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ARBEITSGEMEINSCHAFT DER INSTITUTE
FUR BIENENFORSCHUNG
BERICHT UBER DIE TAGUNG
IN MAYEN VOM 18.-20.3.1987

Die diesjahrige Tagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fiir Bienenforschung
fand seit langen Jahren wieder einmal in Mayen in der Eifel statt. Die rheinland-
pfélzische Landesanstalt fiir Bienenzucht hatte dazu ins « Haus im Mohren » einge-
laden.

Nach der BegriiBung durch den Vorsitzenden der Arbeitsgemeinschaft, Prof. Dr.
W. Drescher, und den Hausherrn der Landesanstalt, den 1. Vorsitzenden des Imkerver-
bandes Rheinland, W. Rohner, gab der Institutsleiter, Dr. A. Schulz, einen kurzen
Abrif iber die Bedeutung und den geschichtlichen Werdegang der Landesanstalt.

Sie wurde im Jahr 1925 als « Rheinische Imkerschule » gegriindet, verfolgt seit
1932 als « Staatl. Lehr- und Versuchsanstalt fiir Bienenzucht » aber auch wissenschaftli-
che Ziele. So sieht sie heute ihre Hauptaufgaben in den Gebieten : Aus- und Fortbil-
dung der Imkerschaft (Lehrlingsausbildung, Meisterpriifungsvorbereitung, Wochenlehr-
gange fir Imker, etc.), Krankheitsdiagnose und Bekampfung, Priifung von Pflanzen-
schutzmitteln auf Bienenpathologie, Ko&rung, Zuchtauslese und Leistungspriifung.
Geplant sind weiterhin Honiganalysen und Varroatose-Grundlagenforschung. Die Mog-
lichkeit der Besichtigung der Landesanstalt fiir Bienenzucht wihrend der Tagung wurde
von zahlreichen Teilnehmern genutzt.

An der Tagung nahmen fast 100 Wissenschaftler und bienenkundlich Interessierte
aus der Bundesrepublik Deutschland und den benachbarten europiischen Lindern teil.
Es wurden 38 Vortrdage gehalten, die in der Mehrzahl im Anhang als Kurzfassungen
abgedruckt sind. AuBBerdem wurde wihrend der Tagung ein Film iiber die Heideimkerei
gezeigt (s. Anhang Nr. 39).

WORKING GROUP OF THE APICULTURAL INSTITUTES
IN WESTERN GERMANY
REPORT ON THE MEETING AT MAYEN/EIFEL, 18.-20.3.87

The annual meeting, attended by about 100 persons, was organized by Dr. A. Schulz at the
Rheinland-Pfalzische Landesanstait fiir Bienenzucht in Mayen/Eifel. A total of 38 reports were presented
as listed below. Moreover a film about the traditional heather skep beekeeping in Germany was shown
to the participants (see below No. 39).
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GROUPE DE TRAVAIL DES INSTITUTS DE RECHERCHE APICOLE
. DE LA REPUBLIQUE FEDERALE ALLEMANDE
REUNION DE MAYEN, EIFEL DU 18 AU 20 MARS 1987

La réunion annuelle, a laquelle 100 personnes environ ont assisté, a été organisée par le
D" A. Schulz au Rheinland-Pfalzischen Landesanstalt fiir Bienenforschung & Mayence, Eifel. Au total
38 communications ont été présentées, dont la liste suit. De plus un film sur Papiculture traditionnelle
(ruches en paille sur la bruyére) en Allemagne a été projetée aux participants (cf. n° 39).

VERZEICHNIS DER REFERATE

Ein (*) bedeutet, daBl zu diesem Titel im AnschluB eine Zusammenfassung veroffentlicht wird.

1. Bienenbotanik und Produkte

1. C. vaN HeeMEert, C. SMEEKENS, A. DE RUDTER : Bestdubung von Zucchini in Glashiusern durch
Honigbienen (*).

2. H. PECHHACKER : Zur Feststellung des Trachtwertes von verschiedenen Blitenpflanzen (*).

3. F.J. Jacoss, D. Housaert, P.H. pE Rvcke: Die Bestiubungstitigkeit der Honigbiene (Apis
mellifera L.) auf verschiedenen Erdbeervarietiten (Fragraria X ananassa Duch.) (*).

