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Zusammenfassung

3. Zusammenfassung

Ein noch immer unvollstandig verstandenes Problem sind die exakten
Mechanismen der Arbeitsteilung und Koordination innerhalb von Bienenvélkern
Apis mellifera. Auf der einen Seite muss die sensorische und neuronale
Ausstattung jedes Individuums das Potential zur Kommunikation und
Aufgabenbewadltigung enthalten, zum anderen missen jedem Bienenvolk
Mechanismen zur Steuerung zur Verfiigung stehen, die auch so weit in die Zukunft
reichenden Notwendigkeiten wie Wintervorbereitungen zuverlassig durchfihren.
Die vorliegende Arbeit beleuchtet daraus ausgewéhlte Aspekte.

Zum einen werden Aspekte der kognitiven Fahigkeiten der Einzelbienen untersucht,
die im Hinblick auf ihre Rolle als sammelnde Arbeiterinnen eine wichtige Rolle
spielen. Das Erkennen und Verarbeiten von Mustern spielt eine wichtige Rolle beim
Auffinden von potentiellen Nahrungsquellen. Hier konnte mittels des DMTS —
Paradigma ein hoher Abstraktionsgrad der Musterverarbeitung sowie eine
Speicherung auch komplexer Muster gezeigt werden.

Zum anderen wird die Bruttemperatur als ein Einfluss auf die Puppenentwicklung
und dessen madgliche Folgen auf kognitive Fahigkeiten und Lebenshistorie
untersucht. Variation der Bruttemperatur wurde in verschiedenen Zu-
sammenhdangen als starker Einfluss auf unterschiedliche Aspekte der Entwicklung
gezeigt. In der vorliegenden Arbeit kann diese Bruttemperatur als moglicher Faktor
der nachfolgend unterschiedlichen Ausprdgung von Verhaltensmustern gezeigt
werden. Dabei wird ebenso auf die Unterschiede im Verhaltensmuster von
taglichen Stocktéatigkeiten wie auf die resultierenden Unterschiede in der
Lebensgeschichte und —spanne eingegangen, die aus unterschiedlichen Brut-
aufzuchtstemperaturen resultieren koénnen. Als Aufzuchtstemperaturen werden
dabei 32C, 35T sowie 36C verwendet, um eine Vari ation zwischen der an
anderer Stelle berichteten mittleren, der niedrigsten und der hdochsten Temperatur
fur morphologisch vollstandig entwickelte Bienen zu erreichen und die daraus

resultierenden Arbeiterinnen zu untersuchen.



Zusammenfassung

Sowohl die Ergebnisse der Verhaltensuntersuchungen von Stockbienen wie auch
der Vergleich von Lebensaktivitit und -spanne zeigen dabei signifikante
Unterschiede zwischen den bei unterschiedlichen Temperaturen aufgezogenen

Arbeiterinnen in deren analysiertem Verhalten.



Summary

4. Summary

One of the still incompletely understood problems is the accurate mechanisms of
work division and co-ordination within bee colonies Apis mellifera. On the one side
the sensory and neural equipment of each individual must contain the potential for
communication and task accomplishment that is viable for the daily organisation of
a honeybee hive, on the other hand reliable mechanisms for planning and fulfilling

future demands like winter preparations are vitally important.

This work investigates selected aspects of the underlying communication and
regulation aspects of these demands. The cognitive abilities of the single worker
bee regarding their role as foraging and collecting force for the beehive are
examined. The process of recognizing and processing the visual cues found while
foraging is examined by means of the DMTS — paradigm. A high degree of
abstraction while processing the patterns as well as the memorisation of complex

samples is shown.

Furthermore the breeding temperature as one factor influencing pupae
development and its influence on subsequent behaviour and life history of the adult
workers is analysed. The available work can link differences in the brood
temperature with the resulting different patterns of behaviour and life history of
worker bees. The temperature levels while raising the different groups of
honeybees were chosen as 32T, 35T and 36T to rea ch a variation between the
from other groups reported as normal, the lowest and highest breeding temperature

and to examine the resulting female workers.

Both the results of the behavioural observation of worker bees that are active inside
the colony as well as the overall comparison of their life activity and lifespan show
significant differences between these groups of bees that were raised on varying

brood temperatures.



APIS MELLIFERA

5. Apis mellifera

Der Erfolg sozialer Insekten basiert auf der Organisation ihrer Kolonien. Erst
Arbeitsteilung und die Integration individuellen Verhaltens zu sinnvollen Aktionen
fuhren zu den erfolgreichen Sozietadten, die dynamisch auf Veradnderungen der

Umwelt reagieren, Vorrate anlegen und tausende von Individuen bei den

verschiedensten Aktivitdten wie Nahrungssuche oder Fortpflanzung koordinieren.

Abbildung 1: Honigbienen bei der Nahrungssuche undaufnahme

Essentiell fir Koordination und Organisation ist dabei der Informationsfluss
innerhalb des Volkes, der die direkte Voraussetzung fur jede Organisation bildet.
Informationsfluss basiert auf zwei Notwendigkeiten, die wir fir andere soziale
Systeme wie zum Beispiel auch das menschliche als Notwendigkeit voraussetzen:
(i) die Speicherung, Verarbeitung und Weitergabe der Information und (ii) die
Moglichkeit der Reaktion auf Individuums- sowie auf Volkslevel. Information wie
beispielsweise Uber das Versiegen einer externen Futterquelle, das Wechseln des
Klimas oder das Nahen des Winters muss also

=>» auf der individuellen Ebene der Sammlerinnen aufgenommen
=>» auf der Ebene des Volkes verstanden
=>» auf der Ebene des Volkes Gegenstrategien entschieden werden

=>» die auf der Ebene wiederum der Einzelbienen umgesetzt werden missen

10



APIS MELLIFERA

Im Bienenvolk ist Entscheidungsfindung dabei immer ein induktiver Prozess, der
eben unser Bild des ,Superorganismus Bienenvolk” entscheidend gepragt hat. Die
Mechanismen der Informationsverarbeitung auf individueller und auch Volksebene,
sowie die Mdoglichkeiten der Reaktion des Volkes als Antwort auf eingehende
Information sind der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. Die kaum
Uberschaubare Komplexitdt des Themas soll eingegrenzt werden, indem

verschiedene Aspekte dieses Themenkomplexes untersucht werden:

» die individuelle Informationsverarbeitung (durch Lernexperimente an
Sammlerinnen)

» die Eigenmanipulationsmoglichkeiten des Stockes auf individueller
Verhaltensebene (durch Variation der Bruttemperatur und dem
resultierenden Einfluss auf das Verhalten)

» die Eigenmanipulationsmoglichkeiten des Stockes auf Stockebene (durch
Variation der Bruttemperatur und dem resultierenden Einfluss auf die

Lebensverlaufe)

Die Notwendigkeit von Arbeiten auf diesem Gebiet ergibt sich aus zwei Bereichen:

* ,Wenn die Biene von der Erde verschwindet, dann hat der Mensch nur noch
vier Jahre zu leben; keine Bienen mehr, keine Bestaubung mehr, keine
Pflanzen mehr, keine Tiere mehr, keine Menschen mehr* (Albert Einstein) -
also der enormen Wichtigkeit der Bestaubungsleistung der Honigbiene flr
Okonomie und Okologie

» sowie der daruber hinaus gehenden Faszination fir ein solch komplexes

System aus scheinbar so einfachen Individuen.

Die unglaubliche organisatorische Leistung auf Volksebene, aber auch die
kognitiven Leistungen auf Individuenebene faszinieren verschiedene wissen-
schaftliche Ansatze schon lange. Mit der Endeckung des Schwanzeltanzes und die
damit resultierende Rekrutierung der Stockgenossinnen zu lohnenden
Trachtquellen (von Frisch 1965) war die Honigbiene Apis mellifera schon frih

11



APIS MELLIFERA

wegen ihres Wahrnehmungs- und Lernvermogens zu einem der bedeutendsten
Versuchstier avanciert. Im Folgenden werde ich die Entwicklung der Honigbiene
und hier besonders die Kontrolle der Bruttemperatur vorstellen, die im weitern
Verlauf meiner Arbeit als ein Mechanismus der experimentellen Manipulation

genutzt werden sollen.

12



APIS MELLIFERA

5.1 Die Entwicklung der Honigbiene Apis mellifera

Die Entwicklung einer Honigbiene unterliegt einer vollstandigen Metamorphose.

Jede Honigbiene durchlauft die vier Entwicklungsstadien Ei, Larve, Puppe und

Imago.

Abbildung 2: Bienenwabe mit Ei (a); schlipfende Bieen (b, c, d)

In einem eusozialen Bienenstaat legt ausschlie3lich die Kénigin Eier, soweit deren
Kontrolle dominiert. Die Entwicklungsdauer einer Honigbiene Apis mellifera vollzieht
sich bei den Arbeiterinnen in 21 Tagen (Winston 1997, R6sch 1925). In jede Zelle
einer Wabe wird von der Konigin ein einzelnes Ei gelegt (Abbildung 2a). Nach 2-3
Tagen entwickelt sich daraus eine Larve. In den folgenden 5-6 Tagen entwickelt
sich diese Larve weiter, die dann in der anschlieRenden Prapuppenzeit von
Pflegebienen in der Zelle verdeckelt wird. Innerhalb dieser drei Tage ist die Zeit der
Pflege, Hygiene und Futterung vollendet und die Prapuppe verwandelt sich in eine
Puppe. In den folgenden 8-9 Tagen wird die Metamorphose abgeschlossen und

eine weitere Jungbiene schlipft.

Nicht nur fur die Fuhrsorge der tatsdchlichen Brut wird von den Honigbienen viel
Zeit investiert (Wilson 1972), sondern bereits die Vorbereitungen auf die
potentiellen Nachkommen verlangen viel Arbeit durch zeitintensive Sauberungen
der Brutzellen (Ribbands 1953). Die altersabhéangige Arbeitsteilung (Lindauer 1952,
Seeley 1985, Winston 1987) stellt ein hoch spezialisiertes Organisations- bzw.

13



APIS MELLIFERA

Funktionssystem dar. In den ersten 18-20 Lebenstagen einer Biene werden in
erster Linie Arbeiten wie zum Beispiel Putzen, Honigverarbeitung und Wabenbau
verrichtet, die also ausschliel3lich im Stockinneren stattfinden (Rosch 1925, Seeley
1985, Nickel und Armbruster 1937). Nur in ihrem letzen Lebensabschnitt verlassen
die Bienen den Stock, um als Sammelbienen in der Natur zu fungieren. Diese
scheinbar strikte zeitliche Abfolge ist dabei aber hochflexibel - kunstlich angesetzte
Volker, die ausschlie8lich aus Jungbienen bestehen, bilden alle benétigten
Arbeitsteilungen ohne gravierende Probleme aus.

Wahrend den ersten Lebenstage sind die Jungbienen mit dem Reinigen der Zellen
ausschlief3lich im Brutbereich eines Bienenvolkes zu finden, doch in den folgenden
Tagen verandert sich ihr Aufgabenfeld komplett und sie sind mit den anfallenden
Futterungen - sowohl der Brut als auch der Konigin — sowie mit samtlichen
Putzarbeiten und Ventilations- und Heizaufgaben betreut. Auch in ihrem nachsten
Lebensabschnitt verlassen die Bienen den Stock nicht und sind im gesamten Stock
mit der Verarbeitung der Nahrung und dem Bau von Zellen beschéftigt. Auch
werden sie in dieser Zeit als Wachterbienen am Stockeingang eingesetzt. In den
verbleibenden Lebenstagen, bei den Sommerbienen zwischen 4 und 22 Tagen
(Lindauer 1952, Maurizio 1954, Woyke 1984, Neukirch 1982, Fluri und Bogdanov
1987) und bei den Winterbienen bis zu 200 Tagen (Fluri et al. 1982, Maurizio 1961,
Nickel und Armbruster 1937, Merz 1979), werden diese Bienen ihr Volk mit Nektar,
Pollen, Propolis und Wasser versorgen - wenn die Jahreszeit bzw. die Aul3en-
temperatur es zulasst. Wie viel Arbeit eine einzelne Biene zu leisten vermag, kann
Uber deren Sammeleffizienz ermittelt werden. Jedes Tier handelt nach einer
spezifischen lebensgeschichtlichen Strategie in seinem spezifischen Lebensraum.
FUr eine Biene ist es von grof3ter Wichtigkeit, die Energieertrage im Verhaltnis zur
aufgewendeten Zeit und zum Energieverbrauch beim Sammeln zu optimieren.
Honigbienen wollen den bestmdglichen Nutzen fur den eigenen Profit, d.h. so viel
Nahrung wie mdoglich pro investierte Sammelleistung (Heinrich 2001) er-
wirtschaften. Doch nicht nur die energetischen Gewinne spielen beim Sammel-
verhalten eine Rolle, von ebenso grofRer Bedeutung sind Motivation und der
herrschende Konkurrenzdruck um die Ressourcen. Wie viele Sammelflige eine

Biene am Tag durchfihren kann, hangt sowohl vom Angebot, dem Wetter und auch

14



APIS MELLIFERA

der Leistungsbereitschaft ab (von Frisch 1935). Nach Ribbands (1953) kann eine
Biene bei naturlichem Trachtangebot bis zu 24 Sammelfligen durchfiihren, bei
kunstlichen Futterstellen schwankt die Anzahl zwischen 3 und 150 Fligen taglich.
Neuere Untersuchungen gehen dagegen von einer Sammelfrequenz von 10
Sammelflige pro Tag aus (Thom et al. 2000). Die Dauer eines Sammelfluges
betragt nach Butler (1949) und Ribbands (1953) 26 Minuten. Gontarski (1935) und
auch Beutler (1950) folgerten daraus, dass eine Biene bei gefllltem Honigmagen
nahezu unermidlich sei - bei einem Arbeitspensum von Uber 10 Stunden taglich.
Die Honigbiene vermag nicht wie die Hummeln in der Nacht zu fouragieren (Chittka
et al. 1999), sie sammelt dem Tagesrhythmus anpasst (Schua 1952) mit einer
mittaglichen Sammeldepression (Lindauer 1948). Unabhangig davon, ob eine
Honigbiene wenige lange oder aber viele sehr kurz andauernde Sammelflige
vollfihrt - die Lernfahigkeit der Honigbiene ist eine Grundvoraussetzung fur eine

effektive Ausbeute der vorhandenen Trachtquellen (Kriston 1973).

5.2 Die Temperaturkontrolle

Poikilotherme Tiere werden direkt beeinflusst von der sie umgebenden Temperatur.
Die Umgebungstemperatur hat Einfluss auf den Metabolismus, den Aktivitatslevel,
die Fortpflanzung, die Entwicklung und das Wachstum. Die ,bevorzugte
Temperatur®, das Temperaturoptima, der kritische Temperaturlevel der Wachs-
tumsphase sowie die letale, thermische Grenze hangen mit der geographischen
Verbreitung der Spezies zusammen (Wilson & Elkaim 1991). Trotz der Wichtigkeit
zu verstehen, wie die einzelnen Lebensstadien auf unterschiedliche Umgebungs-
temperaturen reagieren, ist ein Grof3teil der Untersuchungen fokussiert auf das
Adultstadium. Die Temperatur, in der ektotherme Organismen aufwachsen, kann
dieselben qualitativen Effekte auf die Lebensgeschichte haben wie die thermale
Erfahrung bereits in der Entwicklung des Individuums (Atkinson 1996). Die
thermische Umgebung, die ein Organismus wahrend seiner Ontogenese erfahrt,

kann sehr haufig wechseln. Diese Veranderungen konnen sowohl eine saisonale

15



APIS MELLIFERA

Erwarmung oder Abkuhlung als auch eine Habitatsdnderung darstellen wie bei
zahlreichen Insekten der Wechsel von einem aquatischen Larvenstadium zum
adulten terrestrischen Stadium (Johnston et al. 1996).

Bei der Libelle Libellula pulchella vollziehen sich zum Beispiel wahrend ihrer Rei-
fung groRe Veranderungen in den Flugmuskeln, wenn groRRe thermische Ander-
ungen in dieser Zeit stattfinden (Marden 1995). Die Aufzuchtstemperatur bei
Heringen beeintrachtigt den Beginn der Entwicklung verschiedener Organe
(Johnston et al. 1993), ebenso ist deren Flucht-Schwimmgeschwindigkeit be-
eintrachtigt (Batty et al. 1993). Auch bei der Japanischen Flunder Paralichthys
olivaceus verschiebt sich mit der Aufzuchtstemperatur die Entstehung der Augen-
pigmentierung und die der Mundoffnung (Fukuhara 1990). Bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster sind deren Fliigel als auch der ganze Korper kleiner,
wenn die Aufzuchtstemperatur erhoht wird (Partridge et al. 1994). Temperatur-
abhangige Geschlechtsdetermination ist ein weit verbreitetes Phanomen bei
Reptilien. So entscheidet die Aufzuchtstemperatur der Eier bei der Schildkréte
Trachemys scripta, ob ein Mannchen (Temperaturbereich unterhalb 29C) oder ein
Weibchen (Temperaturen Uber 29C) schlupft (Crews et al. 1994).

