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1 EINLEITUNG

Der Bericht gliedert sich in die funf Teiluntersuchungen:
- Elektrophysiologische Untersuchung der olfaktorischen Sensillen

Analyse Orientierungsverhalten Laufverhaltens von Varroamilben auf der
Laufkompensator Biotestanlage (Kramer Kugel)

.Purge and Trap“ Analyse der Gerliche von Bienen, Bienenlarven und Futtersaft
- Olfaktometertest und Hohenheim Wahltest

Abstiegstest zum Transferverhalten von Varroamilben von den Ammenbienen auf die
Brut

Die Milbe Varroa destructor muss, um sich im Bienenvolk zu reproduzieren von den
Ammenbienen in die Zellen der verdeckelungsbereiten Brut absteigen. Dort kann sie
sich durch eintauchen in den proteinreichen Futtersaft verbergen. Futtersaft spielt eine
zentrale Rolle beim Futter und Informationsaustausch im Bienenvolk, der Trophallaxe.
Varroa kdnnte von diesem Informationskanal profitieren. Es wird angenommen, dass
sie sich dabei auch durch Geruchsignale leiten lasst. Wir wollten mit verschiedenen
Mehoden die Hypothese testen, ob der Futtersaft fur die Orientierung der Milben eine
entscheidende Rolle spielt.

2 ELEKTROPHYSIOLOGIE

Rasterelektronische Aufnahmen zeigten, dass Varroa auf der Oberseite der Vorderbei-
ne ein Grubensinnesorgan besitzt. In dieser Grube befinden sich WandporenSensillen,
die sich im Ver-
gleich mit von
anderen Arach-
niden und Insek-
ten beschriebe-
nen Sensillen,
als Geruchssin-
nesorgane deu-
ten lassen. Es
gelangen uns
elektrophysiolo-
gische Ableitun-
gen von Aktions-
potentialen an
diesen Sensillen
in Reaktion auf
eine Reizung mit
volatilen Ge-
ruchsstoffen.

Abb. 1 Grubensinnesorgan mit den tast- und geschmacksempfind-
lichen Randborsten R1 bis R9 und den Grubensensillen S1 bis S9.
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2.1.1 Stand des Projektes:

Die Methodik und die Ergebisse dieser Vesuche sind ausfuhrlich in den Veroffentli-
chungen , Varroa riecht mit den Beinen® und ,Odour-mediated transfer to brood cells of
its honeybee host , Apis mellifera, and olfactory cell responses of Varroa destructor to
volatiles” dargestellt. Deshalb folgt hier nur eine kurze Zusammenfassung.

2.1.1.1 Technische Probleme:

Die Handhabung der extrem kleinen Tiere und die Aufldsungsgrenze der opti-
schen Instrumente fuhren in einen Grenzbereich der technischen Mdglichkeiten
der Elektrophysiologiestation.

2.1.1.2 Stand der Erprobung:

Die Olfaktorische Wahrnehmung von fliichtigen Substanzen konnte mit zwei Vari-

anten der Methode (Glaselektroden und Wolframelektroden) nachgewiesen wer-
den.

2.1.1.3 Grenzen der Methode

Fir ein Screening nach verhaltensaktiven Substanzen war die Elektrophysiologie
mit der zur Verfligung stehenden Anlage zu aufwandig und zuwenig reproduzier-
bar, um sie mit der dort vorhandenen Maoglichkeit zur GC_MS-Analyse zu koppeln.

Abb. 2 Mit der Elektrophy-
- siologiestation gekoppelter
Gaschromatograph.

2.1.1.4 Voraussetzungen fur ein Weiterfahren
Optimaler Zustand der Arbeitsstation und Verbesserungen am optischen System

2.1.2 Zusammenfassung Elektrophysiologie:

- Varroa destructor besitzt auf der Dorsalseite des ersten Beinpaares in einer Grube 9
unterschiedliche Sensillen

- elektrophysiologische Ableitungen und die Morphologie zeigen, dass sich darunter
olfaktorische Sensillen befinden

- Varroa kann Geruche von Bienen und Brutwaben und volatilen Verbindungen
wahrnehmen und darauf reagieren
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3 KRAMERKUGEL VERSUCHE

In den Wintermonaten versuchten wir zu testen ob Futtersaft, wenn er den Milben auf
der Laufkompensatorkugel im Luftstrom angboten wird, bei ihnen eine gerichtete Folge-
reaktion ausldsen kann. Der Futtersaft wird im Bienenvolk aus Pollen ausschliesslich
von den Ammenbienen, den Haupwirten der Parasiten, in der Hypopharingealdrise
produziert. Die Ammenbienen verteilen den Futtersaft Uber die sogenannte Trophallaxe,
den sozialen Futteraustausch der sozialen Insekten, den Ubrigen Stockgenossen und
Futtern damit die Larven.

oben offenen Kammer auf der
Kramerkugel. Die infrarot Be-
wegungsdetektionseinheit fur
die Laufkompensation ist im
blauen Kasten untergebracht.
Die Bewegung der Milbe wird
zusatzlich mit zwei Infrarotka-
meras (links oben und rechts
neben dem Luftabzugsrohr)
gefilmt

, ) \‘”.' il Abb. 3 Kramerkugellabor. Die
__“..}?,}../ ‘ i T Milbe lauft in einer klimatisierten
’ 3 \ \ i / 3 |

Matthias Rickli (1992,1994) konnte zeigen, dass Milben im Laufkompensatortest auf
Ammenbienen und Larven reagieren. Ziel der Versuche ist es abzuklaren ob im Droh-
nenfuttersaft Komponenten vorhanden sind, die auf Varroa-Milben anziehend wirken.
Es sollte versucht werden die positiven Resultate von M. Rickli mit einer Gegenwind-
Folgereaktion auf lebende Bienen zu replizieren und diese Resultate mit der Reaktion
auf lebende Drohnenlarven und Drohnenfuttersaft zu vergleichen. Es ging vorerst
darum die damals erfolgreichen Versuchsbedingungen wieder herzustellen und eventu-
ell anzupassen.

3.1.1 Methode:

Stimuli: 10 - 20 lebende Bienen in 100 ml zylindrischer Gaswaschflasche
lebende Drohnen (grosse L5 Larven kurz vor dem Verdeckeln)
Drohnenfuttersaft gelost in dest. H20 und aufgetragen auf Filterpapier in 100
ml zylindrischer Gaswaschflasche

Sefup:  Kamerkugel mit Tracking-Steuerungsprogramm 80 Sek kombiniert mit
Videoaufnahmen von vorne oben und flach von hinten (Abb. 3).

10 Sek. Kontrolle ohne Anblasen der Varroa,

30 Sek. Anblasen mit reiner Luft,

30 Sek. Anblasen mit Stimulus beladender Luft und
10 Sek. Endkontrolle ohne Anblasen.
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3.1.1.1 Stimulierung:

Stimulierung mit elektronisch ge-
steuertem Stimulus Apparat zur
Erzeugung von definierten Aktiv-
kohle gefilterten Luftstromen. Der
Kontroll- und der Stimulusluft-
strom wird durch Teflonschlauche
zu einer rechtwinklig abgeboge-
nen Pasteurpipette mit Spitzenab-
stand von 1 oder 2 cm entweder
gepulst oder kontinuierlich in
Richtung Varroa in den konditio-
nierten Hauptluftstrom geblasen
(Abb. 4). Die Versuchs-Varroa
wird unmittelbar vor dem Ver-
suchsbeginn mit einem Pinsel

von einer Biene abgestreift und Abb. 4 Stimulusapparatur. Der Geruchsstimulus
ihr ein Stuck Reflektorfolie (3M wird elektronisch gesteuert Uber eine an der Spitze
Folie) auf den Carapax (Ricken)  abgebogene Pasteur-Pipette in denLuftstrom vor
geklebt. Anschliessend wird die der Milbe eingeblasen

Varroa auf die Kugel gesetzt und
der Versuch unmittelbar danach im Dunkeln gestartet. (Videoaufnahmen mit dem Rot-
licht des Trackingsystems der Kramerkugel bei eingesetztem Roffilter)

> |
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| X FuT. =22 | vARROAS_28-11-00_FUTTERSAFT-100

Abb. 5 Aufzeichnung einer Laufspur
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3.1.1.2 Resultate:

Der Verhaltensnachweis einer Reaktion auf volatile Komponenten aus dem Futtersaft
ist nicht gelungen:

- Keine signifikant messbaren Unterschiede in der Folgereaktion zwischen der Kon-
trolle mit reiner Luft und Luft mit Geruchsstimulus. Keine systematische Richtungs-
anderung beim Wechsel von Kontrolle (reine Luft) zu Stimulus, weder bei Drohnen-
larven, noch bei lebenden Bienen noch bei Drohnenfuttersaft

- Auch bei der Kontrolle konnte die von Rickli festgestellte Bevorzugung der Richtun-
gen windabwarts oder quer zum Wind nicht festgesellt werden.

- keine eindeutige positiv Kontrolle (Folgereaktion auf lebende Bienen oder lebende
Larven)

Kramer sphere jelly 28.11., 4.12. and 5.12.00

(running mean of moving Varroa over 10 samples of 0,1 sec; N=110)
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Abb. 6 Kramerkugelauswertung. Die Graphik zeigt die Auswertung der Laufzeit auf
der Kamerkugel mit Futtersaft als Stimulus. Die ersten 10s sind Anpassungszeit oh-
ne Luftstrom, dann folgen 30s reine Luft gefolgt von 30s Luft mit Futtersaftgeruch
und als Endkontrolle nochmals 10s ohne Luftstrom. Der Unterschied in der Lauf-
dauer zwischen reiner Luft und Stimulusluft ist nicht signifikant.