4. J.H. DustmanN, 1. BEHreNns : Die Wirkung von Honig auf das kariogene Bakterium Streptococcus
mutans (*).

5. G. VorwoHL, A. DETTLING : Versuche zur Anwendung von Mikrowellen zur Verflissigung von
kandiertem Honig.

6. W. voN DER OHE : Evaluation von diversen Proteinpriaparaten fiir den Einsatz als bienengerechter
Pollenersatzstoff (*).

II. Biene und Unmweltbelastung
7. W. LENSING : Veridnderungen bei den Arbeiterinnen der Honigbiene nach Verfiitterrung von
Dimethoat in subletalen Dosen (*).

8. A. DE RUUTER, J. vaN DER STEEN : Feldversuche zum Effekt einer Insegar (Fenoxycarb)-Spritzung
wihrend der Apfelblite auf die Honigbicne (*).

9. F. Scuarer : Radioaktivitit bei baycrischen Honigen im Jahr 1986 (*).

II1. Verhalten

10. C. Branpes : Charakterisierung von selektierten Lernunterschieden bei der Kapbiene.
11. B. FriscH : Der Licht-Dunkel Wechsel als Zeitgeber fir den Aktivititsrhythmus von Einzelbiencn.
12. E. HiLLesHEIM : Dominanz von Einzelbienen und Kolonieleistung.

13. U. KerkHoF, W. RITTER : Untersuchungen zur rdumlichen Verteilung eines Tracers in der Winter-
traube von Apis mellifera (*).

IV. Genetik und Ziichtung

14. K. BIENEFELD : Inzuchtauswirkungen bei der Honigbiene.



16.

17.
18.
19.

20.

V.

21.

22.

23.

24.

25.

VL

26.
27.

28.
29.

30.

31.
32.

33.

34.
35.

36.
37.
38.

39.

337

F. FiscHer : Untersuchungen zum EinfluB der Spermamischtechnik auf den Fillungsgrad der
Spermatheka (*).

G. KoENIGER : Das Pigment am Endophallus des Drohns - Chemische Analyse und biologische
Funktion.

M. MeuskeL : Eine verbesserte Methode zur Isolation mitochondrialer DNA bei der Honigbiene (*).
F. RUTTNER : Phaenogramm der Apis mellifera.

M. ScHrADE : Savannenbienen und Bergbienen, ein biometrischer Vergleich von Bienenproben aus
dem Bereich des Kilimandscharo und des Mount Meru in Ostafrika.

R. Mormnz : Kritische Betrachtung der 2-Locus-Hypothese fiir hygienisches Verhalten der Honig-
biene.

Entwicklung

R. FLeEiG, U. WALLDORF : Molekulargenetische Untersuchungen zur Embryonalentwicklung der
Honigbiene (*).

K. Bourer : Gibt es auch bei Furchenbienen eine trophogene Basis der Kastenentwicklung ? (*)

M. Avasst : Die Rolle von Duftstoffen bei der Partnerwahl von Furchenbienen (Hymenoptera :
Halictidae) (*).

H.-H. Kaatz, T. TAKENAKA : Proteinsynthese-Aktivitit der Futtersaftdriisen von Bienenarbeite-
rinnen (*).

K.H. HartreLDER : Endokrine Kontrolle der Kastendifferenzierung bei stachellosen Bienen (*).

Pathologie

W. StECHE : Gamonten, Gameten und Gametocyten von Nosema apis Zander (*).

F.J. Jacoss, N. KELLNER : Primidre Infestation des Mitteldarmgewebes der Honigbiene (Apis melli-
fera L.) durch Nosema apis Zander (*).

