DAS HAEMOLYMPH-PROTEIN-SPEKTRUM IMAGINALER DROHNEN
UND GYNANDER IM VERGLEICH ZU DEN WEIBLICHEN KASTEN
BEI APIS MELLIFICA

Hartmut Fahrenhorst, Zoologisches Institut der Universitat Miinster/
Westf. , Deutschland.

Die Zusammenhinge zwischen Oogenese, speziell Vitello-
genese, und Veridnderungen der Protein-Spektren der Haemolymphe
sind bei Insekten mehrfach untersucht worden (vgl. ENGE LMANN, 1970).
Generell treten dotterpflichtige Fraktionen, sog. Vitellogenine (Pan
et al, ,1969) als Q—spezifische Proteine nur dann auf, wenn im
Oogenese-Zyklus die Phase der Dottereinlagerung durchlaufen wird.
Uber die Oogenese-Phase hinausgehende, die gesamte imaginale
Ontogenese beriicksichtigende Untersuchungen des Haemolymphstatus
fehlen noch ebenso wie geschlechtsspezifische Vergleiche. Ein
besonderes entwicklungsphysiologisches Problem stellen bei sozialen
Insekten auferdem kastenspezifische Haemolymph-Unterschiede dar,
denen in der Insektenphysiologie bislang noch keine Beachtung
geschenkt wurde. :

Der Kastenpolymorphismus erreicht zwar bei Apis mellifica
nicht seinen Hohepunkt, aber die Honigbiene bietet als Haustier beste
Voraussetzungen fiir elektrophoretische Untersuchungen von Einzel-
tieren, die unter Normalbedingungen gehalten werden konnen, Auper
den im Bienenvolk wihrend der Hauptsaison vertretenen drei Kasten
Konigin, Arbeiterin, Drohne wurden normalerweise nicht vorkommende
genotypisch abweichende Individuen untersucht: (Drescher, 1965)
Gynandromorphe und diploide Drohnen, die nach den Zuchtmethoden
von Woyke (1962-69), erzeugt wurden, Die Honigbiene bietet somit
eine groge Breite fur vergleichende Untersuchungen geschlechtsbe-
dingter, altersbedingter und genotypbedingter entwicklungsphysio-
logischer Kriterien des Haemolymphstatus.

Bei der elektrophoretischen Auftrennung der Haemolymph-
proteine auf gelatinierten Celluloseacetatstreifen (Cellogel) sind unter
den angewandten Versuchsbedingungen auf den fertigen Pherogram-
men neben der Startbande (= unlosliche Proteine) drei gewanderte
Fraktionen (= 19sliche Proteine) zu finden. Nach Engels (1971)
erhalten die drei Haemolymph-Fraktionen ausgehend vom Start die
fortlaufenden Bezeichnungen Hl, H2 und H3. Bei H2 und H3 kann noch
jeweils eine Auftrennung in zwei Unterbanden festgestellt werden, Da
die Banden der Fraktion H2 hiufig nicht gut separiert sind, wird nur
die Bande H3 in H3a und H3b unterteilt ausgewertet, Die Bande H3b
stellt das dotterpflichtige Haemolymph-Protein dar (Engels, 1972).
Koniginnen

Im Haemolymph-Spektrum der Konigin fillt der besonders
hohe Titer der H3b-oder Dotterbande auf (vgl. Abb. 1). Er liegt aufer
bei frisch geschlilpften Jungkdniginnen durchweg viel hoher als der
aller {ibrigen Protein-Fraktionen, Hierbei mug zwischen alters- und
physiologisch-bedingt verschiedenen Haemolymph-Spektren unter-
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schieden werden,

Bei unbegatteten Jungkdniginnen (vgl. Tabelle), die noch
nicht in Eilage sind, steigt in den ersten Tagen nach dem
Schlilpfen der Dotterprotein-Titer und errreicht im Alter von 15 Tagen
ein Maximum von 75%. Der erstaunlich hohe Anteil der Dotterprotein-
Fraktion ist wohl darauf zuriickzufihren, da# der normale Verbrauch
durch Dottereinlagerung wihrend der Oogenese noch nicht funktioniert
und so ein Stau von Dottermaterial in der Haemolymphe auftritt,

Diese Proteine miissen im eigenen Fettkdrper synthetisiert werden, da
Jungkdniginnen vor dem Begattungsflug nicht von den Arbeiterinnen
gefiittert werden (Alber et al., 1955).