Méogliche Grinde:
- Varroa reagiert sehr empfindlich auf Anblasen (stoppt Bewegung)

~ Sehr kritische Abhangigkeit der Laufmotivation von den Versuchsbedingungen
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit.....)

- Sehr grosse individuelle Unterschiede im Verhalten.
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test control

Abb. 7 In dieser Graphik sind die Richtungsverteilungen der Laufe mit reiner Luft
(rechts) und Futtersaftgeruch (links) dargestellt. Rot ist der ,mean vector” der
Richtung und die zirkulare Varianz dargestellt (die 0° Richtung ist die Richtung
gegen den Wind). Auch bezuglich der Laufrichtungen sind keine klaren Tenden-
zen auszumachen, sie weichen nicht signifikant von einer Zufallsrichtung ab.

3.1.2 Diskussion:
Vorzige des Systems und technische Probleme:

Die ,open loop“ Bedingungen bieten eine gute Vergleichbarkeit der Bedingungen fur
alle Tiere. Auch die gute Aufzeichnungs- und Auswertsoftware (sehr hohe Auflésung
und viele auswertbare Laufparameter) spricht fur eine Verwendung der Kramerkugel.

Die Umweltbedingungen fur die Varroa, die Justierung der Anlage und die richtigen
Stimulusparameter mussten nach verschiedenen Anderungen und altersbedingten
Verschleisserscheinungen an der Anlage noch wiedergefunden und neu optimiert
werden.

Eine Optimierung der Anlage wurde versucht, hat aber noch nicht den gewiinschten
Erfolg gebracht. Eine weitere Optimierung scheint moglicht, ist aber sehr zeitaufwen-
dig und sprengt damit den Rahmen des vorliegenden Projektes.

Eine Alternative kdnnte die geplante Anschaffung einer neuen modernen Laufkom-
pensatorkugel mit kleinerem Durchmesser und Steuerung Uber ein Videosystem
(ohne Reflektoren) bieten. Die neue Anlage ist aber wegen Verzogerungen bei der
Entwicklung zur Zeit noch nicht verflgbar.

Eigenheiten des Versuchstieres und Nachteile des Laufkompensators:

Die gebotene Versuchssituation scheint nicht optimal an die kdrperlichen und 6kologi-
schen Bedingungen der Varroa angepasst zu sein.

Varroa ist kein Lauftier, gentigend lange auswertbare Laufe sind deshalb nur unter
wirklich optimalen Bedingungen zu erwarten.

Varroa ist im Verhalten eher auf ,Igelreaktion” programmiert (unter dem Carapax ver-
stecken und auf bessere Zeiten warten, als aktiv nach Duftquellen zu suchen).

Die allgegenwartige Motivationsproblematik bei Verhaltensversuchen tritt bei Varroa
somit noch verscharft aufl Wahrscheinlich mussen die Varroa fur Versuche in Repro-
duktionsstimmung sein, da sie in ihnrem Lebenszyklus nur sehr selten und kurz ihren

Wirt verlassen und sich dabei olfaktorisch orientieren mussen.
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3.1.3 Schlisse:

Aufgrund der Probleme mit den Kramerkugel-Resultaten wurde im Fruhjahr beschlos-
sen, die Futtersafthypothese mit dem im Jahr 1999 entwickelten Absteigetest anzuge-
hen.

4 PURGE AND TRAP ANALYSE

4.1.1 Einleitung:

Wir wollten die Geruchs-Komponenten von Bienen (Arbeiterinnen und Drohnen), Arbei-
terinnen- und Drohnenlarven, sowie von Futtersaft aus verdeckelungsbereiten Droh-
nenzellen analysieren. Es besteht der Verdacht, dass sich die Varroa von fluchtigen
Substanzen des Futtersaftes (eventuell auch ihren Abbauprodukten) anlocken lassen.
Nach Literaturangaben sollte die Zusammensetzung des Futtersaftes in Arbeiterinnen-
und Drohnenzellen die gleiche sein. Er ist aber in den Arbeiterinnenzellen in geringeren
Quantitaten vorhanden und deshalb schwieriger rein und in gentigender Menge zu ge-
winnen. Deshalb beschrankten wir uns auf die Analyse des Futtersaftes aus Drohnen-
zellen. Als Vergleich dienten Messungen an lebenden Arbeiterinnen- und Drohnenlar-
ven, an lebenden Arbeiterinnen (50 pro Pobe), lebenden Drohnen (25 pro Probe) und
an Proben von kommerziell gesammeltem tiefgefrorenem Gelée royal.

4.1.2 Methode:

FUr eine zuverlassige Analyse bendtigten wir 3-5 Messungen mit je 1 ml Material beim
Geleé royal und beim Drohnenfuttersaft und je 50 lebende Bienen (30 Drohnen) oder
Larven. Der Drohnenfuttersaft wurde am Tag der Messungen mit einem kleinen Chrom-
stahl-Wagespatel aus verdeckelungsbereiten Drohnenzellen herausgekratzt. Dazu wur-
den die Zellen mit einer Pinzette seitlich gedffnet und die Drohenlarven vorsichtig (ohne
sie zu verletzen) aus den Zellen herausgezogen. Die gleiche Prozedur diente auch da-
zu, lebende Larven zu gewinnen. Der gelbliche zahflussige Futtersaft aus 30-50 Zellen,
vereinigt ergab die bendtigten 1 g Substanz fur einen Messdurchgang.

Proben:

- 9 Proben von je 50 lebende Arbeiterinnen aus Volk 91 von Brutwabe abgesammelt
mit CO, betaubt und in 25 ml Proben U-Rohr-Sparger ohne Fritte abgefullt.

- 7 Proben von je 30 lebende Drohnen von Brutwabe abgesammelt mit CO, betaubt
und in 25 ml Proben U-Rohr-Sparger ohne Fritte abgefullt (Probe 1 und 3 ohne
Betaubung). (Probe 1-5 Volk 91, Probe 6 und 7 Volk 28).

- 8 Proben von je 50 L5 Arbeiterinnenlarven > 100 mg aus den Vdlkern 33, 44, 59 und 91
aus Brutwaben gezupft und mg in 25 ml U-Rohr-Sparger ohne Fritte abgefullt. Vor der
Messung fur 20 Min Sparger mit Larven in Wasserbad bei 34°C konditioniert.

- 10 Proben von je 50 L5 Drohnenlarven > 300 mg aus den Volkern 67, 79 und 90 aus
Brutwaben gezupft und in 25 ml U-Rohr-Sparger abgefullt. Vor der Messung flr 20
Min Sparger mit Larven in Wasserbad bei 34°C konditioniert.

- 4 Proben von je 1g Geleé royal geldst in 1 ml H,O in 5 ml U-Rohr Purger-Sparger
ohne Fritte.

- 3 Proben von je 1g Drohnenfuttersaft geldst in 1 ml H,O in 5 ml U-Rohr Purger-
Sparger ohne Fritte.
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Die meisten Arbeiterinnen und viele Drohnen waren nach dem Purgen mit N, nach Ver-
suchsende nach einer kurzen Erholungszeit wieder flugfahig! Auch die meisten Larven
Uberlebten die Messprozedur.

Extraction of the volatile components

The Purge and Trap system LSC 3100 (Tekmar, Cincinnati, OH, USA) included a 25-ml
non-fritted sparger resp. 5 ml, a trap (No 1, Tekmar, (Tennax)) as well as a cryofocusing
unit. The moisture control module was not used.

The operating conditions were as follows: purge gas: nitrogen, purge flow (vent): 30
mil/min; prepurge: 0 min,; water bath: 34 °C,; purge: 20 min; drypurge: 0 min, cap cool-
down. -140 °C; desorb preheat to 210 °C; desorb. 4 min at 220 °C; inject: within 1 min
from -140 to 220 °C; bake: 7 min at 230 °C; 6-port valve: 150 °C; line: 150 °C; capillary
union heater (= transfer line from purge and trap to gas chromatograph): 150 °C.

Gas chromatography

A Hewlett-Packard (HP) 56890, Series Il was used. The operating conditions were as
follows: carrier gas: helium; inlet pressure.: 50 kPa, flow: approx. 1.9 ml/min at 45 °C;
transfer line (from GC to MS): 280 °C; interface: direct inlet; temperature programme. 13
min at 45 °C, heating rate: 5 °C/min up to 240 °C, and 5 min at 240 °C; capillary co-
lumn: SPB1 sulfur (Supelco), 30m x 0.32 mm id., film thickness. 4 um.

Detection

Two detectors were mounted in parallel by splitting the flow at the end of the capillary
column (split ratio: approx. 1:1 at 45 °C), i.e. a Hewlett-Packard flame ionisation detec-
tor (FID) and a mass-sensitive detector (MSD model HP 5972), operating in the scan
mode (TIC) from 26 to 250 amu at 1.1 scan/s, ionisation by El at 70eV by autotuning;
MS-Scan after 3.5 min. The MSD was used for the identification of the VOC, the FID for
their relative quantification.