C. Orren : Erzeugung von Varroapopulationen unterschiedlicher Priferenz far Drohnenzellen.

P. Scuneiper : EinfluB der Varroa-Parasitierung wéihrend der Puppenphase auf die Respiration und
Bautitigkeit der Arbeiterinnen.

W. KocH, W. RITTER : Laborversuche zum Zusammenhang zwischen dem Varroabefall von adulten
Bienen und der Bakterienkonzentration der Hamolymphe (*).

H. Hoepe, W. RiTTER : Untersuchungen zur kombinierten Wirmetherapie gegen die Varroatose (*).

P. RoOseENkrANz : Thermobehandlung verdeckelter Arbeiterinnen-Brutwaben als Moglichkeit der
Varroatose-Kontrolle (*).

G. StaEMMLER : Weitere Erfahrungen mit dem Bannwaben-Verfahren unter den Bedingungen
Schleswig-Holsteins.

V. VESELY : Behandlung der verdeckelten Brut gegen Varroatose durch Pyrethroide.

W. RITTER, U. EYRicH, B. JEHLE : Verteilung von Apitol, einem systemisch wirkenden Medikament,
bei topikaler Anwendung und im Futter (*).

S. Fucus : Erste Erfahrungen mit Akarizidtragern bei der Behandlung der Varroatose.
D. Maurz : Versuche zur Bienenvertriglichkeit von Perizin, Asuntol und Apitol.

N. KoEeniGer : Kifigversuche zur Lebensdauer von Tropilaelaps auf Arbeiterinnen von Apis melli-
fera, Apis cerana und Apis dorsata.

W. EnceLs, D. KLEINDIENST-ANDREE, U. StEI: Filmdokumentation der traditionellen Heideim-
kerei (*).
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1. BESTAUBUNG VON ZUCCHINI IN GLASHAUSERN DURCH HONIGBIENEN

C. vaN HEeeMERT, C. SMEEKENS, A. DE RUNTER

Versuchsanstalt fiir Insektenbestdubung und Bienenhaltung « Ambrosiushoeve », 5081 NG Hilvarenbeek,
Niederlande

Wie in vielen anderen Lindern so wird auch in den Niederlanden iiber den
okonomischen Wert der Bienenziichtung fiir die Landwirtschaft diskutiert. Im besonde-
ren geht es hier um die Bedeutung von Bienen fiir die Bestdubung. Selbstverstindlich
richtet sich dabei unsere Aufmerksamkeit besonders auf Gewichse in Glashdusern, da
mehrere von diesen auf eine Bestiubung angewiesen sind. Alljahrlich werden in den
Niederlanden ungefidhr 25.000 Bienenvélker durch Imker an die Landwirtschaft vermie-
tet und viele davon zur Bestiubung in Gewidchshdusern. Es gibt jedoch auch noch
Pflanzen, die mit einem Zitterapparat (Tomaten) oder mit einem Pinsel (Zucchini)
bestaubt werden. Da die Bestaubungsarbeit sehr teuer ist und wir wissen, dafl die
Bliiten von Zucchini fiir Bienen attraktiv sind, wurden von uns zwei Versuche zur
Bestaubung durch Bienen angesetzt.

Es gibt ungefihr 10 ha mit Zucchini (Courgette) in Holland, die fast das ganze
Jahr iber produzieren. Bis jetzt wurden die weiblichen Bliiten dieser einhéusigen
Gewichse mit dem Pinsel mit Pollen, der von maénnlichen Bliiten gesammelt wurde,
bestiubt. Die weiblichen Bliiten sind nur in den Morgenstunden (sieben Tage pro
Woche) fir die Bestaubung empfinglich.
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Das erste Experiment im Jahr 1985 zeigte, dal der Fruchtansatz pro Pflanze mit
Bienen oder mit dem Pinsel gleich ist : durchschnittlich 13 Friichte pro Pflanze in 9
Wochen.

