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EINLEITUNG:

Aussagen tiber den Verwandtschaftsgrad der 4 rezenten Arten von
Honigbienen der Gattung Apis sind bisher vor allem aufgrund verhaltens-
phyiologischer, brutbiologischer und cytologischer Vergleiche gemacht
worden, Danach ist eine Einteilung der 4 Arten in zwei Gruppen mbglich:
Zur ersten, die mit 2 n = 16 Chromosomen in Keimbahnzellen von @@ und
n = 8 bei 8¢ (Deodikar, Thakar, Shah, 1958; Deodikar und Thakar, 1966)
als diploide Gruppe bezeichnet wird, gehBren Apis dorsata und Apis florea.
Beide Arten bauen nur eine einzige, im Freien hingende und damit dem
Licht ausgesetzte Wabe, Sie tanzen nur bei direktrer Sicht auf die Sonne
oder blauen Himmel (Lindauer, 1956), Die zweite Gruppe, die mit einem
Chromosomensatz von 2 n = 32 bei 9Q und n = 16 bei 64" offenbar tetraploid
ist (Nachtsheim, 1913; Sanderson u. Hall, 1948; Sharma et al, 1961),
besteht aus Apis mellifica und Apis cerana, Beide Arten legen ein Nest
aus mehreren, parallel angeordneten Waben an. Sie nisten stets in
Hbhlen und tanzen damit in der Regel ohne Sonnensicht, Dabei trans-
ponieren sie Sonnen-in Schwerkraftrichtung (Von Frisch, 1969), besitzen
also ein kompliziertes Kommunikationsverhalten (Lindauer, 1956), Als
Gradmesser flir phylogenetische Beziehungen sind proteinchemische
Ubereinstimmungen bzw, Unterschiede besonders geeignet. Hierflir bieten
sich neben bestimmten Enzymen vor allem die Serumproteine an, Eine
erste vergleichende Analyse der Haemolymph-Proteine der 4 Apis-Arten
fuhrte Schabacker (1973) durch. Er fand ein bei allen prinzipiell Uber-
einstimmendes Muster von 3 Hauptfraktionen, die bei Apis mellifica von
Engels (1972) als H1, H2 und H3 beschrieben wurden, Das dotterpflichtige
Material wird dabei durch die Unterbande H3b reprisentiert. Im einzelnen
beschreibt Schabacker eine weitgehende Ubereinstimmung der Haemolymph-
Spektren von Apis cerana mit mellifica. Bei dorsata bestitzt die Dotter-
fraktion eine hiervon stark abweichende elekirophoretische Mobilitdt. Die
Ubrigen Banden weisen bei florea die grissten Unterschiede im Vergleich
zu mellifica auf. Aufgrund eines bei §¢ von florea durchweg festgestellten
hohen Titers der Fraktion H3b kommt Schabacker zu dem Schluss, dass
bei dieser Art der weibliche Kastendimorphismus am wenigsten ausgeprigt
ist und sie daher die stammesgeschichtlich urspringlichste Stellung im
Genus Apis einnimmt, WHhrend elektrophoretische Eigenschaften vorwieg-
end auf der Ladung von Protein-molekiilen beruhen, gibt ihr Antigen-
Verhalten weitergehenden Aufschluss liber strukturchemische Unterschiede.
Es wurden daher immunologische Vergleichsuntersuchungen zwischen den
4 Apis-Arten anhand von Haemolymph-Proben durchgefiihrt, i
MATERIAL UND METHODEN
Versuchstiere: Lebende Arbeiterinnen von Apis florea aus Kusistan, Iran,
und teilweise auch aus Ceylon. Apis dorsata aus Ceylon, Apis cerana aus
Afghanistan, von Apis mellifica carnica-Hybriden,
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Testseren wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit
mellifica-§§—Total—Haemolymphe gewonnen, Das bedeutet also, dass
in den vorliegenden Untersuchungen nur solche Antigene der Haemo-
lymphe von Apis cerana, Apis dorsata und Apis florea tiberhaupt
erfasst werden, die in ihrer immunchemischen Spezifitit denen von
Apis mellifica zumindest noch Hhnlich sind, -

Die Haemolymph-Proteine der 4 Arten wurden ausser in
Immundiffusions-tests nach Ouchterlony vor allem in immunelektroph-
oretischen Identitdtstests nach Williams u, Wemyss verglichen, .
Ergebnisse:

Bei der Immunelektrophorese von Apis mellifica gQ—Haemolymphe
gegen Anti—mellifica—§§—Total—Haemolymph—Serum treten 3 Haupt-
prizipitationsbbgen auf, die den quantitativ stdrksten Protein-frak-
tionen entsprechen, Verwendet man als Probe Ammen-Haemolymphe,
so diminiert das Prizipitat der weibchen-spezifischen Dotterproteine
(Bande H3b).