Die Messungen wurden zusammen mit Verena Kilchenmann und Roland Gauch im
FrGhsommer 1999 und 2000 durchgefuhrt. Die Daten sind tabelliert und die Peaks so-
weit moglich mit Hilfe der FAM-Datenbank und Literaturangaben identifiziert. Nicht iden-
tifizierte Peaks sind in den Tabellen mit Fragezeichen bezeichnet, bei unsicheren Anga-
ben ist dem Substanznamen ein Fragezeichen beigestellt. Die insgesamt 137 gefunde-
nen Peaks aus allen Messungen zusammen wurden nach der RT (Retensionszeit) ge-
ordnet, durchnummeriert und die einander entsprechenden Peaks Ubereinander gelegt.
Alle Peaks die kleiner als die 5-fache Hohe des Blindwertes der Probenreihe erreichten,
wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

4.1.3 Resullate:

In der Tabelle im Anhang Il sind die Resultate aus allen Messreihen zusammengestellt,
die verschiedenen Kategorien sind farblich gekennzeichnet (lebende Arbeiterbienen
(gelb), lebende Drohnen (rotbraun), Arbeiterinnenlarven (blau), Drohnenlarven (grin),
Geleé royal (lila) und Drohnenfuttersaft (rosa)). Im Histogramm (Abb. 8) sind die FID-
Peaks (Flammen-lonisations-Detektor) in einer Ubersichtsgraphik zusammengestellt.
Die Farben im Histogramm entsprechen denen in der Tabelle im Anhang Il. Der Anhang
[l zeigt dann die einzelnen Peaks als Boxplot-Grafik zum besseren Vergleich der Kate-
gorien (worker = lebende Arbeiterinnen, drone = lebende Drohnen, w_larvae = lebende
Arbeiterinnenlarven, d_larvae = lebende Drohnenlarven, r_jelly = kommerzieller Geleé
royal/Weiselsaft, d_jelly = Drohnenfuttersaft aus L5 Drohnenzellen).
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Abb. 8 Vergleichendes Histogramm der FID-Peakhohen der insgesamt 137 verschiede-
nen Peaks aus GC-MS Chromatogrammen aus den ,Purge an Trap“-Analysen von Arbei-
terbienen (gelb), Drohnen (rotbraun), Arbeiterinnenlarven (blau), Drohnenlarven (grun),
Geleé royal (lila) und Drohnenfuttersaft (rosa). Die Flichtigkeit der Substanzen nimmt mit
zunehmender Molekulgrosse in Richtung hoherer Peaknummern ab.
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Kategorie Anzahl Peaks identifiziert davon identifiziert mit ?
gesamt 137 117 48
Arbeiterinnen 58 (45) 53 (41) 22 (14)
Drohnen 41 (38) 39 (36) 8 (7)
Arbeiterinenlarven 18 (17) 15 (14) 3 (3)
Drohnenlarven 21 (18) 19 (16) 6 (4)

Geleé royal 61 (58) 51 (53) 16 (14)
Drohnenfuttersaft 41 (39) 35 (33) 11 (9)

Tabelle 1 Anzahl der in den Chromatogrammen einer Kategorie gefundenen Peaks.
Die Werte in den Klammern bedeuten, in mehr als der Halfte der Chromatogramme ei-
ner Kategorie vorhandener Peak. Identifiziert mit ? bedeutet, dass entweder ein zu klei-
ner Peak die Identifikation unsicher machte, eine Seitengruppe nicht mit Sicherheit po-
sitionniert werden konnte, oder es sich um einen ungenugend aufgeldsten mehrfach
Peak handelt (flr Details siehe auch Anhang Il und IlI).

Die Arbeiterinnen und der Geleé royal zeigten die reichhaltigsten Chromatogramme, bei
den Drohnenlarven hingegen liessen sich am wenigsten Stoffe nachweisen (Tabelle 1).
Als Erklarung kann man annehmen, dass die Arbeiterinnen viele Geruchstoffe aus der
Aussenwelt in den Bienenstock hineintragen. Ob hingegen die grosse Vielfalt beim
komerziellen Geleé royal eine Eigenschaft dieses Produktes ist, oder aus dem Herstel-
lungsverfahren stammt bleibt offen.

In der Tabelle 2 wurde der Versuch unternommen, die Boxplots der Peaks aus den
Chromatogrammen der FID-Analyse im Anhang Il qualitativ hinsichtlich ihrem poten-
tiellen Informationsgehalt zu bewerten. In diese Zusammenstellung sind nur die Vertei-
lungsmuster der Peakhdhen, wie sie aus den Boxplots ersichtlich sind, eingeflossen.
Die Tabelle 2 kann einige Hinweise geben, welche Peaks zwischen den Kategorien
eine Differenzierung erlauben, oder ein im Hinblick auf die Praferenzen der Varroa-Mil-
ben interessantes Muster zeigen. In der Zusammenstellung der Tabelle 2 wurden
Peaks, die nur bei den Arbeiterinnen oder nur beim Geleé royal vorkamen, weggelas-
sen. Die Spalten zeigen Peaks die bei lebenden Arbeiterinnen, lebenden Drohnen, Ar-
beiterinenlarven, Drohnenlarven und Drohnenfuttersaft auftraten. In der drittletzten
Spalte von rechts wurde beurteilt, ob eine Differenzierung bezlglich dem Geschlecht
und in der zweitletzten Spalte bezuglich dem Stadium (Adulttiere oder Larven) vorlag. In
der letzten Spalte erfolgte eine qualitative Beurteilung des potentiellen Informationsge-
haltes fur die chemische Orientierung der Varroa, gemass den aus anderen Versuchen
bekannten Praferenzen. Flr die Bewertung wurden folgende Kriterien herangezogen:

- Bevorzugung von Ammenbienen durch die phoretischen Milben
= hoher Peak bei den Arbeiterinnen positiv bewertet

- Bevorzugung der Drohnenlarven gegenuber Arbeiterinenlarven im Absteigetest
= grosse Unterschiede in der Peakhdhe zwischen Arbeiterinnen- und Droh-
nenlarven positiv bewertet

- positiver Effekt des Drohnenfuttersaftes auf das Verhalten im Absteigetest
= hoher Peak beim Drohnenfuttersaft positiv bewertet
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Peak-Nr. |Arbeiterinnen |Drohnen |A-Larven |D-Larven |D-Futtersaft | Sex- [Stadium | Varroa
P1 + ++

P2 ++ + ++ + ++

P3 + ++ + +

P6 + + +

P9 ++ + +

P11 + ++ +
P15 ++ + + + +

P18 + + +++ +

P19 + + + +

P20 + + ++ +

P21 ++

P23 + + + + +

P25 + + +

P26 + +

P27 ++ + + ++
P30 + ++ +

P31 + +
P33 + + ++ +

P34 + + ++ +

P36 +

P39 + ++ +

P40 ++ +

P42 +

P43 + +

P44 +++ +

P48 ++ + ++

P49 + +++ + +
P51 ++ + + + + +
P53 +++ +

P54 +++ + + + +

P55 + ++ +

P57 + + + +

P60 +

P61 + ++ + +

P63 ++ + +

P64 ++ + + +

P66 + ++

P67 + +

P68 + +

P69 +

P70 +

P72 ++ + + + +
P76 + + + + +
P81 ++ + + +

P83 + + +

P84 ++
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P85 + + ++ +

Peak-Nr. | Arbeiterinnen | Drohnen |A-Larven |D-Larven |D-Futtersaft | Sex- [Stadium | Varroa
P88 ++ + +

P95 + +

P99 + ++ +

P104 + +

P105 +

P111 + + + +

P114 + ++

P116 +

P117 + ++ + +

P119 +

P122 +

P123 +

P125 + +

P126 +

P128 + + ++ + +
P129 +

P130 + + +

Tabelle 2 Zusammenstellung der Muster im Auftreten der Peaks im Vergleich der Kate-
gorien nach den Boxplots im Anhang lll. Die Peakhdéhe wurde mit +, ++ oder +++ ge-
wichtet. In den Spalten 1-5 wurde die Peakhohe in den Kategorien lebende Arbeiterin-
nen, lebende Drohnen, Arbeiterinenlarven, Drohnenlarven und Drohnenfuttersaft ge-
wichtet. In den drei letzten Spalten ist angegeben, ob das Verteilungsmuster der Peaks
(Anhang Il und IIl) mit dem Geschlecht, dem Stadium (Adult oder Larve) oder den Pra-
ferenzen der Varroa korreliert. Peaks die nur in einzelnen Chromatogrammen, nur im
Geleé royal oder nur bei den Arbeiterinnen auftraten, wurden weggelassen, da sie fur
unsere Fragestellungen nur eine geringe Aussagekraft haben.

Diese qualitativen Bewertungen wurden in der Tabelle 2 in drei Stufen durch +, ++ oder
+++ gekennzeichnet. Die chemischen und biologischen Eigenschaften der Stoffe wur-
den in diesem ersten Schritt noch nicht bertcksichtigt. Spalten in der Tabelle im Anhang
I, die in den Boxplots im Anhang Il ein Muster in der Verteilung der Peakhdéhen zeigen,
das potentiell eine Unterscheidung der von Varroa bevorzugten Kategorien gegeuber
den anderen erlauben wurden, sind dort, entsprechend der Bewertung in der letzten
Spalte in der Tabelle 2, farbig unterlegt. Es handelt sich um die folgenden Peaks:

P11 =7 P27 =Hexane und Acetic acid, ethyl ester
P31 = Furan, tetrahydro ? P49 = 2-Butanone, 3-hydroxy

P51 = Heptane P72 = Octane

P76 = 1-Pentanol, 3- methyl- ? P128 = Bezoic acid, methylester ?

4.1.4 Diskussion:

Diese Zusammenstellung soll als Datenbank fur mogliche Stoffe dienen, die Varroa zur
Orientierung benutzen kénnte. Die chemische Natur der aufgelisteten Komponenten ist
noch nicht gewichtet. Ob und welche der Stoffe von Varroa wahrgenommen werden
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konnen oder eine biologische Bedeutung als Pheromone oder Kairomone haben konn-
ten, muss noch abgeklart werden.

5 OLFAKTOMETERTEST UND HOHENHEIM WAHLTEST

5.1 Olfaktometertest

5.1.1 Einleitung:

Ziel der Versuche war es abzuklaren, ob im Drohnenfuttersaft Komponenten vorhanden
sind, die auf Varroa-Milben anziehend wirken. Mit einem einfachen flachen Olfaktome-
ter (&hnlich den Windkanalversuchen von P. Blumer) wurde eine technisch einfachere
Alternative zur Kramerkugel getestet (Versuchsapparatur siehe Abb. 9). Sie hatte sich
fur Drosophila-Larven bewahrt. Die Versuchsanordnung wurde von oben mit einer Vi-
deokamera gefilmt und die Laufspuren der Milben auf dem Bildschirm auf Transparent-
folien Ubertragen und auf eine Beeinflussung der Laufrichtung durch den Duftstimulus
ausgewertet.