Im Frithjahr 1986 (19.3-16.7) wurde das Experiment wiederholt : die Handbestiu-
bung liefert hier mehr Friichte pro Pflanze (durchschnittlich 53.35 mit Bienen und 56.88
mit dem Pinsel) in 18 Wochen. Die Ursache fiir den niedrigeren Fruchtansatz beim
Einsatz von Bienen ist sehr wahrscheinlich ein Defizit an maénnlichen Bliiten in der
Mitte der Bliitezeit. Der Bienenflug war zu dieser Zeit auch erniedrigt. In den letzten 7
Wochen war die Anzahl an minnlichen Bliten wieder normal und der Bienenflug nahm
rasch wieder zu. Es ist anzunehmen, da mit geniigend ménnlichen Bliiten und guten
Bienenvoikern die Bestiubung erfolgreicher sein konnte.

SUMMARY

Pollination of zucchini in greenhouses by honey bees

Just like in many other countries, in the Netherlands we discuss the economic
value of honey bees mainly for pollination in agriculture. We draw our attention to
plants in greenhouses, because many of them are dependent on pollination. Every year
about 25,000 bee colonies are rented from beekeepers by farmers with many of them
for the purpose of pollination in greenhouses. But there are also plants which were
pollinated with a shaking apparatus (tomatoes) or with a hair-pencil (zucchini). Because
this work of pollination is very expensive and since we know that the flowers of
zucchini are attractive for bees, we carried out two experiments.

There are about 10 ha with zucchini (Courgette) in Holland which produce almost
all the year round. Until now the pollination of this unisexual plant occurred with
pollen from male flowers collected with a hair-pencil. The female flowers are fertile
only in the morning hours (seven days a week).

The first experiment was done in 1985 and showed no difference in fruitfulness : an
average of 13 fruits per plant in 9 weeks. In spring (19.3-16.7) 1986 the experiment was
repeated. This time, hand pollination showed increased fruitfulness : 53.35 fruits per
plant with bees and 56.88 with hair-pencil in 18 weeks. The reason for the decreased
number of fruits with bee pollination may be a lack of male flowers in the middle of
the blooming period. Also bee flight was decreased during this time. In the last 7
weeks the number of male flowers was normal again and bee flight increased. For this
reason we assume that with enough male flowers and good bee colonies, pollination
will be successful.

RESUME

Pollinisation par labeille des courgettes sous serre

Comme en bien d’autres pays, nous discutons aux Pays-Bas de la valeur économi-
que des abeilles pour la pollinisation des cultures. Nous portons notre attention sur les
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plantes de serre, car un grand nombre d’entre elles dépendent de la pollinisation.
Chaque année environ 25 000 colonies sont louées par les apiculteurs aux agriculteurs
pour la pollinisation sous serre, principalement. Mais il y a aussi des plantes qui sont
pollinisées par un vibreur (tomate) ou un pinceau (courgettes). Parce que ce travail de
pollinisation est trés coliteux et que nous connaissons l'attraction des fleurs de cour-
gettes pour les abeilles, nous avons mené 2 expériences.

Il'y a environ 10 ha de courgettes en Hollande qui produisent presque toute
I'année. Jusqu'a présent la pollinisation des fleurs femelles est faite par le pollen
préievé avec un pinceau sur les fleurs males. Les fleurs femelles ne sont réceptives que
le matin (7 jours par semaine).

La 1™ expérience a été faite en 1985 et n’a pas montré de différence dans la mise a
fruits : 13 fruits en moyenne par plante en 9 semaines. On a répété I'expérience au
printemps (19.3-16.8) 1986. Cette fois-ci la pollinisation manuelle a provoqué une mise
a fruits plus élevée : 53,35 fruits par plante avec les abeilles et 56,88 avec le pinceau en
18 semaines. Le nombre de fruits plus réduit avec la pollinisation par les abeilles peut
étre da a un manque de fleurs mailes au milieu de la période de floraison, et également
a une moindre activité des abeilles A cette période. Dans les 7 derniéres semaines, le
nombre de fleurs miles a été a nouveau normal et lactivité des abeilles s’est accrue.
Pour cette raison nous pensons qu’en présence d’un nombre suffisant de fleurs males et

de bonnes colonies d’abeilles, la pollinisation réussira.