Die Sterberate steigt bei kritischen Temperaturen, sowohl bei hohen als auch
geringen stark an, kann aber wie bei der Feldgrille Gryllus bimaculatus bei einer
oszillierenden Aufzuchtstemperatur die Sterberate verringern (Ratte 1985). Bei
vielen Insekten verkirzt sich die Entwicklungsdauer mit steigenden Temperaturen
(Ratte 1985). Die Auswirkungen eines fluktuierenden Temperatureinflusses
wahrend der Entwicklungszeit kénnen sowohl verkirzend wie bei Drosophila
melanogaster (Siddiqui und Barlow 1973) als auch verlangernd wirken wie bei
Wachsmotte Galleria mellonella. Bei den Weichpanzer-Schildkroten (Pelodiscus
sinensis) sind die Jungtiere, die unter oszillierenden Temperaturen aufgezogen
wurden signifikant schwerer, als die bei konstanten Temperaturen aufgezogenen
(Du & Ji 2003). Die kritische maximale Temperatur kann auch zwischen den
Juvenil- und Adultstadien verschieden sein wie bei den Skalaren Pterophyllum

scalare (Péreza et al. 2003).
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Sehr haufig ist die Entwicklungsdauer bei Weibchen deutlich kirzer als die der ent-
sprechenden Mannchen, wie auch bei der Honigbiene Apis mellifera. Die Dauer der
Entwicklung ist bei der Honigbiene nicht nur geschlechtsabhangig, sondern auch
bei Arbeiterinnen und Konigin verschieden. Eine Bienenkdnigin schlipft bereits
nach 16 Tagen, die Arbeiterin nach 20 Tagen, wahrend die Entwicklungszeit eines
Drohn 24 Tage dauert (Winston 2003, Seeley 1985) - bei optimalen Aufzuchts-
temperaturen, die im Folgenden diskutiert werden.

Honigbienen zahlen zwar zu den gemeinhin vereinfacht als ,Kaltblitern® be-
zeichneten Tieren, was aber nicht notwendigerweise bedeutet, dass sie nicht fahig
sind, ihre Korpertemperatur zu kontrollieren. Aktive Bienen (Abbildung 3) verhalten
sich endotherm, d.h. Sie halten ihre Korpertemperatur auf einem hoheren Level als

die Umgebungstemperatur (Goodman 2003).

Abbildung 3: Thermovisionsaufnahme einer sich aufhigenden Biene (Ansicht ventral). Die gelb

gefarbte Brustmuskulatur ist aufgeheizt, wahrend va rot nach blau die Temperaturen abnehmen.

Bienen bringen unmittelbar vor dem Fluge ihre Flugmuskulatur auf eine
Betriebstemperatur von Uber 30C, was unter Umstand en eine Temperatur von
mehr als 15T Uber der Umgebungstemperatur bedeutet (Wehner & Gehring 1990).
Fallt die die Biene umgebende Temperatur unter 18C, so ist eine aktive Er-
warmung durch Muskelzittern nicht mehr moglich. Sinkt die Temperatur weiter, so
ist die Biene zu keiner Bewegung mehr fahig, sie fallt in Kaltestarre. Wahrend also
die einzelne Honigbiene einen kalten Winter nicht Uberleben wirde, ist der
Sozialverband ,Bienenvolk® dazu befahigt; selbst in den kalten Wintermonaten fallt

17



APIS MELLIFERA

die Temperatur im Zentrum einer Bienentraube nicht unter 21,3C (Fahrenholz
1989).

In einem Bienenstock vorkommende Temperaturen sind im Brutbereich nach Milum
(1930) von 24,6° bis zu maximal gemessenen 36,38C ganzjahrig, wahrend der
warmen Sommermonate wird eine Temperatur von 32T nicht unterschritten.
Innerhalb des Brutbereiches ist eine Temperatur von 34,5 bis 35,5T vorzufinden
(Hess 1926), laut Himmer (1927) liegt die optimale Temperatur fir die
heranwachsenden Bienen bei 34,8 £ 0,55C. Wird in einem Brutbereich die
Temperatur zwischen 32°und 36 gehalten, so sind die gesamten Imagines beim
Schlupf normal entwickelt (Himmer 1927; Soose 1954, Seeley 1985). Unter-
schiedliche Temperaturen wahrend der Embryonalentwicklung haben sehr grof3en
Einfluss auf die Dauer der Entwicklung (Eskov 1981). Je warmer die Umgebungs-
temperatur der Embryonen, desto schneller vollzieht sich die Entwicklung des Em-
bryos. Selbst eine kurzzeitige Reduzierung der Temperatur schadet die Embryonen
irreversibel (Koeniger 1978, Himmer 1927). In jedem Bienenstock wird folgerichtig
die hochste Temperatur im Bereich der Brutzellen gemessen und dort von den
Bienen konstant auf diesem hohen Niveau gehalten (Himmer 1927a; Hess 1926;
Ritter 1982; Blaschon 1999).

Wahrend der gesamten Entwicklungszeit einer Honigbiene - vom Ei bis zur Puppe -
nimmt die Sterberate mit fallender Umgebungstemperatur zu (Koeniger 1978). Die
Schlupfrate der Honigbienen, die ihre pupale Entwicklungsphase in Inkubatoren bei
31° bis 36C uberlebten, liegen laut Groh et al. (2004) zwischen 89 und 100%.
Liegen die Temperaturen Uber oder unter diesem Bereich, so sinkt die Schlupfrate
drastisch, bis bei der untersten Temperaturgrenze von 28 bzw. Obergrenze von
38T keine Brut mehr aufgezogen werden kann.

Eigene Untersuchungen bestétigen diese friheren Ergebnisse und zeigen, dass die
Entwicklungsdauer der Bienenpuppen im Mittel

» 13 Tage bei einer Aufzuchtstemperatur von 32C
e 11 Tage bei einer Aufzuchtstemperatur von 35T
» 10 Tage bei einer Aufzuchtstemperatur von 36

betragen (nicht verdffentlichte Daten).
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Nach Rosenkranz bedarf die gedeckelte Brut in den ersten Entwicklungstagen kon-
stanter Temperatur. Kurzfristigen Temperaturerhhungen bis hin zu 45T fir 4
Stunden sind fur maximal 5% der Bienenbrut letal (Rosenkranz 1987). Nach Dauer-
einwirkungen auf die Brut durch Temperaturerh6hung steigt die Sterberate stark an
(Muralevskij 1933). Unterschreitet die Aufzuchtstemperatur 32C, so treten ver-
mehrt Missbildungen auf, insbesondere bei den Flugeln und dem Russel. Wird die
Brut dauerhaft unterhalb 28C ausgesetzt, so steigt die Sterberate Uber 50% an.
Uber einer Aufzuchtstemperatur von 36<C nimmt die S terberate ebenfalls stark zu.
Innerhalb der Brutregion schwankt die Temperatur weniger als 1<C Uber einen Tag
verteilt (Hess 1926, Himmer 1927). Suboptimale Brutnesttemperaturen konnen
auch dazu fuhren, dass eine schadigende Wirkung bestimmter Bienenkrankheiten
erhoht wird (Seeley 1985, Flores 1996). Laut Seeley reduziert Wéarme das
Infektionsrisiko, wahrend ein Kalteeinfluss Folgen in der verzégerten Entwicklungs-

zeit aufweist.

Zusammenfassend erscheint also die Aufrechterhaltung einer konstanten Brut-
temperatur fur den sicheren Fortbestand morphologisch voll ausgebildeter Bienen
fur die gesamte Kolonie von hochster Prioritat. Durch die Eroberung gemaRigter
Klimazonen und den dort herrschenden grof3en Temperaturschwankungen
erforderte die Notwendigkeit der exakten Sicherung konstanter Temperaturen
innerhalb des Brutnestes besondere Organisations- und Verhaltensweisen der
Honigbienengesellschaft. Schon vom Volk isolierte, eng aneinander gedrangte
~Bienenkluster* aus nur wenigen dutzend Einzelbienen versuchen ihre Temperatur
bei 35T (Cahill und Lustick 1976) zu halten. In diesem Zusammenhang besonders
auffallig ist die spezialisierte Verhaltensweise, die Arbeiterinnen im Brutnestbereich
bei ihrem Warmeverhalten (Kronenberg und Heller 1982, Esch 1997) zeigen. Diese
,Heizbienen* (Abbildung 3) regulieren die Bruttemperatur durch das Andricken
ihres aufgeheizten Thorax an die Brutdeckel sowie des Beheizen strategisch
verteilter leerer Brutzellen und sorgen so fur ausreichende und vor allem konstante
Warme im Brutbereich (Kleinhenz et al. 2003). So sind die Bienen in der Lage,
selbst bei extremen Bedingungen von minus 40C die Brutnesttemperatur im
optimalen Bereich von 32%36<C bei zuhalten (Winsto n 1987).
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Dass die Brutaufzuchtstemperatur einen Einfluss auf die Lern- und Gedachtnis-
leistung hat, zeigen Untersuchungen von Tautz et al. (2003). Arbeiterinnen, die im
Puppenstadium bei 32C aufgezogen wurden, zeigten bei der Ausfliihrung des
Schwanzeltanzes eine durchschnittlich geringere Anzahl an Tanzkreisen und
schlechtere Lern- und Gedachtnisleistungen bei der Durchfiihrung des Proboscis-
Extension Reflexes [PER] im Vergleich zu Bienen, die einer Bruttemperatur von
36T herangewachsen sind. Groh et al. (2004) konnten zeigen, dass synaptische
Verschaltungen in den Gehirnen adulter Bienen durch eine Temperaturkontrolle
des Brutnestes beeinflusst werden konnen. Die temperaturbedingten Effekte sind
orts- und modalitatsspezifisch, selbst bei benachbarten Gebieten des Mikro-
glomeruli-Calyx. Diese temperaturinduzierte Plastizitat innerhalb synaptischer Ver-
schaltungen konnte das Verhalten, oder den ausldsenden Moment verhaltens-
spezifischer Veranderungen oder beides bedingen.

Diese Einflisse der Temperatur auf das Verhalten von Einzelbienen und damit auf
das Funktionieren des Gesamtsystems wird die vorliegende Arbeit instrumentali-
sieren und in Hinblick auf einzelne Verhaltensweise, bei der vor allem auch das

Lernen ein grol3e Rolle spielen wird, néher untersuchen.

5.3 Lernen und Gedachtnis

Lernen fuhrt den Organismus unter Ausnutzung von Erfahrung zu einer Verhaltens-
anderung, die eine vollkommene Adaptation an wechselnde Umweltbedingungen
zum Ziel hat (Lindauer 1970). Dazu erforderlich ist eine Speicherung von
Informationen, ein Gedachtnis. Wie kann spezifische Information im zentralen
Nervensystem fur kirzere oder langere Zeit - ungestort durch den standigen
Einstrom anderer sensorischer Impulse - gespeichert, wie kann sie im passenden
Moment wieder abgerufen werden? Die wichtigste Auswahl beim Lernen ist die ge-
eignete Auswahl von Merkzeichen (,Coding“) und ihre sinnvolle Zuordnung zu
einem biologischen Ereignis (,Conditioning“). Dies erfordert zum einen logische

Instruktionen und zum anderen neue, organisierte Verschaltungen auf hoherer
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Ebene (Lindauer 1970). Welche Lernsignale ausgewahlt werden, ist eine fakulta-
tive, individuelle Angelegenheit, die innerhalb bestimmter Grenzen geschieht.
Erstellt man anhand der bendtigten Sammelflige eine Lernkurve, so wird deutlich,
dass bei Duft-Signalen lediglich ein Sammelflug notwendig ist, um ein Lernplateau
von 98% zu erreichen. Bei Farb-Signalen werden 3-5 Sammelflige bendétigt und bei
Muster-Signalen ist ein Lernprozess nach 20 Sammelfligen erfolgreich
abgeschlossen (Koltermann 1969; Menzel 1969; Wehner 1967; Wehner & Lindauer
1966, Wehner & Lindauer 1967). Diese Rangordnung gilt jedoch auch innerhalb der
Modalitatsbereiche (Kriston 1973). Von wichtiger Bedeutung ist die Farbe und Form
wahrend des Anfluges der Biene auf die Futterstelle (Opfinger 1931; Menzel 1967).
Bereits 1969 sprach Mazochin-Porshnyakov tber die Lernleistung der Honigbiene
von vernunftigem Handeln, von der ,Intelligenz der Bienen“. Wenn man die
Definition ,Intelligenz ist die Fahigkeit zur Erfassung und Herstellung von
Bedeutungen, Beziehungen und Sinnzusammenhangen® von Wenzl (1934)
zugrunde legt, so muss man Mazochin-Porshnyakov hier zustimmen. Rohracher
(1963) hingegen fordert von intelligentem Verhalten, dass bisherige Erfahrung fur
neue Aufgaben zu verwerten sei, was durch spatere Untersuchungen bewiesen
wurde (Wehner 1971; van Hateren et al. 1990; Menzel 1990; Srinivasan 1994;
Horridge und Zhang 1995; Menzel und Miller 1996; Wehner, 1997; Srinivasan und
Zhang 1998; Menzel und Giurfa 2001; Collett und Collett 2002; Tautz et al. 2003;
Giurfa 2003; Zhang und Srinivasan 2004).

Lindauer beschrieb 1970, dass die Lernprozesse bei der Honigbiene gut analysiert
werden koénnen, da bei diesen Insekten in gegebenen Situationen Schlisselreize
ein im genetischen Code fixiertes Handlungsprogramm abrufen. In der vor-
liegenden Arbeit werden in Kapitel 2 die Lern- und Gedachtnisleistungen als direkte
Ableitung der biologischen Notwendigkeit der effizienten Futtersuche der Honig-

biene Apis mellifera untersucht werden.
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6. Kapitel I:

Verhalten der Jungbienen im Bienenstock

22



Kapitel 1

6.1 Zusammenfassung

Die Aufzuchtsbedingungen der Bienenbrut werden in einem Bienenvolk sehr genau
kontrolliert. Von der Synthese des verwendeten Materials Gber den Bau der Zellen
bis hin zur genauen Futterzusammensetzung und der Aufzuchtstemperatur
investieren Bienen viele Ressourcen, um die Bedingungen, unter denen die Brut

aufgezogen wird, genau zu kontrollieren.

Eine stark Ressourcen beanspruchende Leistung ist dabei das Aufrechterhalten
eines sehr engen Temperaturfensters bei der Aufzucht der Jungbienen. In diesem
Kapitel wird aufgezeigt, dass die Aufzuchtstemperatur der Bienenpuppen als ein
essentieller Bestandteil der Soziophysiologie der ganzen Kolonie ein Faktor sein
kann, welcher das Tatigkeitsprofil der Innendienstbienen bestimmt und somit das
Verhaltensspektrum der zukinftigen Schwestern mitgestalten kann. Dazu wurden
Bienenpuppen in drei verschiedenen Temperaturbereichen (32° 35° und 36<C)

aufgezogen und nach dem Schlupf deren Verhalten nach einer Liste von
Verhaltensweisen regelméfig beobachtet und klassifiziert. Hierbei ergaben sich 9
Verhaltensweisen, bei denen ausreichend Beobachtungen fir eine statistische
Analyse gemacht werden konnten: Ruhen und laufen, sich selbst putzen, andere
Bienen putzen, geputzt werden, antennieren, Honigzellen inspizieren, an
Honigzellen nagen, Inspektion oder Futterung der Larven und Bearbeiten des
Wachses an Brutzellen. In einem weiteren Versuch wurden diese signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Temperaturgruppen untersucht. Dabei konnte eine
signifikante Verschiedenheit innerhalb der bewerteten Gruppen bei den Verhalten
.,sunen und laufen“, ,Honigzellen inspizieren®, ,Zellen inspizieren® und ,Wachs-

bearbeitung” festgestellt werden.
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6.2 Einleitung

Die Soziophysiologie eines eusozialen Honigbienenstaates wird hauptsachlich
durch die Kombination mehrerer biologischer Merkmale ermdéglicht. Die drei
wesentlichen Merkmale hierfir sind die Brutfihrsorge, das Zusammenleben
mehrerer Generationen und die Unterteilung in eine sterile Arbeiterinnenkaste und
eine fortpflanzungsaktive ,Koniginnen“-Kaste (Holldobler & Wilson 1994). Innerhalb
der Arbeiterinnenkaste findet man eine weitere Aufteilung von Arbeiten. Diese Ar-
beitsteilung wird als herrschende Aufspaltung von Arbeitsprozessen in ein fest
vorgelegtes Muster (Beshers et al. 2001) verstanden. Bei der bei den Honigbienen
vorzufindenden altersabhangigen Arbeitsteilung ist das wesentliche Merkmal der
kausale Zusammenhang zwischen dem Alter der Arbeiterinnen und den auszu-
fuhrenden Aufgaben. Wahrend junge Arbeiterinnen sich eher mit den anfallenden
Aufgaben innerhalb des Stockes befassen, sind die alteren Bienen eher mit den
Aufgaben aulRerhalb des Stockes beauftragt (Winston & Punnett 1982). Nach Oster
et al. 1978 unterscheidet man bei der Honigbiene vier Lebensabschnitte, die jeweils
gleichaltrige Arbeiterinnen umfassen und dieselben Arbeiten verrichten. Diese
Aufteilung der unterschiedlichen Verhaltensweisen wurde auf einer Grundlage einer
durchschnittlichen Lebenserwartung von 30 Tagen erhoben - wie die tatséachliche
Arbeitsverteilung langlebiger Bienen aussieht, ist noch nicht in allen Punkten geklart
(Lindauer 1952; Ribbands 1953; Seeley 1985). Bisherige Angaben Uber die ersten
Ausflige der Jungbienen finden laut Winston (1987) irgendwann innerhalb der
dritten bis siebten Lebenswoche statt. Entsprechend ihrem Alter sind unter-
schiedliche Verhaltensweisen bei den Honigbienen vorzufinden, die alters-
abhangige Arbeitsteilung (Ribbands 1953; Rdsch 1925; Seeley 1985; Winston
1987). In ihren ersten vier Lebenstagen sind die Jungbienen mit Zellsauberungen
sowohl im Brutbereich als auch im Nestzentrum beschaftigt. In den anschliel3enden
sieben Tagen sind diese Bienen im gesamten Nest mit Brut- und Koniginpflege,
Zellpraparation, Zellverdeckelung, ventilieren und heizen téatig. Der dritte Lebens-
abschnitt - vom 11ten bis zum 20sten Lebenstag - findet ebenfalls ausschliellich

im Stockinneren statt. Dabei sind die Nahrungsaufbereitung, -versorgung und -
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lagerung, der Zellbau, das Wachen am Stockeingang und das Entfernen toter
Bienen die zentralen Aufgaben. Der letzte Lebensabschnitt der Honigbienen findet
im Gegensatz zu den vorausgegangenen Abschnitten auch aul3erhalb des Stockes
statt. Dort sind die Bienen ab dem 18ten Lebenstag mit Orientierungsfliigen und
dem Suchen, Finden und Heimbringen von Nektar, Pollen, Propolis und Wasser be-
schaftigt.