5.1.2 Methode:

Stimulli: 20 (7.7.2000) oder 30-40 (13.7.2000) lebende Bienen in 100 ml Zylinder)
25 Drohnenlarven in 50 ml Erflenmeyerkolben (gesammelt am 5. 07.2000) und die Luft
Uber den Larven mit einer elektronisch gesteuerten Stimulusapparatur in den kontinu-
ierlichen Hauptluftstrom im Olfaktometer eingeblasen. Das Ziel war, eine V-férmige
Duftfahne zu erzeugen.

Setup: Versuchsschema:

- 1 Min. Kontrolle
- 1 Min. Stimulus gepulst
- 1 Min. Kontrolle
- 1 Min. Stimulus koninuierlich
- 1 Min. Endkontrolle (Kontrolle keine Luft durch Pasteurpipette, besser
ware Reinluft!!!)
Versuchsparameter: Raumluft in Klimakammer: ca. 28°C 40%RH

Hauptluftstrom: ca. 0,1 m/s

Stimulusgenerator: 64x0,1 Sek. Puls mit 0,5 Sek Intervall
oder 1 Min kontinuierlich
50 ml/Min. oder 92 ml /Min.

5.1.3 Resultate:

Bei der nachtraglichen Uberpriifung der Stromungsverhaltnisse, durch sichtbar machen
der Duftwolke, wurden beim ersten Ansatz chaotische Stromungsverhaltnisse durch das
Geblase beobachtet. Sie konnten durch andern der Parameter nicht behoben werden.

Durch Saugen am Ausgang anstatt Blasen in den Eingang konnte beim 2. Versuch
(Abb. 9) eine definierte schmale V-formige Duftwolke erzeugt werden.

Beide Versuche ergaben:

- Relativ lange Laufe, aber nur sehr wenige davon in Richtung zur Duftquelle

- Keine systematische Richtungsanderung beim Wechsel von Kontrolle zu Stimulus,
weder bei Drohnenlarven, noch bei lebenden Bienen
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Abb. 9 Versuchsaufbau des flachen Olfaktometers. Rechts sieht man die Stimulusap-
paratur, die Uber 5 Milliliter Spritzen mit Stimulusmaterial oder Reinluft einen Geruchs-
stimulus in den kontinuierlichen Luftstrom einblasen, und links den Ventilator mit Trich-
ter, der die Luft durch die Apparatur saugt.

5.1.4 Diskussion:

Die ,Closed loop“ Bedingungen, wo das Tier seine Position relativ zur Duftquelle im
Gegensatz zu den ,Open Loop“ Bedingungen auf der Kramerkugel selber bestimmen
kann, scheinen fur die Laufmotivation besser zu sein. Dieser Vorteil geht aber aber auf
Kosten der Vergleichbarkeit der Bedingungen fir alle Tiere.

Eine gute Auswertung setzt ein Videotrackingsystem voraus (relativ aufwandig).

Die Umweltbedingungen flr die Varroa, und die richtigen Stimulusparameter missten
erst gefunden werden. (Die Windkanalversuche von P. Blumer und verschiedene Be-
muhungen in Hohenheim und Holland zeigten die dabei auftretenden Schwierigkeiten
auf). Kihnen und Calderone (1998) hatten Erfolg mit einem vergleichbaren Aufbau. Das
in Neuenburg vorhandene Olfaktometer scheint ungeeignet und ein Um- oder Neubau,
aufbauend auf den Erfahrungen von Kihnen und Calderone (1998), musste fur eine
Weiterfiihrung der Versuche ins Auge gefasst werden. Eine Alternative konnte der
Hohenheim Wabhltest darstellen. Im Ubrigen gelten die gleichen Nachteile bezuglich der
Okologie von Varroa wie beim Laufkompensator, der Kramerkugel.
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5.2 Hohenheim Wahltest

Der in Hohenheim von P. Rosenkranz entwickelte Wahltest (siehe Dissertation Pia Au-
meier) wurde in Bern nachgebaut und durch Vorversuche evaluiert. Nach keinen Reak-
tionen auf Futtersaft in den Vorversuchen, wurde dem von uns entwickelten Absteige-
test der Vorzug gege-
ben und die Option
Hohenheim-Wahltest
. zuruckgestellt. Die
Testapparatur steht in
zwei Prototypen in
Bern zur Verfugung.

ca. 5-7 cm

ca. 15 cm

Abb. 10 Bauplan
far den Nachbau
des Hohenheimer
Wahltestapparates

Abb. 11 Hohenheimer Wahltestapparatur mit Larven als Stimulus
(Foto P. Rosenkranz)
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6 ABSTEIGETEST

Die ektoparasitische Milbe Varroa
destructor befiel urspringlich nur
die asiatische Honigbiene, Apis
cerana, ist aber heute nach einem
Wirtswechsel eine weltweite Be-
drohung fur die europaische Ho-
nigbiene, Apis mellifera. Weibliche
Varroa-Milben befallen sowohl die
erwachsenen Bienen als auch de-
ren Larven. Die Fortpflanzung der
Milben findet hingegen aus-
schliesslich in den verschlossenen
Brutzellen der Honigbienen statt.
Varroa ist fur das Absteigen von
den Ammenbienen auf ein enges
Zeitfenster limitiert. Wenn sie zu Bienenvolk
fruh absteigt wird die Varroa von
den Ammenbienen erkannt und
die Zellen ausgeraumt. Es wird angenommen, dass sich die Milben bei ihrem Abstieg
von den Ammenbeinen auf die Larven zumindest teilweise von Geruchstoffen leiten
lassen. Die Trophallaxe, der soziale Futteraustausch, spielt eine zentrale Rolle in der
Sozialorganisation und im Infor-
mationsaustausch im Bienenvolk.
Vielleicht profitiert die Milbe als
,blinder Passagier® von diesem
Informationskanal der Bienen. Die
Milben streben nach dem Abstieg
sogleich dem Futtersaft zu und
tauchen in ihn hinein. So kdnnen
sie sich wahrend der Verdecke-
lung der Brutzellen Verstecken.
Dieses Verhalten legt nahe, dass
der Futtersaftsaft als Ausloser fur
das Absteigeverhalten eine Rolle
spielen konnte. Vielleicht bildet er
auch eine chemische Tarnung fur
Abb. 13 Weiselzelle mit Larve im Futtersaft die Varroa in den entscheidenden
Stunden vor dem Verdeckeln der
Larvenzellen.

Drohnenzellen scheinen aber ca. 8 mal attraktiver fur die Milben zu sein als die Arbeite-
rinnenzellen. Sie enthalten aber auch mehr Futtersaftsaft und werden Uber eine langere
Zeit versorgt als die Arbeiterinnenzellen. Sind vielleicht bestimmte Substanzen, zum
Beispiel Abbauprodukte im Weiselsaft fur Varroa attraktiv? Es ist bekannt, dass Zecken
und Milben oft auf schwefelhaltige Proteinabbauprodukte reagieren. Die grossere
Menge an Weiselsaft und langere Versorgungszeit der Drohnenzellen konnte Ab-
bauprozesse fordern und die Qualitat des Weiselsaftes beeinflussen. Das Vorhanden-
sein von Weiselzellen scheint den Befallsgrad der Waben zu férdern. Andererseits
scheinen die Weiselzellen selbst weniger von Varroabefall betroffen zu sein (Harizanis
P.C. 1991).
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Das Ziel dieser Versuche war, einen einfachen Verahltenstest zu entwicklen, um das
Abstiegsverhalten der Milben auf die Brutzellen quantitativ zu erfassen, und zu prufen,
wieweit dabei Geruchskomponenten eine Rolle spielen. Fur eine gute Reproduzierbar-
keit soll der Test moglichst einfach gehalten werden und nahe bei den Stockbedingun-
gen bleiben und die folgenden Fragen beantworten:

- Sind die Ammenbienen bei der Ausldsung dieses Verhaltens entscheidend mitbetei-
ligt?

- Geht die Verhaltensauslésung von Gerlichen aus den Larvenzellen aus?

- Spielen die Menge und die Qualitat des Weiselsaftes in den Brutzellen fur die Auslo-
sung des Absteigeverhaltens eine Rolle?

6.1.1 Methode:

Der Test wurde in einem in der
Mitte durch eine Kunststoffgaze
vertikal geteilten transparenten
Polystyrolkastchen im
Brutschrank durchgefuhrt. Die
eine Halfte enthielt die mit Var-
roa infizierten Donatorbienen,
die andere die Akzeptorbrut
oder entsprechend der Frage-
stellung manipulierte Brutzellen
(Drohnenbrut, Arbeiterin-
nenbrut, leere Zellen, Futtersaft
u.s.w.). Dazu wurden in ein
Plexiglaskastchen von 5x5x5
cm (Abb. 14) in der einen Halfte
25 von Varroa befallene und 25
varroafreie Bienen aus einem
Varroa-Volk eingesetzt (Abb.
15) und in die andere Halfte ein
varroafreies Wabenstick ein-
gefugt (Abb.16). Nach 24 h im Brutschrank bei 32°C wurden die Tiere in den Kastchen
mit CO, betaubt und anschliessend tiefgefroren, um den Aufenthaltsort der Milben fur
die Auswertung festzuhalten. Als Mass fur den Abstieg der Milben von den Tragerbie-
nen diente derjenige Anteil der
Varroa, der sich bei Versuch-
sende in der Wabenhalfte des
Testkastchens oder — als zwei-
tes scharferes Kriterium — dieje-
nige Untergruppe der Milben,
die sich in einer Larvenzelle
befand. Die Methodik und die
Ergebisse dieser Vesuche sind
ausfuhrlich im Bericht ,Vorver-
suche zur biologischen Varroa-
bekampfung, D. Gester und Ch.