2. ZUR FESTSTELLUNG DES TRACHTWERTES VON VERSCHIEDENEN BLUTEN-
PFLANZEN

Hermann PECHHACKER

Héhere Bundeslehr- und Versuchsanstalt fiir Wein- und Obstbau mit Institut fiir Bienenkunde, Abteilung
Bienenziichtung, A-3293 Lunz am See

Es wurde versucht, den Aussagewert gebriuchlicher, noch mit Unsicherheit behaf-
teter Methoden (z.B.Honigpollenanalyse) zur Trachtwertfeststellung verschiedener
Pflanzen zu verbessern oder neue Méglichkeiten zu schaffen.

Zu Beginn oder wihrend einer Tracht wurden drei bis funf Bienenvolker ohne
Fitterung auf Mittelwidnde gesetzt, so daB sie keinerlei Honig- oder Pollenvorrite mehr
aufwiesen. Von diesen Volkern wurden zu verschiedenen Tageszeiten so lange Proben
heimkehrender Trachtbienen gezogen, bis diese Volker soviel Honig eingelagert hatten,
um auch Honigproben zur Honigpollenanalyse entnehmen zu kénnen. Die Bienen
dieser Proben wurden in flissigem Stickstoff abgetotet, sie konnten so keinen Nektar
mehr aus der Honigblase erbrechen.

Der Honigblaseninhalt wurde auf Gewicht, Zuckergehalt, Pollenarten und Pollen-
anzahl und zum Teil auf pH-Wert und elektrische Leitfihigkeit untersucht. Von den
Honigproben aus den Versuchsvolkern wurde ebenfalls Zuckergehalt, Pollenart, Pollen-
anzahl bzw. pH-Wert und Leitfihigkeit untersucht.
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Das Pollenspektrum des Honigblaseninhaltes stimmt weitgehend mit dem des
Honigs iiberein. Der absolute Pollengehalt in der Honigblase betrdgt bei einer Spat-
tracht 12,30 Pollenkorner pro mg Zucker, bei 15 untersuchten Honigen ist der durch-
schnittliche Pollengehalt im Honig mit 0,091 Pollenkornern pro mg Zucker um das 135-
fache geringer als in der Honigblase. Bei einer untersuchten Sonnenblumentracht lag
die absolute Pollenanzahl in der Honigblase bei 6,24 Pollenkornern pro mg Zucker, die
acht untersuchten Honige wiesen durchschnittlich einen um das 81-fache geringeren
Pollengehalt pro mg Zucker auf. Der absolute Pollengehalt der aus der Wabe pippetier-
ten Honige ist also auffallend gering.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen die Moglichkeit auf, daB mit der angegebenen
Methode der Trachtwert der Bienenpflanzen sicherer als bisher erkannt werden kann.

SUMMARY

Calculation of the value of different plants for honey production

We tried to find new methods or to imprave current methods for estimating the
economic value of honey plants (e.g., honey pollen analysis). These methods deal with
different uncertainties. At the beginning or during a special honey flow three to five
colonies were placed on new foundations without any food. Therefore the colonies had
no reserve of honey or pollen. From these colonies samples of (ca 50) bees returning to
their hive were collected and killed in liquid nitrogen. Thus the bees were unable to
bring up nectar from the honey sac. These samples were collected at different daytime
hours and days - until the colonies had stored honey that could be used for honey
pollen analysis on the newly built combs.

The honey sac content was examined for weight, sugar content, species kind and
number of pollen grains, and partly also for pH value and electrical conductivity. From
the honey sac the pollen spectrum corresponds to the spectrum in honey.

The number of pollen grains per mg sugar in the honey sac is 12.30 (late honey
flow) or 6.24 (sunflower). The number of pollen grains per mg sugar in honey is 0.091
(late honey flow, 135 times less than honey sac, 15 honey samples) or 0.08 (sunflower,
81 times less than honey sac, 8 honey samples). The absolute pollen content from
honey sucked directly from the cells is extraordinarily low.

