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SUMMARY

QUANTIFICATION OF 9-OXO-DECENOIC ACID
IN THE LIFE HISTORY OF THE CAPE HONEYBEE
(APIS MELLIFERA CAPENSIS ESCHOLTZ)

9-oxo-decenoic acid was quantified by a new, direct gaschromatographic analysis. Single newly
emerged Cape honeybee workers were kept together each with 70-80 young workers of Apis mellifera car-
nica in small cages. The Cape bees started with oviposition on the 8th and 9th day under these
conditions. 9-OD was found in 78 % of all Cape workers in the experiments. The first occurrence of 9-
OD was noticed on the fourth day (after emergence) and the quantity of 9-OD increased with the age. On
the 10th day an average of 50 ug 9-OD and on the 80th day 300 ug 9-OD per worker were found.

Both, 9-OD production and oviposition were observed in 79 workers, while 8 worker bees had no 9-
OD though they layed eggs. 12 out of 18 bees, which did not oviposit, produced 9-OD. So oviposition
and 9-OD production are not directly correlated.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe einer neuen direkten gaschromatographischen Methode wurde die 9-Oxodecensiure (9-OD)
quantitativ bestimmt.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Bei 78 9% dur Kap-Arbeiterianen wurde 9-OD festeestellt Das erote Aufirzion koants am 4. Lebonsiag
registriert verden. Die gemessene Y-0D Menge nahin mit dem Alter der Bienon sontinuicrticn zin wobei die
ermittelten Werte im unteren Bereich der Mengen lagen. dic bei Kéniginnnen gofunden wurden,

Sowoh! Eiablage wie auch 9-OD Produktion wurde bei 79 Kap-Arbeiterinnen peobachtet. wahrend 8
vicilegende Arbeiterinnen keine 9-OD hatten. (2 von 18 Bienen, die keine Eier fegten, produziciien 9-OD.
Eilage und 9-OD Produktion hdngen demnach nicht direkt vonewnander ab.

EANLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Als Hauptkompoiiente des Mandibeldriisensekrets der Konigin wurde trans-9-
Yxo-2-decensavre ($-OD) isoliert (BARBIER und LECERER, 1960; Caiiow und
JoHNSTON, 1960).

RUTTINER ¢ al. (1976} konnien 9-OD erstmals auch bei legenden Arbeiterinnen
voit Apis mellifera capensis nachwesscil

Dieser erste nur wenige Proben umtassende Macimwers von 9-OD bei Arbeitsbie-
nen war die Grundlage fiir diese Untersuchung, die sich mit tolgenden Fragestellungen
befasste :

1. 1st die Bildung von 9-OD eine Eigenschaft aller Kap- Arbeiterinnen. oder ist sie
auf legende Arbeiterinnen beschriankt?

Ist die Ovarentwicklung mit der 9-OD-Produktion gekoppelt?

2. In welchen Alter beginnt die 9-OD Bildung, und wie verandert sich die Phero-
monmenge in Abhingigkeit vom Lebensaiter der Kap-Arbeiterinnen?

3. Sind die bei den Kap-Arbeiterinnen gefundenen Ergebnisse mit denen von
Koniginnen zu vergleichen?

MATERIAL UND METHODE

1. Material

Fiir die Versuche wurden Arbeiterinnen von Apis mellifera capensis ESCHOLTZ verwendet, ciner
Rasse, die seit einigen Jahren am Institui fiir Bienenkunde in Oberursel gehalten wird.

Das natiiriiche Verbreitungsgebiet der Kapbiene ist die Siidspitze Afrikas im eng begrenzten Gebiet
der Kapregion. Von anderen weiter nérdlichen Bienenrassen (scutellata-adansonii-Gruppe) kann die
Capensis mit den tiblichen biometrischen Methoden nicht einwandfrei getrennt werden, da dussere Merk-
male, wie dunkle Korperpigmentierung und eine erhéhte Borstenzahl auf den Vorderfliigeln, keine ausrei-
chenden Unterscheidungsmerkmale darstellen (RUTTNER, 1977).

Die exakten Kriterien sind in der Art der Reproduktion vnd in der Ausbildung der Fortpflanzungsor-
gane bei den Arbeiterinnen zu finden. Aus den unbefruchteten Eiern von Kap Arbeiterinnen entwickeln
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sich normale weibliche Tiere — thelytoke Parthenogenese (ONIONS, 1912: RUTYNER, 1976} --. wihrend aus
den Eiern von Arbeiterinnen anderer Rassen Drohnen schliipfen.

Daneben sind die Arbeitsbienen von A.m. capensis schon von ihrer Anlage her koniginnendhnlicher
als Arbeiterinnen anderer Rassen. Sie besitzen eine Spermatheka und eine erhéhte Ovariolenzahl

2. Methode

2.1. Erzeugung und Haltung von legenden Kap-Arbeiterinnen

Die fiir die Versuche notwendige grosse Anzahl von legenden Kap Arbeiterinnen definierten Alters
wurde auf folgende Weise erreicht.

