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MITTEILUNGEN DER SCHWEIZERISCHEN ENTOMOLOGISCHEN (GESELLSCHAFT
BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE
Band XXXIII Heft 4 31. Januar 1961

Beitrage zum Nachweis von Bienenvergiftungen

mit Pflanzenschutzmitteln
b) Grillen Test (Gryllus domesticus L.)

LapisLaus PINTER
Bienenabteilung, Liebefeld-Bern

Unter den zum Nachweis von Bienenvergiftungen beschriebenen
Testmethoden hat sich der Grillentest (Gryllus domesticus) seit Jahren
besonders gut bewihrt (Louveaux, Maurizio, Stute). Erfahrungs-
gemdss wird der Pollen bei Pflanzenschutzmassnahmen wihrend der
Bliitezeit sehr oft zum Gifttrager und somit zur Ursache von Bienen-
vergiftungen. Der Grillentest beruht auf der Tatsache, dass junge
Grillen sich einerseits gern mit Pollen ernihren, anderseits sehr emp-
findlich sind gegen Giftstoffe. Eine mikroskopische Untersuchung der
gepriiften Pollenhéschen bietet ausserdem die Maglichkeit einer siche-
ren Feststellung der Pflanzen, die als Gifttriger in Frage kommen
(Maurizio). Aus diesem Grunde wird in der schweizerischen Anwei-
sung zur Probenahme bei Bienenvergiftungen empfohlen, wenn még-
lich tote oder gelahmte Bienen mit Pollenhéschen zur Untersuchung
einzusenden (Bienenabteilung).

Die Hausgrille (Gryllus domesticus L..) gehort zu den Orthopteren,
Ordnung Saltatorien, Familie Gryllidae.

Die Zucht der Tiere geschieht am besten bei einer Temperatur
zwischen 26-32°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von mehr als
70 %. Als Nahrung dient Futter tierischer und pflanzlicher Herkunft,
wobei tierische Nahrung bevorzugt wird. Das Grillenweibchen legt
seine Eier mit Vorliebe in feuchtes Substrat (Erde) ab. Die Eier werden
in einer liefe bis zu 2,7 ecm 1m feuchten Boden abgelegt. Die Zahl
der Eigelege ist stark abhingig von der Nahrung. Mit Fleischkost
erndhrte Weibchen legen mehr Eier (im Mittel 2636) als vegetarisch
erndhrte (im Mittel 1102). Wahrend der Eientwicklung findet eine
physiologische Wasseraufnahme aus dem umgebenden Milieu statt.
Die Dauer der Embrionalentwicklung hingt vor allem von der Tem-
peratur und Bodenfeuchtigkeit ab. Sie dauert im Mittel ber 16°C
54 Tage, bei 35°C 8,5 Tage. Die Zahl der Hautungen liegt bei tierischer
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Diit und 24-28°C bei 10 bis 11. Die postembryonale Entwicklung
dauert im Mittel 64,6 Tage. Die Lebensdauer von Gryllus domesticus
liegt zwischen 2 und 4 Monaten (Federhen).

Aus eigener Erfahrung méchte ich zur Grillenzucht folgendes bei-
tragen : Es 1st wichtig, die gefangen gehaltenen Tiere mit wasser-
haltigem Futter (Léwenzahn, Luzerne, Klee, im Winter Apfelstiicke)
oder feuchter Watte zu versehen. Fehlt die Wasserversorgung, so
kommt es leicht zu gegenseitigen Verletzungen und in der Folge zu
Milbeninfektionen und erhshter Sterblichkeit unter den Tieren.

Besonders geeignet als Futter fiir Grillen erwiesen sich mit Fallen
in Bienenvilkern gesammelte Pollenhéschen. Die mit Pollenhéschen
ernidhrten Tiere hiauten sich schneller, die Entwicklungszeit ist kiirzer
und der allgemeine Gesundheitszustand besser als bei anderem Futter.
Gut bewihrt hat sich auch ein Mischfutter aus Pollenhéschen 1ind
Haferflocken.