Doch auch innerhalb dieser altersabhangigen Arbeitsteilung muss ein Bienenvolk
hochflexibel sein und auf wechselnde und sich verandernde Umweltfaktoren - wie
Witterung, Koloniegrof3e, Nahrungsvorrat, Feinde — reagieren kdonnen (Robinson
1992; Franks et al. 1994). Unterschiedliches Verhalten kann auch auf die
genetische Ausstattung der Bienen zurickgefuhrt werden (Arathi et al. 2001;
Calderone et al. 1991; Fewell et al. 2000; Page et al. 2000; Robinson et al. 1989).
Gezeigt wurde der genetische Einfluss hinsichtlich der gesammelten Produkte
(Fewell et al. 2000; Page et al. 2000), das Eintrittsalter der Sammelaktivitat (Ben-
Shahar et al. 2002; Calderone et al. 1988; Giray et al. 1994; Page et al. 1992;
Whitfield et al. 2003), das Hygieneverhalten (Arathi et al. 2001) und das spezifische
Verteidigungsverhalten (Giray et al. 2000; Guzman-Novoa et al. 2002; Guzman-
Novoa et al. 1994).

Neben einer genetischen Komponente kdnnen auch weitere angenommen werden,
um die zu beobachtende Plastizitit des Verhaltens von Bienensozietaten zu
erklaren. Die hier gezeigten Ergebnisse verdeutlichen, dass die Aufzucht von
Puppen bei unterschiedlichen Bruttemperaturen unterschiedliche Verhaltens-
praferenzen der geschliipften Stockbienen ausbilden kann. Damit wird aber nicht
nur eine weitere Moglichkeit der Bienen Uber die Kontrolle der Brutaufzuchts-
bedingungen Einfluss auf die Nachwuchsentwicklung zu nehmen beschrieben.
Dartber hinaus wird eine weitere Sicht auf die Selektionsexperimente, die zu
Stammen verschiedener Verhaltensweisen gefuhrt haben, nahe gelegt (Page et al.
1992; Robinson et al. 2000), da die dort gezeigten Selektionsmechanismen nicht
auf das letztlich zu beobachtende Verhalten als die Brutpflegetatigkeit wirken
kénnten und so erst nachfolgend die gezeigten gednderten Verhaltenspraferenzen

bewirkten.
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6.3 Material und Methoden

Aufzucht der temperierten Bienen

Die Aufzucht der verwendeten Bienen vollzog sich in zwei getrennten Abschnitten.
Der erste Abschnitt umfasst die Entwicklungsdauer der Honigbiene bis hin zur Préa-
puppe (verdeckelter Zustand) innerhalb ihres Bienenvolkes, wahrend der an-
schlieBende, zweite Abschnitt aul3erhalb des Nestes erfolgte. Ziel dieser rdumlich
voneinander getrennten Aufzuchten war die Gewabhrleistung kontrollierten Umwelt-
bedingungen, vor allem konstante Temperaturen bei der Puppenaufzucht. Um
solch gleichartige und auch gleich alte Bienen zu erhalten wurde die Koénigin (Apis
mellifera carnica) des entsprechenden Volkes durch ein Absperrgitter auf eine leere
Brutwabe innerhalb des Volkes gesperrt (Abbildung 4). Die dadurch ,erzwungene*
Eiablage innerhalb eines Zeitfensters auf eine leere Brutwabe fiihrt zu gleich alten
und unter vergleichbaren Umweltbedingungen gelegten Eiern.

Abspefrgitter

Abbildung 4: Draufsicht auf ein getffnetes Bienenvili mit eingesetztem Absperrgitter um eine Wabe.

Nach 24-stindiger Bestiftung wurde das Absperrgitter entfernt und die Waben
verblieben fur weitere 9 Tage im Volk. Direkt am Tag der Verdeckelung (Tag 10)
wurden die Waben in Inkubatoren (Memmert IPP 500) tberfihrt, wo sich die bereits
verdeckelten Bienenpuppen entsprechend bei 32° 35° oder 36 fur 13, 11 und 10

Tage zur Jungbiene weiter entwickelten. Am Schlupftag wurden von den drei
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Temperaturgruppen jeweils 100 Bienen bei Versuch | bzw. je 150 Bienen bei
Versuch Il individuell mit Opalithplattchen markiert und in ein Pflegevolk in einen
gemeinsamen Beobachtungsstock eingesetzt. Dort wurde bei beiden, zeitlich von-
einander getrennten Versuchen das Verhalten der markierten Bienen wahrend

ihren Stockinnentatigkeiten beobachtet.

Der Beobachtungsstock

Fir die Durchfihrung der Verhaltensbeobachtungen der Honigbienen bei den
.innentatigkeiten” ihrer ersten 21 Lebenstage wurde ein 2 Rahmen- Beobachtungs-
stock verwendet (Abbildung 5a). Auf beiden Plexiglas verkleideten Seiten des
Stockes wurde ein Raster aufgezeichnet, welches jede Seite in neun Spalten (A bis
| bzw. J bis R) und neun Reihen (jeweils 1 bis 9) einteilt- jede Beobachtungs-
stockseite besteht somit aus 81 Quadraten, die 5*5 cm grol3 sind. Die beobachteten
Verhaltensweisen wurden taglich (12:30Uhr) aufnotiert. Dazu wurden systematisch
beide Seiten des Stockes beginnend mit dem Quadrat Al bis hin zu R9 beobachtet
und alle sich darin befindlichen Bienen mit Opalithplattchen und deren Verhalten
notiert (Abbildung 5b).

Abbildung 5: (a) Beobachtungsstock und (b) individell markierte Biene wahrend des Versuches
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Die Tatigkeiten

Versuch I: Im ersten Versuch wurden die 40 in der folgenden Tabelle aufgeflhrten

Verhaltensweisen beobachtet.

Diese Liste der Tatigkeiten wurde aus Be-

obachtungen aller optisch unterscheidbaren Tatigkeiten generiert und als Grund-

lage des einzuordnenden Verhaltens im Experiment verwendet.

Tabelle 1: Verhaltenskatalog der Arbeiterinnen

# | Verhalten # | Verhalten
1 | Ruhen, laufen 21 | Hygieneverhalten
2 | Ventilieren 22 | Honig eintragen
3 | warmen 23 | Honigzelle inspizieren
4 | Schwanzeltanz 24 | Honigzelle verdeckeln
5 | Tanzverfolgung 25 | an Honigzelle nagen
6 | Leere Zelle oder Ei inspizieren 26 | Pollen in Zellen lagern
7 | sich selbst putzen 27 | Zelle mit Pollen gefullt inspizieren
8 | andere Arbeiterin putzen 28 | Wachsbearbeitung an Honig- oder
Pollenzellen
9 | geputzt werden 29 | Einflug, Sammeln von Pollen
10 | Antennieren mit Arbeiterin 30 | am Pollenhéschen einer Arbeiterin nagen
11 | geflttert werden 31 | Brut verdeckeln
12 | andere Arbeiterin futtern 32 | Inspektion oder Fitterung der Larve
13 | um Futter betteln 33 | Verdeckelung der Brut entfernen
14 | um Futter angebettelt werden 34 | Bearbeiten des Wachses an Brutzellen
15 | Ziel von Inspektion 35 | Wabenbau
16 | Ziel von Aggression 36 | Konigin betrillern
17 | Aggression gegenlber Bienen 37 | Futtern der Konigin
18 Ein- oder Ausfliegen, Sammel- 38 | Antennieren mit Konigin
aktivitat
19 | tote Biene entfernen 39 | Aggression gegeniber der Konigin
20 | Wachen am Eingang des Stocks 40 | Putzen der Konigin
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Versuch II: Im zweiten Versuch wurden lediglich die Verhaltensweisen beobachtet
und aufnotiert, die im ersten Versuch einen Erwartungswert gréRer 5 aufwiesen.

Dazu zahlen

* ruhen und laufen (1)

» sich selbst putzen (7)

* andere Arbeiterin putzen (8)

* geputzt werden (9)

e antennieren (10)

» Honigzellen inspizieren (23)

* an Honigzellen nagen (25)

* Inspektion oder Ftterung der Larve (32)

» Bearbeiten des Wachses an Brutzellen (34)
Diese neun Verhaltensweisen wurden fur die folgenden drei Wochen téaglich

beobachtet und aufnotiert und die gewonnenen Daten beider Versuche mittels
Chi?- Tests statistisch ausgewertet (Statistica 6.0).
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6.4 Ergebnisse

Versuch I:

Im ersten Schritt wurden die Haufigkeiten innerhalb der drei Temperaturgruppen
gezahlt und fur alle beobachteten Verhaltensweisen gegenubergestellt. Es wurde
unterschieden zwischen den tatsachlichen beobachteten Tieren einer Verhaltens-
weise und der erwarteten Verteilung aus den Anteilen der im gesamten Experiment

beobachteten Tiere als Nullhypothese.

Tabelle 2: Kreuztabelle mit erwarteter und tatsachicher Anzahl der einzelnen Verhaltensweisen bei den

drei Temperaturgruppen in Versuch I.

Verhalten Temperaturgruppe b
32°C 35°C 36°C
Am Pollenhéschen [beobachtet 0 1 0 1
einer Arbeiterin nagenjerwartet 0,6 0,3 0,1
L beobachtet 3 0 0 3
Arbeiterin flttern erwartet 1.8 0.9 0.3
Honig eintragen beobachtet 21 7 0 28
erwartet 17 8,4 2,6
Honigzelle verdeckeln beobachtet 2 0 0 2
erwartet 1,2 0,6 0,2
R . beobachtet 1 0 0 1
Konigin antennieren erwartet 0.6 0.3 01
e . beobachtet 6 1 0 7
Kdnigin betrillern erwartet 4.2 21 0.7
o beobachtet 1 0 0 1
e W erwartet 0,6 0,3 0,1
Konigin putzen beobachtet 2 0 0 2
erwartet 1,2 0,6 0,2
Larven inspizieren beobachtet 103 40 13 156
erwartet 94,5 47 14,5
Pollensammeln beobachtet 2 1 0 3
erwartet 1,8 0,9 0,3
L beobachtet 1 0 0 1
Pollenzelle inspizieren erwartet 0.6 0.3 0.1
beobachtet 1606 705 208 2519
Ruhen, laufen | et 15256 758,8 234.6
Schwinzeltanz beobachtet 5 3 3 11
erwartet 6,7 3,3 1
Tanzverfolgung beobachtet 4 8 2 14
erwartet 8,5 4,2 1,3
Ventilieren beobachtet 11 17 4 32
erwartet 194 9,6 3
Wachsbearbeitung anjbeobachtet 107 64 29 200
Brutzellen erwartet 121,1 60,2 18,6
beobachtet 582 298 92 972

Zelle inspizieren

erwartet 588,7 292,8 90,5 30
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: . beobachtet 1 0 0 1
Aggression zu Biene erwartet 0.6 0.3 0.1
an Honigzelle nagen beobachtet 75 23 6 104
erwartet 63 31,3 9,7
andere putzen beobachtet 44 34 14 92
erwartet 55,7 27,7 8,6
angebettelt werden beobachtet 8 11 5 24
erwartet 14,5 7,2 2,2
antennieren beobachtet 147 86 37 270
erwartet 163,5 81,3 25,2
beobachtet 25 14 4 43
- erwartet 26 13 4
beobachtet 15 31 12 58
geputztwerden | et 351 17,5 5.4
Honigzellen beobachtet 404 185 14 603
inspizieren erwartet 365,2 181,6 56,2
selbst putzen beobachtet 402 248 102 752
erwartet 455,4 226,5 70
. beobachtet 3 3 0 6
warmen erwartet 3,6 1,8 0,6
Summe 3589 1785 552 5926 *

* die nicht in der Tabelle aufgelisteten Verhaltensweisen konnten wahrend des Ver-
suches nicht gesehen und registriert werden [15, 16, 18, 19, 20, 21, 26, 28, 31, 33,

35, 39]

Insgesamt wiirde sich eine signifikante Abweichung (Chi*-Test) von der Null-

hypothese ergeben, wurde jedoch kontrovers diskutiert werden, da viele Ver-

haltensgruppen einen erwarteten Wert unter 5 aufweisen. Daher wurde nach-

folgend fir jede Verhaltensweise berechnet, ob sich ein Temperatureffekt ergibt,

wenn man sie der Summe aller anderen Verhaltensweisen gegenuberstellt. Giltige

Tests mit einem Erwartungswert Uber 5 ergaben sich demnach bei folgenden Ver-

haltensweisen:

* Verhalten 1:
* Verhalten 7:
* Verhalten 8:
* Verhalten 9:
* Verhalten 10:
* Verhalten 23:
* Verhalten 25:

ruhen und laufen

sich putzen

andere putzen

geputzt werden
antennieren
Honigzellen inspizieren

an Honigzellen nagen

p< 0,0030
p< 0,0001
p< 0,0240
p< 0,0891
p< 0,0190
p< 0,0001
p< 0,0490
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* Verhalten 32: Inspektion oder Fitterung der Larven p< 0,0364
* Verhalten 34: Wachsbearbeitung an Brutzellen p< 0,0190
Versuch Il

Auch im zweiten Versuch wurde fir jede Verhaltensweise berechnet, ob sich ein
Temperatureffekt ergibt, wenn man sie der Summe aller anderen Verhaltensweisen
gegenuberstellt. Nun wurden lediglich die Verhaltensweisen untersucht, die einen
Erwartungswert > 5 aus dem Versuch | gezeigt haben. Insgesamt ergab sich ein
signifikant gesicherter Unterschied aller Verhaltenshaufigkeiten mit einem Er-
wartungswert > 5 mit 56,51, p< 0,0005 (Chi? Test). Bei den Verhalten ,andere
putzen und ,geputzt werden* wurde in diesem Versuch der Erwartungswert nicht
erreicht (<5). Der nun errechnete Wert (ohne die Verhalten ,andere putzen“ und
,geputzt werden®) ist Chi2= 48,7 und p< 0,0005, es gibt also immer noch global
einen gesicherten Unterschied der einzelnen Verhaltensweisen jeweils gegen den
Rest der Registrierungen. Gultige Tests mit einem Erwartungswert Gber 5 ergaben

sich bei folgenden Verhaltensweisen:

e Verhalten 1: ruhen und laufen p<0,003
* Verhalten 2: sich putzen p<0,681 ns
* Verhalten 3: antennieren p<0,118 ns
* Verhalten 4: Larven inspizieren p<0,849 ns
* Verhalten 5: Honigzellen inspizieren  p<0,005
* Verhalten 6: Zellen inspizieren* p<0,011
* Verhalten 7: Wachsbearbeitung p<0,002
* Verhalten 8: an Honigzellen nagen p<0,540 ns

* dieses Verhalten wurde im zweiten Versuch bewertet, trotz des Erwartungswertes
< 5 im ersten Versuch. Verhalten 9 ,andere putzen“ und Verhalten 10 ,geputzt
werden” zeigten hingegen innerhalb dieses zweiten Versuches einen Erwartungs-

wert < 5 und lieferten somit keine gultigen Testergebnisse. Fir die Verhaltens-
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weisen ,ruhen und laufen®, ,Honigzellen inspizieren®, ,Zellen inspizieren* und
~Wachsbearbeitung” die Nullhypothese ablehnen, diese Verhaltensweisen

unterscheiden sich signifikant in den drei Temperaturgruppen voneinander.
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6.5 Diskussion

Die Arbeiten von Tautz et. al (2003) und Groh et. al (2004) haben bereits gezeigt,
dass das Verhalten der Honigbienen nicht ausschlielich durch deren Gene,
sondern auch durch die Brutentwicklung mitbestimmt werden kann. Diese Studien
zeigen einen Zusammenhang zwischen Puppenaufzucht und Entwicklung
verschiedener Gehirnbereiche (Groh et. al 2004) sowie der Sammeleigenschaften
der Honigbienen (Tautz et. al 2003) mit der gewdahlten Aufzuchtstemperatur der
Bienenpuppen. In diesem Versuch stellte sich die Frage, ob die Bruttemperatur
wahrend der Puppenphase einen Einfluss auf einzelne Verhaltensweisen der
Bienen in ihren ersten drei Lebensabschnitten haben kdnnte. Bestehen Lern- und
Gedachtnisunterschiede der 32T Bienen wie aus den Untersuchungen von Groh
und Tautz gezeigt wurden auch bei der Ausfuhrung der verschiedenen Stock-

aktivitaten?