In kleine Holzkéafige (7,5 X 7 X 9 cm) wurde je eine frischgeschliipfte. markierte Kap-Arbeiterin mit
70-80 Jungbienen von A.m. carnica zusammengesetzt. Dieser Ansatz beruht auf der unterschiedlichen Ent-
wicklungszeit der Ovarien bei den genannten Rassen. Die Kap-Arbeiterinnen bendtigen eine wesentlich
kiirzere Zeit bis zur Entwicklung ihrer Ovarien (6-7 Tage) als die Carnica-Arbeiterinnen (etwa 30 Tage:
HEesse, 1977).

Die Bienen wurden liber die gesamte Versuchsdauer mit Zuckerteig, Wasser und frischem Pollen ver-
sorgt. In jedem Versuchskifig war ein kleines Stiick bereits bebaute Mittelwand (ca. 5 ¥ 3 cm) angebracht
(PaIN, 1966). Taglich erfolgte eine Inspektion der Kisten mit Fiitterung, Feststellung einer etwaigen Ei-
ablage sowie Entfernung der toten Bienen. Die Versuchskidsten wurden im Brutschrank bei 27 °C gehalten.
Nach 30-35 Tagen Versuchsdauer stieg der Totenfall der Carnica-Bienen meist so stark an, dass es not-

"wendig war, die Kap-Arbeiterin in ein neues Kistchen mit Jungbienen umzusetzen. Wihrend der 1.
Periode (2.-12. Tag) wurden fiir jeden Tag 10-20 Versuchskisten angesetzt. Vom 15.-50. Lebenstag wurde
ein 5-Tage Rbythmus cingehalten, mit 5-10 Kastchen pro Ansatz. Insgesamt wurden 246 Kap-Arbeiterinnen
bekannten Alters ausgewertet, gewonnen aus einem Ansatz von ursprunglich 254 Kistchen. Die Altersver-
teilung der Arbeiterinnen zur Zeit der Auswertung ist aus Tab. | ersichtlich. Die Bienen wurden bis zur
weiteren Verarbeitung bei ca. — 16 °C aufbewahrt.

Als Kontrotlversuch wurden zur selben Zeit Kap-Arbeiterinnen einem weiselrichtigen Kap-Volk
zugesetzt. Die im Brutschrank bei 32 °C geschliipftenn Kapbienen wurden téglich von der Brutwabe abge-
sammelt und vor dem Zusetzen in das Kapvolk farbig markiert. Insgesamt wurden dem Kapvolk von Mitte
Juli bis Ende August 120G gezeichnete Arbeiterinnen zugegeben. Vom 2.-10. Lebeustag der Kap-
Arbeiterinnen wurden téiglich 10-20 Bienen abgefangen. Vom 15, bis 60. Lebenstag wurden die Kap-
Arbeiterinnen im 5-Tage-Rhythmus abgesammeit.

2 2. Préparation der Kap-Arbeiterinnen
Die Préparation der Ovarien erfolgte nach der Methode von G. Hess (1942). Bei 20-facher Vergrds-
serung wurden die Ovarien unter dem Binokular ausgewertet.

Als Kriterium fiir die Beurteilung des Entwicklungsgrades der Ovarien wurde die Kammerung der
Ovariolen gewahlt. Es erfolgte eine Einteilung in 3 Stufen (Saxacamr und AKAHIRA, 1958; VELTHUIS,
1970) : :
Mit Stufe 1 wurden alle Ovarien bezeichnet, die villig unentwickelt waren, d.h. bei denen die Ovario-
len keine Einschnirungen aufwiesen.

Unter Stufe 3 wurden die Ovarien gezihlt, bei denen legereife Eier in den Ovariolen erkennbar waren.

Stufe 2 umfasste alle Zwischenformen, d.h. vom Beginn der Kammerung der Ovariolen bis hin zu
ganz deutlicher Kammerung.

Die Spermatheka, die an der Stelle liegt, wo sich der Oviductus communis in die beiden lateralen Ovi-
dukte aufspaltet, wurde bei 40-facher Vergrésserung unter dem Binokular ausgemessen. Bel jeder Sperma-
theka wurden zwei senkrécht aufeinandersiehznde Durchmesser angegeben.

2.3, Quantifizierung der 9-Oxodecensiure

Dar klassische Nachweis von 9-0D (Cartow und Jounsron, 1960) wird dber eine Veresterung
durchgefiibrt. Dabei werden die Kiple der zu uatersuchenden Bienen mit Ather extrahiert und die S&u-
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ren durch Zugabe von Diazomethan in die entsprechenden Methylester {iberfuhrt. Erst dann kann die gaschro-
matographische Aufarbeitung erfolgen. Um die quantitativen Ungenauigkeiten, die bei der Methylie-
rung mit Diazomethan entstehen, auszuschliessen und um die Empfindlichkeit auf die fiir diese Untersu-
chung erforderliche Stufe zu erhéhen, haben wir direkt chromatographiert. Diese Messmethode hat neben
geringerem Arbeitsaufwand den Vorteil, dass auch sehr kleine Mengen 9-OD gemessen werden konnen.
Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 0,5 ug.