In den Zuchten kann manchmal die Beobachtung gemacht werden,
dass iltere Weibchen ihre Eier nicht mehr ablegen kénnen. Das Ab-
domen schwillt an, platzt manchmal, die Eileiter sind mit dunklen
Nekrosen besetzt. Die kranken Gewebestellen sind mit kokken- und
kurzstibchenférmigen Bakterien durchsetzt. Die Himolymphe der
kranken Tiere enthilt mehr Blutzellen als die der gesunden und ist
mit Bakterien durchsetzt. Die alten Eier sind dunkelbraun, die jiingeren
noch hell. Die verfarbten Eier sind bakterienfrei. Entstehung und
Ablauf der Krankheit sind noch unbekannt.

Bei einseitiger Ernéihrung kann es vorkommen, dass es 1im Zucht-
kifig zu einer Massenvermehrung von Milben kommt, die eine Ver-
kiirzung der Lebensdauer der Grillen zur Folge hat. In diesem Fall
muss man die Zucht aufheben, den Kifig desinfizieren und mit einem
neuen Grillenstamm neu besiedeln.

Vorteilhaft ist es, den Zuchtkifig vor direktem Licht zu schiitzen
und mit Wellkartonstiicken zu versorgen, unter welchen sich die Tiere
verstecken kénnen.

Am besten geeignet fiir den Test sind eintigige Larven. Es ist
deshalb wichtig, dass man Larven von bekanntem Alter verwendet.
Zu diesem Zweck legt man eine Petrischale mit feuchter Erde (Durch-
messer 10-15 cm, Tiefe 3-4 cm) in den Zuchtkifig. Als Zuchtkifig
kann ein Terrarium, oder ein Aquarium bentitzt werden, dessen Boden
heizbar ist. Der Boden wird mit trockenem Sand bedeckt (4-5 cm tief) ;
die Petrischale (mit einem Gemisch
von Humuserde und Torfmull gefiillt)

i e wird mit einer Kartonschachtel bedeckt

fortensciecitel | mimses und in die dunkelste Ecke des Kahgs
W—-md gestellt. Die Weibchen, die Dunkelheit
eluete uhnd }E)he Feuc}{;ig]]{eil'; vo.rzizbenf)leg?n

— s : : 1hre ber mut Vorlhiebe 1n die bereit-
Anb L e e o Peiachale . estellke Petwischale (Abb, 1), Hat der
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Zuchtkifig eine Temperatur von ungefihr 30°C so muss die Petri-
schale alle 10 Tage ausgetauscht werden. Die eierhaltige Petrischale
wird auf eine Glasplatte geste]lt, mit einer grosseren Petrischale zuge-~

deckt und in einen Thermostaten von 30°C gestellt (Abb. 2). Die

Birschale

£ !érﬁa/t@g Rirfschale

Glasplaite

Abb. 2. — Eierhaltige Petrischale, zum Ausschliipfen der Grillen vorbereitet.

ausgeschliipften Larven werden tiglich entfernt. Bei einer grésseren
Zucht kénnen tiglich Hunderte von Larven schliipfen. Das Einfangen
der lebhaften Larven bereitet manchmal Schwierigkeiten, die iiber-
wunden werden kénnen, indem man die Petrischale fiir eine Stunde
in einen Kiihlschrank mit einer Temperatur von 5°C stellt. Die
abgekiihlten Tiere lassen sich leicht einfangen.

Der Grillentest ist erstmals von LouvEAUX zum Nachweis von
Bienenvergiftungen verwendet worden. Er bemerkt dabei, dass der
Test zwar oft emen Giftnachweis erméglicht, wenn die chemische
Untersuchung versagt, jedoch keine selektive Bestimmung einzelner
Giftstoffe erlaubt. Wichtig ist die Maglichkeit der mikroskopischen
Bestimmung der Gifttriger, die wie folgt ausgefithrt wird (Maur1zI0).