The first results show possibilities for estimating the value of different plants for
better honey production than previously used.

RESUME

Calcul de la valeur mellifére de diverses plantes

Nous avons essayé de trouver de nouvelles méthodes ou d’améliorer les méthodes
actuelles, qui sont encore incertaines, pour estimer la valeur économique d'une plante
mellifere (par ex. l'analyse pollinique du miel). Au début ou au cours d’une miellée
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donnée, on a installé 3 a 5 colonies sur des feuilles de cire gaufrée sans nourriture. Les
colonies n’avaient donc pas de réserves de miel ni de pollen. On a prélevé dans ces
colonies des échantillons d’environ 50 abeilles, qui étaient donc incapables de régurgiter
du-nectar. Les échantillons ont été prélevés a divers moments de la journée jusqu’a ce
que les colonies aient amassé dans les nouveaux rayons suffisamment de miel pour
qu'une analyse pollinique soit possible.

On a pesé le contenu du jabot, analysé sa teneur en sucres, étudié qualitativement
et quantitativement les grains de pollen, mesuré le pH et la conductibilité électrique.

Le spectre pollinique du contenu du jabot correspond & celui du miel. Le nombre
de grains de pollen par mg de sucre dans le jabot est de 12,30 pour une miellée tardive
et de 6,24 pour une miellée de tournesol. Le nombre de grains de pollen par mg de
sucre dans le miel est respectivement de 0,091 (135 fois moins que dans le jabot, sur 15
échantillons) et de 0,08 (81 fois moins que dans le jabot, sur 8 échantillons). La teneur
absolue en pollen du miel prélevé directement dans les cellules est excessivement faible.

Les premiers résultats montrent que la méthode employée permet d’obtenir une
meilleure estimation de la valeur mellifére des plantes.

3. DIE BESTAUBUNGSTATIGKEIT DER HONIGBIENE (APIS MELLIFERA L.) AUF
VERSCHIEDENEN ERDBEERVARIETATEN (FRAGRARIA X ANANASSA DUCH.).

F.J. Jacoss, D. HouBakert und P.H. DE RYCKE
C.B.L.T., IW.O.N.L., K.L. Ledeganckstr. 35, B-9000 Gent.

Wihrend der Bestiubung der Erdbeeren soll jeder Stempel eines Bliimchens
bestiaubt werden, damit eine grosse und gleichmissige Frucht entsteht. Obschon teil-
weise Selbstbestiaubung vorkommt, liefert die Insektenbestiubung das beste Resultat.
Nach verschiedenen Autoren sind Honigbienen in der Lage Erdbeeren mit gutem
Erfolg zu bestiuben. Mehr und mehr werden im Friihling und Herbst Erdbeeren in
Treibhidusern geziichtet. Manchmal gibt es dabei Probleme, weil die Bienen die Erd-
beerblimchen nicht gerne besuchen. Deshalb ist auch die Anziehungskraft verschiede-
ner Erdbeervarietiten von grosser Bedeutung fir den Ertrag des Obstes.

Material und Methoden

Fiir jeden Versuch haben wir Apis mellifera carnica Bienenvolker in Treibhiusern
der Versuchsanstalt fiir Gartenbau « De Noorderkempen », Meerle, Belgien, verwen-
det. Im Februar-Marz ist der erste Versuch (Karola vs. Primella Varietit) mit stark
getriecbenen Gewichsen und im April-Mai der zweite Versuch (Karola vs. Gorella-
Varietit) mit leicht getriebenen Gewichsen durchgefiihrt geworden.

Mittels Durchfiilhrung eines sogenannten « Zensus », haben wir die Be-
stdubungsaktivitit der Bienen gemessen. Ein Zensus besteht aus fiinf Umliufen pro
Stunde, entlang 200 Erdbeerpflanzen. Jede Biene auf einer Erdbeerblume wird zusam-
men mit dem Blitenstadium der besuchten Blume notiert : (1) Jungstadium mit grossen
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gelben Staubbeuteln, (2) Zwischenstadium : Staubbeutel teilweise erledigt und (3)
Altstadium mit degenerierten Staubbeuteln. Tiglich wird auch die Anzahl aller Bliite-
stadien pro Zensus bestimmt.

