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No 21. M. Liischer und I. Walker, — Zur Frage der
Wirkungsweise der Koniginnenpheromone ber der
Homgbiene. ! (Mit 4 Textabbildungen.)

Abteilung fiir Zoophysiologie, Zoologisches Institut der Universitat Bern.

Die von BurLer (1954), Pain (1954) und Vooep (1955) nach-
gewlesene Koniginnensubstanz (..queen substance™) hat verschie-
dene Wirkungen auf die Arbeiterinnen. Sie hemmt die Entwicklung
von Eiern in den Ovarien und verhindert damit die Entstehung
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Versuchsanstalt Liebefeld-Bern, die uns in grossziigiger Weise Arbeitsplatz
und Material zur Verfigung gestellt hat. Herrn W. Fyg danken wir herzlich
fiir seine wertvolle Beratung.
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von Afterweiseln (Drohnenmiitterchen). Daneben beeinflusst sie
das Verhalten, indem sie einerseits attraktiv wirkt, andererseits
den Bau von Ersatzweiselzellen verhindert. Diese Wirkung auf
den Bau von Ersatzweiselzellen ist einem Pheromon zuzuschreiben,
der 9-Oxo-decen (2) carbonsdure, die vor kurzem synthetisiert
werden konnte (BArRBIER und LEDERER 1960, BARBIER, LEDERER
und Nomura 1960, Carrow und Jonnston 1960). Die Eireifung
wird jedoch durch diese Substanz nicht beeinflusst (Pain 1961a).
Die Ovarhemmung muss also auf der Wirkung eines weiteren,
im Totalextrakt von Koniginnen enthaltenen Pheromons beruhen.
Fiir die Attraktivwirkung schliesslich scheint ein Gemisch mehrerer
Substanzen des Totalextraktes notwendig zu sein. Die Wirkungen
der Koniginnensubstanz beruhen also auf der Wirkung mehrerer
in ihr enthaltener Pheromone.

Uber die physiologische Wirkungsweise dieser Pheromone ist
bis jetzt nur wenig bekannt. Nachdem bei Termiten gezeigt werden
konnte, dass die Pheromone der Geschlechtstiere mindestens zum
Teil in das endokrine System der Larven eingreifen (LiscHER 1961),
war anzunehmen, dass auch bei Bienen eine dhnliche Beziehung
zwischen den Pheromonen und den Hormonen bestehen kinnte.
Wir haben nun diese Frage zunéchst fiir das die Eireifung hemmende
Pheromon untersucht.

Bei vielen, jedoch nicht bei allen Insekten sind die Corpora
allata fiir die Eireifung notwendig. Auch bei Bienen bestehen
Anhaltspunkte dafiir, dass ein Hormon der Corpora allata an der
Eireifung beteiligt ist. MissBicHLER (1952) fand eine Volumen-
zunahme der Corpora allata bei eierlegenden Arbeiterinnen, den
sog. Afterweiseln. MiisseicHLER konnte jedoch die Entstehung
von Afterweiseln durch Implantation von Corpora allata nicht
beeinflussen. ALtman~ (1952) dagegen erhielt nach Injektion von
Corpora allata-Extrakten einen hoheren Prozentsatz von After-
weiseln als bei den Kontrollgruppen. Damit scheint eine stimulie-
rende Wirkung des Corpora allata-Hormons auf die Ovarentwicklung
auch bel Bienen nachgewiesen zu sein.

Wir haben uns deshalb die Frage gestellt, ob das Bienenkoni-
ginnen-Pheromon durch eine Hemmung der Corpora allata die
Eireifung bei den Arbeiterinnen verhindert. Zur Priifung dieser
Frage haben wir verwaisten Gruppen von etwa 100 Bienen Koni-
ginnen-Extrakt verabreicht und die Volumina der Corpora allata
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in Versuchs- und Kontrollgruppen nach verschiedenen Zeitinter-
vallen bestimmt. Versuchs- und Kontrollgruppen wurden jeweils
dem gleichen Volk entnommen.
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ABB. 1.

Gesamtvolumen der beiden Corpora allata in Millionen 2 von weisellosen
Bienen in Abhiangigkeit von der Nahrung.
Ko: Zucker-Honig-Gemisch — Kontrolle.
P: Zucker-Honig-Gemisch mit Pollenzusatz.
Tg: Tage nach Beginn der Weisellosigkeit (Stockentnahme).
Pro Kurvenpunkt wurden die Corpora allata von 6-18 Bienen gemessen.