Bei den beobachteten Verhaltensweisen ist im Verlauf der Datenerfassung eine
bestéandige Minderung der Anzahl zu verzeichnen. Der generelle Rickgang an
gezeigten Verhaltensweisen lasst sich auf Abnahme der Bienenanzahl zuriick-
fuhren, da weniger Bienen auch weniger Verhaltensbeobachtungen generieren. Die
36T-Bienen sind von diesem generellen Rickgang der Verhaltensweisen starker
betroffen, als die beiden anderen Gruppen. Dieser Rickgang zeigt sich besonders
deutlich bei den Verhaltensweisen ,Larven inspizieren“, ,Wachsbearbeitung an
Brutzellen* und ,an Honigzellen nagen®“. Wahrend, nach einer stock-bedingten
kurzen Periode ohne Brut, die 32T und die 35C- Gr uppen ihre Verhaltensweisen
,Larven inspizieren“ und ,an Honigzellen nagen“ nach sieben bzw. zehn Tagen
wieder etablieren, zeigt die 36°C-Gruppe diese Verh altensweisen auch spater bis
zum Ende des Beobachtungszeitraumes nicht mehr. Die H&aufigkeit dieser Ver-
haltensweisen unterscheidet sich im Vergleich samtlicher Gruppen untereinander
nicht signifikant. Auch die Haufigkeit des Verhalten ,an Honigzellen nagen“ der
32C- und die 35T-Bienen ist nicht signifikant ver schieden. Die Aufzuchts-
temperatur hat auf diese Verhaltensweisen keine Auswirkung.
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Die beiden Verhaltensweisen ,Honigzellen inspizieren® und ,Zellen inspizieren®
unterscheiden sich hoch signifikant bei den drei Temperaturgruppen. Wéahrend bei
den 36C-Bienen die Haufigkeit dieser Verhaltensweisen stetig abnahmen und
nach zwei Wochen nicht mehr registriert werden konnte, zeigten die 32€C- und die
35C-Bienen diese beiden Verhaltensweisen signifika nt haufiger.

Bei den Verhaltensweisen ,ruhen und laufen®, ,sich putzen* und ,antennieren® ist
festzustellen, dass sich die 36T-Biene prozentual stetig weniger beteiligten.
»,Ruhen und laufen” wurde signifikant weniger bei der 36°C Gruppe gezeigt als bei
den beiden anderen Gruppen. Die altersunabhangigen Tatigkeiten ,ruhen und
laufen*, ,sich putzen* und ,antennieren“ nehmen im Vergleich zu den Brutflirsorge-
und den Nahrungsbevorratungsverhalten, die alters- und situationsabhangig sind,
zeitlich nicht so stark ab. Es kdnnte sein, dass die 36<C-Bienen sich zum einen an
Notsituationen besser bzw. schneller anpassen und zum anderen ist gerade durch
ihre verschiedene Aufzuchtstemperatur unterschiedliches Verhalten generiert wor-
den. Diese Tiere sind bereits im jungen Alter zu den eigentlich fur &ltere Bienen vor-
gesehenen Tatigkeiten befahigt, unabhangig der Notsituationen. Sie sind vielleicht
deswegen nicht mehr innerhalb des Stockes zu finden, da sie sich aul3erhalb des
Nests aufhalten. Diesem Hinweis wird im weiteren Verlauf der Arbeit mittels eines

RFID-Versuches gezielt nachgegangen werden.

Im ersten Versuch unterscheiden sich die Temperaturbienen-Gruppen in den Ver-
haltensweisen 1, 7, 8, 9, 10, 23, 25, 32 und 34 signifikant voneinander, wahrend im
zweiten Versuch vier von neun beobachteten Verhaltensweisen signifikant ver-
schieden bei den drei Temperaturgruppen waren. Dazu zahlen ,ruhen und laufen®,
~Honigzellen inspizieren®, ,Zellen inspizieren“ und ,Wachsbearbeitung“. Zusammen-
fassend ist feststellen, dass die 36TC-Bienen sich bei 44,45% der Verhaltensweisen
signifikant von den 32TC- bzw. 35T-Bienen in Versu ch Il unterscheiden. Die 32TC-
Bienen unterscheiden sich von den 35T-Bienen dageg en kaum. Diese Ergebnisse
stimmen mit einer friheren Untersuchung von Tautz et al. (2003) Uberein. Mit
Aufnahme der Fouragieraktivitdt wurde ein Verhaltensunterschied bei den so
genannten ,Temperaturbienen® bemerkbar. Die bei kalteren Temperaturen auf-

gezogenen Bienen zeigten weniger intensive Schwanzeltanze mit weniger
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Umlaufen als die bei 36TC aufgezogenen Bienen. In unserem Versuch konnten wir
einen friheren Ubergang der 36T-Bienen zum Fouragierverhalten feststellen.
diese Tiere konnten dadurch ein gréReres Erfahrungsgut als Sammlerinnen be-

sitzen und somit prazisere Tanze ausfihren.

Eine mdogliche Erklarung dafur, dass ,warm" aufgezogene Bienen sich sehr frih zur
Sammelbiene entwickeln, konnte mit der besonderen Empfindlichkeit flr niedrige
Temperaturen wahrend der Verpuppungszeit zusammenhéngen, weil in dieser
Phase das Nervensystem komplett umstrukturiert wird. Eine Unterkihlung in dieser
Periode konnte die Nervenentwicklung negativ beeinflussen — mit Konsequenzen
fur den Lebenslauf der betroffenen Biene: Da ihr bestimmte fur die Nahrungssuche
notwendige Hdochstleistungen des Nervensystems fehlen, wird sie ihr Leben mit
Hausarbeit verbringen - Ausflige sind kligeren Bienen aus warmerer Aufzucht
vorbehalten. Es zeigte sich, dass die ,warmen® Bienen bereits in der zweiten
Lebenswoche als Sammlerinnen tatig sind, wahrend die ,kalten” Bienen erst in der
2- bis 3 Woche Auf3endiensttatigkeiten leisten. Die ,warmen“ Bienen sind wahr-
scheinlich gerade in den ersten beiden Lebenswochen sehr gute ,Lerner* und
.Lehrer®. Die hohe Temperatur wéhrend ihres Puppenstatiums geht vielleicht einher
mit verfrihter Altersdemenz. Zum anderen kdnnen durch gezieltes Aufziehen von
32° 35° oder 36C Brut bestimmte Verhaltensweisen nachgezogen werden. Eine
These, deren experimentelle Uberpriifung noch aussteht.

Bei der Bewertung stellt der friihzeitige Beginn der 36T Bienen in ihrer
Sammlertatigkeit ein rechnerisches Problem dar. Vielleicht sind gerade deswegen
Unterschiede in den Stockinnendienst-Aktivitaten zu finden, weil diese Bienen diese
Arbeiten in einem anderen Rhythmus durchlaufen als ihre Schwestern, die ihre
Puppenzeit in anderen Temperaturbereichen durchlebten. Vorsicht ist auch
geboten in Hinsicht der Unabhangigkeit der Aktivitaten, die die Statistik hier vorgibt:
einige Bienen konnten "spezialisiert” auf einzelne Arbeiten sein. Es wird daher
nichts dbrig bleiben, als diese Versuche, die die Aufteilung der Verhaltensweisen
der Arbeitsbienen in noch nicht ausreichender Weise aufzeigen, durch mehrmaliges

Wiederholen in den kommenden Jahren zu verifizieren.
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7. Kapitel Il

“Delay matching to sample” Experimente:

zeitverzogerter Musterabgleich bei  Apis mellifera
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7.1 Zusammenfassung

In diesen Versuchsreihen wurde mit Hilfe des DMTS- Paradigma die Flexibilitat und
Plastizitdt des Kurzzeitgedachtnisses der Honigbiene Apis mellifera untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Leistung der Versuchstiere nachlasst, wenn sich die
Dauer zwischen dem Sehen eines Beispielmusters und der Prasentation der
Muster, aus denen die Biene eines auswahlen muss, vergrof3ert. Diese Zunahme
lasst sich mit einer exponentiellen Funktion beschreiben. Die Leistung ist signifikant
besser als eine zufallige Auswahl - selbst wenn die Zeitspanne zwischen den
Musterprasentationen mehr als 5 Sekunden betragt. Erst ab einer mittleren Ver-
zbgerungszeit von 8,68 = 0,06 Sekunden ist die Leistung bei Bienen zufallig.
Weiterhin ist festzustellen, dass Bienen trainiert werden koénnen, aus zwei
verschiedenen Mustern bei einer spateren Auswahl das ,richtige* auszuwahlen -
wenn das ,richtige* an einer bestimmten Stelle fixiert ist oder es stets in einer be-
stimmten Reihenfolge - immer als erstes oder immer als zweites - prasentiert wird.
Diese Bienen kénnen das Erlernte generalisieren und auf andere noch nie
gesehene Versuchssituationen Ubertragen, was auf das ausgesprochen robuste
und auch plastische Kurzzeitgedachtnis der Honigbiene Apis mellifera schlie3en

lasst.
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7.2 Einleitung

Eine der wichtigsten Fahigkeiten der Honigbiene ist die Blutenerkennung anhand
Farbe, Form und Geruch (Kevan & Baker 1983). Bereits 1793 postulierte Sprengel,
dass die Bluten der Insekten wegen gefarbt sind und 1914 zeigte Karl von Frisch
durch Dressurversuche an der Honigbiene, dass sie bestimmte Farben von
beliebigen Graustufen unterscheiden kénnen und diese Farben mit dem
Vorhandensein von Futter assoziieren (Dettner & Petos 1999). Einige Bllten-
bestdauber haben angeborenen Praferenzen fur bestimmte Farben (Lunau & Maier
1995), die den naiven Bienen bei den ersten Sammelfligen bei der Bluten-
erkennung helfen (Giurfa et al. 1995). Sehr rasch muss jede Bienen sicher er-
kennen kdnnen, ob es sich bei dem anfliegenden Objekt auch tatsachlich um eine
Blite handelt. Doch wie erkennen die Bienen die Bliten, d.h. die verschiedenen

Farben?

Eine Honigbiene ist in der Lage, noch nie gesehene Muster anhand deren
verschiedener Eigenschaften, wie Farbe, Ausrichtung oder Symmetrie zu
abstrahieren und sie zur Unterscheidung von Stimuli zu verwenden (Wehner 1971;
van Hateren et al. 1990; Horridge & Zhang 1995). Wie wir Menschen erleben
Bienen optische Eindrucke (Srinivasan, et al. 1987; van Hateren et al. 1990). Sie
sind in der Lage, Symbole als GesetzmaRigkeiten bei der Navigation in Labyrinthen
zu benutzen und diese Gesetze auch zu lUbertragen (Zhang et al. 1996; Zhang et
al. 1999). Neuere Studien zeigen, dass Honigbienen neben Affen, Tauben und an-
deren Vertebraten (Herman et al. 1974; Zentall & Hogan 1978; D'Amato et al. 1985;
Holmes 1979) befahigt sind, Aufgaben mit verzégertem Musterabgleich (delayed
matching-to-sample tasks [DMTS] durchzufihren und das Prinzip der ,Muster-
gleichheit* bzw. ,Musterverschiedenheit” Gbertragen zu kénnen (Giurfa et al. 2001).

Die Honigbiene verdeutlicht, dass selbst Tiere mit einem relativ einfachen

Nervensystem essentielle Elemente komplexen Verhaltens aufzeigen. Das DMTS

Paradigma wurde bereits 1959 von D.S. Blough eingefihrt zur Untersuchung des
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Erinnerungsvermogens Uber relativ kurze Zeitabstdnde bei Tieren. Dem
Versuchstier wird ein Muster, sei es ein Farb- und/oder ein Formmuster prasentiert,
welches zeitverzdgert unter einer Auswahl ahnlicher Muster wieder erkannt werden
soll. Die Fahigkeit des Lernens bei Wiederholungen fiihrt zu Leistungssteigerungen
bei der Honigbiene. Dadurch dass verschiedene Muster zufallig in den einzelnen
Versuchen abwechseln, wird die Information hdchst wahrscheinlich als brauchbare
Erinnerung gespeichert (Roitblat 1987). Das Erinnerungsvermodgen der Tiere an
gesehene, registrierte und erlernte Formen und Farben bedeutet das Langzeit-

gedachtnis zu gebrauchen und letztendlich eine Entscheidung zu treffen.
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7.3 Material und Methoden

Die folgenden drei Experimente wurden in der National University's Research
School of Biological Sciences in Canberra/ Australien in einem Gewachshaus
durchgefuhrt. Dort ist eine computergesteuerte Temperaturregulierung in einem
Bereich von 24 + 5C wahrend des Tages und 17 + 3C bei Nacht mdglich. Der dort
aufgestellte Bienenstock verfugte Uber zwei Ein- bzw. Ausgang; der eine ermadglicht
es den Bienen innerhalb des Gewachshauses zu fouragieren, der andere fuhrte ins
Freie. Im Gewachshaus wurden die Bienen mit Zuckerwasser an aufgestellten
Feedern gefittert. Fur die Experimente wurden jeweils 15-20 individuell markierte
Bienen durch einen Tunnel mit einer angeschlossener Entscheidungskammer
dressiert, wahrend des Trainings wurde der Feeder schrittweise (ca. 20cm in
10min) vom Tunneleingang bis hin zur Entscheidungskammer verrickt (Abbildung
6). Die Bienen mussten durch diesen Tunnel fliegen und am Ende eine
Entscheidung treffen, bei der richtigen Entscheidung wurden sie durch Zucker-
wasser im anschlieBenden Zylinder belohnt. Die individuell markierten Bienen
flogen regelmaRig zwischen dem Versuchsaufbau und ihrem Beobachtungsstock

mit durchschnittlich 1,39 Fliigen je funf Minuten.

Abbildung 6: Training der individuell markierten Bi enen zum Feeder
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Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau besteht aus einem Tunnel und einer Entscheidungskammer.
Dieser Tunnel wurde zusammengesetzt aus mehreren Einzelstiicken, wobei jedes
2,4m lang, 22,5cm breit und 21,5cm hoch ist.

Eingang _
X Entscheidungskammer

Beispielmuster

Abbildung 7: Schematischer Darstellung des Versuclasifbaus in Versuch 1

Somit konnte die Tunnellange variabel eingestellt werden. Die zu unterscheidenden
Muster wurden im Tunnel bei d1 und d2 platziert. Dazu wurde eine Querwand mit
einem zentrierten Loch, durch welches die Bienen fliegen mussten in den Tunnel
eingelassen. Das hintere Ende des Tunnels mindet in ein dreiteiliges Zylinder-
labyrinth, jeder mit einem Durchmesser von 22,5cm und einer H6he von 25cm,
abgedeckt mit einer transparenten Plexiglasplatte. Der erste Zylinder (die Ent-
scheidungskammer) besitzt neben dem Einflugloch - vom Tunnel kommend - zwei
weitere Ausfluglécher, jeweils mit einem Durchmesser von 4cm in einer Hohe von
12,5cm positioniert. An beiden Ausgangen wurde eines der Musterpaare so
angebracht, dass ein 18cm Durchmesser grof3es Muster zentrisch um ein Aus-
flugloch geklebt wurde - die Versuchsbienen mussten durch dieses Muster hindurch
fliegen, um den néchsten Zylinder zu erreichen (Abbildung 7). Die Bienen wurden
darauf dressiert, eine Ubereinstimmung des im Tunnel prasentierten Musters
(=Beispielmuster) mit einem der beiden Muster in der Entscheidungskammer zu
treffen. Dies bedeutet, dass eine Biene nur dann eine Belohnung erhalt, wenn sie
das Muster in der Entscheidungskammer auswahlt, welches ihr auch im Tunnel
bereits prasentiert wurde. Entscheidet sie sich fir das ,falsche” Muster in der Ent-
scheidungskammer, so findet sie in dem angeschlossenen Zylinder keinen Feeder

mit Zuckerlosung.
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Diese Aufgabenstellung stellt daher eine verzdgerte Mustervergleichsaufgabe
(delayed-matching to sample [DMTS] task) dar. Wenn eine Biene bei dieser
Aufgabenstellung die richtige Entscheidung fallt, dann fliegt sie in den an-
geschlossenen Zylinder, indem ein Feeder geflllt mit Zuckerwasser auf sie wartet -
sie erhalt eine Belohnung. Da dieser Zylinder nur ein Einflugloch besitzt, wird sie
nach Beendigung des Trinkens aus dem Zylinder befreit, indem die
Plexiglasabdeckung getffnet wird. Bienen, die eine falsche Entscheidung getroffen
haben, erreichten einen leeren Zylinder. Sie wurden ebenfalls durch Offnen der
Plexiglasdecke befreit, sodass sie erneut zum Tunneleingang fliegen und in der
Entscheidungskammer eine Entscheidung treffen kdnnen.