Bei den eierlegenden Sommerkoniginnen fillt der Anteil der
Dotter-Fraktion in der Haemolymphe bis auf 2/3 des maximalen
Prozentsatzes (vgl. Abb, 1) ab, Dieses beruht offenbar auf dem
extrem hohen Verbrauch durch die Vitellogenese. Der bei
Jungkéniginnen beobachtete Stau ist aufgehoben. Man kann den von
nun an mefbaren Prozentsatz der Dotterproteine im Blut mit einem
FligBgleichgewicht vergleichen: Die bei einer normalen Oogeneseak-
tivitdt und Eilagetdtigkeit verbrauchten, ndmlich iiber den Weg der
Pinocytose ins wachsende Ei eingebauten Dotter-Proteine werden in
gleichem MaBe ersetzt, und zwar einmal durch Eigensynthese des
Fettkorpers (Engels, 1972), und wahrscheinlich besonders durch
Aufnahme von Dotterproteinen aus dem Futtersaft der Ammenbienen
(Engels, 1971).

Bei eierlegenden Winterkdniginnen ist die Legeleistung sehr
gering. Der Titer der H3b-Bande liegt bei ihnen héher als bei den
eierlegenden Sommerkdniginnen und nihert sich dem Wert der
JungkOniginnen, Bei den nicht eierlegenden Sommerkéniginnen sowie
den nicht eierlegenden Winterkoniginnen liegen die Prozentwerte
sogar in der gleichen Grtﬁenordnung wie bei den Jungkoniginnen (vgl.
Abb. 2.). Da auch bei ihnen keine Haemolymph-Proteine durch die
Vitellogenese verbraucht werden, findet hier offenbar ebenfalls ein
Stau des Dottermaterials bis zu einem Sittigungspunkt statt. Allgemein
ist zu den Haemolymphspektren der Koniginnen zu sagen, dag nur zu
Anfang ihrer Imaginalzeit typisch altersabhangige Verinderungen im
Banden-Muster zu beobachten sind. Bei dlteren Koniginnen ist nur
eine Abhangigkeit vom physiologischen Zustand, d.h. von der
Vitellogenese-Aktivitat festzustellen.,

Arbeiterinnen

Arbeiterinnen haben wahrend ihres imaginalen Lebens im
Bienenvolk eine Reihe verschiedener Aufgaben zu erfiillen. Die aus-
gelibte Tdtigkeit ist stark vom jeweiligen Alter abhingig (Lindauer, 1952).
Sie driickt sich besonders im physiologischen Zustand bestimmter
Driusen aus, vor allem der Hypopharynxdriisen (= Futtersaftdriisen)
und Wachsdrusen (Kratky, 1931), Mit dem 4., Tag der Imaginalzeit
setzt in der Regel die Ammentitigkeit ein, die bis zum 15, Tag, unter
besonderen Bedingungen auch l3nger, andauert (Jung-Hoffmann, 1966).
Halberstadt (1966, 1967, 1970) fand bei diskelektrophoretischen

106



Untersuchungen der Sekrete der Hypopharynxdriise bei Ammenbienen
im Alter von 5 bis 9 Tagen zwei spezielle Protein-Banden, die
wahrscheinlich die Hauptkomponente des Weiselfuttersaftes dar-
stellen.

Im Haemolymph-Spektrum von 3 - 15 Tage alten
Arbeiterinnen tritt eine Proteinfraktion auf, deren elektrophoretisches
Verhalten mit der H3b-Fraktion von Koniginnen ubereinstimmt (vgl.
Abb. 3). Offensichtlich handelt es sich bei dieser Bande auch um
Dottermaterial. Moglicherweise geht es in den von der Hypopharynx-
druse produzierten Futtersaft ein, der von den Ammenbienen auﬁer
an die frische Brut auch an die K6nigin verfuttert wird. Diese
Annahme liefle sich gut mit der von Engels (1971) aufgestellten
Hypothese tiber den interindividuellen Proteinaustausch zwischen
Ammenbienen und Koniginnen in Einklang bringen.