Da die Versuche erst im letzten Winter begonnen wurden, standen
uns nur Winterbienen zur Verfiigung. Wir haben mit den Rassen _car-
nica® und _nigra™ gearbeitet. Die Bienen wurden in sog. Liebefelder
Kiistchen bei300C gehalten und mit Honig und Zucker, zum Teil zusitzlich
mit Pollen gefiittert. Der Kdniginnenextrakt war ein ungereinigter
Extrakt, der uns im Jahre 1957 durch Herrn Dr. C. G. Butler zur
Verfiigung gestellt worden ist. Er war also schon iiber finf Jahre alt.
Der Extrakt wurde auf einer der extrahierten Kéniginnen verabreicht.
Diese wurde getrinkt, getrocknet und in das betreffende Kistchen
gelegt.

Die Corpora allata wurden in Insekten-Ringer herauspriapariert
und im Frischzustand in einer Zidhlkammer von 0,025 mm Tiefe ge-
quetscht. Der Umriss des gequetschten Organs wurde mit dem Zeichen-
apparat gezeichnet. Die Fliche der Organs, aus der sich dann das Volu-
men berechnen liess, wurde durch Planimetrieren bestimmt.

Zur statistischen Bearbeitung wurden folgende Methoden beniitzt:
der x2-Vierfeldtest, der Test von Wilcoxon, die Sequentialanalyse und
die Varianzanalyse (sieche Documenta Geigy, Wissenschaftliche Tabellen).
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Der Prozentsatz der bei den Winterbienen in Kontrollkolonien
entstandenen Afterweisel war von Volk zu Volk sehr verschieden
und schwankte zwischen 4 und 669, wobei ein Rassenunterschied
nicht festgestellt werden konnte.
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ABB. 2.

Die Einwirkung der Kastcheneinrichtung auf das Volumen der Corpora allata
von weisellosen Bienen.
W: Kaiastchen mit normalen Bienenwachswaben.
M: Kastchen kiinstlicher Mittelwand.
O: Kastchen ohne Wabe und ohne Mittelwand.
Anzahl untersuchter Tiere pro Kurvenpunkt: 8.
Weitere Erklarungen siehe unter Abb. 1.

Wir haben zunéichst das Verhalten der Corpora allata in weisel-
losen Gruppen unter verschiedenen Bedingungen ohne Verabrei-
chung von Koniginnensubstanz untersucht (Abb. 1, 2). Es zeigt
sich durchwegs eine starke Volumenzunahme in den ersten Tagen.
Spéater nimmt das Volumen nur noch wenig zu oder es bleibt kon-
stant. Ein Zusatz von Pollen zur Nahrung hat zunichst keinen
Einfluss auf die Corpora allata (Abb. 1). Nach etwa fiinf Wochen
jedoch werden die Corpora allata der pollenernahrten Bienen deut-
lich griosser als diejenigen der Kontrollen. Dagegen war der Pro-
zentsatz der Bienen mit entwickelten Ovarien in der Kontrollgruppe
hoher (669,) als bei Pollenzusatz (459%,). Fiir den Unterschied
ergibt sich ein P <0,05.

Dieses Ergebnis scheint den Befunden von Painx (1961b),
nach denen Proteinnahrung eine Voraussetzung fiir die Entwick-
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lung von Eiern bei Arbeiterinnen ist, zu widersprechen und ist
vielleicht auf den besonderen physiologischen Zustand der Winter-
bienen zuriickzufiihren.

VOLUMEN CORPORA ALLATA OVARENTWICKLUNG

10"}.13
201 &) r509%
/"'//G 0 Ko
1'8* o _ﬁ"o-\._‘_
| 04._—_______-_. = : .______..--". Ex
3 St A
1,6- =0Tl °
-25%,
14-
1,2
Iy )
10 ! 0%
0. "Ml Wy 6 8 10 13 Tg
ABB S

Erster Versuch tber die Wirkung der Koniginnensubstanz auf die Corpora
allata und auf die Ovarentwicklung von weisellosen Bienen.
Ex: Koniginnenextrakt auf extrahierter Konigin verabreicht.
TK: Stockeigene tote Konigin.
Ko: Weisellose Kontrollen.
Anzahluntersuchter Tiere pro Kurvenpunkt: 8, fiir die Ovarentwicklung: 66.
Weitere Erklarungen siehe unter Abb. 1.

Wird der weisellosen Bienengruppe statt der vollstindigen
Wabe nur die Mittelwand mit kiinstlich eingepresstem Waben-
muster in das Kistchen gehingt, so werden die Corpora allata
gesichert (P <0.01) griosser als bet Kontrollgruppen mit normalen
Waben (Abb. 2). Die Bienen entwickelten in diesem Versuch
eine starke Bautitigkeit, indem sie Wachs von der Mittelwand
abtrugen und damit Ritzen zwischen Glas und Holzrahmen ver-
schlossen. Bei Bienen in leeren Kistchen ist die Volumenvergrosse-
rung der Corpora allata unregelmissig und nicht gesichert ver-
schieden von derjenigen der beiden andern Gruppen. In der Ovar-
entwicklung zeigten sich keine Unterschiede, doch war diese bei
allen Gruppen &usserst gering (hochstens 69%).