Abb. 14 Polystyrol-Kastchen, 5x5x5 cm, mit Trenn-
gitter von 3 mm Maschenweite zwischen der Bie-
nen- und der Wabenseite flr den Abstiegstest.

Abb. 15 Einflullen der befalle-
nen Bienen ins Testkastchen
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Strub® fur 1999 und in der Veroffentlichung ,,Odour-
mediated transfer to brood cells of its honeybee host ,
Apis mellifera, and olfactory cell responses of Varroa
destructorto volatiles” fir die ganze Periode darge-
stellt. Deshalb folgt hier nur eine kurze Zusammen-
fassung und ein Ausblick auf offene Fragen.

Abb. 16 Testkastchen mit Akzeptorbrutwabe und
Bienen.

6.1.2 Resultate:

6.1.2.1 Ergebnisse der ersten Vorversuche

Mit zwei Serien von je 5 Ansatzen, die fur 2,5 h, 5 h, 10 h, 20 h und 40 h im Brutschrank
blieben, wurde eine geeignete Versuchsdauer ermittelt. Bei den letzten beiden
Ansatzen begannen sich einige der alteren Maden in den unverdeckelten Zellen einzu-
spinnen, andere hingegen waren schon nach 5 Stunden aus den Zellen herausgekro-
chen, wenn das Gazegitter zuwenig Widerstand bot. Es wurde eine moglichst lange
Versuchseit gewahlt um den Varroa genugend Zeit zum Absteigen zu lassen, aber eine
Dauer von 24 h erwies sich als ein guter Kompromis um die Ausfalle bei den Larven
trotzdem gering zu halten. Um ein Herauskriechen der Larven zu vermeiden, muss das
Trenngitter straff gespannt sein und satt an der Wabenoberflache anliegen

6.1.2.2 Effekt des Trenngitters

Ein Kunststoffgitter mit 3 mm Maschenweite zwischen den Bienen und der Wabe mit
der verdeckelungsbereiten Brut hatte keinen Einfluss auf die Absteigerate (Abb. 17).
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Absteigetest: Vergleich mit und ohne Trenngitter, 1. Serie Mai

50
45 Oohne Gaze |
40 Emit Gaze
35
30 -
25 A
20
15
10

% Varroa

auf der Wabenseite in Zellen abgestiegen

Unterschied: nicht signifikant

Abb. 17 Prozentsatz der Varroa die in den Kastchen mit und ohne Trenngitter auf
die Wabenseite wechselten oder in die Larvenzellen eindrangen. Die Zahl der Var-
roa auf der Wabenseite und in den Brutzellen war in beiden Kastchentypen nach 24
Stunden gleich hoch: Varroa auf der Wabenseite (Mai tests: N=6, t-test, P=0.89;
Juni tests: N=6, t-Test, P=0.32) und Varroain den Zellen (Mai tests: N=6, t-test,
P=0.31; Juni test: N=6, t-Test, P=0.15). Der Anteil der Varroa auf der Wabenseite
des Kastchens war etwa derselbe im Mai und im Juni (27 Varroa von 54 in 6 Kast-
chen ohne Trenngitter und 26 Varroa von 63 in 6 Kastchen mit Trenngitter im Mai;
42 Varroa von 131 in 6 Kastchen ohne Trenngitter und 60 Varroa von 137 in 6 Kast-
chen mit Trenngitter im Juni).
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6.1.2.3 Unterschied Drohnenlarven-Arbeiterinnenlarven

In den Kastchen mit Trenngitter war die Absteigerate signifikant hoher, wenn eine Wabe
mit Drohnenbrut, anstatt einer Wabe mit Arbeiterinnenbrut, angeboten wurde (Abb. 18).

Absteigetest: Vergleich Arbeiterinnenbrut - Drohnenbrut, 2. Serie Ende Juni

18 O Drohnenbrut
16 B Arbeiterinnenbrut

% Varroa
o
|

. ]

0 e

auf der Wabenseite in Zellen abgestiegen
Unterschied: signifikant

Abb. 18 Prozentsatz der Varroa die in den Kastchen mit Arbeiterinen- und Droh-
nenlarven auf die Wabenseite wechselten oder in die Larvenzellen eindrangen. In
beiden Testserien (Anfang Juni mit 5 Kastchen und Ende Juni mit 6 Kastchen)
wurden bei den Drohnenbrut-Kastchen signifikant mehr Varroa auf der Waben-
seite gezahlt (zweiseitiger T-test, P < 0.01 in beiden Serien): Varroa auf der Wa-
benseite (Anfang Juni Tests: 5 Kastchen, 2 mit Arbeiterinnenlarven, 3 mit Droh-
nenlarven; Ende Juni Tests: 6 Kastchen, 3 mit Arbeiterinnenlarven, 3 mit Droh-
nenlarven) und Varroain den Zellen (Mai tests: N=6, t-test, P=0.31; Juni test: N=6,
t-test, P=0.15). Mit dem strengeren Kriterium, der Anzahl Varroain den Larven-
zellen, war der Unterschied nur noch in der ersten Serie signifikant (zweiseitiger t-
Test, P < 0.01), aber nicht mehr in der zweiten Serie Ende Juni (zweiseitiger t-
Test, P <0.10). Der Anteil der Varroa die die Bienen verliessen, war Ende Juni nur
11% verglichen mit 34% Anfang Juni (38 Varroa von 82 auf Drohnenbrut in 3 Kast-
chen und 4 Varroa von 42 auf Arbeiterinnenbrut in 2 Kastchen Anfang Juni und 14
Varroa von 76 auf Drohnenbrut in 3 Kastchen und 2 Varroa von 67 auf Arbeiterin-
nenbrut in 3 Kastchen Ende Juni).
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6.1.2.4 Einfluss des Fufttersaftes

Ein Stlck leere ausgebaute Wabe konnte die Varroa nicht zum Verlassen der Bienen
bewegen (Abb.19). Hingegen fuhrten zuvor bebrutete Waben mit nur Futtersaft (Zellen
mit frisch ausgezupften Arbeiterinnenlarven) zu einer Absteigerate zwischen derjenigen
von Kastchen mit lebenden Arbeiterinnenlarven und Kastchen mit leeren Zellen (Abb.
19). Die Ergebnisse dieser Versuchserie wurden in Form eines Posterbeitrages am
Treffen der europaischen Sektionen der IUSSI (Internatiol Union for the Study of Social
Insects) in Berlin vorgestellt.

Absteigetest: Vergleich lebende Larven - Futtersaft - leere Zellen

50.00
4500 I |EdLebende Larven
W Futtersaft

4000 7 g |gere Zellen

35.00 ~

30.00
®©
o
& 2500
>
;N

20.00 H

15.00

10.00 -

5.00 A
0.00
. in Zellen abgestiegen auf der Wabenseite von Bienen abgestiegen

Unterschied:
Larven-Futtersaft signifikant signifikant signifikant
Futtersaft - leere Zellen nicht signifikant nicht signifikant

Abb. 19 Prozentsatz der Varroa die in den Kastchen mit Arbeiterinenlarven, mit
Drohnenfuttersaft (Brutwaben bei denen die Larven vorsichtig mit einer Pinzette aus-
gezupft wurden und nur der Futtersaft in den Zellen verblieb) oder leeren Zellen von
den Bienen abstiegen und der Anteil davon die auf die Wabenseite wechselten oder
in die Larvenzellen eindrangen. Dargestellt sind die zusammengefassten Daten aus
9 Testserien im Sommer 1999 und 2001 (28 Kastchen mit arbeiterinnenbrut, 8 Kast-
chen mit Drohnenfuttersaft und 10 Kastchen mit leeren Zellen). Es bestand ein signi-
fikanter Unterschied in der Anzahl der Varroa die auf die Wabenseite wechselten, so-
wohl zwischen den Kastchen mit Arbeiterinnenbrut und den Kastchen mit Drohnen-
futtersaft (zweiseitiger t-Test, P < 0.002) als auch zwischen den Kastchen mit Droh-
nenfuttersaft und den Kastchen mit leeren Zellen (zweiseitiger t-Test, P < 0.017).
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6.1.2.5 Tastversuche Insektenleim

Abb. 19 Kastchen mit Doppelgitter-
Leimfalle und betaubten Bienen nach
dem Versuchsende. Oben, Kastchen
mit Wabe mit Arbeiterinenlarven, die
mit einem mit Insektenleim bestrich-
enen Gitter dedeckt ist. Die Wabe
wurde auf der Rickseite um 0,5 cm
verkurzt, so dass zwischen dem
Leimgitter und dem Trenngitter zur
Bienenseite ein PVC-Spann- und Ab-
standsring eingesetzt werden konnte.
Links Leimgitter nach dem Test mit
festgeklebten Varroa-Milben.