Die Messungen erfolgten an einem Gaschromatographen der Firma Hewlett-Packard Series 5720 1.
Es wurde mit einem FID und einer Stahlsidule (Ldnge 1,8 m, Durchmesser aussen 3,2 mm, innen 2,7 mm,
2,5 % SP 1000, Chromosorb G, AW-DMCS, 80-100 mesh) gearbeitet. Die Temperatur im Sdulenofen war
konstant 240 °C (Einspritzblock 280 °C, Detektor 300 °C).

Als Trigergas wurde Stickstoff verwendet (Stromungsgeschwindigkeit 40 ml/min).

Zur Messung wurde der Kopf einer einzelnen Kap-Arbeiterin in einem Eppendorffhiitchen mit 50-
100 1] Aceton als Losungsmittel zerquetscht. Nach 15-stlindiger Aufbewahrung im Kiihlschrank erfolgte
die gaschromatographische Messung, wobei 1-3 11 des Acetonextrakts in den Probeneinlass gegeben wur-
den. Wenn mehrere Képfe von gleichaltrigen Arbeiterinnen zusammen in einer Probe verarbeitet wurden,
erhohte sich die Menge des Losungsmittels entsprechend.

Bei den Kapbienen aus dem weiselrichtigen Volk wurden fiir jede Altersstufe 10 Bienen untersucht,
wobei 2 Messungen mit jeweils 5 gleichaltrigen Bienen erfolgten. Bei den Kap-Arbeiterinnen aus den Ver-
suchskdsten wurde dagegen grosstenteils Einzelmessungen vorgenommen. Am 2., 3., 5., 6., 7., 9. und 11.
Lebenstag wurden allerdings 2-6 Kopfe jeweils in einer Probe aufgearbeitet.

TaAB. 1. — Altersverteilung der Kap-Arbeiterinnen
zum Zeitpunkt der Auswertung.

TaBL. 1. — Distribution de I'dge des ouvriéres du Cap
au moment de lexpérience.

Alter der Kap- Y in Tagen| 5 s | 6.9 | 10.15 | 16-20 | 21-30 | 3140 | 41-50 | 51-75 | >80
Age en jours des [q'du Cap

Anzahl der Kap- ?Ef

Nombre & % du Cap 41 | 62 | 37 20 18 31 16 10 1

Mit Hilfe einer Vergleichslgsung aus synthetischem 9-OD, in Aceton geldst, die nach jedem Chroma-
togramm mit Kopfextrakt gespritzt wurde, konnte ermittelt werden, ob in der untersuchten Probe 9-OD
vorhanden war und wenn ja, in welcher Menge (Abb. 1).

Die quantitative Auswertung erfolgte iiber eine angendherte Fldchenbestimmung des Peaks : Peakho-
he x Halbwertsbreite. (Halbwertsbreite = Breite eines Peaks in halber Hohe zwischen Maximum und
Grundlinie.)

ERGEBNISSE

1. Verhalten der Bienen in den Versuchskdsten

Bautétigkeit

Bei der tdglich durchfiihrten Inspektion wurde fiir jeden Versuchskasten der
Beginn des Zellenanbaus an das eingeklebte Wabenstiick bestimmt, wobei als Kriterium
deutlicher Anbau in Form von mindestens einer Zelle gewéhlt wurde.
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ABB. 1. — Gaschromatogramme.

a) 4 ug synthetische 9-OD
b) 2 ul Extrakt (5 20-tdgige Kap- W aus dem weiselrichtigen Volk, in 150 ul Aceton geldst)
X = nicht identifizierter Peak (9-Hydroxy-Decensiure?)
¢} 1 ul § Extrakt (45-tégig, in 100 ul Aceton gelst), 276 ug 9-OD
X = nicht identifizierter Peak (9-Hydroxy-Decensiure?)
F1G6. 1. — Chromatogrammes gazeux
a) 4 ug d’acide céto-9 synthétique
b) 2 ul d’extrait de 5 ouvriéres du Cap agées de 20 jours, provenant d’une colonie avec reine et macérées
dans 150 ul d’acétone
X = pic non identifié (acide hydroxy-9 décen-2 oique?)
¢ 1 ul dextrait d’ouvriére (agée de 45 jours, dissout dans 100 ul d’acétone), 276 ug d’acide céto 9.
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Zwischen dem 5. und 7. Versuchstag war die grosste Bauaktivitdt zu beobachten.
Bis einschliesslich des 6. Versuchstages hatten die Bienen in 39.9 % der K dsten mit dem
Anbau von Zellen an das Wabenstiick begonnen. Am Ende des 7. Versuchstages wie-
sen schon 60,1 % der Kisten angebaute Zellen auf. Wenn bis zum 10. Versuchstag
keine Zellen angebaut wurden, blieb das Wabenstiick bis zum Versuchsende unberiihrt.
Das war bei 22,3 % der Kisten der Fall.