' Das Prizipitationsmuster, das die Haemolymphe von §§ von
Apis cerana mit dem Anti-Apis mellifica gg-Total—Haemolymph—Serum
bildet, gleicht dem mit Apis mellifica-Proben fast vbllig (Abb. 1).
Sowohl die Anzahl der Bbgen als auch die elektrophoretischen Eigen-
schaften der Fraktionen sind identisch. Ausserdem weisen alle in der
Haemolymphe von Apis cerana vorkommenden Proteine eine weif-
gehende immunchemische Ubereinstimmung mit den Haemolymph-
Proteinen von Apis mellifica auf, denn es sind keine Spornbildungen an
den Bogenenden zu beobachten. Nur die Dotterproteine scheinen bei den
beiden Arten nicht mehr vbllig identisch zu sein, wie es sowohl die
Immunelektrophorese als auch der Ouchterlony-Test erkennen lassen
(Abb, 1; 4a und b).

Die Haemolymph-Proteine von Apis dorsata weichen dagegen :
in stirkerem Masse von denen bei Apis mellifica vorhandenen ab
(Abb. 2). Zwar treten hier in gleicher Weise wie bei Apis mellifica
H1, H2 und H3b als Hauptprizipitate auf, ihre elektrophoretischen
Eigenschaften sind aber andere: wihrend die Laufweiten der H2-

Proteine beider Arten noch Ubereinstimmen, ist die Fraktion H1 der
dorsata-Haemolymphe gegenliber der entsprechenden mellifica-Bande
zur Anode hin verschoben, Die Laufweite der dorsata-Fraktion H3b
ist im Vergleich mit der von mellifica kiirzer, Interessanterweise
gehen diese elektrophoretischen Laufweitenunterschiede einher mit
einer nur noch immunologischen Teilidentitit der H1- und H3b-
Proteine beider Arten. In beiden Fillen wird beim Verschmelzen

der entsprechenden Prizipitationslinien sowohl im Ouchterlony-Test
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als auch im immunelektrophoretischen Identitdtstest ein deutlicher y
Sporn ausgebildet (Abb, 2; 4a und b); dies belegt die nicht mehr

vollstindige proteinchemische Identitdt der artspezifischen Haemolymph- J
Fraktionen, :

Die Haemolymph-Proteine von Apis florea yveichen am
stirksten von denen von Apis mellifica ab (Abb 3). Ahnlich wie die von
dorsata besitzen sie eine andere elektrophoretische Mobilitit, Vom
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Start aus zur Anode prHzipitieren die Antigene im Agarose-Gel in der
Reihenfolge H2, H1 und H3b. Ausserdem ist bei der Dotter-fraktion
wiederum ein besonders auffilliger proteinchemischer Unterschied im
Probenmaterial beider Arten festzustellen, Wie Spornbildungen zeigen,
ist auch die H1-Fraktion von florea mit der von mellifica nur teili-
dentisch (Abb. 3; 4a und b).

Diskussion

Aus den immunologischen Vergleichen der Haemolymph-
Proteine der 4 Apis-Arten ist also zu entnehmen, dass florea gegeniiber
mellifica die gr¥ssten proteinchemischen Unterschiede aufweist, Es
folgen dorsata und schliesslich cerana, deren Haemolymph-Spektrum
und Antigen-Eigenschaften nur geringfligig von mellifica abweichen,

Die immunologischen Befunde bestitigen damit die elektrophoretischen
Daten von Schabacker (1973), Auch auf der Basis noch vorhandener
Identitit der artspezifischen Haemolymph-Fraktionen in Bezug auf
ihre Antigen-Eigenschaften bei Reaktion mit einem gegen mellifica-
Proteine gerichteten Antik8rper-Serum muss eine Gruppierung der
Gattung in zwei Arten-Kreise vorgenommen werden: Die beiden
Haus-Honigbienen meilifica und gerana einerseits, deren Haemolymph-
Proteine sich immunchemisch noch fast vollkommen identisch ver-
halten, Meine Immuntests bestitigen damit die von vielen Autoren
(vgl. Friese 1923; Ruttner und Kaissling, 1968; Morse, 1969) immer
wieder betonte nahe Verwandtschaft dieser beiden Arten, von denen

cerana frither gelegentlich nur als Sub-spezies indica von mellifica

gesehen wurde. Phylogenetisch etwas entfernter stehen die auch unter
sich stirker verschiedenen Arten dorsata und florea; da die letztere

in den proteinchemischen Eigenschaften der einzelnen Haemolymph-
Komponenten am stirksten von mellifica abweicht, dirfte es als sicher
auzusehen sein, dass die kleinste Art florea unter rezenten Honigbienen °
den ursprlinglichsten Status bewahrt hat, Die immunologischen Ver-
gleiche stehen damit in voller ﬁbereinstimmung mit der einleitend
zitierten Ubrigen Literatur,
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Abb. 1 - 3: Immunelektrophoretischer Vergleich der Haemolymph-Proteine von Apis mellifica (m) mit cerana
(c) Abb. 1, dorsata (d) Abb. 2 und florea (f) Abb. 3.

Serum: Anti-Apis mellifica §-Total-Haemolymph-Serum, Trdgermaterial Agarose, native Priparate, Originalgrosse.

154

"



Abb. 4: Immundiffusionstest der Haemolymph-Proteine von Apis mellifica (m), Apis cerana (c), Apis dorsata (d)

und Apis florea (f) gegen Anti-Apis mellifiw_g -Total-Haemolymph-Serum (A.-H.).
a) Trigermaterial Agarose, Nativ-Prdparat, 2-fachvergrssert, b) Schemazeichnung von (a).
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