Um Herauszufinden, ob bei den Testskastchen mit herausgezupften Larven und nur
Futtersaft oder leeren Zellen, die Varroa-Weibchen in der fur sie unbefierdigenden Si-
tuation in den Brutzellen wieder auf die Ammenbienen zurickkehren, wurden am Ende
der Versuchsaison 2001 Tastversuche mit zu Leimfallen umgebauten Testkastchen
durchgefuhrt. Die Akzeptorwaben wurden dazu auf der Ruckseite um 0.5 cm vekurzt
und nach dem Einsetzen ins Kastchen mit einem mit Insektenleim (Andermatt Biocon-
trol) bestrichenen Trenngitter abgedeckt (Abb. 20 oben). Ein PCV-Abstands- und Befe-
stigungsring von 0.5 cm Breite zwischen dem Leimgitter und dem Trenngitter zur Bie-
nenseite hinderte die Bienen mit inren Extremitaten mit der Leimfalle in Kontakt zu ge-
raten. Der Abstand zwischen den beiden Gittern stellte fur Varroa kein Hindernis dar.
Die gefangenen Milben waren zufallig Uber das Leimgitter verteilt (Abb. 20 links) und
nicht auf den Rand konzentriert.
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Absteigetest: Vergleich lebende Larven - Futtersaft - leere Zellen

5000 (nur Ansétze mit Arbeiterinnenlarven Doppelgitter und Leim von 2001)

45.00 1
Olebende Larven
1000 || @ Futtersaft
Oleere Zellen
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5.00
0.00
auf der Wabenseite von Bienen abgestiegen
Unterschied:
Larven-Futtersaft nicht signifikant nicht signifikant
Futtersaft - leare Zellen nicht signifikant nicht signifikant
Larven - leere Zeallen nicht signifikant nicht signifikant

Abb. 20 Tastversuche mit Kastchen mit Doppelgitter und Insektenleim. Prozentsatz
der Varroa die in den Kastchen mit Arbeiterinenlarven und leeren Zellen auf dem mit
Insektenleim bestrichenen Gitter auf der Wabenseite kleben blieben. Dargestellt sind
die zusammengefassten Daten aus 2 Vorserien (10 Kastchen mit Arbeiterinnenlarven,
Doppelgitter und Leim und 6 Kastchen mit leeren Zellen, Doppelgitter und Leim) Es
bestand kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Varroa auf dem Leimgitter
zwischen den Kastchen mit Arbeiterinnenbrut und den Kastchen mit leeren Zellen
(zweiseitiger t-Test, P < 0.002).

6.1.3 Diskussion:

In den Kastchen mit Trenngitter war die Absteigerate signifikant hoher, wenn eine Wabe
mit Drohnenbrut, anstatt einer Wabe mit Arbeiterinnenbrut angeboten wurde. Ein Stlck
leere ausgebaute Wabe konnte die Varroa nicht zum Verlassen der Bienen bewegen,
hingegen fuhrten zuvor bebritete Waben mit nur Futtersaft (Zellen mit frisch ausge-
zupften Arbeiterinnenlarven) zu einer Absteigerate zwischen derjenigen von Kastchen
mit lebenden Arbeiterinnenlarven und Kastchen mit leeren Zellen.

Ein Zusatzversuch diente demselben Vergleich der Absteigerate zwischen Kastchen mit
Waben mit lebenden Larven und Waben mit leeren Zellen, aber diesmal mit Kastchen
mit Doppelgitter (Abb. 20). Bei diesen Kastchen hinderte das auf der den Waben zuge-
wandten Seite mit Insektenleim bestrichene Gitter die Milben am Zurlcksteigen auf die
Ammenbienen. Mit dieser Anordnung zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
Kategorien mehr(Abb. 21). Das deutet darauf hin, dass die Varroa sehr viel mobiler als
erwartet sein konnte. In beiden Fallen, den Zellen mit lebenden Arbeiterinnenlarven und
den leeren Zellen, sind ca. 30% der Milben innert 24 Stunden auf der Leimfalle hangen
geblieben. Vielleicht ist dieser Prozensatz der Tiere unabhangig von der ausseren Reiz-
situation immer abstiegsbereit (physiologischer Zustand der Milbenweibchen?) und
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sucht aktiv nach geeigneten Brutzellen. Die Varroa wurde dann, je nach dem Angbot an
vorhandenen Brutzellen, entscheiden, in einer Zelle zu bleiben oder auf die Ammenbie-
nen zuruckzusteigen. Bei den Ansatzen mit einer Leimfalle wirden jedoch alle diese
mobilen Milben abgefangen. Ein Kontrolltest soll abklaren, ob der Insektenleim selbst
das Verhalten der Milben beeinflusst.

Eine solche Hypothese stellt die Annahme einer olfaktorischen Orientierung der Mil-
benweibchen grundsatzlich in Frage. Auch eine rein gustatorische Orientierung oder
eine Kombination verschiedenster Orientierungsfaktoren kann unter dieser Hypothese
zur Erkarung der bisherigen Resultate nicht mehr ausgeschlossen werden. Deshalb
muss diese Hypothese mit einer geeigneten Testanordnung und statistisch auswertba-
rem Datenmaterial unbedingt gepruft werden, um die bisherigen Resultate abzusichern
und sinnvoll einzuordnen.

Mit einem zusatzlichen Kontrolltest ist ebenfalls abzukaren, ob der Futtersaft allein fur
die Verhaltensreaktion der Varroa verantwortlich ist, oder weitere Faktoren aus den
Brutzellen fur die Auslosung des Absteigeverhaltens oder den Entscheid in den Brut-
zellen zu bleiben hauptverantwortlich oder zumindest mitbeteiligt sind. Die Zellen mit
frisch herausgezupften Larven konnten noch Erkennungsfaktoren enthalten, die direkt
von den Larven oder ihnen Stoffwechselprodukten stammen. Falls sich Futtersaft als
verhaltenswirksam erweist, bleibt mit einem geegneten Test zu prufen, ob sich diese
Wirkung auch unter den komplexeren Bedingungen im gesamten Bienenvolk immer
noch nachweisen lasst.

7 STAND DES PROJEKTES

Eine wissenschaftliche Publikation zur Thematik, sie verbindet die Ergebnisse der Elek-
trophysiologie mit den Verhaltenstests, wurde unter dem Titel ,Odour mediated transfer
to brood cells of its honeybee host, Apis mellifera, and olfactory cell responses of
Varroa destructorto volatiles“ zur Verdffentlichung eingereicht.

Ein Ziel des Projektes war es abzuklaren, wieweit sich die Kombination von Elektrophy-
siologie und Gaschromatographie zum Aufspuren von Orientierungsstoffen einsetzen
lasst. Mit den elektrophysiologischen Ableitungen konnte gezeigt werden, dass die Mil-
be volatile Stoffe wahrnehmen und darauf reagieren kann. Die Methode ist aber sehr
anspruchsvoll und stosst bei den ausserordentlich kleinen Sensillen der Milben an ihre
technischen Grenzen. Nach Rucksprache mit verschiedenen Spezialisten auf dem Ge-
biet, hat es sich gezeigt, dass die Methode fur ein grosser angelegtes Screening nach
Erkennungsstoffen zu aufwandig ist. Deshalb wurde beschlossen die vielversprechende
Hypothese, dass der Futtersaft bei der Varroamilbe eine Bedeutung im Orientierungs-
zusammenhang besitzt, im Verhaltenstest zu Uberprifen. Futtersaft spielt im Rahmen
der Trophallaxe, dem Nahrungs- und Informationsaustausch bei sozialen Insekten, im
Bienenvolk eine zentrale Rolle. Varroa konnte auf diesem Informationskanal parasitie-
ren. In der Phase der Optimierung und Weiterentwicklung der Testverfahren zur biolo-
gischen Wirksamkeit von fliichtigen Orientierungssubstanzen (Kramerkugel-Tests, OI-
faktometer-Test Evaluation, EinfUhrung des Hohenheimer-Wahltests) ergaben Versu-
che anderer Gruppen (Nazzi et al., 2001) mit dem bei unseren Projektpartnern in Ho-
henheim entwickelten Wahltest erste Hinweise auf eine Verhaltensbeeinflussung der
Varroa durch den Arbeiterinnenfuttersaft der Bienen. Deshalb schien es zweckmassig
im Sinne einer Arbeitsteilung mit unseren Partnern direkt die nachste Projekt-Phase an-
zugehen. Der Abstiegstest als Vorstufe zur Erprobung von Orientierungsstoffen im Bie-
nenvolk, konnte erfolgreich weiterentwickelt und eingesetzt werden.
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Dem Projekt-Ziel die Frage genauer zu beantworten, auf welche Weise die Milben die
richtigen Brutwaben mit Larven im fur die Reproduktion der Varroa geeignetem Ent-
wicklungsstadium finden, sind wir einen grossen Schritt naher gekommen. Dass dabei
chemische Orientierungsstoffe beteiligt, sind konnte nachgewiesen werden. Unsere Er-
gebnisse sprechen dafur, dass der Bienen-Futtersaft dabei eine Rolle spielt.

Das Ziel ins olfaktorische Kommunikations- und Orientierungssystem der Varroamilben
einzugreifen, um sie beim Aufsuchen der Wirtszellen zu storen oder fehl zu leiten und
auf diese Weise die Reproduktion der Milben in den Brutwaben zu hemmen (biologi-
sche Bekampfung) ist greifbarer geworden.