Groﬂe Unterschiede im Titer der H3b-Bande treten bei
Arbeiterinnen im Alter von 10 Tagen auf, Wenn man annimmt, da,g
ein hoher Anteil der H3b-Bande ein physiologisches Merkmal
typischer Ammenbienen ist, so lé'ﬂt sich aus diesem Befund folgendes
schligBen: Fiir die verschiedenen Titigkeiten der Arbeiterinnen im
Volk gibt es keine genau altersbegrenzten Zeitraume, sondern es
handelt sich um flié3ende Uberginge. Der Zeitpunkt des Ubergangs
von der Ammen- zur Bautétigkeit einer einzelnen Arbeiterin scheint
wesentlich vom allgemeinen Zustand des Volkes abhiingig zu sein
(vgl. Lindauer, 1962; Jung-Hoffmann, 1966). Einen klaren Hinweis
fiir die Abhingigkeit gerade der Ammenfunktion von den Verhaltnissen
im Volk geben isoliert im Thermostaten gehaltene Arbeiterinnen.
Solche gruppenweise in kleinen Kéfigen gehaltene Bienen zeigen ein
fiir sechs Tage alte Arbeiterinnen vdllig abnormes Protein-Spektrum
der Haemolymphe. Bei ihnen tritt, obwohl sie eigentlich im besten
Ammenalter sind, iiberhaupt keine H3b-Bande auf (vgl. Abb. 4). Dies
ist wahrscheinlich auf das Fehlen sowohl von Brut als auch einer
Konigin zurtickzuflihren.

Drohnen

Bei Drohnen ist zwischen den haploiden Individuen, dem
Normalfall der minnlichen Geschlechtstiere, und diploiden Drohnen,
einer genotypisch abweichenden, experimentell erzeugten Form
minnlicher Bienen, zu unterscheiden. Im Gegensatz zu den bisher
beschriebenen weiblichen Morphen - Koniginnen und Arbeiterinnen -
tritt bei normalen Drohnen die H3b- oder Dotterbande nicht auf
(vgl. Abb. 5). Dieser Befund tuberrascht nicht, da bei Insekten
generell die Dotterproteine weibchen-spezifisch sind. Im ubrigen
haben speziell im Bienenvolk die Drohnen mit der Aufzucht von
Brut nichts zu tun. Bei Flugdrohnen im Alter von 20-25 Tagen
tritt allerdings eine Fraktion auf, die zwar nur einen kleinen
Prozentsatz am Gesamtprotein der Haemolymphe ausmacht, aber ein
dhnliches elektrophoretisches Verhalten zeigt, wie die H3b-Bande.

Ziel der Untersuchung an den diploiden Drohnen ist es
herauszufinden, ob das Auftreten der H3b- oder Dotterbande gesch-
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lechtsabhingig ist, also als weibchen-spezifisches Merkmal nur bei
Koniginnen und Arbeiterinnen auftritt, oder abhingig von Ploidiegrad
bzw. der Gendosis ist, also bei allen diploiden Individuen, den
Koniginnen, den Arbeiterinnen und auch den diploiden Drohnen,
beobachtet werden kann, Bei der Analyse von Haemolymph-Proben
der wenigen bisher erhaltenen diploiden Drohnen zeigt sich ein #hn-
liches Bild wie bei den haploiden Drohnen, Auch bei ihnen ist im
Alter von 3-6 Tagen keine H3b-Bande nachzuweisen, wahrend sie
bei weiblichen Individuen gleichen Alters stets vorhanden ist,
allerdings nur unter Normalbedingungen (vgl. Abb. 6). Anhand der
vorliegenden Befunde lassen sich jedoch noch keine definierten
Aussagen uber die oben diskutierten zwei Moglichkeiten einer
genetischen Kontrolle der Synthese der H3b-Proteine machen; denn
die analysierten diploiden Drohnen befanden sich widhrend ihrer
Imaginalzeit nicht unter normalen physiologischen Bedingungen im
Volk, sondern gekifigt in kleinen Versuchsbienengruppen im Thermo-
staten. Zur Kldrung dieser Frage sind weitere Untersuchungen
erforderlich,