Fiir jede Kap-Arbeiterin wurde der Beginn der Eiablage bestimmt (Tab. 2). Im
Durchschnitt begannen die Kap-Arbeiterinnen am 8,7. Lebenstag mit der Eiablage.
Wenn die Arbeiterinnen bis zum 15. Lebenstag nicht legten, gingen sie auch spater
nicht mehr in Eilage, Von 105 Arbeiterinnen, die ein Alter von mehr als 15 Lebensta-
gen erreichten, legten 18 (= 17,1 %) wihrend der gesamten Versuchsdauer keine Eier.

Bei der tiglichen Inspektion der Versuchskisten wurde in vielen Fillen ein Hof-
staat um Kap Arbeiterinnen beobachtet. Diese mehr zufélligen Beobachtungen erlaub-
ten keine systematische Auswertung.

TAR. 2. -~ Beginn der Eilage von 1381??

TapL. 2. — Début de la ponte chez 138 ouvrieres.

Tag s e | 7| 8 | 9o |10 ] 1|12 {1314

Jour -

Anzahl d. ?[’3[‘
Mombre d’ ??’ ! 1 20 50 38 13 8 4 1 2

2. Alrer der Kap-Arbeiterinnen

Uber das Lebensalter und die Dauer der Eilage kann nur bei einigen Kap-
Arbeiterinnen eine Aussage gemacht werden, da die Versuche vom Ansatz her ein
Abtéten der Bienen nach bestimmten Zeitintervallen bedingten. 13 Kap-Arbeiterinnen
erreichen eine Lebensdauer von iiber 75 Tagen. 4 Arbeiterinnen legten im Alter von
{iber 100 Tagen (102-, 103-, 116- und 126-tdgig) noch Eier. Die ilteste K.ap-Arbeiterin
wurde 137-tagig getdtet.

3. Spermatheka und Ovarentwicklung der Kap-Arbeiterinnen

Von 190 priparierten Kap-Arbeiterinnen aus dem weiselrichtigen Volk wurde hei
66 % eine Spermatheka gefunden. Die Grésse betrug im Durchschnitt 0,45 x 0,44 mm
(min: 0,27 x 0.27 mm; max.: 0,55 x 0,62 mm) und war vom Alter der Bienen
unabhingig.

In den Versu~hskiisten wiesen von 221 untersuchten Kap-Arbeiterinnen 64,7 %

gine Spermatheka anf. Die dorchschnittliche Grésse hetrug 0,5 % 0,5 mm (min :
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0,25 x 0.25 mm; max. : 0,87 x 0,80 mm). Eine Abhangizicid de. Spornachesacidsse
vom Alter der Bienen konnte auch hier nicht festpesiclli werden

Die Ovarien der Kap-Arbetteninnen aus dem wosclrichngein voli waren vollig
unentwickelt, d.h. sie wurden der Entwicklungssuife | zugecrdne:

Rie Ovarpraparation der Kap-Arbeitcrinnen aus den Verssgchskaston ecgab
folgende Ergebnisse : Am 2. und 3. Lebenstag wi:den nur anemwickelte Guarien
gefunden. Am 4. Lebenstag konnien bereits ber cuter hap Arbaerin Ovarten mit
Entwicklungsstufe 2 registriert werden. Am 5. Tag waren ¢s voir 12 Brenen schon 3, die
entwickelte Ovarien aufwiesen

4. 90D Meage in den Kap Arbeierinnen

Bei den 190 Kap- Airbeiterinnen aus dem woiEch Oftigan voil b i ko 1er def
38 untersuchten Bienenproben 9-OI) nachgewviesen weiden

Bei den weisellos gehaltenen Kap-Arbenterinin wurds von 117 oo hipeichiricn
Einzelmessungen bei 78 % der Arbeiterinnen 9-OD festgestlit.

Der Beginn der 9-OD Bildung und die $-OD Mecage i Abhangizkeii veit. Ales
der Kap-Arbeiterinnen wird an der Kurve in Abb. 2 deutlich.

Der Verlauf der Kurve zeigt, dass die gemessene 9-OD Menge aut den Alter der
Kap-Arbeiterinnen kontinuterlich zuunsunmt.  (Regressionsgerade @ i~ 3.1%;
y (x = 0) =24,22). Das erste Auftreten vou 9-OL) wurde am 4. Lebenstay der Kap
Arbeiterinnen registriert. Von 10 einzeln wntersuchien Kap-Acbeiterinnen dieser
Altersstufe konnte bei 4 Tieren 9-OD festgestellt werden. Iiie durchschnitthiche Menge
betrug 12,5 ug pro Arbeiterin. Der hochste 9-OD Wert aller Einzelmesstingen wurde
bei einer 111 Tage alten Kapbiene mit 633,6 g gemessen.