Training und Versuche

Fur diese Versuchsreihe wurden drei Einzelversuche durchgefihrt. In Versuch 1
wurde untersucht, fur welche Zeitspanne die gesehenen Muster im Kurz-
zeitgedachtnis gespeichert werden kénnen. Dazu wurde den Versuchsbienen ein
Beispielmuster innerhalb des Tunnels prasentiert, wahrend sie anschliel3end in der
Entscheidungskammer dasselbe und ein zweites Vergleichsmuster antraf und sich
fur eines der beiden entscheiden musste. Wie lange die Versuchsbiene das im
Tunnel gesehene Beispielmuster im Gedachtnis behalten musste, hangt von der
Entfernung dieses Musters von der Entscheidungskammer ab. Je entfernter das
Beispielmuster von der Entscheidungskammer positioniert, desto langer muss die
Biene das gesehene Muster im Kurzzeitgedachtnis speichern. Wahrend des Ver-
suches wurde das Beispielmuster in verschiedenen Positionen im Tunnel
prasentiert, um so herauszufinden, wie lange das Kurzzeitgedachtnis der Biene bei
ihrer Entscheidungsfindung zur Verfugung steht. In Versuch 2 wurde das
Beispielmuster an einer definierten Position im Tunnel installiert. Zusatzlich wurde
ein zweites Muster im Tunnel positioniert, entweder davor oder dahinter. Somit
mussten die Bienen schon im Tunnel ein Muster als das ,richtige” und eines als das
Jfalsche* Muster einstufen. Diese Einstufung konnte auch nicht in der gesehenen
Reihenfolge - das richtige stets zuerst oder das falsche Muster immer zuerst -

erfolgen. Mit diesem Versuch sollte herausgefunden werden, ob die Versuchstiere
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das Beispielmuster, welches immer an derselben Stelle im Tunnel vorgefunden
wird als ,richtiges Muster” bei ihrer Entscheidung in der Entscheidungskammer
verwenden und somit das zweite zusatzliche Muster immer ignorieren. Im dritten
Versuch wurden ebenfalls zwei Muster hintereinander im Tunnel prasentiert.
Dadurch sollte untersucht werden, ob Bienen ein Stimulivergleich abstimmen
konnen, indem sie immer denselben Stimulus - den ersten oder den zweiten - als
Beispielmuster bei der Entscheidung in der Entscheidungskammer verwenden. Alle

drei Tests wurden mit neuen, noch unerfahrenen Bienen durchgefihrt.

Versuch 1: Wie lange kénnen Bienen ein Muster im Kurzzeitgedachtnis speichern?

Das verwendete Muster war ein blauweild gestreiftes, 18*18cm gro3es Quadrat mit
einem zentrischen Loch (3cm @). Die Streifenmuster war entweder 35° oder 145°
geneigt. Diese beiden Madoglichkeiten wurden abwechselnd (20min Rhythmus)
verwendet. Die Flugfrequenz der Bienen betrug durchschnittlich 6 Besuche pro
Block. Jedes der im Tunnel angebrachten Beispielmuster war mit einem der beiden
Vergleichsmuster in der Entscheidungskammer identisch. Die Position der beiden
Vergleichsmuster wurde im Abstand von 10min gewechselt. Dieses Verfahren
zwingt die Bienen, die Muster in der Entscheidungskammer zu betrachten und nicht
deren Position zu erlernen. In diesem Versuch war der Tunnel bei funf der
verwendeten Distanzen 480cm lang und wurde fir die letzten beiden Distanzen
verlangert auf 720cm. Wahrend des Trainings wurde das Beispielmuster im Tunnel
25cm entfernt von der Entscheidungskammer positioniert - die Versuchsbienen
mussten lernen, 455cm durch den Tunnel zu fliegen bis sie auf das Beispielmuster
trafen, dort hindurch zu fliegen und dann weitere 25cm bis zur Entscheidungs-
kammer zu fliegen, wo sie zwei Muster vorfinden. Sollten sie sich hier fur das
bereits im Tunnel gesehene Beispielmuster entscheiden, so wurden sie nach
Durchfliegen dieses Musters in dem angeschlossenen Zylinder durch einen Zucker-
wasserfeeder belohnt. Nach einer Trainingszeit von zwei Tagen hatten die

Versuchstiere eine ausreichende Lernerfahrung. Wahrend des Versuches wurde
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das Beispielmuster systematisch von der bereits erlernten und 25cm entfernten
Position verandert. Der Abstand zwischen dem Beispielmuster und dem Eingang
der Entscheidungskammer wurde folglich kontinuierlich vergréf3ert - von 25cm tber
75cm, 125cm, 175cm, 374cm, 475cm bis hin zu 575cm. Bevor die Tiere bei einer
neuen Distanz getestet wurden, wurde ihr Entscheidungsverhalten fur zwei weitere

Blocke bei 25cm gepriift.

Versuch 2: Kénnen Bienen eine erlernte DMTS-Aufgabe auch dann ausfiihren,
wenn ihnen zusatzlich zu dem Beispielmuster im Tunnel ein weiteres Muster

prasentiert wird?

Wie im vorausgegangenen Versuch wurden die Bienen auf eine DMTS-Aufgabe mit
einem Beispielmuster im Tunnel trainiert. Dieses Muster wurde immer 120cm von
der Entscheidungskammer entfernt installiert (Abbildung 8). Zusatzlich wurde im

Tunnel ein zweites Muster prasentiert.

«— 120cm —— 120cm —*
Eingang _
X Entscheidungskammer
/ Beispielmuster \
falsches Muster 1 falsches Muster 2

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchatbaus in Versuch 2

Das zweite Muster (im Folgenden als das falsche Muster bezeichnet [fM]) wurde
alternativ in einer Entfernung von 170cm (fM1) oder 50cm (fM2) zur
Entscheidungskammer prasentiert. Um dort die richtige Entscheidung zu treffen,
mussten die Bienen das Beispielmuster als Landmarke im Gedachtnis abspeichern,

wahrend sie das andere Muster im Tunnel ignorieren sollten.
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Versuch 3: Konnen Bienen von zwei aufeinander folgende Mustern im Tunnel
lernen, welches das richtige von zwei in der Entscheidungskammer préasentierten

Mustern ist?

In diesem Versuch wurden die Testbienen darauf trainiert, immer zwei Muster im

Tunnel vorzufinden, die 50cm voneinander entfernt sind (Abbildung 9, Abstand b).

—— g ——F¢ ph Fe— c —
Eingan
gang ( Entscheidungskammer

Beispielmuster 1 Beispielmuster 2

S
\ 4

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchaébaus in Versuch 3

Sowohl das Beispiel- als auch das Alternativmuster waren blauweild gestreift mit
einer Ausrichtung von 45° oder 135°% was der spiege Ibildlichen Ausrichtung
entspricht. Auch hier stellte das Beispielmuster das ,richtige” Muster dar und das
Alternativmuster das ,Falsche®, fur welches sie sich nicht in der Ent-
scheidungskammer entscheiden sollten. Wahrend des Trainings wurden die Posi-
tionen beider Muster nach jedem Block veréndert, ihre relative Lage zueinander
und die Reihenfolge aber beibehalten. Im ersten Teilversuch wurden die Tiere
darauf dressiert, dass immer das zuerst gesehene Muster im Tunnel das ,richtige”
darstellt und bei der Entscheidung fur dieses Muster eine Belohnung wartet. Das
als zweites im Tunnel prasentierte Muster stellte hier also immer das ,Falsche” dar
und die Bienen mussten lernen, dieses zu ignorieren oder aber zu lernen, dass

dieses Muster mit einer Negativerfahrung korreliert.

Im Teilversuch zwei war die Lernbedingung genau umgekehrt. Das von den Bienen
beim Durchfliegen des Tunnels als erstes gesehene Muster war nun immer das
Jfalsche” und somit das unbelohnte Muster; das im Tunnel als zweites prasentierte
Muster stellte jetzt immer das ,richtige* Beispielmuster dar. Nun mussten die

Bienen lernen, das zuerst gesehen Muster zu ignorieren oder es als das ,falsche”
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Muster in der Entscheidungskammer zu identifizieren bzw. immer das zweite im
Tunnel gesehene Muster als das ,richtige* zu betrachten. In beiden Teilversuchen
war der aufgebaute Tunnel 480cm lang. Nach dem Training wurden die Bienen in
den Lernversuchen daraufhin untersucht, wie prézise sie in der Entscheidungs-
kammer eine richtige Auswahl treffen. Neben den verwendeten Streifenmustern
(45° und 135° Ausrichtung; siehe Abbildung 10 obers tes Musterpaar) wurde ein
zweites Musterpaar fur anschlie3ende Transfertests benutzt: ein Ringmuster und
ein Sektorenmuster. Dieses zweite Musterpaar soll im Versuch zeigen, dass Bienen
die erlernten Regeln generalisieren (das zuerst gesehene Muster im Tunnel als
Beispielmuster zu bewerten und das zweite zu ignorieren) und diese Regeln an-
wenden kbénnen, also auf noch nie gesehenen Stimuli Gbertragen. In diesem Ver-
such wurden die Muster zufallig in ihrer relativen Entfernung zur Entscheidungs-
kammer positioniert - doch der Abstand zwischen den beiden im Tunnel prasentier-
ten Mustern war immer 50cm. Die Ergebnisse der Teilversuche wurden gepoolt, um

einen maoglichst aussagekraftigen Mittelwert zu erhalten.

Die verwendeten Stimuli

Die verwendeten Muster im Tunnel waren 18x18cm grof3 und wurden alle mit
einem Laserdrucker (Tektronix Phaser 780 Graphics) ausgedruckt (Abbildung 10).
Die blauweilR3en Streifen der 45°und der 135°genei gten Muster waren jeweils 4cm
breit.

& W
lll @ 7

Abbildung 10: Verwendete Muster in den DMTS -Versuben
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Das Streifenmuster-Paar wurde in dem Training und im Versuch 1 und 2
verwendet. Ein radiarsymmetrisches Musterpaar - ein Radialmuster mit sechs
blauen und sechs weil3en Sektoren und ein Ringmuster mit je drei blauen und
weilen Ringen - wurde in einem der Transfertests des Versuches 3 verwendet.
Weiterhin wurde ein weiteres Streifenmuster-Paar in einem weiteren Transfertest
des dritten Versuches verwendet, das aus blauwei3en, 4cm breiten Streifen zum

einen horizontal zum anderen vertikal ausgerichtet bestand.

Datenerfassung und Analyse

Wahrend des Trainings und der Versuche wurden die verwendeten Muster
alternierend im  Tunnel préasentiert, jeweils fir 20min andauernden
Versuchseinheiten, den Blocks. In der Entscheidungskammer wurden die Muster-
paare in 10min Abstanden ausgetauscht, d.h. jedes Muster wurde fir 10min auf der
linken und 10min auf der rechten Seite prasentiert. Die Bienen lernten, dass sie das
Muster, welches sie bereits im Tunnel gesehen hatten, in der Entscheidungs-
kammer auswahlen sollten, da es mit einer Belohnung zu assoziieren ist. Durch das
stetige Positionswechseln der Muster wurden Entscheidungen der Bienen durch
eine mdgliche Seitenpraferenz ausgeschlossen. Jede Entscheidung der Ver-
suchstiere wurde in jedem Versuchsblock sowohl im Training als auch wahrend der
Versuche notiert. FUr jeden Versuch wurden 4-8 Trainingsblocks durchgefiihrt. Die
Leistung jeder Biene wurde berechnet, indem alle richtigen Entscheidungen dieser
Biene in allen Blocks gepoolt und deren Anteil an den gesamt getroffenen
Entscheidungen ausgerechnet wurde. Die Durchschnittsleistung innerhalb eines
Versuchstypus erhalt man dadurch, dass die berechnete richtige Wahl jeder Biene
gemittelt wird. Die Stichprobe n ist in diesem Fall die Anzahl der Versuchsbienen
und nicht die individuelle Anzahl an Entscheidungen. Dies gewahrleistet, dass die
Proben statistisch unabhangig sind. Mit Hilfe der Datenanalyse erhalt man die
mittleren Werte der richtigen Wahl, die Standardabweichungen und die
Standardfehler der Mittelwerte. Ob das richtige Wahlverhalten signifikant besser als
der Zufall ist, wurde mit dem Student t-Test ermittelt. Im Versuch 1 wurde die
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ermittelte Zeitspanne vom Sehen des Beispielmusters im Tunnel bis zur Ent-

scheidungskammer mit einer Stoppuhr gemessen.

Kontrollversuche

Am Ende eines jeden Versuches wurden zwei verschiedene Kontrolltest mit den
Versuchsbienen durchgefiihrt. Der eine Test zeigt an, ob die Versuchsbienen eine
Seitenpraferenz entwickelt haben und somit ihre Entscheidungen beeintrachtigt
wurden. Bei diesem Test waren das Beispielmuster im Tunnel und die beiden
Vergleichsmuster in der Entscheidungskammer identisch und es erfolgte keine
Belohnung. Beim Auswerten der Entscheidungen fur die linke und die rechte Seite
wirde ein Ungleichgewicht beider Seiten auf eine Seitenpréaferenz schlie3en
lassen. Beim zweiten Test wurde untersucht, ob die von den Bienen getroffenen
Entscheidungen mit einem dem Plastikfeeder ausstromenden Duft bzw.
hinterlassenen Duftspuren der vorherigen Besuche oder aber der Zuckerlésung
selbst zusammenhangen. Auch in diesem Kontrolltest waren die beiden
Vergleichsmuster in der Entscheidungskammer identisch und gleich dem
Beispielmuster im Tunnel. Einer der Entscheidungstunnel anschliel3enden Zylinder
wurde nun mit einem Feeder belohnt. Sollten die Bienen sich nun mehrheitlich fur
das Muster mit der anschlieRenden Belohnung entscheiden, so kann eine

Beeinflussung durch Duft nicht ausgeschlossen werden.
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7.4  Ergebnisse

Versuch 1: Wie lange kénnen Bienen ein Muster im Kurzzeitgedachtnis speichern?

Bevor diese Versuchsreihe startete, lernten die Bienen, ein Beispielmuster im
Tunnel zu erkennen und in der Entscheidungskammer dieses von zwei zur Auswahl
stehenden Vergleichsmustern auszuwahlen, um anschlieBend mit Zuckerwasser
belohnt zu werden. Innerhalb des Versuches wurden von 16 individuell markierten
Bienen 286 Entscheidungen getroffen. Bei jedem verwendeten Muster konnte eine

hochsignifikante richtige Entscheidung festgestellt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Zusammenhange der gemessenen Flugzaiid Flugdistanz

Der ANOVA- Test zeigt, dass die gesamten Daten von allen Blécken und allen
Bienen homogen sind (P > 0,05). Bei jedem Muster zeigten die Bienen eine
signifikant richtige Wahl bei dem zum Beispielmuster gleichen Muster in der Ent-
scheidungskammer. In den Lernversuchen wurde das Beispielmuster in einem

Abstand von 25cm zu der Entscheidungskammer positioniert. Die durchschnittlich
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richtige Wahl, das im Tunnel gesehene Muster in der Entscheidungskammer wieder
zu erkennen und auszuwéhlen, liegt bei diesem Abstand bei 0,75 + 0,03, was signi-
fikant hoher ist als eine zuféallige Wahl von 50% (P <0,001) (Abbildung 12; erster
Datenpunkt). die durchschnittliche Zeit vom Sehen des Musters bis hin zur

Entscheidungskammer liegt bei 1,24 + 0,10sek.

Wahrend des Versuches wurde das Beispielmuster zuerst bei einem Abstand von
25cm zur Entscheidungskammer platziert und anschlieend in den Abstanden von
75cm, 125cm, 175cm, 375cm, 475cm und 575cm angebracht, was zu einem ent-
sprechenden Zeitanstieg wegen der langeren Flugstrecke fiihrte (Abbildung 11).
Die Flugzeit zwischen dem Beispielmuster und der Entscheidungskammer wurde

fur alle Distanzen gemessen.
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Abbildung 12: Zusammenhang des richtigen Wahlverhaéns in Abhangigkeit der Musterverzdgerung.
Die Funktion y=0,48x exp(-0,53xt)+0,50 (=Funktion degergessens) nahert sich einer exponentiellen

Abnahmefunktion.

Die Ergebnisse in Abbildung 12 zeigen den nahezu linear-proportionalen Zu-

sammenhang zwischen gemessener Zeitdauer und Flugstrecke. Der Korrelations-
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koeffizient zwischen diesen beiden Variablen betragt 0,9852. Folglich ist die Flug-
geschwindigkeit durch den Tunnel anndhernd konstant. Die Genauigkeit der
richtigen Wahl des Musterabgleichs sinkt mit zunehmendem Abstand (und mit der
einhergehenden Verzdgerung, Abbildung 12). Die Leistung der Versuchsbienen
war bis zu einem Musterabstand von 375cm signifikant besser als 50%, was mit
einem durchschnittlichen Zeitabstand von 6,53 + 0,86sek korreliert. Ab dem Muster-
abstand von 475cm sank die Leistung bis zu Zufallslevel von 50% ab, ent-
sprechend einer durchschnittlichen Zeitspanne von 8,86 + 1,23sek. Der Leistungs-
abfall pro Zeitverzug kann dargestellt werden durch die Exponentialfunktion y =
0,48x exp (-0,53xt) + 0,5 (Abbildung 12).
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Versuch 2: Kénnen Bienen eine erlernte DMTS-Aufgabe auch dann ausfihren,
wenn ihnen zusatzlich zu dem Beispielmuster im Tunnel ein weiteres Muster préa-

sentiert wird?

Trainiert wurden die Versuchstiere mit einem Muster, das ihnen 120cm vor Eintritt
in die Entscheidungskammer prasentiert wurde. Welches der beiden Vergleichs-
muster sie in der Entscheidungskammer wahlten, wurde im Versuch bewertet.