Die Wirkung der Kéniginnensubstanz wurde in zwei Versuchen
gepriift. Im ersten Versuch (Abb. 3) wurden einem kleinen Stamm-
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volk, dessen Konigin kurz vorher gestorben aber noch im Volk
verblieben war, drei Gruppen entnommen, von denen eine Konigin-
nen-substanz erhielt (Ex). Einer zweiten Gruppe wurde die dem
Volk entnommene tote Konigin in das Kistchen gegeben (TK).
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ABB. 4.

Zweiter Versuch mit Koniginnensubstanz.
Erklarungen siehe unter Abb. 1 und 3.

Die Corpora allata waren schon zu Beginn des Versuchs sehr
gross, wahrscheinlich infolge des Absterbens der Konigin. Die
Corpora allata der weisellosen Kontrollbienen nahmen jedoch nach
Versuchsbeginn weiter an Volumen zu, wihrend ihr Wachstum
sowohl beir Verabreichung von Koniginnensubstanz als auch
durch die tote Konigin gesichert (P <0,01) gehemmt war. Auch
die Hemmung der Ovarentwicklung in diesen Gruppen ist gesichert,
und zwar fir die Koniginnensubstanz mit P <0,0001, fiir die tote
Konigin mit P <0.001. Diese scheint also an ihrer Oberflache noch
Koniginnensubstanz aufgewiesen zu haben.

Fiir den zweiten Versuch (Abb. 4) wurden die Bienen einem
normalen grossen Volk entnommen und in zwei Gruppen aufgeteilt,
von denen die eine Koniginnensubstanz erhielt und die andere
als Kontrolle weisellos blieb. In beiden Gruppen zeigte sich mit
der Zeit eine Volumenzunahme der Corpora allata, doch waren
auch hier diejenigen der Versuchsgruppe im Vergleich mit der
Kontrolle gehemmt (P <0,05). In diesem Versuch wurde eine
Vergrosserung der Streuung unter der Einwirkung von Koniginnen-
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substanz beobachtet (P <0,01). Zudem sind einzelne s-Werte
innerhalb der Versuchsgruppe voneinander gesichert verschieden.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Corpora allata nur
teilweise und unregelméssig gehemmt wurden. Der Prozentsatz der
Bienen mit Ovarentwicklung betrug bei den Kontrollen 89, bei
den Versuchsbienen 0%, doch ist dieser Unterschied nicht gesichert.

Die Versuche zeigen, dass bei Verabreichung von Koniginnen-
substanz eine normalerweise nach der Isolierung von der Konigin
auftretende Vergrosserung der (Corpora allata der verwaisten
Arbeiterinnen verhindert oder zumindest gehemmt wird, wihrend
gleichzeitig die Eireifung in den Ovarien ebenfalls verhindert oder
gehemmt wird. Nach Untersuchungen bei anderen Insekten darf
aus einer Volumenzunahme der Corpora allata im allgemeinen
auf eine Aktivierung derselben geschlossen werden. Es ist deshalb
anzunehmen, dass die Wirkung des ovarhemmenden Pheromons
der Bienenkonigin die Corpora allata der Arbeiterinnen in ihrer
Hormonproduktion hemmt, und dass die Eireifung infolge des
Fehlens des sog. gonadotropen Hormons der Corpora allata unter-
bleibt.

Innerhalb der Gruppen die keine Koniginnensubstanz erhielten
ergab sich jedoch keine Korrelation zwischen der Grisse der Corpora
allata und der Ovarentwicklung (107 gepriifte Tiere, wovon 61
Ovarentwicklung zeigten). Dies weist darauf hin, dass trotz Akti-
vierung der Corpora allata die Ovarien mindestens bei Winter-
bienen nicht immer zur Eibildung fihig sind, dass also ein Ausblei-
ben der Eireifung in Abwesenheit der Koniginnensubstanz nicht
einer Mangelfunktion der Corpora allata zuzuschreiben ist.

Fiir eine Wirkung der Kiniginnensubstanz auf die Corpora
allata sprechen auch unveriffentlichte Befunde bei Termiten,
die zeigen, dass bei diesen die Corpora allata nach Verfiitterung
von Bienen-Koniginnensubstanz gehemmt werden, und dass die
Wirkung dieser Substanz auf die Bildung von Ersatzgeschlechtstie-
ren derjenigen von Juvenilhormonextrakten entgegengesetzt ist.

SUMMARY

The corpora allata of worker honey-bees increase in volume
during the first days after their removal from the queen. The
“ queen substance * significantly inhibits this growth of the corpora
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allata. These results suggest that the inhibition of ovary develop-
ment by the pheromone contained in the “ queen substance © is
brought about by an action upon the corpora allata which are
thereby prevented from secreting the * gonadotropic “ hormone.
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