Die letzten Tastversuche haben aber einige grundsatzliche Fragen zum Orientierungsy-
stem der Varroamilben neu aufgeworfen. Deshalb sind eine Reihe von Kontrollversu-
chen und Anschlussversuchen notwendig um die Ergebnisse zu deuten und abzusi-
chern.
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ANHANG |: DATENVERZEICHNIS

l. Elektrophysiologie:

Bundesordner Elektrophysiologie (Ordner mit Ausdrucken aller elektrophsiologischen
Ableitungen, methodischen Angaben und Publikationen)

Cd-Rom: Elektrophysiologie 1
Mit folgenden Ordnern:

- Bilder-Em (Rasterelektronische Aufnahmen und Photos der Elektrophysiologiestation
in Neuenburg)

- Blumer97 (Elektrophysiologiedaten Pascal Blumer im Orginal-Sapid- format und im
Autospike-asd-format, Ausdrucke ausgewahlter  Ableitungen als Word- und PDF-
files und Tabelle)

- electrophys doc (Ausdrucke ausgewahlter Ableitungen als Word-files)

- syntech (Autospike Programmfiles, Elektropysiologie Aufzeichnungs und Auswer-
tungssoftware)

- sapid (Sapid Programmfiles, altere Elektropysiologie Aufzeichnungs und Auswer-
tungssoftware)

- Prot_elektrophys.doc (Protokollblattvorlage fur Elektrophysiologie)

- Dillier99-01_1 (Rohdaten der elektrophysiologischen Ableitungen von  F.-X. Dillier
und bearbeitete Versionen, Daten von 1999 im Sapid-format und Daten von 2000
als Autospike-32-Projekte Endung-asp)

Cd-Rom: Elektrophysiologie 2
Mit folgenden Ordnern:

- Dillier99-01_1II (elektrophysiologische Ableitungen von F.-X. Dillier Daten von
2000 als Autospike-32-Projekte, Endung-asp, bearbeitete Versionen)

.  Kramerkugel:

- Bundesordner Kramerkugel 2000 1) (Ordner mit Ausdrucken des Versuchsschemas
der Laufspuren und der bescheibenden statistischen Daten zu den Kramerkugelver-
suchen von 2000 geordnet nach Datum und Stimulus. Die Kontrolle mit reiner Luft ist
in den Ausdrucken jeweils gelb und die Stimulus-Periode rot unterlegt)

- Bundesordner Kramerkugel 2000 2) (Fortsetzung von Ordner Kramerkugel 2000 1
und Ausdrucke der statistischen Auswertungen (Systat, Kreisstatistik, Exceltabellen,
Diagramme und Berichte und Besprchungsgrundlagen)

- Bundesordner Kramerkugel 2001 (Ordner mit Ausdrucken des Versuchsschemas der
Laufspuren und der bescheibenden statistischen Daten zu den
Kramerkugelversuchen von 2001 geordnet nach Datum und Stimulus. Die Kontrolle
mit reiner Luft ist in den Ausdrucken jeweils gelb und die Stimulus-Periode rot
unterlegt)

- Videobander (Videoausaufzeichnungen der Kramerkugelversuche)
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Cd-Rom: Daten F.X. Dillier
Mit folgenden Ordnern:

- Kramerkugel

- Auswertungen_excel (Kramerkugelauswertungen mit Kreisstatitik,
zusammenfassendenTabellen und Diagrammen)

- Kramerkugel_Photos (Aufnahmen der Kramerkugeleinrichtng in Neuenburg)

- Kramerkugel_Rohdaten (Rohdaten (mit Filename Fut fur Futtersafttests und Bee fur
Bienentestfiles als durchnummerierte Textfiles fur Sphere4.exe Programm) und
Laufprotokolle als Tif-Files geordnet nach Versuchsdaten)

- Protokolle (Protokollformulare)

- Systat Auswertungen (Systatdaten und Auswertungen der Versuchsparameter
uber alle Versuchserien und Statistikausdrucke)

- Vorversuche_Kramerkugel defekt (Versuchsdaten vor der Revision  der
Kamerkugel mit zu hohen Luftstrom Geschwindigkeiten)

- Flowpara.doc, Kramerkugel.doc, Kramerkugelausw.doc (Word- dokumente
mit methodischen Angaben, Versuchsparametern Auswertungen und
Schlussfolgerungen)

- Sphere4.exe (Kramerkugeldaten Auswertungsprogramm)

lll.  ,Purge and Trap“ Analyse:

- Bundesordner Purge +Trap Analysen 1999/2000 (Ordner mit Probenlisten
(LarvenWagungen) Ausdrucken der methodischen Parameter, Chromatogramme und
Excel-Listen der Auswertungen unterteilt in:

- Listen, methodisches 2000, Arbeiterinnenfuttersaft, Drohnenfuttersaft,
- methodisches 1999, Drohnenlarven, Arbeiterinnenlarven, Drohnen, Arbeitterinnen

Cd-Rom: Daten F.X. Dillier
Mit folgenden Ordnern:

- Pt_gc-ms (Excel-Auswertungen mit Gaschromatograph-Massenspektrometer
Analysen)

- futtersaft.doc, futtersaft1.rtf (Word-dokumente mit methodischen Angaben,
Versuchsparametern)

- Statistica Auswertungen (Boxplot Graphiken der FID-Peaks Grafik_p1.STG bis
Grafik_p137.STG)

V. Olfaktometertest und Hohenheim Wahltest:

- Bundesordner Olfaktometer Tests (Videoauswertungen zum Olfatometertest, Notizen
zu den Hohenheim-Wahltest Vorversuchen)

- Videobander (Videoausaufzeichnungen zum Olfatometertest)

Cd-Rom: Daten F.X. Dillier
Mit folgenden Ordnern:
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- Olfaktometer_Versuche (Word-documente mit methodischen Angaben und
Testdiskussion)

- Hohenheim_test (hohenheim-test.cdr Skizze des Testapparates zum Nachbau im
Corel-Draw-Format, Materialliste Hohenheimer Test.doc)

V. Datenverzeichnis Absteigetest:

- Bundesordner Biotest 1999 (Testprotokolle aller Testserien, Sammelprotokolle,
Auszahlprotokolle, Exel-Tabellen, Diagramme, Brutschrank-
Mikroklimaaufzeichnungen)

- Bundesordner Biotest 2001 (Testprotokolle aller Testserien, Sammelprotokolle,
Auszahlprotokolle, Exel-Tabellen, Diagramme, Brutschrank-
Mikroklimaaufzeichnungen, Versuche serienubergreifend durchnummeriert (rot)
entsprechend den Zahlen im Excel-File Absteigestest_Protokollblatter_99-01.xIs)

- Semesterarbeit von D.Gerster und Ch.Strub: Vorversuche zur biologische
Varroabekampfung

- Videobander (Videoausaufzeichnungen zu Vorversuchen mit Absteigetest)

Cd-Rom: Daten F.X. Dillier
Mit folgenden Ordnern:

- bilder-Absteigestest (Photos zum Abstiegstest und Standbilder von Videoaufnahmen
bei den Abstiegstest-Vorversuchen)

- Formulare (Formularvorlgen zum Sammeln der Donatorbienen, Aufnehmen des
Brutprotokolls der Akzeptorwaben und Auswerten der Testkastchen)

- Milbenfall (Milbenfall-Diagramme der Varroakolonien Uber die Versuchssaison)

- excel_Auswertungen (Exceltestprotokolle(integrierte Auswertungsformel und
Statistische Tests) mit Auswertungstabellen, Statistiken und Diagrammen)

Unterodner:

- Testserien_99

- Testserien 01

- Vereinigte_Datensatze 99-01

- Protokolle_99-01_gesamt

- Tatigkeitbericht_01

- Poster_Berlin

- Systat_Auswertungen (Systat data-File und Auswertung)

- Auswertungen_pdf (PDF-Dokumente von zusammenfassenden Tabellen und
Diagrammen)

- lpro_Absteigestes (Brutschrank-Mikroklimaaufzeichnungen, als elpro_Files
(mdf), PS-Files oder PDF-Files)

- auswBiotest-diagramme.doc (Text dokument mit Vergleichsdiagrammen)
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Weiter auf der Daten-CD:
Cd-Rom: Daten F.X. Dillier

folgende Ordner:

- Bericht als Word-Dokument und als PDF-Dokument (Schlussbericht.doc,
Schlussbericht.pdf)

- Artikel (Word-Dokumente und Material zu Publikationen)

- Vortrage (Powerpoint-documente und Material zu Vortagen)

- Berichte-Antrage (diverse Textdokumente)
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ANHANG lI: TABELLE ,PURGE AND TRAP*

Die einzelnen Peaks der ,Purge and Trap“-Analyse sind in der Reihenfolge ihrer Reten-
sionszeit im Chromatogramm in der Tabelle aufgefuhrt. In den Zeilen sind fiur die ein-
zelnen Messungen nach Kategorien geordnet, die Peakhdéhen im FID-Chromatogramm
angegeben. Die den Peaknummern (P1-P137) entsprechenden Substanznamen sind
als Legede zur Tabelle unten aufgeflhrt. Die Bezeichnung folgt der Regel: Chemische
Bezeichnung (bei einigen Substanzen ist zur Identifikationshilfe zusatzlich, abgetrennt
durch eine Strichpunkt der Trivialname angeflhrt), ein ,und“ zwischen Bezeichnungen
bedeutet, dass es sich um einen nicht genugend aufgelosten Mehrfachpeak, ein ,?*
eine nicht identifizierte Substanz handelt. Ein in eine Klammer ,(?)“ oder ,-?-, gesetztes
Fragezeichen deutet auf eine Unsicherheit bei der Stellung einer Seitengruppe und ein
dem Substanznamen nachgestelltes ,?* bedeuted, dass ein zu kleiner Peak die Identifi-
kation unsicher machte oder eine Unsicherheit bei der Substanzidentifizierung auftrat.

Peak-Nummer  Substanzname Trivialname
P1 Acetaldehyd

P2 ?

P3 ?

P4 ?

P5 Ethanol

P6 2-Propanone Aceton

P7 ?

P8 ?

P9 2-Propanol

P10 Pentane

P11 ?

P12 Formic acid, ethyl ester

P13 1,3-Pentadiene ?

P14 2-Butene, 2-methyl od. Cyclopropane, xx-dimethyl ?

P15 Methane, thio-bis Dimethylsulfid
P16 Acetic acid, methyl ester

P17 Methane, dichloro-

P18 Propanal, 2-methyl-

P19 1-Propanol Propylalkohol
P20 2,3-Butanedione Diacetyl

P21 ? und Pentane, 2-methyl-

P22 Butanal ?