Anschliel3end wurde ein zweites Beispielmuster im Tunnel platziert (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Haufigkeit des richtiges Wahlverhaltens bei den unterschiedlichen Tests

Das ,richtige” Beispielmuster blieb wahrend des gesamten Versuches an derselben
Position (120cm Abstand zur Entscheidungskammer) wie im Training, das “falsche”
Muster wurde an verschiedenen Stellen positioniert, entweder vor oder hinter dem
“richtigen” Muster. Innerhalb des ersten Lernversuches verwendeten die Bienen
das “richtige” Beispielmuster im Tunnel zum Musterabgleich in der Entscheidungs-
kammer signifikant haufiger als eine zufallige Wahl (0,64 £ 0,03, n =9, P < 0,001).

Im anschliel3enden Transfertest wurde ein anderes Musterpaar verwendet, um die

53



Kapitel 2

Transferleistung der Bienen bewerten zu kbnnen (Abbildung 10). Auch hier wurde
das in der Entscheidungskammer als belohnendes Muster prasentierte, im Tunnel
bei dem Abstand von 120cm angebracht. Wurde das ,falsche* Muster hinter dem
Lrichtigen* Beispielmuster (Abstand zur Entscheidungskammer: 50cm) positioniert,
konnte ein signifikant richtiges Wahlverhalten von 0,64 + 0,03 (n = 7, P < 0,001)
festgestellt werden (Abbildung 13, Transfer Test 1). Wurde das “falsche” Muster vor
dem “richtigen” Muster angebracht (Abstand zur Entscheidungskammer 170cm)
war die Leistung mit 0,69 + 0,04, n = 7, P < 0,001 signifikant besser (Abbildung 13,
Transfer Test 2) als die zufallig Wahl mit 0,50. Vor dem dritten Transfertest
mussten die Bienen erneut einen Lernversuch absolvieren, welcher mit dem
Ergebnis von 0,64 =+ 0,03, n = 7, P < 0,001 (Abbildung 13, Learning Test 2)
signifikant besser war als eine zuféllige Wahl. Im dritten Transferversuch wurden
das “richtige” Beispielmuster bei einem Abstand von 50cm und das “falsche” Muster
bei einem Abstand von 170cm vor der Entscheidungskammer angebracht. Kein
Muster wurde in dem von den Bienen bekannten Abstand von 120cm platziert. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Bienen in diesem Versuch irritiert waren, was in einem
Leistungsabfall zu 0,50 £ 0,06, n = 6, P > 0,90 (Abbildung 13, Transfer Test 3) zum
Ausdruck kommt. Daraus folgt, dass die Versuchsbienen aufgrund der
Musterposition im Tunnel eine richtige Auswahl in der Entscheidungskammer fur

das “richtige” Muster treffen konnen.
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Versuch 3: Konnen Bienen aufgrund der Reihenfolge zweier aufeinander folgende
Mustern im Tunnel lernen, welches das richtige von zwei in der Entscheidungs-

kammer prasentierten Mustern ist?

Auch in diesem Versuch mussten die Bienen sowohl ein “richtiges” als auch ein
“falsches” Beispielmuster im Tunnel durchfliegen, ehe sie in der Entscheidungs-
kammer eine Abgleichs-Auswahl treffen konnten. Im Unterschied zum vorherigen
Versuch wurde diesmal nicht eine fixe Position des ,richtigen“ Beispielmusters
erlernt, die Bienen mussten die relative Position beider Muster, des ,richtigen“ und
des ,falschen“ Musters zueinander erlernen. D.h., im ersten Teilversuch wurde das
“richtige” Muster immer vor dem “falschen” Muster positioniert und im zweiten Teil-
versuch umgekehrt, um die Frage ,, Kénnen die Bienen eine vorgegebene Muster-
reihenfolge von falschen“ und ,richtigen* Mustern erlernen?* beantworten zu
kénnen.

Die Ergebnisse des Teilversuchs a zeigen, dass die Bienen in der Lage waren, das
zuerst gesehene Streifenmuster im Tunnel als Referenzmuster bei der Auswabhl in
der Entscheidungskammer zu benutzen, um eine richtige Wahl zu treffen
(Abbildung 14 a, Learning Test).

Mit 0,73 £ 0,03 (n = 23, P < 0,001) war das richtige Wahlverhalten signifikant hther
als eine willkirliche Auswahl. In den anschlieRenden Transfertests wurden die
Bienen wie auch im Versuch 2 mit neuen, noch nie gesehenen Musterpaaren
konfrontiert. Hiermit soll getestet werden, ob die Versuchstiere das Erlernte auch
auf andere Musterpaare ubertragen konnen. Das richtige Wahlverhalten liegt mit
dem Ring- und Sektorenmusterpaar bei 0,66 + 0,04, n = 18, P < 0,001 (Transfer
Test 1) und bei dem Horizontal- und Vertikalstreifenpaar bei 0,65 + 0,02, n = 19, P
< 0,001 (ebenfalls Abbildung 14 a, Transfer Test 2).
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Abbildung 14: Haufigkeiten des richtigen Wahlverhatens bei den beiden Teilversuchen. In Abbildung
(a) ist immer das erste und in Abbildung (b) immerdas zweite Muster das ,richtige”, welches die
Bienen in der Entscheidungskammer auswéhlen sollterum eine richtige, belohnte Entscheidung zu
treffen.

FUr den Teilversuch b wurden neue Bienen trainiert und diese erlernten, dass das
zuerst gesehene Muster im Tunnel nicht das “richtige” Beispielmuster beim
Abgleich in der Entscheidungskammer ist, sondern immer das zweite Muster. Auch
in diesem Versuch war das richtige Wahlverhalten signifikant besser als eine
zufallige Auswahl (Learning Test mit 0,64 + 0,03 (n = 15, P < 0,001, Abbildung 14
b). Auch in dem anschlielienden Transfertest 1 war die Leistung der Bienen mit
0,67 £ 0,04, n =10, p < 0,001 sehr gut (Abbildung 14 b, Transfer test 1). Im zweiten
Transfertest wurde der Abstand zwischen den beiden Mustern im Tunnel auf
100cm vergrolert; es ergab sich eine Trefferquote von 0,60 + 0,03 (n = 10, P <
0,001, Abbildung 14 b, Transfer test 2).
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Kontrolltests

Beim anschlieRenden Kontrollversuch 1 lag die Haufigkeit einer der beiden
identischen Vergleichsmuster bei 0,48, was von einer zufalligen Wahl von 0,50
signifikant nicht abweicht (n = 31, P> 0,90). Dies lasst schlie3en, dass die
Versuchstiere keine Seitenpraferenz aufweisen. Im Kontrollversuch 2 wurden
ebenfalls gleiche Vergleichsmuster verwendet, eines wurde aber mit einer
Zuckerlésung im anschlieRenden Zylinder belohnt. Die Haufigkeit der ,belohnten”
Seite lag bei 0,45, was einer zufalligen, willkirlichen Auswahl signifikant nicht ab-
weicht (n = 90, P > 0,3). Dies zeigt, dass olfaktorische Marken in diesem Versuch
keine Auswirkungen zeigen. Dies wird auch von den Ergebnissen aus dem ersten
Versuch gestitzt, wonach die Leistung der Bienen ab einer Entfernung von 475cm
(oder einer zeitlichen Verzégerung von 8,9sek) bis zum zufélligen Level von 50%
absinkt (Abbildung 11 und Abbildung 12). Falls die Bienen Duftspuren verwanden,
wurde ihre Leistung nicht bis auf eine zuféllige Wabhl, ein nicht signifikant differentes

Level absinken.
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7.5 Diskussion

Das Kurzzeitgedachtnis der Honigbiene ist, wie in den vorausgegangenen DMTS-
Versuchen gezeigt wurde, sehr ausgepragt und hoch flexibel. Die Ergebnisse des
ersten Versuches legen dar, dass Bienen eine Information Uber ein gesehenes
Muster fur etwa funf Sekunden im Kurzzeitgedachtnis behalten kdnnen, ehe sie es
zur Entscheidungsfindung in der Entscheidungskammer verwenden. Die Prazision,
mit der die Bienen das ,richtige* Muster bei den Vergleichsmustern in der Ent-
scheidungskammer auswahlen, lasst mit zunehmender Verzégerungszeit nach
(Abbildung 12). Der Leistungsabfall kann durch eine exponentielle Fallfunktion dar-
gestellt werden. Der Regressionskoeffizient dieser Kurve von 0,9989 zeigt, dass die
Daten anndhernd bei einer Exponentialfunktion liegen. Es scheint, dass die Infor-
mationsbeibehaltung im Kurzzeitgedachtnis exponentiell als eine Funktion der Zeit
oder der Flugdistanz abfallt. Mathematisch ausgedrickt ist eine exponentiell
abfallende GroRRe gleich einer GroRe, deren Abnahmerate proportional ihres der-
zeitigen Wertes ist. Dies bedeutet, dass die Gedachtnisspur (entspricht MT flr

memory trace) proportional ihrer Grol3e abnimmt.

d(MT) _ Ax MT

Wobei A der konstante Abfall der GroRe 0,53 ist und innerhalb der Kurve die
Leistungsabnahme pro Zeit darstellt. Diese Ergebnisse stimmen mit den meisten
DMTS Versuchsergebnissen Uberein, bei denen eine Leistungsabnahme mit
Zeitverzug festgestellt wurde. Diese Abnahmefunktion wird auch als Funktion des
Vergessens oder Rickhaltefunktion bezeichnet (White 1985; White & Wixted 1999;
Wixted 1989; Ziegler & Wehner 1997).

Die Ergebnisse des zweiten Versuches weisen darauf hin, dass Bienen, denen ein
Muster an einer definierten Stelle im Tunnel préasentiert und dieses spéater flur eine
Musterabgleichs-Entscheidung verwendet wurde, nicht nur diese Abgleichsgesetze

erlernten, sondern auch Informationen erlernten und verwendeten beziglich der
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Entfernung dieses Musters bis zur Entscheidungskammer und der dort ange-
brachten Vergleichsmuster. Wurden die Bienen mit zwei Stimuli im Tunnel
konfrontiert - eines an der erlernten Trainingsposition und das andere an
unterschiedlichen Distanzen, verwendeten sie das Muster an der bereits von ihnen
bekannten Stelle als das ,richtige” Muster, wéhrend das andere Muster als
unrelevant missachtet wurde. Neuere Arbeiten haben gezeigt, dass Bienen zeitliche
Flugdistanz unterwegs verwenden (Esch & Burns 1995; 1996 Srinivasan et al.
1996, 1997, 2000; Esch et al. 2001; Si et al. 2003; Tautz et al. 2004). In diesen
Experimenten waren sowohl die Wéande als auch der Boden weild ausgekleidet,
also ohne jegliche sichtbare Textur versehen. Es konnte dadurch eine Bilder-
bewegung von Seiten der Biene ausgeschlossen werden. Wie konnten die Ver-
suchstiere die Position des ,richtigen” Beispielmusters im Tunnel erkennen? Es
ware mdoglich, dass sie sichtbare Landmarken auRerhalb des Tunnels als
Referenzmarken verwendeten. Eine Untersuchung von Terrace et al. (2003) zeigt,
dass Affen hoch entwickelte F&ahigkeiten besitzen und, wie der Mensch,
Erfahrungen einer definierten Situation auf &hnliche Zusammenhénge Ubertragen
konnen. Rhesusaffen kdonnen die Reihenfolge einiger Bilder lernen und an-

schlieRend dieses Wissen in neuen Zusammenhangen kombinieren.

Die Ergebnisse aus Versuch 3 zeigen, dass Honigbienen diese Fahigkeit in
abgeschwachter Form besitzen. Die Bienen waren in der Lage, aufgrund der
Reihenfolge zweier Muster im Tunnel deren Richtigkeit zu bewerten und dieses
Wissen bei einer Musterabgleichs-Entscheidung anzuwenden. Dieses erlernte
Wissen konnten sie auch auf neue Beispiel- und Abgleichsmusterpaare Ubertragen.
Diese Aufgabe konnte nicht geltst werden, indem sich die Tiere die Positionen der
Jrichtigen® Muster einpragten, da die Positionen der Muster in jeden einzelnen
Blocks verandert wurde, lediglich ihre Distanz zueinander blieb immer gleich grof3.
Es ist mdglich, dass die Bienen nicht nur lernten, welches Beispielmuster das
Jrichtige” bei der Auswahl der Vergleichsmuster ist, sondern auch, welches der
beiden im Tunnel prasentierten Muster das ,falsche” ist und dass eben dieses in
der Entscheidungskammer nicht gewahlt werden sollte. Sie kdnnten also zeitgleich

die Ubereinstimmungs- und die Nichtiibereinstimmungs-Aufgaben erlernt haben.
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Tatséachlich zeigte Giurfa et al. 2001 bereits, dass Bienen eine Abgleichs- als auch
eine Nicht-Abgleichsaufgabe ausfihren kdnnen. Weitere Untersuchungen sind
allerdings notwendig, um herausfinden zu kénnen, ob Bienen Aufgaben mit mehr
als zwei Mustern in einer bestimmten Reihenfolge I6sen kbénnen. Ob die Bienen das
erste, das zweite oder das dritte Muster als das Relevante zur Abgleichung zu
einem spateren Zeitpunkt verwenden, wird von spezifischem Training der

Honigbienen abhangen.
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8. Kapitel lll:

Lebenslange Erfassung von Flugdaten der

Honigbiene Apis mellifera mittels RFID Chips
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8.1 Zusammenfassung

Bei diesem Versuch wurden einzelne Honigbienen Apis mellifera carnica
lebenslang mit Hilfe von RFID-chips (Radio Frequency Identification) ausgeristet
und ihre Aktivitditen dokumentiert. Dazu wurde an einem Beobachtungsstock-
Ausgang ein spezieller Tunnel konstruiert und angebracht, der an einer definierten
Passstelle mittels installierten Scannern sowohl die Zeit als auch die Richtung der
RFID- Bienen einzeln erfasst und abspeichert. Die verwendeten Bienen wurden in
drei Gruppen von Honigbienen -Arbeiterinnen unter verschiedenen Temperaturen
(32°% 35°and 36C) wahrend ihrer Puppenzeit aufgez ogen. Es konnte ein grol3er
Effekt der Aufzuchtstemperatur auf die Flugaktivitait und auch auf die
Lebensspanne gezeigt werden. Bienen, die bei 32C - was unter der normalen
Brutnesttemperatur von 35T liegt - aufgewachsen sind, zeigten eine sehr geringe
Flugaktivitat und ein relativ kurze Lebensspanne. Bienen, die bei 36T
heranwuchsen, zeigten ebenfalls eine geringere Flugaktivitat als die bei 35T
aufgezogenen Bienen, jedoch ist deren Lebensspanne extrem lange. Nur Bienen
aus dieser Gruppe Uuberlebten den Winter und zeigten eine Flugaktivitat im
folgenden Fruhjahr. Individuen, die eine sehr geringe Flugaktivitat im ersten Jahr
aufzeigten, werden langlebiger als solche, die eine hohe Flugaktivitat aufweisen.
Der Aktivitatslevel der Bienen, die den Winter Uberlebten, stieg im kommenden
Frahjahr tberdurchschnittlich hoch an.
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8.2 Einleitung

In Kapitel 1 sind Untersuchungen vorgestellt worden, die mdgliche Unterschiede
der bei verschiedenen Temperaturen aufgezogenen Gruppen bei individuellem
Lernen und Aufgabenverteilung aufzeigen sollen. In diesem Kapitel stehen
Betrachtungen Uber den Lebenslauf von Bienengruppen im Vordergrund, die sich
aus der Aufzucht bei unterschiedlichen Temperaturen ergeben. Mit der wenn auch
flexiblen, dennoch vorgegebenen zeitlichen Einteilung der Arbeitsstadien bei Honig-
bienen existiert eine Art idealer Lebenslauf (Lindauer 1952; Ribbands 1953; Seeley
1985; Winston 1987; Holldobler & Wilson 1994). Auf der anderen Seite wissen wir,
dass diese klassische Einteilung der Arbeitsstadien von Bienen an die
herrschenden Notwendigkeiten sehr flexibel angepasst werden kann: Auch eine
kunstlich neu gegriindete Kolonie von Jungbienen wird die eigentlich in spateren
Abschnitten des Alters vorgesehenen Sammlerbienen schon ab dem ersten Tag
zur Verfugung stellen. Die Beobachtung, dass eine hohe Flugaktivitat eine kirzere
Lebensspanne bei Sommerbienen bedingt (Neukirch 1982), fuhrte zu Deutungen,
die die gesamte Lebensenergie als ein vorgegebenes Reservoir von insgesamt
nutzbarer Lebensenergie gesehen haben, dessen Verbrauchsgeschwindigkeit
direkt die Lebensspanne beeinflusst. Gerade die Bildung von Winterbienen, deren
drastisch gesteigerte Lebensspanne um ein Mehrfaches Uber der der Sommer-
bienen liegt, ist noch nicht vollstandig verstanden und soll hier beleuchtet werden.
Bekannt sind hier Zusammenhénge mit der Abnahme der Brutaufzucht und der
daraus resultierenden Abnahme von Brutpheromon (Fluri 1993).

Wie sich nun die Aufzucht bei verschiedenen Temperaturen auf diese Lebens-
geschichte der verschiedenen Temperaturgruppen auswirkt, soll hier die zentrale
Frage sein. Dabei werden, methodisch bedingt, vor allem die Lebensspanne und
die Lebensaktivitat der untersuchten Bienen im Mittelpunkt stehen.
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8.3 Material und Methoden

Die klassischen Methoden zur Beobachtung einer Gruppe von Honigbienen
bestehen meist aus einer Farbmarkierung auf dem Thorax und/ oder dem Abdomen
der Bienen (Abbildung 15) und folgender manueller oder halbmanueller (Aufnahme

per Video und anschlie3ender manueller Auswertung) Beobachtung.