5. 9-OD Menge und Ovarentwickidilg

Wird der 9-OD Gehalt in Zusammenhang mit der Ovarentwicklung der Kap
Arbeiterinnen betrachtet, so zeigen sich folgende Ergebnisse : Gleichzeiiig mii dem
ersten Auftreten von entwickelten Ovarien am 4. Lebenstag der Kap-Arbeiterinnen
wurde, wie schon oben angefiihrt, zum ersten Mal 9-OD fesigestellt.

Parallel zur Haufigkeit von Arbeitsbienen mit entwickelten Ovarien erhéht sich
auch die 9-OD-Menge. Diese Parallelentwicklung gilt fiir Arbeiterinnen bis zum 10.
Lebenstag, spiter jedoch nicht mehr. Wihrend sich dann die mittlere Ovarstufe der
alteren Arbeiterinnen (vom 10. bis 50. Lebenstag) auf einen Wert um 3 einstellt (d.h.
fast alle Kap-Bienen legen Eier), nimmt die gemessene 9-OD-Menge noch weiter zu. Bei
Kap-Arbeiterinnen mit einem Alter von mehr als 50 Tagen, bei denen zum Zeitpunkt
der Messung die hochsten 9-OD-Werte erhalten wurden, waren die Ovarien zwar
immer noch sehr stark entwickelt, legereife Eier wurden dagegen nur selten gefunden.
Der Entwicklungsgrad wurde daher mit Stufe 2 bewertet.
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Die Tatsache, dass keine legereifen Eier in den Ovarien zu finden waren, bedeutet
aber noch nicht, dass die Kap-Arbeiterinnen die Eilage vollig beendet hatten und nicht
mehr in der Lage waren, erneut Eier zu legen. Das Alter der Begleitbienen hat nach
unseren Beobachtungen einen entscheidenden Einfluss auf die Legetétigkeit der Kap-
Arbeiterinnen. Ein Beleg fiir diese Annahme ist darin zu sehen, dass 15 von 22 Kap-
Arbeiterinnen durch Umsetzen in Késten mit Carnica-Jungbienen ihre unterbrochene
Legetdtigkeit wieder aufnahmen.

Kap-Arbeiterinnen, die in den Versuchskidsten bis einschliesslich des 15.
Lebenstages nicht mit der Eilage begonnen hatten, legten bis zum Versuchsende keine
Eier mehr. Von 18 Kap-Arbeiterinnen, die dlter als 15 Tage waren und keine Eier
legten, wurden bei 10 Tieren Ovarien mit Entwicklungsstufe 2 und bei 8 Tieren Ovarien
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mit Entwicklungsstufe 1 gefunden. Uber den Zusammenhang zwischen Eilage und
9-OD-Gehalt gibt Tab. 3 Aufschluss. Der Anteil der Tiere, die 9-OD produzieren, ist bei
den eierlegenden Arbeiterinnen signifikant grésser (x? = 7,45) als bei den Bienen, die
wihrend der Versuche keine Eier legten. Betrachtet man jedoch bei beiden Gruppen nur
die Tiere mit positivem 9-OD-Befund, so ergibt sich kein signifikanter Unterschied in
der Menge (151,6 ug bei Eilage und 194,3 ug ohne Eilage).

TAB. 3. — 9-OD Produktion und Eilage
(Arbeiterinnen ilter als 15 Tage).
TABL. 3. — Production d’acide céto-9 et ponte
(ouvriéres agées de plus de 15 jours).

9-OD Keine 9-OD
Acide céto-9 Pas d'acide céto-9

In Eilage

& 79 8
Ponte
Nicht in Eilage
Pas de ponte 12 6

DISKUSSION

1. Verhalten der Bienen in den Versuchskdsten

1.1. Bautitigkeit

Die Beobachtung, dass die Begleitbienen zwischen dem 5. und 7. Versuchstag mit
dem Anbau von Zellen an das eingeklebte Wabenstiick begannen, stimmt mit den
Angaben von ROGER (1971) iiberein. In Versuchskéfigen mit 50 Bienen konnte er den
Anbau von Zellen an die Mittelwand zwischen dem 6. und 7. Lebenstag feststellen,
wobei er der Konigin eine primédre Bedeutung fiir das Bauverhalten zuschreibt.
DARCHEN (1957, 1960) hatte zuvor in Versuchen mit unterschiedlicher Bienenzahl
diesen Einfluss der Konigin genauer beschrieben. Bei Anwesenheit einer Konigin,
unbegattet oder begattet, konnte auch er bei 50 sechstdgigen Arbeiterinnen eine
Bautitigkeit feststellen. Ohne Konigin wurde nur gebaut, wenn 10 000 Bienen
vorhanden waren. Bei Anwesenheit von eierlegenden Arbeiterinnen geniigten nach den
Versuchen von DARCHEN bereits 5 000 Bienen, um ein Bauverhalten auszuldsen.