P23 2-Butanone Ethyl-methylketon
P24 Pentane, 3-methyl-

P25 2-Butanol

P26 3-Buten-2-ol, 2-methyl-
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Peak-Nummer Substanzname Trivialname

P27 Hexane und Acetic acid, ethyl ester
P28 Acetic acid, ethyl ester

P29 Furan, ?-methyl ?

P30 1-Propanol, 2-methyl und Furan, tetrahydro- ?
P31 Furan, tetrahydro ?

P32 Cyclopentane, methyl- ?

P33 Butanal, 3-methyl-

P34 Butanal, 2-methyl-

P35 1-Butanol

P36 2-Propanone, 1-chloro ?

P37 Benzene

P38 Cyclohexane

P39 2-Pentanone und Hexane, 2-methyl- ?
P40 1-Penten-3-ol ?

P41 Pentane, 2,3-dimethyl- ?

P42 2-Pentanone

P43 Hexane, 3-methyl- ?

P44 2-Pentanol

P45 ?

P46 ?

P47 Cyclopentane, 1,2-dimethyl- ?

P48 ?

P49 2-Butanone, 3-hydroxy

P50 Propanoic acid, ethyl ester

P51 Heptane

P52 Acetic acid, propyl ester ?

P53 3-Buten-1-ol, 3-methyl-

P54 1-Butanol, 3-methyl-od 2-methyl- ?
P55 1-Butanol, 2-methyl-

P56 Cyclohexane, methyl- ?

P57 Disulfide, dimethyl-

P58 Cyclopentane, ethyl- ?

P59 Acetic acid, 1-methylpropyl ester ?
P60 ?

P61 1-Pentanol

P62 2-Butenal, 2-methyl- ?

P63 2-Butenal, 2-methyl- ? und ? und 2-Buten-1-ol, 3-metyl- ?
P64 ? und Benzene, methyl-

P65 Heptane, 4-methyl-

P66 ?
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Peak-Nummer
P67
P68
P69
P70
P71
P72
P73
P74
P75
P76
P77
P78
P79
P80
P81
P82
P83
P84
P85
P86
P87
P88
P89
P90
P91
P92
P93
P94
P95
P96
P97
P98
P99
P100
P101
P102
P103
P104
P105
P106

Substanzname Trivialname
Hexana

3-Hexanol ?

Butanoic acid, ethyl ester

1-Octene ?

Acetic acid, butyl ester

Octane

?

Cyclopentanecarboxyaldehyde ?
Heptane, 2,4-dimethyl-
1-Pentanol, 3- methyl- ?

2-Pentanol, acetat ?

3-Hexen-1-ol ?

?

2-Hexen-1-ol (E) ?

1-Hexanol

1-Butanol, 3-methyl-, acetate ?
Benzene, 1,3(?)-dimethyl- Xylene
2-Heptanone

2-Heptanol

Styrene

2-Buten-1-ol, 3-methyl-, acetate ?
Nonane

?

Cyclohexanecarboxyaldehyde ?
Propanoic acid, 2-methyl-, butyl ester ?
Benzaldehyd und .alpha.-Pinene?
alpha-Pinene, (-)-

1-Butanol, 3-methyl-, propanoate ?
1-Heptanol

?

?

? Ester

Hept-5-en-2-one 6-Methyl-
1-Octene-3-yne, 2-methyl- ?

Butanonic acid, butyl ester

Hexanoic acid, ethyl ester

Pentanoic acid, 2-hydroxy-3-methyl-, methyl ester ?
Octanal

?

Acetic acid, hexyl ester ?
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Peak-Nummer
P107
P108
P109
P110
P111
P112
P113
P114
P115
P116
P117
P118

P119
P120
P121
P122
P123
P124
P125
P126
P127
P128
P129
P130
P131
P132
P133
P134
P135
P136
P137

Substanzname Trivialname
? Ester

Decane

?

1-Phellandrene

1-Hexanol, 2-ethyl-

? und Benzene, 1-methyl-4- (1-methylethyl) p-Cymene ?
Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) p-Cymene
.Beta.-Ocimene(Z)-; 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-

?

Limonene

1,3,60d.7-Octatriene, 3,7-Dimethyl? und Ocimene

Cyclohexene, 1-methyl- od. Cyclopenten, 1,5-dimethyl- und
Butanonic acid, 3-methyl ester ?

.Beta.-Ocimene(E)-

trans-2-Undecen-1-ol ?

Ethanone, 1-phenyl-

1-Octanol Caprylalkohol
8-Nonen-2-one?

Alkohol ungesattigt

Linalool oxide (Z) (furanoid) (CAS-Nr 5989-33-3) ?
2-Nonanone

?

Bezoic acid, methylester ?

Nonanal

Undecan

Octanoic acid, methyl ester

Acetic acid, phenylmethyl ester ?

Octanoic acid, ethyl ester

3-Octen-1-ol, acetate (E) ?

Dodecan

Naphthalene

Tridecane ?
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ANHANG lll: BOXPLOTS

Die einzelnen Peaks der ,Purge and Trap“-Analyse sind in der Reihenfolge ihrer Reten-
sionszeit im Chromatogramm entsprechend der Tabelle im Anhang Il als Boxplot-Grafik
der Kategorie (worker = lebende Arbeiterinnen, drone = lebende Drohnen, w_larvae =
lebende Arbeiterinnenlarven, d_larvae = lebende Drohnenlarven, r_jelly = kommerzieller
Geleé royal/Weiselsaft, d_jelly = Drohnenfuttersaft aus L5 Drohnenzellen) gegen die
Peakhdhe im FID-Chromatogramm abgebildet. Fur jede Graphik ist die fortlaufende

Peaknummer (P1-P137) und bei den indetifizierten Peaks der Substanzname angege-
ben.
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Box-Plot P9
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Box-Plot P17
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Box-Plot P27
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Box-Plot P26
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Box-Plot P33
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Box-Plot P39
2-Pentanone und Hexane, 2-methyl- ?
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Box-Plot P41
Pentane, 2,3-dimethyl- ?
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Box-Plot P50
Propanoic acid, ethyl ester
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Box-Plot P57
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Box-Plot P59
Acetic acid, 1-methylpropyl ester ?
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Box-Plot P65
Heptane, 4-methyl-
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Box-Plot P69
Butanoic acid, ethyl ester
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Box-Plot P71
Acetic acid, butyl ester
1.1e5
90000
70000
o
5
g 50000
T
°©
o
30000
10000
~- -0 -0 -0 -0
-10000
worker drone  w_larvae d_larvae r_jelly d_jelly

GRUPPE

_T_ Max. o. Ausreiler
Min. o. AusreiRer
EE 75%
25%
O Median

ZI” Max. o. Ausreifier
Min. o. AusreiRer
B 75%
25%
O  Median

ZI= Max. o. Ausreifier
Min. o. AusreiRer
EE 75%
25%
O  Median

_T_ Max. o. Ausreiler
Min. o. AusreiRer
B 75%
25%
O Median
¥ Extreme

Schweizerisches Zentrum fiir Bienenforschung

Box-Plot P66

?
1200
1000
800
o 600
2
5
<
8 400
(5 *
200 ¥
ol o -0 o -0 -
-200
worker drone w_larvae d_larvae  r_jelly d_jelly
GRUPPE
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3-Hexanol ?
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Box-Plot P73
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Heptane, 2,4-dimethyl-
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Box-Plot P77
2-Pentanol, acetat ?
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Box-Plot P74
Cyclopentanecarboxyaldehyde ?
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Box-Plot P83
Benzene, 1,3(?)- dimethyl- (Xylene)
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Box-Plot P85
2-Heptanol
2800
2200
1600 o
o
1000
400
- -0 -
-200
worker drone w_larvae d_larvae  r_jelly d_jelly
GRUPPE
Box-Plot P87
2-Buten-1-ol, 3-methyl-, acetate ?
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Box-Plot P82
1-Butanol, 3-methyl-, acetate ?
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Box-Plot P88
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Box-Plot P91
Propanoic acid, 2-methyl-, butyl ester ?
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Box-Plot P90
Cyclohexanecarboxyaldehyde ?
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Box-Plot 92
Benzaldehyd und .alpha.-Pinene?
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Box-Plot P94
1-Butanol, 3-methyl-, propanoate ?
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Hept-5-en-2 -one 6-Methyl-
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Butanonic acid, butyl ester
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Box-Plot P103
Pentanoic acid, 2-hydroxy- 3-methyl-, methyl ester ?
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Box-Plot P98
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Box-Plot P100
1-Octene-3-yne, 2-methyl- ?
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Box-Plot P102
Hexanoic acid, ethyl ester
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Box-Plot P104
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Box-Plot P111
1-Hexanol, 2-ethyl-
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Box-Plot P106
Acetic acid, hexyl ester ?
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1-Phellandrene
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Box-Plot P112
? und Benzene, 1-methyl-4- (1-methylethyl); p-Cymene ?
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Box-Plot P113
Benzene, 1-methyl-4- (1-methylethyl);p-Cymene
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Box-Plot P117
1,3,60d.7-Octatriene, 3,7-Dimethyl? und Ocimene
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Box-Plot P119
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Box-Plot P120
trans-2-Undecen-1-ol ?
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Box-Plot P121
Ethanone, 1-phenyl-
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Box-Plot P123
8-Nonen-2-one?
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Box-Plot P125
Linalool oxide (Z) (furanoid) (CAS-Nr 5989-33-3) ?
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Box-Plot P122
1-Octanol; Caprylalkohol
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Box-Plot P124
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Box-Plot P126
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Box-Plot P128
Bezoic acid, methylester ?
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Box-Plot P129
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Box-Plot P131
Octanoic acid, methyl ester
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Box-Plot P133
Octanoic acid, ethyl ester
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Box-Plot P130
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