~.‘ ‘;‘
y
.
74 "‘.\

Abbildung 15: Karl von Frisch beim Markieren von Honigbienen an einer Futterstelle

Innerhalb dieses Versuches ist es das Ziel, drei Gruppen von Bienen Uber einen
Zeitraum vom Schlupf bis ihrem Tode mit mdglichst vielen relevanten Daten zu
beobachten. Dabei kann die Lebensspanne der Honigbienen in Mitteleuropa bis zu
11 Monaten (Page & Peng 2001) betragen - eine Auswertung auf klassischen Weg
wurde daher bei der zu erwartenden Datenmenge und dem resultierenden
Zeitaufwand als nicht realistisch erkannt. Vielmehr soll hier ein Verfahren zur
automatischen individuellen ldentifikation bei Insekten der Grol3e von Honigbienen

verwendet werden, wie beschrieben bei Streit et al. (2003).
Die Bienen

Die im Versuch verwendeten Bienen wurden kontrolliert aufgezogen. lhre
Entwicklung vollzog sich in zwei Abschnitten. Der Erste Abschnitt umfasst das

Heranwachsen vom Ei hin zur Prépuppe (verdeckelter Zustand) innerhalb des
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Bienenvolkes, wahrend der anschliel3ende, zweite Abschnitt aul3erhalb des Nestes
in Inkubatoren erfolgte. Ziel dieser rdumlich voneinander getrennten Aufzuchten
war es, kontrollierte Umweltbedingungen, vor allem konstante Temperaturen
innerhalb der puppalen Entwicklung zu gewahrleisten. Um solch gleichartige und
auch gleich alte Bienen ,produzieren” zu lassen, wurde die Konigin (Apis mellifera
carnica) des entsprechenden Volkes durch ein Absperrgitter auf eine leere
Brutwabe innerhalb des Volkes gesperrt (Abbildung 4). Dadurch konnte sie diese
Wabe nicht verlassen und somit gezwungen, ihre Eier nur dort legen zu kénnen.
Nach 24stuniger Bestiftung wurde das Absperrgitter wieder entfernt und die Waben
verblieben fur weitere 9 Tage im Volk. Direkt am Verdeckelungstag (Tag 10)
wurden die Waben in Inkubatoren (Memmert IPP 500) tberfihrt, wo sich die bereits
verdeckelten Bienenpuppen entsprechend bei 32° 35° oder 36 fur 13, 11 oder
10 Tage zur Jungbiene entwickelten. Am Schlupftag wurden von den drei
Temperaturgruppen jeweils 300 Bienen individuell mit RFID-Chips markiert und in
ein Pflegevolk in einen gemeinsamen Beobachtungsstock eingesetzt.

Die Markierung

Die individuelle Markierung der Honigbienen mit RFID-Chips ist die Voraussetzung
der automatischen Datenerfassung bei ihrem Verlassen des Stockes. Hierzu
werden den zu beobachtenden Bienen mit Schelllack Mikrochips auf den Thorax
geklebt (Abbildung 16), die mit einem Gewicht von 2,4mg und einer Groéf3e von 1.0
x 1.6 x 0.5mm in etwa Gewicht und Grol3e eines gewoéhnlichen Opalithplattchens

entsprechen.

Abbildung 16: Markierung einer Honigbiene mit einem
Chip
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Die zahlreichen mit Opalithplattchen in der Literatur beschriebenen Experimente
haben den Konsens entstehen lassen, dass dieser markierende Eingriff
nachfolgend kein artifizielles Verhalten der Bienen generiert, flr die verwendeten
Mikrochips wurde demnach dasselbe angenommen. Die verwendeten Mikrochips
unterstutzten zum Auslesen ihrer jeweils einmaligen ID Nummer RFID (Radio
Frequency ldentifikation) und hatten die folgenden technischen Daten:

* Microsensys™ mic3®-64-TAG

» Closed Coupling Read Only Transponder 64bit in mic3 Technologie
* Verwendete Frequenz: 13.56 MHz

» Speicher: 64 Bit Laser programmiert

 Abmessungen: 1.0 * 1.6 * 0.5 mm3

*

iébf:% -

P X

Abbildung 17: Kinstlicher Stockein- bzw. Ausgang ntiden aufgesetzten Scannern

Die Miniaturisierung dieses Verfahrens hat neben der unbestreitbar wiinschens-
werten Minimierung des artifiziellen Einflusses der Markierung auf das Verhalten
auch eine Miniaturisierung der Reichweite der RFID Scanner zur Folge. Zum
Einlesen der Informationen beim Aus- und Einflug der Bienen wurde daher ein

entsprechender Tunnel verwendet (Abbildung 17), der den zuverlassigen Auslese-
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vorgang ermdoglicht, gleichzeitig aber eine durch die Kanalisierung des Stock-
verkehrs eine gewisse Behinderung nach sich zieht.

Auch hier wurde wiederum versucht, moéglichst wenig artifizielle Einfliisse auf das
Experiment einwirken zu lassen. Daher wurde eine Grdl3e der Tunnel6ffnungen
gewahlt, die bei dem genutzten Beobachtungsstock sichtbar keine Staubildung
selbst an warmen heil3en Tagen mit vielen Ausflugsbewegungen verursachen. Dies
ist natdrlich immer ein Kompromiss, der die Auslesewahrscheinlichkeit beeinflusst:
Die geometrische Grole der Einzeltunnel beeinflusst direkt reziprok die
Erkennungsrate des angeschlossenen RFID Systems sowie die Zeit, die eine
Einzelbiene zum Durchqueren des Tunnels braucht.

In der aufgezeigten Konfiguration wurde eine Erkennungsrate von rund 80%
erreicht, was hinreichend fur eine detaillierte Aufschlisselung der Lebensaktivitat
und Lebensspanne ist, aber nicht 100% den tatsachlichen Ausfliigen entspricht,
sonder leicht darunter liegt. Die genaue Erfassung der einzelnen Flige und damit
der genauen Flugdauer ware wiinschenswert, ist aber methodisch momentan noch
nicht ausreichend geldst. Erfasst wurden jeweils die eindeutige ldentifikations-
nummer des RFID Chips, die Richtung, in die sich die Biene bewegte und der
genaue Zeitpunkt des Scans. Die resultierenden rund 300.000 Datensatze wurden
in einer angeschlossenen Datenbank gespeichert. Die Lebensspanne wurde fest-
gesetzt als der Zeitpunkt, an dem der letzte Eintrag fur einen bestimmten Chip in
die Datenbank erfolgte. Der Zeitpunkt des Schlupfes war fur alle Gruppen
einheitlich der 10. August 2003.

Es wurden drei Gruppen von Puppenbrut von Apis mellifera bei (32° 35°and 36°
C) aufgezogen und am Tag des Schlupfes markiert und in einen 2-Waben Be-
obachtungsstock verbracht. Das Experiment wurde am 10. August 2003 begonnen
und endete mit dem letzten Eintrag in die resultierende Datenbank am 30. Marz
2004.
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Auswertung

Die Unterschiede der Aktivitatslevel wurden mit nicht-parametrischen Tests
untersucht (SPSS 10.0). Die Unterschiede zwischen den Temperaturgruppen
wurden mittels des Kruskal-Wallis Test untersucht und paarweise korreliert mit dem
Mann-Whitney U-Test. Korrelationen wurden mittels Spearman-Rho-Test unter-

sucht.
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8.4 Ergebnisse

Effekte der Aufzuchtstemperatur auf die Flugaktivitdt und die Lebensspanne

Die bei verschiedenen Temperaturen aufgezogenen Bienen zeigten signifikant

verschiedene Flugmuster (Tabelle 3, Abbildung 18). Die 262 Bienen, die bei einer

normalen Nesttemperatur von 35°C aufgezogen wurden zeigten eine Summe von
47739 Aktivitaten, d.h. 182,21 Aktivititsmessungen pro Biene im Mittel. Die 96

Bienen, die bei 32°C aufgezogen wurden generierten 7873 Aktivitdten oder 114,10

pro Biene. Die 100 Tiere, die bei 36<C aufgezogen w urden generierten insgesamt

9547 Aktivitdten oder 95,47 pro Biene. Die Lebensspanne, der Tag der ersten

Aktivitat, die Anzahl der aktiven Tage pro Biene, die durchschnittliche Aktivitat pro

Tag und Biene und die Summe der Lebensaktivitat pro Biene wird in Tabelle 3

gezeigt.

Tabelle 3: Ubersicht der verschiedenen Temperaturgrppen und deren Flugaktivitaten.

Lebens- | Tage bis zur| Aktive Tage | Aktititat der Gesamte
N spanne ersten pro Biene | aktiven Tage | Flugaktivitat
(Tage) Aktivitat pro Biene pro Biene
32°C 96 | 30.61+24.62| 9.41+9.41 9.36+7.92 7.47+5.37 | 2.78t91.39
35°C 262 | 43.94+26.64| 8.77+6.32 15.95+10,36 9.918:7.6 |188.04+193.69
36°C 100 | 86.15+65.36 | 14.07+11.69 9.59+6.02 8.91+8.00 3811 40.26
alle
Bienen
36°C 77 |52.16+£19.82 | 11.81+8.62] 9.13+6.43|8.65+8.43 102.06+155.5
Sommer-
bienen
36° 23 |199.94+16.89 21.62+16.75 4.96+2.823.6+1.56* 11.13+4.10*
Winter- 6.17+3.85** | 17.35+17.26**| 85.65+66.35**
bienen

* Werte im Sommer 2003, ** Werte im Fruhjahr 2004

69



Kapitel 3
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Abbildung 18: Aktivitatsprofile der verwendeten Bienengruppen wahrend der Versuchszeit
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Die Lebensspanne variiert abhangig von der Brutbehandlung sehr stark (Tabelle 3).
Im Vergleich zu den normal aufgezogenen Bienen (35°C Aufzuchtstemperatur) war
die durchschnittliche Lebensspanne rund 30% niedriger bei Bienen, die bei 32C
aufgezogen worden waren, aber 96% hoher bei den bei 36C aufgezogenen
Bienen. Diese Unterschiede zwischen den Gruppen waren hoch signifikant
(p<0,0005) und jede Gruppe war hoch signifikant unterschiedliche von jeder
anderen (p<0,0005).

Die bei 32T und die 35 € aufgezogenen Bienen zeig ten dabei alle Flugaktivitat
wahrend des Jahres 2003 bis hin zum Anbruch der Winterpause am 24. Oktober
2003. Dagegen zeigten nur aus der Gruppe der bei 36C aufgezogenen Bienen
auch Aktivitaten wahrend des Frihjahrs des folgenden Jahres. Daher wurde diese
Gruppe unterteilt in die Gruppe der ,kurzlebigen* Bienen (n = 76, Sommerbienen),
die nicht langer als dem angesprochenen Ende des aktiven Jahres 2003 am 24.
Oktober lebten, und den ,langlebigen Bienen* (n = 24, Winterbienen), die bis hin
zum 30. Méarz 2004 Aktivitat zeigten. Vergleicht man nur die durchschnittliche
Lebensdauer der kurzlebigen Sommerbienen mit der Referenzgruppe der bei 35T
aufgezogenen Bienen, dann ergibt sich noch eine um 19% verlangerte Lebens-

spanne (p=0,014).

Auch das Auftreten der ersten erfassten Aktivitdt im Leben jeder einzelnen Bienen
(also der Tag des ersten verlassenes des Stockes) zeigten ebenfalls starke
Unterschiede zwischen den drei untersuchten Temperatur Gruppen. Wahrend
Bienen, die bei 32C aufgezogen wurden, ihre ersten Aktivitaten nur wenig (und
nicht signifikant) spater zeigten als die normal aufgezogenen Bienen (7% spéter,
p=0,33), war im Vergleich das Auftreten der ersten Aktivitat bei den bei 36T
aufgezogenen Bienen mit rund 60% substantiell verzogert (p<0.0005). Diese
Verzbégerung war schon gut sichtbar bei den Sommerbienen (35% Verzégerung,
p<0,0005), erreichte aber extreme Ausmalie bei den spateren Winterbienen (147%

Verzégerung, p<0,0005).

Die durchschnittiche Summe der Lebens-Aktivitaiten war ebenfalls stark von der

Aufzuchtstemperatur beeinflusst. Die Bienen, die bei 35T aufgezogen wurden
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zeigten im Jahr 2003 den hochsten Level der Aktivitat, wahrend die Aktivitat der
Bienen aus der 32C Gruppe um 56% (p<0,005) und die der 36C Gruppen um
45% (p<0,0005) niedriger war. Die insgesamt hochste Tagesaktivitat zeigte aber
die Gruppe der Winterbienen in den Frihlingstagen des Jahres 2004.

Diese Bienen aus der 32T bzw. 36C Gruppe waren ab solut an weniger Tagen
aktiv als die Bienen, die bei normaler Temperatur aufgezogen wurden (41%,
p<0,0005 bzw. 40%, p<0,0005). Innerhalb der 36°C-Gr uppe waren im Jahr 2003
die Winterbienen um 46% weniger aktiv als die Sommerbienen (p=0,002).

Um ein Mal3 fur die Aktivitat Uber die Lebenszeit zu erhalten, wurde die Anzahl der
Aktivitaten pro aktiven Tag fur jede Bienen berechnet. Die Flugaktivitat pro Tag liegt
demnach mit 37% niedriger bei den Bienen, die bei 32 aufgezogen wurden bzw.
52% niedriger bei den Bienen, die bei 36C aufgezogen wurden (jeweils im
Vergleich zu der 35C Gruppe, p<0,0005). Die Aktivitat der 36C Gruppe war dabei
niedriger als die der 32T Gruppe (p<0,002).

Innerhalb der 36°TC Gruppe war die Flugaktivitat im Jahr 2003 extrem niedrig fur die
Gruppe der spateren Winterbienen und betrug nur rund 8% der Flugaktivitat der
Sommerbienen (p<0,0005). Nach der Winterpause allerdings wurde die Aktivitat
dieser Bienen nun sprunghaft héher und tbertraf sogar die der Sommerbienen aus
dem Jahr 2003 um 20% (p<0,01). Jetzt unterschied sich diese Aktivitat nicht mehr
signifikant von der der Bienen, die bei 32T bzw. 35T als der normalen Brut-

temperatur aufgezogen wurden.

Korrelationen zwischen Aktivitat und Lebensspanne

Im Folgenden soll untersucht werden, ob es tatsachlich eine Korrelation zwischen
der Aktivitat der Bienen und lhrer Lebensspanne besteht, wie die Theorie eines
festgesetzten Vorrats von verbrauchbarer Lebensenergie suggeriert. Wie oben zu
sehen ist, zeigten die Sommerbienen aus der 36<C Gr uppe eine signifikant héhere
Aktivitat im Jahr 2003 als die Winterbienen aus derselben Gruppe. Entsprechend
gibt es innerhalb dieser Gruppe der bei 36C aufgez ogenen Bienen eine negative
Korrelation zwischen der Lebensspanne und der Aktivitat im Jahr 2003 (Spearman,

r=-0,499, p<0,001). Hinzu kommt eine starke Korrelation innerhalb dieser Gruppe
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zwischen dem Alter der Bienen, an dem die erste Aktivitat aufgenommen wurde
und ihrer Lebensspanne (r=0,389, p<0,0005). Die beiden anderen Temperatur-
gruppen zeigten hier nicht signifikante Korrelationen zwischen Aktivitat und Lebens-
spanne. Insgesamt korrelierten bei allen drei Gruppen der im Jahr 2003 aktiven
Bienen die erreichten Lebensalter mit dem Tag des ersten Ausfluges (32C:
r=0,732; p<0,0005; 35%T: r=0,468; p<0,0005, 36C Sommerbienen: r=0,302,
P<0,008).
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8.5 Diskussion

Die Aufzucht der drei Bienengruppen bei unterschiedlichen Temperaturen ergab
merklich unterschiedliche Aktivitatsverteilungen und resultierend daraus unter-
schiedliche Lebenslaufe. Die Bienen, die bei 32C a ufgezogen wurden, weisen die
geringsten Aktivitdten auf und hatten die durchschnittlich kirzeste Lebenszeit.
Diese Ergebnisse sind nicht tUberraschend, wenn man den Beschreibungen von
Himmer (1927) folgt, der diese Temperatur als die niedrigste zeigt, bei der Bienen
ohne sichtbare Schadigungen produziert werden kdénnen. Bestétigt werden hier
vielmehr andere Untersuchungen, die verminderte Verhaltensleistungen wie Duft-
lernen oder Schwéanzeltanzen ebenfalls mit niedriger Aufzuchtstemperatur
korrelieren konnten (Tautz et al. 2003).

Die Bienen, die bei 36<C aufgezogen wurden, zeigen die niedrigste Aktivitat im Jahr
2003. Der Start ihrer aufgezeichneten Aktivitat war hier der im Vergleich spateste,
sie waren an absolut weniger Tagen aktiv als die anderen Gruppen und hatten den
niedrigsten Aktivitatslevel pro Tag im Jahr 2003. Gleichzeitig war ihre mittlere
Lebensspanne im Vergleich erkennbar groRRer.