Unter unseren Versuchsbedingungen haben sich die Begleitbienen so verhalten,
wie in den Versuchen von DARCHEN bei Anwesenheit von einer Konigin. So kann die
Beobachtung der Bautitigkeit in den Versuchskisten bereits einen ersten Hinweis
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darauf gehen. dass die Kap arbeiterionen auf die Begleitbieren eine Wirkung als

« EvsatzkAnigheena v agaithen,
12 Ei-bklage

Es ist bekanrt. dacs sich bei Weisellosigkeit die Ovarien der Arbeitsbienen
entwickeln, wnd legende Arbeiterinnen auftreten (DE Groot and Veocp. 1954;
Voosn, 19550 1956; BurLer, 1957 b).

Zwischen den einzelnen Ressen bestehen jedoch Unterschiede in der Latenzzeit,
d.h. in der Zeit, die die Ovaiien bepdtigen, um sich zu entwickeln, und die ersten Eijer
abgelegt werden [Winpen.

Versuche ap reinen Kap-Vélkern ergaben, dass nach Entfernen der Kénigin die
ersten Eier roch schneller aufireten als in den Versuchskésten, in denen Carnica
Jurgbienen als Begleittienen verwendet wurden : nach 2-3 Tagen (ON1oONS, 1912). nach
4 8 Tagen (A~mFRrsoN, 1963) und nach 6-7 Tagen (HEssg, 1977).

Das Vorhandensein von Eiein am 2. bis 3. Tag nach Entweiselung kann wohl nur
darmit erkldrt werden, dass immer einige Arbeiterinnen mit bereits entwickelten Ovarien
(Entwicklingestufe 2-3) ur Volk anwesend sind. Diese Annahme wird von der
Beohachtung  AxpERSOWS  (1963) bestitigt, der in fast allen Kolonien trotz
Amvesenbeit der Konicin bei 20 % der Arbeiterinnen entwickelte Ovarien vorfand.

2. Alter der Kap-Arkeiterinnen

Uber die Lebensdauer vor legenden Kap-Arbeiterinnen liegen noch keine Untersu-
chungen vor, aber unsere Ergebnisse zeigen, dass legende Arbeiterinnen in Versuchs-
kidsten bis zu 140 Tagen alt werden kinnen . Sommerbienen in frei fliegenden Ver-
suchsvdlkerr haben eine Lebensdauver von 25-35 Tagen. max. 60-70 Tagen, wihrend
Winterbieren 6-7 Moneate zlt werden kdnnen (MAURIZIO, 1946, 1961). BERTHOLF (1942)
konnte zeigen, dass weder die Anwesenheit einer Kénigin, noch die Moglichkeit, Reini-
gungstliige zu unternehinen, eirven Firfluss auf die Lebensdauer von gefangen gehalte-
nen Bieren hat.

Neben zahlreichen morphologischen Verschiedenheiten zwischen adulten Koni-
ginnen und Airbeiterinner hesteht ein wesentlicher Unterschied beider Kasten in der
Lebensdaner. Durch die gegeniither reproduktiv  inaktiver Arbeiterinnen verldngerte
Lc‘bfr.s:-éft ist die legende Kap Arbeitsbiere auch in diesem Merkmal kéniginnenihnli-
cher.

3. Spermatheka bei Kup-Arbeiterinnen

Die Grisse der Spermatheka liegt mit einem Durchmesser von durchschnittlich
0.45 X 0,44 mam im weiselrichtigen Volk und 0,5 ¥ 0,5 mm in den Versuchskiisten im
Bereich der Weyie, wie sie fitr Y ap Arbeiterinnen bereits beschrieben wurden (Rurt
MFER, 1977)
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ANDERSON (1963) stellte eine geringe Grossenzunahme der Spermatheka be
legenden Arbeiterinnen im Vergleich zu nicht legenden fest : Spermatheka bei legenden
Arbeiterinnen 0,29 x 0,35 mm, bei nicht legenden 0,25 x 0,3 mm. Grossenunterschiede
in der gleichen Ordnung, von 0,04-0,06 mm, konnten auch bei unseren Messungen beo-
bachtet werden.

Der Nachweis ciner Spermatheka bet 65 % der Versuchsbiencn ist zugleich ein
Beweis dafiir, dass es sich tatsdchlich um Kap-Arbeiierinnen gehandeit hat. Carnica-
Arbeiterinnen besitzen héchsiens Rudimente von Spermatheken.

4. 9-OD Menge in den Kap-Arbeiterinnen

Da bis jetzt noch keine quantitativen Untersuchungen iber den 9-0O1D Gehalt bei
legenden Arbeiterinnen vorliegen, werden die bei Kap-Arbeiierinnen erhaitenen Ergeb-
nisse mit solchen von Koéniginnen verglichen.