« Die von den Bienen abgestreiften Pollenhsschen werden nach
Farben sortiert und mikroskopisch untersucht. Nach der botanischen
Herkunft geordnet, werden sie in Reagenzgliser gefiillt, und diese
werden mit je 3 jungen Grillen (bis 3 Tage alt) beschickt. Dann wird
im oberen Teil des Glases ein Streifen Filtrierpapier (etwa 1 X 4 cm)
mit einem 1ropfen Wasser an die Wand geklebt, das Glas mit einem
Wattestopfen verschlossen, schrig in ein Gestell gestellt und bei
Zimmertemperatur gehalten. Die Sterblichkeit der Grillen wird nach
I, 2, 4, 10 und 24 Stunden, sowie nach 3 Tagen kontrolliert. Ist der
Pollen gifthaltig, so sterben alle Grillen innerhalb der ersten 24 Stunden
(ber starkem Giftgehalt oft schon nach 1-2 Stunden, offenbar durch
Kontaktgiftwirkung). Erfolgt der Tod spiter, oder sterben nur | oder
2 der drei Versuchstiere, so ist der Giftnachweis als unsicher zu be-
trachten und zu wiederholen. Bei Fiitterung mit giftfreiem Pollen
bleiben die Grillen in den Reagenzglisern mindestens 8-10 Tage am
Leben (allerdings miissen die Filtrierpapierstreifen jeden Tag benetzt
werden). Finden sich im Material nur einzelne Héschen einer Pollenart,
so kann der Test mit einer Grille (mit Zusetzen einer zweiten bel
positivem Resultat) ausgefiithrt werden.»

Vergleichende Untersuchungen des Grillen- und des Aedes-larven-
Testes (an Extrakten) zeigen, dass der Grillentest durchaus zuverlissig
ist zum Nachweis von Bienenvergiftungen. Es fehlten jedoch bisher
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Untersuchungen iiber die Empflndlichkeit der jungen Grillen gegen-
iiber den verschiedenen im Pflanzenschutz verwendeten Wirkstoffen.
Die vorliegende Mitteilung hatte zum Ziel, die Frage niher zu priifen.
Fiir die Hilfe bei der Redaktion der vorliegenden Mitteilung bin ich
Frl. Dr. A. Maurizio, Liebefeld, zu bestem Dank verpflichtet.
Methodik. 1015 frische giftfreie Pollenhéschen werden in Reagenz-
gliser gelegt und mit verschieden konzentrierten Lésungen des ge-
priiften Mittels {ibergossen. Nach halbstiindiger Einwirkung lésen sich
die Héschen auf und der Pollen setzt sich am Glaschenboden ab.
Der Inhalt des Rohrchens wurde dann auf ein Léschpapier ausgegossen
und zur Trocknung iiber Nacht in einen Thermostaten zu 25°C geiegt.
Der so vergiftete Pollen wurde in saubere, trockene Rshrchen gebracht
und mit je 5-10 einen Tag alten Grillenlarven beschickt. Zur Wasser-
versorgung diente je ein Stiick Fliesspapier (I % 5 c¢m), das 2 mal
tég]ich benetzt und mit dem Wattepfropfen im Réhrchen befestigt
wurde. Die Auswertung der Resultate erfolgte am 3. Tag. Die Unter-
suchung wurde nach 1, 4 und 12 Wochen wiederholt. Wihrend der
12-wéchentlichen Lagerung wurde der vergiftete Pollen in einem
Thermostaten von 25°C gehalten. Gepriift wurden folgende in der
Schweiz gebriauchliche Mittel : HCH (Gamalo), DDT (Gesarol),
Phenkapton, Dinitroorthokresol (Stirpan), Parathion (Etilon), Phospha-
midon (Dimecron 20). Die Konzentration der Giftlésungen war
0,0001-1,0 9%,. Die Resultate sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Ergebnisse