Resultate und Diskussion

Viele Faktoren beeinflussen die Bestaubungstitigkeit. So gibt es eine positive
Korrelation zwischen Blumenzahl und besuchenden Bienen. AuBerdem konnten wir
bestitigen, dass Jungblumen anziehender sind fiir Bienen. Wenn wir das Verhiltnis
berechnen zwischen Blumenzahl und Blumenbesuch stellen wir fest, da Karola-Blumen
mehr besucht werden. Allgemein gibt es auch weniger « Mil »-Wachstum fiir Karola-
Erdbeeren.

Diese Versuchsdaten und noch viele andere werden wir in nichster Zukunft durch
« multiple Regressionsanalyse » statistisch verarbeiten, so dass wir den Einfluss
verschiedener Faktoren auf die Bestaubungstitigkeit kennenlernen werden.

SUMMARY

The pollinating activity of the honey bee (Apis mellifera L.)
on some strawberry varieties (Fragraria X ananassa Duch.)

Introduction

To attain a large and well-built strawberry, all of the stamens of the flower should
be pollinated. Part of them are pollinated by dehiscence and by wind, but insect
pollination is usually needed for maximal development. More and more strawberries are
nowadays cultivated in greenhouses in spring and autumn time. Sometimes problems
arise when the bees are not willingly visiting the strawberry flowers. The attractiveness
of different strawberry varieties on honeybees can be one of the factors influencing the
resulting crop.

Material and methods

Apis mellifera carnica bee colonies were used for each experiment in greenhouses
of the Research Station « De Noorderkempen » in Meerle, Belgium. Two experiments
were carried out : one in February-March with Karola vs. Primella variety in a highly
forced culture, and one in April-May with Karola vs. Gorella variety in a lightly forced
culture.

The pollination activity of the bees was measured by a census of about 200 plants,
walked around 5 times an hour. Every bee observed on a strawberry flower was noted,
taking into account the stage of the visited flower : (1) young stage with big yellow
anthers, (2) intermediate stage : anthers partly emptied and (3) old stage with degene-
rated anthers. The amounts of flowers in each stage on the census plants were counted
every day.
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Results and discussion

There is a positive correlation between the total amounts of bees and flowers, but
not so for the stages. Considering the relative amount of bees per 100 flowers we can
see that in both cases Karola gets more bee visits then the two other varieties and also
that younger flower stages are preferred over the old stage. Now Karola has relatively
more young flowers than Primella and Gorella, and less intermediate flowers, which
could be dued to a more rapidly executed pollination. The Karola crop contained also
fewer mis-shapen fruits compared to Primella and Gorella.

A lot of factors seem to influence the pollination activity. More investigation and a
comprehensive multiple regression analysis of the many parameters need to be done.

RESUME

L’activité pollinisatrice de I'abeille domestique (Apis mellifica L.)
sur différentes variétés de fraisiers (Fragaria X ananassa Duch.)

Pour obtenir une fraise bien développée et parfaitement formée, il faut que tous
les stigmates de la fleur soient pollinisés. Une partie d’entre eux I’est déja par la
déhiscence des antheéres et par le vent, mais les meilleurs résultats sont obtenus avec la
pollinisation par les insectes, et les abeilles en particulier. La culture sous serre des
fraisiers au printemps .et en automne se répand de plus en plus et des problémes
surgissent parfois lorsque les abeilles ne visitent pas assez les fleurs. L’attractivité des
différentes variétés de fraisiers vis-a-vis des abeilles est I’'un des facteurs qui influencent
la récolte.

Matériel et méthodes

On a utilisé pour chaque expérience des colonies &’ Apis mellifica carnica dans des
serres de la Station d’Horticulture « De Noorderkempen » 4 Meerle en Belgique. Une
premicre expérience a été réalisée en février-mars, en culture forcée, au cours de
laquelle on a comparé les variétés Karola et Primella ; une seconde a eu lieu en avril-
mai, en culture semi-forcée, ou I'on a comparé les variétés Karola et Gorella.