Bei Koniginnen wurde bereits am ersten Tag aach dem Schlipfen 9-OD festge
steilt. BUTLER und PaToN (1962) fanden 7,2 sig, PAIN und RuGER (1976} ca. 20 ng
9-OD preo Konigin. Bei Kap-Arbeiterinnen konnte das erste Aufireten voir 9 OD erst am
4. Lebenstag mit einer durchschnittlichen Menge von 12,5 ug pro Arbeiicrin regisiriert
werden. Die 9-OD Menge nimmt dann mit dem Alier kontinuierlich za. Ob die hohen
Werte an 9-Oxodecensdure bei alten Arbeiterinnen auf eine vermehrte Bildung des
Sekrets oder auf eine Akkumulation zuriickgehen, bleibt zu diskutieren. Moglich ware,
dass dltere Begleitbienen aufgrund eines reduzierten Futieraustausches die legende
Arbeiterin nicht mehr so oft berlihren, und sich dadurch die Menge an 9-OD ia dieser
anreichert. Die mit dem Alter der Kap-Arbeiterinnen registrierte Zunahme des 9-
Oxodecensdure-Gehalts muss deshalb nicht unbedingt auf eine vermehrte 4-OD Bil-
dung zuriickgehen, denn es kann auch so sein, dass staudig mehr 9-OD produziert als
abgegeben wird.

Die kontinuierliche Zunahme der 9-Oxodecensduate mit dem Alier aer Kap-
Arbeiterinnen entspricht den Angaben, wie sie von BuTiir und Patown (1962) und
PAIN et al. (1962, 1967} fiir Koniginnen gemachit wurden.

Pam und RoGer (1976), die ebenfalls die 9-OD Menge in Abhdngigheti vom
Alter unbegatteter Koniginnen untersuchten, steilten jedoch ein 9-0OD Maximum bei
16-20-tdgigen Koniginnen fest (durchschnittlich | 107 ug). Mit zunehmendem Alter
der Koniginnen sank die 9-OD Menge dann wieder ab (bei 46 bis 50-égigen auf
282 ug). Eine Erklarung fiir die verminderte 9-OD Menige i Alter wird von den Auto-
ren in den unnatirlichen Versuchsbedingungen gesehen. Sie nehimen an, dass altere
Begleitbienen der Konigin nicht mehr alle wichugen Elemente liefern, die sie bendtigt,
um 9-OD zu bilden. Demnach ist dic 9-OD Menge siark abhangig vom phiysiologi-
schen Zustand, dem Alter und der Anzahl der Begleitbieanen (PAIN ef al, 1972).

Ein Vergleich der 9-OD Mengen zwischen Kap-Arbeiterinnen und Komginnen
zeigt, dass die durchschnittlichen Werte, die bei legenden Kap- Arbeiterinien gefunden
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wurden, durchaus mit denen von Koniginnen zu vergleichen sind, obgleich die bei diesen
gefundenen Hochstwerte in unserer Versuchsserie nicht erreicht wurden.

Grosse individuelle Unterschiede im 9-OD Gehalt, wie sie fiir gleichaltrige Kap-
Arbeiterinnen bei dieser Untersuchung gefunden wurden, sind auch bei Koniginnen
gleichen Alters bekannt (PAIN er al.,, 1967).

Ovarentwicklung bzw. Eilage und 9-OD-Produktion treten bei den meisten hier
untersuchten Bienen gleichzeitig auf. Aber auch Bienen, die nicht in Eilage gegangen
sind, zeigen 9-OD-Produktion. So kann vermutet werden, dass in der Regel beide Orga-
ne (Mandibeldriise und Ovarien) bei Weisellosigkeit liber neurosekretorische Zentren
aktiviert werden. Jedoch scheint wie bei der Kénigin (BUTLER, 1959; GaRy, 1961)
keine direkte Verkniipfung zu bestehen.

Eingegangen im April 1979.
Regu pour publication en avril 1979.

RESUME

1l existe de nombreuses données concernant la corrélation entre I’age et la production d’acide céto-9
décéne-2 oique (acide céto-9) chez les reines (BUTLER et PATON, 1962; PAIN et ROGER, 1976, 1978; PAIN et
al., 1967, 1972, 1974). Dans ce travail on a cherché a savoir si la quantité¢ de phéromone variat également
avec I’age chez les ouvriéres pondeuses.

La détermination quantitative de la teneur en acide céto-9 en fonction de 'age a été effectuée chez les
ouvrieres d’4.m. capensis. Les ouvriéres des abeilles du Cap (Origine : pointe sud de I'Afrique) se distin-
guent par une caractéristique biologique : les ceufs des ouvriéres pondeuses donnent naissance a des indivi-
dus femelles diploides (parthénogenése thélytoque). En outre les ouvriéres du Cap sont de prime abord plus
proches d’une reine que des ouvriéres des autres races : elles possédent une spermathéque (diamétre 0,3-
0,8 mm) et un nombre élevé d’ovarioles (15-30).