1) Die Methode ist besonders geeignet zum schnellen Nachweis
von Vergiftungen mit Parathion und HCH. Sicher nachgewiesen wird
auch Phosphamidon, im Gegensatz zum Aedestest (PINTER). Dagegen
liess sich das Akarizid Phenkapton, das mit Hilfe des Aedestestes
nachweisbar i1st, mit dem Grillentest nicht nachweisen. Die Priifung
zeigte weiter, dass die Grillen noch auf sehr starke Verdiinnungen der
Mittel positiv reagleren, z. B. auf Gamalo in 20-30-facher, auf
Stirpan 1n 7,5-10-facher, auf Dimecron und Etilon in 10-facher, auf
Gesarol in doppelter Verdiinnung, der in der Praxis verwendeten
Konzentration (Tab. 2). Der Nachweis von Bienenvergiftungen ist
demnach in der Praxis auch in Fillen gawihrleistet, in welchen der
Bienenleichenfall atmosphérischen Einwirkungen (Tau, Regen) aus-
gesetzt war.

2) Bei Lagerung in einer Temperatur von 25°C behalten Gamalo
und Gesarol im Pollen die volle Wirksamkeit noch nach 12 Wochen.
Stirpan und Parathion verlieren thre Wirksamkeit nach 12 wéchiger
Lagerung, Phosphamidon schon nach 4 Wochen. Offenbar wird die
Giftwirkung dieses Mittels im Pollen schnell abgebaut. Aus diesem
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Grunde miissen vor allem die unter Verdacht einer Phosphamidon-
vergiftung emgesandten Blenenproben so schnell als mb‘glich geprf.ift
werden.

3) Es wurden auch drei als bienenungiftig geltende Mittel, Thio-
dan, Apiphen und Rothan auf ihre Giftwirkung fiir Grillen gepriift.
Thiodan und Apiphen erweisen sich als giftig, Rothan dagegen als
ungiftig fiir Grillen. Demnach kann der Grillentest in Zweifelsfillen,
in welchen Bienenvergiftungen mit Thiodan und Toxaphen vermutet
werden, zur Priiffung beniitzt werden.

TaBeLLE 1

j Prozentsatz lebender Grillen 3 Tage
| B nach der Fiitterung mit vergiftetem Pollen
Pflanzenschutzmittel 1 LOSL‘,"“ : ‘ T -
4 | frisch | 1 4 | 12
| Wochen gelagert bei 25° C.
| | |
1 | 0 0 0 | 0
Gamalo HCH 0,1 . 0 0 0 | 0
(mat 11 9% Wirkstoff) | 0,01 | 0 0 25 | 60
0,001 | 100 100 100 | 100
} |
Cesarol DODT _ (I) | 8 | 8 8 ‘1 8
(mit 50 % Wirkstoff) 00l 66 50 100 ’ 100
T |
o] 0 0 | 0 0
P Wi 01100 100 66 100
(mit 20% Wirkstof]) 001 100100 | 100 100
| |
. : | | 0 0 0 100
Stirpan Dinitroorthokresol ;
S 3 0,1 0 0 0 100
(mit 40 % Wirkstoff) 001 100 100 100 100
. : | J 0 0 0 0
Etilon Parathion i ‘
(mit 20 % Wirkstoff) 8:(‘)] ' g J 3 : }88
: . | A S 0 0
Dlmecron Phosp}}amldon | | !
. : 0,1 0 0o 100 100
(mit 20 % Wirkstoff) 00l 0 0 100 0
|

* Berechnet auf das Mittel.
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TABELLE 2
| \ Verhdltnis zwischen
i Grenzwerte der | der in der Praxis
Mittelkonzentration In der Praxis tiblichen und mit
Pflanzenschutzmittel im Pollen, verwendete dem Grillentest
auf welche die Grillen| Mittelkonzentration |nachweisbaren Mittel-
noch reagiren | konzentration
(Rubriken 2: 1)
l |
‘] I 2 3
| ‘
Gamalo . . . . . . . . 0,01 | 0,2-0,3 1:20-30
\
Gesarol . . . . . ... 0,1 | 0.2 \ 1:2
Phenkapton . . . . . . . 1 } 0,1 0
Stirpan . . . . . . . . 0,1 o 075-1 1 1:75-10
Eunlon. . . . . . . .. 0,01 ! 0,1 ‘ 1:10
Dimecron . . . . . . . i 0,01 ; 0,1 ‘ 1:10
| | |
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