Gynandromorphen

Auch die Gynandromorphen bieten Ansatzpunkte fiir die
Prifung der Frage, ob die Haemolymph-Fraktion H3b als geschlechts-
spezifisches oder als gendosisabhingiges Merkmal anzusehen ist.
Hierflir erscheinen besonders solche Gynander geeignet, bei denen
weibliche und mannliche Morphologie in der Korperlingsachse wech-
seln, Die untersuchten Gynander wurden innerhalb eines Volkes
unter physiologischen Normalbedingungen gehalten und regelmifig
im Bereich des Brutnests beobachtet., Zum Zeitpunkt der Priparat-
ion waren sie 6 Tage alt, befanden sich, verglichen mit Sommer-
Arbeiterinnen, also im Ammenalter.

Erstaunlicherweise ist bei allen untersuchten Gynandro-
morphen eine mehr oder weniger stark ausgepridgte H3b-Bande nach-
zuweisen (vgl. Abb. 7)., Daraus muf man unter Berucksichtigung
der Drohnen-Befunde schlieSen, da,B die untersuchten Individuen
samtlich weibliche Charaktere besitzen (vgl. Tabelle). Selbst bei
gynandromorphen Bienen, deren éiuﬂere Morphologie fast ganz der
eines Drohns entspricht, ist die Fraktion H3b vorhanden. Daraus ist
abzuleiten, dag bei der Untersuchung von gynandromorphen Bienen
weder die dugere Morphologie noch die Haemolymph-Spektren einen
sicheren Schluﬁ dariiber erlauben, ob die Tiere liberwiegend
weibliche oder mannliche Eigenschaften besitzen, Es miissen zu-
sdtzlich die innere Morphologie und insbesondere der Entwicklungs-
zustand der endocrinen Organe und der Futtersaftdriisen untersucht
werden.

Nach meinen Befunden kann ausgesagt werden, da(5 es sich
bei den Gynandern zumindest um potentielle Ammenbienen handelt.
Verhaltensbeobachtungen von Sakagami & Takahashi (1956) und Jay
& Jay (1966) haben ergeben, dag im Gegensatz zu reinen Drohnen
von Gynandern teilweise durchaus bestimmte Arbeiten im Volk
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tUbernommen werden; so wurden z. B. Ammendienst, Baudienst,
Wachdienst und auch Sammeltétigkeit registriert. Allerdings besch-
rinken sich diese Aussagen auf Feststellungen an einer geringen
Zahl von gynandromorphen Bienen,

Abschligdend kann man iiber das Auftreten des Weibchen-
spezifischen Proteins in der Haemolymph bei Apis mellifica folgendes
feststellen (vgl. Tabelle): Bei Koniginnen ist das Weibchen-spe-
zifische Protein in jedem Alter und in allen fortpflanzungsphysiolog-
ischen Situationen vorhanden. Bei den Arbeiterinnen tritt es dagegen
normalerweise nur im Ammenalter auf, Es ist also festzubalten,
dag Dotter-Proteine bei allen fortpflanzungsaktiven weiblichen
Individuen des Bienenvolkes vorhanden sind. Die Gynandromorphen
nehmen als weiblich-m#nnliche Mosaiktiere eine Sonderstellung ein.
Da bei ihnen die Protein-Fraktion H3b ebenfalls auftritt, sind auch
sie zumindest als potentielle Ammenbienen anzusehen,

Bei haploiden Drohnen treten keine Dotter-Proteine auf.
Die Frage des Vorkommens der Haemolymph-Fraktion H3b bei dip-
loiden Drohnen muf zun#ichst noch ungeklért bleiben. Daher kann
auch noch keine Aussage Uiber die genetische Basis der Synthesebed-
ingungen dieses Proteins gemacht werden.,
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