4.900.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene13 | 88 | 94 | 98 | 110 | 102 | 492 24.600.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene14 | 75 | 89 | 95 | 80 | 79 418 20.900.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene18 | 23 | 32 | 35 | 28 | 25 143 7.150.000,00
1.1 vom 29.12.14 Biene19 | 29 | 32 | 34 | 25 | 39 159 7.950.000,00
1.1 vom 04.12.14 Bienel | 40 | 36 | 51 | 47 | 52 226 11.300.000,00
1.1 vom 04.12.14 Biene6 | 38 | 41 | 48 | 41 | 35 203 10.150.000,00
1.1 vom 04.12.14 Biene15 | 35 | 42 | 47 | 38 | 52 214 10.700.000,00
23A vom 16.12. Biene5 | 28 | 32 | 28 | 35 | 41 164 8.200.000,00
23A vom 16.12. Biene9 | 74 | 88 | 91 | 80 | 78 411 20.550.000,00
23A vom 16.12. Biene10 | 68 | 75 | 78 | 70 | 65 356 17.800.000,00
23A vom 22.12. Biene5 | 28 | 30 | 35 | 27 | 34 154 7.700.000,00
23A vom 22.12. Biene7 | 38 | 35 | 42 | 39 | 45 199 9.950.000,00
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Anhang - Rohdaten

Fortsetzung Tabelle 9-28

Gruppe Probe 01 | 02 | o3 | 04 | o5 | summe SpoAr2§7£ilene
3dBSMD B1 11 | 9 | 13 | 15 | 10 58 2.900.000,00
3dBSMD B4 12 [ 10 | 9 11 | 14 56 2.800.000,00
3dKOMD B1 13 | 15 | 10 | 8 7 53 2.650.000,00
3dKOMD B2 256 | 248 | 260 | 241 | 262 | 1267 63.350.000,00
3dKOMD B3 11 | 15 | o 13 | 10 58 2.900.000,00
3dKOMD B4 8 7 | 10 | 12 | 10 47 2.350.000,00
3dKOMD B5 11 | 13 | o 8 | 11 52 2.600.000,00
8dOXMD B3 15 [ 13 | 9 13 | 11 61 3.050.000,00
8dBSMD B6 18 | 16 | 14 | 11 | 15 74 3.700.000,00
8dKOMD B1 78 | 75 | 68 | 70 | 65 356 17.800.000,00
8dKOMD B2 55 | 60 | 59 | 62 | 60 296 14.800.000,00
8dKOMD B3 22 | 25 | 24 | 28 | 27 126 6.300.000,00
8dKOMD B5 19 | 21 | 25 | 24 | 28 117 5.850.000,00
8dKOMD B6 13 [ 12 | 9 12 | 11 56 2.800.000,00
8dKOMD B7 15 | 12 | 10 | 12 | 17 66 3.300.000,00
8dKOMD B10 18 | 21 | 25 | 22 | 20 106 5.300.000,00
16dOXMD B1 35 | 37 | 40 | 42 | 40 194 9.700.000,00
16dOXMD B2 32 | 25 | 33 | 35 | 39 164 8.200.000,00
16dOXMD B3 19 | 17 | 15 | 18 | 15 84 4.200.000,00
16dOXMD B4 24 | 26 | 20 | 22 | 25 117 5.850.000,00
16dOXMD B5 62 | 70 | 75 | 76 | 72 355 17.750.000,00
16dBSMD B1 235 | 219 | 220 | 225 | 230 | 1129 56.450.000,00
16dBSMD B2 80 | 85 | 89 | 92 | 90 436 21.800.000,00
16dBSMD B3 35 | 45 | 39 | 42 | 38 199 9.950.000,00
16dBSMD B4 110 | 108 | 115 | 120 | 122 | 575 28.750.000,00
16dKOMD B1 8 12 | 15 | o9 10 54 2.700.000,00
16dKOMD B2 15 | 17 | 12 | 10 | 11 65 3.250.000,00
16dKOMD B3 48 | 50 | 59 | 62 | 55 274 13.700.000,00
16dKOMD B4 10 | 15 | 17 | 12 | 14 68 3.400.000,00
16dKOMD B5 25 | 32 | 36 | 30 | 39 162 8.100.000,00
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