Ein auffallendes und uUberraschendes Ergebnis sind die nur in dieser 36T-
Temperaturgruppe auftretenden Winterbienen - Bienen, deren Lebensspanne und
Lebensgeschichte sich so extrem von der der anderen Gruppen unterscheidet, die
aber nur um ein einziges Grad Celsius warmer aufgezogen wurden als die bei
normaler Bruttemperatur behandelten 35C-Bienen. Dies konnte auf die hohere
Bruttemperatur, die sich am oberen Limit der experimentell ermittelten (Kleinhenz
et al. 2003) bewegt, als notwendige Vorraussetzung fur die Entstehung von Winter-
bienen hindeuten. Daneben wurden in der Vergangenheit schon verschiedenen
Faktoren als wichtig fur die Produktion der Winterbienen identifiziert, die meist an
Kolonie-interne Faktoren wie das Zurtuckgehen der Brut (Maurizio 1954) oder ein
niedriger JH Level (Fluri et al. 1977) gekoppelt sind. Die Temperatur, bei der die
Brut aufgezogen wird und die ja von den Bienen sehr prézise und mit groRem

Aufwand reguliert und manipuliert wird, kénnte eine Einflussgréf3e sein.
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Alle Bienen, die bei 36 aufgezogen wurden, zeigten eine vergleichsweise
niedrige Aktivitat im Jahr 2003. Dieser Effekt war sehr ausgepragt bei den Bienen,
die spater die Winterbienen bildeten und immer noch gut sichtbar bei der Gruppe
der Sommerbienen dieser Temperatur. Diese Winterbienen, die ein im Vergleich
vielfaches Alter der Sommerbienen erreichten und innerhalb zweier aufeinander
folgenden Jahre aktiv waren, begannen das erste Jahr mit geringer Aktivitat,
verlieRen die Kolonie an weniger Tagen und generierten so nur rund 11% der

insgesamt aufgezeichneten Aktivitat der kurzlebigen Bienen.

Die starke negative Korrelation zwischen der Flugaktivitdt und der Lebensspanne
lasst beide verbunden erscheinen. Diese Ergebnisse unterstlitzen ahnliche, aber
sehr viel weniger deutliche Untersuchungen an Sommerbienen nach Neukirch
(1982). Eine rein mechanistische Erklarungsweise, die die Sammelleistung direkt
negativ an die Lebensspanne im Sinne eines Energieverzehrenden und Risiken
generierenden Prozesses koppelt, konnte nach diesen Daten durchaus vertreten
werden. Andere Untersuchungen geben den Vorzug Uber diese einfache Kopplung
hinaus aber eher einer Verbindung zwischen Aufzuchtsverhalten und Lebens-
spanne (Mauermaier 1954).

Vermutlich werden eine Vielzahl von Faktoren die letztendliche Lebensspanne
jeder einzelnen Bienen entscheiden und hier durchaus Effekte, die auf das hohe
Pradations- und Unfallrisiko eines Aufenthalt auRerhalb des Stockes zuriickgehen
und dadurch die Lebensspanne schnell vermindern werden (Visscher & Dukas
1997).

Die interessanteste Frage dieser Untersuchung ist zweifelsohne die nach den
entscheidenden Einflissen der Bildung von Winterbienen - also der Umstellung
eines auf nur wenige Wochen ausgelegten Lebens auf ein Lebens in der extremen
und sehr feindlicher Umgebung des mitteleuropéischen Winters mit einer jetzt
bendtigten Lebensspanne von vielen Monaten. Da die hier beobachteten Bienen
aus der Temperaturgruppe der 36° Bienen stammten, k 6nnte die Temperatur des
Brutnestes tatsachlich einer der relevanten Faktoren zu sein. Da aber nur rund 30%
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aus dieser Gruppe sich zu Winterbienen entwickelten, missen noch ebenso ge-

wichtige Faktoren eine Rolle spielen.

An dieser Stelle kann nicht entschieden werden, ob die niedrige Flugaktivitat des
Jahres 2003 und die verlangerte Lebensspanne unabhangig voneinander von der
Aufzuchtstemperatur determiniert wurden, oder ob vielmehr die Aufzuchts-
temperatur vor allem die Flugaktivitdt beeinflusst, die Uber einfache Risikover-

minderung ein langeres Leben und nachfolgendes Uberwintern mdglich macht.
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9. Kapitel IV:

Effekte der Bruttemperatur auf die Fliigelmorphologi e

der Honigbiene Apis mellifera

1
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9.1 Zusammenfassung

Arbeiterinnen-Puppen der Honigbiene Apis mellifera wurden wie bereits in Kapitel 1
und 3 erlautert, zuerst in ihrem Bienenstock bis zur Verdeckelung und danach in
Inkubatoren bis zum Schlupf bei verschiedenen Bruttemperaturen (32° 35° 36°C)

aufgezogen. Verschiedene morphologische Standardmerkmale wie Flugelgroiie,
Fligelgelenkvenen und 11 verschiedene Winkel der Fliigeladerung konnten bei den
frisch geschlupften Bienen vermessen werden. Die Ergebnisse zeigen einen
signifikanten Einfluss der Temperatur auf die Fligelmorphologie der untersuchten

Bienen.
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9.2 Einleitung

Die Brutpflege der Honigbienen beinhaltet neben anderen bemerkenswerten
Eigenschaften die Fahigkeit, die Bruttemperatur innerhalb eines engen Temperatur-
bereichs von 32 - 36°C zu halten (Himmer 1927; Soo se 1954, Seeley 1985). Vor
allem wahrend der Puppenphase reagiert die Brut sensibel auf starke Abweich-
ungen von dieser Temperatur und zeigt Fehl- bzw. Missbildungen, wenn die Brut-
temperatur Uber einen langeren Zeitraum unter 32° C sinkt oder tber 37° C ge-
halten wird (Himmer 1927, 1932).

Selbst aulRerlich normal entwickelte Bienen konnen verschiedene negative
Auswirkungen von nicht-optimaler Temperatur aufweisen. Bislang wurden negative
Effekte auf die neuronalen (Gehirnentwicklung) und kognitiven Kapazitaten (Lern-
erhalten) (Groh et al. 2004, Tautz et al. 2003) gezeigt. Ebenso scheint die Pig-
mentierung temperatursensitiv zu sein: Puppen, die bei 34° C aufgezogen wurden
entwickelten sich im Labor eher zu gelblichen, bei 30° C aufgezogene eher zu
dunklen Adulttieren (Tsuruta et al. 1989). Unterschreitet die Aufzuchtstemperatur
32T, so treten vermehrt Missbildungen auf, insbeso ndere bei den Fligeln und
dem Rissel. Uber einer Aufzuchtstemperatur von 36C nimmt die Sterberate
ebenfalls stark zu. Wird die Brut dauerhaft unterhalb 28C ausgesetzt, so steigt die
Sterberate Uber 50% an. Honigbienen sind in der Lage, selbst bei extremen
Bedingungen von minus 40C die Brutnesttemperatur im optimalen Bereich von
32%36C bei zuhalten (Winston 1987). Die Aufrechte rhaltung einer konstanten
Bruttemperatur ist fir den sicheren Fortbestand morphologisch voll ausgebildeter
Bienen fir die gesamte Kolonie von hochster Prioritat. Die Eroberung gemaRigter
Klimazonen und den dort herrschenden grollen Temperaturschwankungen
erforderte die Notwendigkeit der exakten Sicherung konstanter Temperaturen
innerhalb des Brutnestes mittels besondere Organisations- und Verhaltensweisen
der Honigbienen. Im Lichte dieser verschiedenen Auswirkungen der Bruttemperatur
auf die Entwicklung zum adulten Tier wird in diesem Kapitel der Einfluss der
Temperatur wahrend der Puppenentwicklung auf morphologische Merkmale wie

Fligelgrol3e, Flugelgelenkvenen und Flugeldderung untersucht.
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9.3 Material und Methoden

Zur morphologischen Untersuchung der Bienenfliigel wurden drei Waben aus nahe
verwandten und gleich behandelten Stécken von Apis mellifera carnica direkt nach
Verdeckelung der Brut in Inkubatoren (Memmert IPP 500) bei Temperaturen von
jeweils 32° 35°und 36° C aufgezogen (die Vorgehen sweise ist bereits in Kapitel
1.3 und 3.3 beschrieben). Direkt nach dem Schlupf wurden die Bienen zur weiteren
Analyse eingefroren. Die dreifache Wiederholung des Experimentes (Juli 2003, Juli
2004 und August 2004) ergab so 9 Proben zu je 20 Arbeiterinnen, die der
morphologischen Analyse nach Ruttner (1978 und 1988) unterzogen wurden.

Diese Analysen wurden mit Hilfe eines Stereomikroskops und einem Computer
unterstitzten Analyseprogramm (Meixner 1994) durchgefuhrt. Von den 41 bei
Ruttner (1978) aufgefiihrten morphometrischen Kennzeichen wurden 17
Fligelkennzeichen untersucht, darunter die Lange und Breite des Vorderfligels,
der Vorderfligel Index, die Langen der Gelenkvenen 1 und 2, Gelenkindex und 11
Winkel definierter Fligeladerung.

Die Analyse der Daten wurden mittels multifaktorieller Analyse der Varianz sowie
der Korrelation durchgefuhrt. Die Anzahl der Variablen wurde mittels Hauptkompo-
nentenanalyse reduziert (principal component analysis) und die verschiedenen
Temperaturgruppen mittels Diskriminanzanalyse bestétigt. Alle statistischen Be-

rechnungen wurden mit SPSS 10 durchgefuhrt.
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9.4 Ergebnisse

Die Analyse der Daten mittels ANOVA (multivariante Analyse der Varianz mit

Gruppen und Temperaturen als statische Faktoren) zeigte signifikante

Unterschiede fir beide Variablen (P < 0,0005, Wilks Lambda). Die Mittelwerte der
untersuchten Faktoren in jeder Temperaturgruppe zeigen signifikante Unterschiede
(P < 0,05) (Tabelle 4).

Tabelle 4: Flugelkennzeichen der morphometrischen Mesungen bei den drei Aufzuchtstemperaturen

der Bienenpuppen.

32T 35T 36T P
Mean SD Mean SD Mean SD
Length forewing 921,03 +1,11 %] 921,98 +0,96°%| 922,95 +1,08° 0,006
Width forewing 3189 +0,89°%| 31584 +0,67 318,27 +0,99° 0,001
Cubital 1 64,48 +0,83° 64,94 +0,79 ° 64,24 +1,07° 0,001
Cubital 2 2219 +0,43°% 224 +061°%| 19,71 £0,45 0,005
Angle A4 27,32 +0,26° 27,26 +0,42°%| 29,24 +0,38 0,001
Angle B4 111,33 +0,86 | 110,42 +1,17 *| 108,19 +1,08° 0,001
Angle D7 94,89 +0,67® 937 +059°%| 96,15 +045° 0,004
Angle E9 23,55 +0,34 2439 +0,33° 2456 +0,28° 0,001
Angle G18 91,72 +1,11°% 89,12 +055°| 90,45 +045%*| 0,014
Angle J10 52,24 +0,58 ¢ 51,8 +0,65° 54,17 +0,80 0,001
Angle J16 92,39 +0,63° 925 +0,62°% 9227 +060° 0,001
Angle K19 80,57 +0,55 77,81 +0,42° 76,48 +054° 0,001
Angle L13 13,02 +0,24 2 12,64 +0,22 % 12,06 +0,21° 0,001
Angle N23 93,03 +0,62°? 93,45 +0,58 2 93,3 +0,66° 0,001
Angle 026 36,04 +0,72° 37,52 +0,67° 33,81 +0,58 0,001
Cubital index 2,94 +0,07°? 2,98 +0,10° 333 #0,11° 0,004
Forewing index 34,63 +0,10°? 34,26 +0,06 34,48 +0,09° 0,001
PC1 -0,23 a -0,28 a 0,51 0,001
PC2 0,08 2 0,33 2 -0,41 0,001
PC3 -0,33 2 -0,16 2 -0,49 0,001

81




Kapitel 4

Der Vergleich von mehreren Merkmalen zeigt folgende signifikante Unterschiede:

» Merkmale zwischen der 32° und 35° C Gruppe (Breite des Vorderfligels, die
Winkel E9, G18, K19 und Vorderflugel Index)

= 9 Merkmale zwischen der 35° und 36° C Gruppe (Ldng e und Breite des
Vorderfligels, Lange der Flugelgelenkvene 2, die Winkel A4, D7, J10, O26,
Gelenk- und Flugelindex)

= 9 Merkmale zwischen der 32°und 36°C Gruppe (L&ng e der Fligelgelenkvene
2, die Winkel A4, B4, E9, J10, K19, L13, 026 und Gelenkindex).

Signifikante positive Korrelationen zur Temperatur zeigten 3 der untersuchten
Merkmale (E9, A4 und Gelenkindex), negative Korrelation dagegen 5 Merkmale
(Gelenkvene 2, die Winke B4, K19, L13 und O26). Bei den tbrigen Faktoren waren
dagegen keine oder unregelmalige Korrelationen nachweisbar.

Um die auszuwertenden Informationen weiter zu reduzieren, wurden die Daten
mittels Faktorenanalyse reduziert, wobei sich 3 Hauptkomponenten ergaben, die
40,7% der Variationen reprasentierten. Hauptkomponente | korrelierte dabei stark
(Ir] > 0,5) mit den Winkeln A4, B4 und J10, Hauptkomponente Il mit der Gelenkvene
1 und den Winkeln D7 und L13 und schlie8lich Hauptkomponente IlI mit der

Gelenkvene 2 sowie den Winkeln E9 und J10.

Die Proben der 36C- Gruppe unterscheiden sich signifikant in allen drei Haupt-
komponenten von den anderen beiden Gruppen; die 35° und 32C Gruppe
allerdings unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (Tabelle 4). Haupt-
komponente 1 sowie Hauptkomponente 3 korrelierten positiv mit der Temperatur.
Die Unterschiede zwischen den Temperaturgruppen wurden weiter mittels Dis-
kriminanzanalyse untersucht. Die erste Funktion, die vor allem mit dem Winkel A4

und der Lange der Gelenkvene 2 korrelierte, reprasentierte dabei 36,4% der Daten.
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Die zweite Funktion, die vor allem mit der Breite des Vorderfliigels und dem Winkel
G18 korrelierte, reprasentierte dabei 19,2% der Daten.

Eine graphische Darstellung der Werte zeigt die Verteilungsschwerpunkte aller drei
Gruppen separat voneinander (

Abbildung 19). Jede Gruppe unterscheidet sich dabei signifikant von den beiden
anderen (p < 0,0005, Wilks Lambda).
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Abbildung 19: Plot der drei Bienengruppen (32°, 35°und 36°C) von den zwei Diskriminaten-
Funktionen

Die Proben zeigen dabei partielle Uberlappungen und die Diskriminanzanalyse

ordnet die meisten (74,4%) korrekt in ihre Temperaturgruppen ein (32°C Gruppe:
66,7%, 35°C Gruppe: 80,0% und 36°C Gruppe: 76,7%) .
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9.5 Diskussion

Die Untersuchungen zeigen eindeutig, dass die Aufzucht der Puppen von Apis
mellifera bei unterschiedlichen Temperaturen deren Fligelmorphologie beeinflusst.
Diese Ergebnisse konnten einen Erklarungsansatz fur die Beobachtung von
saisonalen Einflissen auf morphometrischen Untersuchungen (Mattu 1984,
Gromisz 1962, Michailoff 1927a) liefern. Nur wenige der untersuchten Faktoren
liefern dabei ein einheitliches Bild, einer der einheitlichen Faktoren ist aber die
Lange des Vorderfligels, die bei allen drei durchgeflhrten Studien bei warmen
Aufzuchtstemperaturen zunimmt. Dies bestétigt eine Studie von Michailoff (1927b),
die eine Zunahme der Lange der Vorderfligel bei Bienen, die bei 35°C aufgezogen
wurden im Vergleich zu bei 30°C aufgezogenen Biene n, fand. Mattu (1984) zeigte
eine Zunahme der WinkelgroRen der Winkel A4 und E9 wahrend des Sommers,
eben diese Winkel zeigte eine dementsprechende Entwicklung in unserer Studie.
Obwohl der Einfluss zwischen Umgebungs- und Bruttemperatur unklar ist, kbnnen
Schwankungen der Bruttemperatur mit der Umgebungstemperatur - vor allem im
eventuell starker exponierten Randbereich des Brutnestes (Free 1977) - nicht
ausgeschlossen werden. Ein Zusammenhang zwischen morphologischen und
saisonalen Schwankungen erscheint damit moglich.

Bei morphologischen Studien der Honigbiene werden Charakteristika wie Fligel-
grolRe und Flugeladerung oft in morphometrischen Studien der Taxonomie der Apis
Arten genutzt (Ruttner 1988). Obwohl hier die erwahnten saisonalen Einflisse
durchaus einen Einfluss auf diese Messungen haben kénnen (Mattu 1984), ist doch
eine direkte phenotypische Determinierung durch die Umgebungstemperatur nicht
zu belegen, die damit nicht als bestimmender Faktor der geographischen Verteilung
der morphologischen Merkmale gesehen werden kann.

Die an die lokalen Bedingungen angepassten Bienen unterliegen einem starken
Selektionsdruck in Richtung einer fir die Entwicklung optimalen Bruttemperatur -
selbst unter extremen klimatischen Bedingungen. Im Allgemeinen werden Bienen in
hdheren Lagen oder nérdlicheren Klimazonen an Grol3e zunehmen (Ruttner 1988),

wohingegen die Fligelgrof3e negativ mit der Umgebungstemperatur korreliert (Tan
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Ken 2003). Ein Trend, der den hier vorgestellten Untersuchungen zum Einfluss der
Bruttemperatur auf die Morphologie der Honigbiene eher gegensétzlich ist.
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