Dans des cageties expérimentales on a rassemblé 70-80 jeunes abeilles d’A pis mellifica carnica sans
reine et une ouvriére du Cap fraichement éclose et marquée. Cette disposition garantit que les ceufs qui
vont apparaitre les premiers proviennent du Cap.

Les cagettes étaient munies d’un petit morceau de rayon et conservées a I’étuve a 27 °C. Les abeilles
étaient approvisionnées en eau, candi et pollen. Comme témoin on a ajouté des ouvriéres du Cap fraiche-
ment écloses et marquées a une colonie du Cap possédant une reine.

On a tué a intervalles déterminés les ouvriéres du Cap des cagettes expérimentales et celles de la colo-
nie avec reine. On a examiné ’état de développement de leur ovaires, mesuré la spermathéque, quand elle
existait, et déterminé par chromatographie gazeuse la teneur en acide céto-9. Pour cette derniére opération
les mesures n’ont pas été effectuées selon la méthode classique, dans laquelle les acides sont transformeés en
leurs esters méthylés correspondants par addition de diazométhane. Elles ont été effectuées sur un chroma-
tographe & gaz de la firme Hewlett-Packard de la série 5720 A, équipé d'un FID et d’une colonne acier
(longueur 1,8 m; diamétre extérieur 3,2 mm; intérieur 2,7 mm; 2,5 % SP 1000; Chromosorb G; AW-DMCS;
80-100 mesh). La température dans le four des colonnes était maintenue constante, a 240 °C (chambre
d’injection 280 °C, détecteur 300 °C).

On a utilisé 'azote comme gaz vecteur (vitesse de débit 40 ml/min).

Pour effectuer les mesures on a broyé la téte d’une ouvriére du Cap dans une coupeile Eppendorf et
dilué avec 50-100 ul d’acétone. Aprés le maintien en chambre froide pendant 15 heures, on a effectué la
mesure en chromatographie gazeuse en introduisant 1-3 ul de I'extrait par acétone dans la chambre d’ad-
mission des échantillons. Si I'on traitait les tétes de plusieurs abeilles de méme age dans un méme échantil-
lon, la quantité de solution était €levée proportionnellement.
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Chez les abeilles du Cap provenant de la colonie avec reine, on a pris 10 abeilles par tranche d’age.
Sur les 5 premiéres abeilles on a effectué une mesure et sur les 5 suivantes une autre mesure. Par contre
chez les ouvriéres du Cap provenant des cagettes expérimentales on a procédé en majorité a des mesures
individuelles. Tous les 2¢, 3¢, 5¢, 7¢, 8% et 11¢jour de vie on a analysé de 2 a 6tétes d’abeilles.

A I’aide d’une solution témoin d’acide céto-9 synthétique dilué dans ’acétone, que ’on injectait apres
chaque chromatogramme d’extrait de téte, on a pu savoir si de 1’acide céto-9 était présent dans I'échantillon
analysé et, si oui, dans quelle proportion (Fig. 1).

L’évaluation quantitative a découlé de la détermination approximative de la surface des pics : hauteur
d’un pic x base médiane (base médiane = largeur du pic a la moitié de la hauteur entre le maximum et la
ligne de base).

Entre le 5° et le 7¢ jour d’expérimentation les abeilles des cagettes expérimentales ont commenc¢ &

construire des cellules sur le morceau de rayon, ce qui indique déja que les ouvriéres accompagnatrices
acceptaient 'ouvriére du Cap comme «reine de substitution ».

Au 9° jour de leur vie 79 % des ouvrieres du Cap avaient commencé a pondre.

Toutes les ouvriéres du Cap provenant de la ruche avec reine ont montré des ovaires non développés
et chez aucune des ouvriéres testées on n’a pu mettre en évidence d’acide céto-9.

L'acide céto-9 ctait par contre présent chez 78 % des ouvriéres du Cap provenant des cagettes expé-
rimentales. I a €té enregistré pour la premiére fois chez les ouvriéres de 4 jours avec une moyenne de
12,5 pg/ouvriére du Cap. La quantité d’acide céto-9 mesurée a augmenté ensuite continuellement et atteint
chez les ouvriéres de plus de 100 jours une moyenne de 412,9 sig/abeille. Aucune diminution de la teneur
en acide céto-9 n’a été mise en évidence chez les ouvriéres qui, au moment de la mesure, n’étaient pas pon-
deuses.

Le développement ovarien des ouvriéres du Cap, semble n’avoir aucune influence sur la formation de
I’acide céto-9, bien que la majorité des ouvriéres du Cap, chez lesquelles on a mesuré la quantité d'acide
céto-9, possédat des ovaires développés et fit en partie pondeuse.
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