On a mesuré Pactivité pollinisatrice des abeilles en les comptant sur environ 200
plants, a raison de 5 fois par heure. Chaque abeille présente sur une fleur de fraisier a
été notée et on a relevé en méme temps le stade de floraison de la fleur : (1) stade
jeune avec de grosses anthéres jaunes, (2) stade intermédiaire, anthéres partiellement
vidées et (3) stade vieux, anthéres dégénérées. Chaque jour on a dénombré les fleurs
de chaque stade sur les plants recensés.

Résultats et discussion

Il existe une corrélation positive entre le nombre total d’abeilles et de fleurs, mais
ce n’est pas le cas pour les stades floraux. Si I'on considére le nombre relatif d’abeilles
par 100 fleurs, on voit que dans les deux cas la variété Karola obtient plus de visites
que les deux autres variétés et que le stade floral jeune est préféré au stade vieux. De
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fait Karola a plus de jeunes fleurs que Primella et Gorella et moins de fleurs de stade
intermédiaire, ce qui peut étre di a une pollinisation effectuée plus rapidement. La
récolte de Karola comprenait également moins de fruits malformés que celle de
Primella et de Gorella.

Un grand nombre de facteurs semblent influencer Iactivité pollinisatrice. Il est
nécessaire de poursuivre les recherches et de faire une analyse statistique de régression
multiple.

4. DIE WIRKUNG VON HONIG AUF DAS KARIOGENE BAKTERIUM STREPTOCOCCUS
MUTANS

J.H. DustMaNN und [. BEHRENS

Niedersdchsisches Landesinstitut fiir Bienenforschung, Wehlstr. 4a, D-3100 Celle

In zahlreichen Berichten der jiingsten Zeit wird Honig als ein Lebensmittel
bezeichnet, das die Zahnkaries besonders stark fordert. Obgleich unseren Versuchen
ein klinischer Test nicht zugrunde liegt, sprechen nachfolgende Befunde gegen eine, im
Vergleich zu anderen kohlenhydrathaltigen Lebensmitteln besondere Kariogenitit des
Honigs.

1. Naturbelassener Honig bzw. die in ihm enthaltenen Inhibine erwiesen sich
sowohl im Reihenverdiinnungstest wie im Agardiffusionstest als stark wachstumshem-
mend auf das kariogene Bakterium Streptococcus mutans. Diese Hemmwirkung, die nur
bei unerhitztem, Inhibin enthaltendem Honig eintrat und eine signifikante Verringerung
der bakteriellen Wachstumsrate und Keimdichte zur Folge hatte, beruht nachweislich
auf der Aktivitit des Honigenzyms Glucoseoxidase (GOD), die zur Bildung von
antibakteriell wirkendem Wasserstoffperoxid fiihrt.

2. Die im Honig reichlich vorhandenen Monosaccharide werden durch S. mutans in
Sauren, vor allem Milchsdure abgebaut, die zusammen mit anderen Saduren Zahn-
schmelz und Dentin zerstoren (demineralisieren). Da jedoch die Wachstumsrate und
Keimdichte von S. mutans nachhaltig durch die Honiginhibine oder GOD gemindert
werden, konnten wir eine dementsprechend verminderte Saureproduktion in all den
Kulturen feststellen, denen als Substrat naturbelassener inhibinreicher Honig beigefiigt
worden war.

3. S. mutans bildet vor allem aus Saccharose extracellulidr das Polysaccharid Dex-
tran, das den zur Kariesentstehung notwendigen Plaque-Belag als Haftbasis fiir das
Bakterium liefert. Honig enthilt jedoch nur sehr wenig Saccharose (in manchen Sorten
weniger als 1 %) und erfiillt daher nicht die Voraussetzungen zur Plaque-Bildung wie
ein saccharosereiches Substrat. Dementsprechend war bei unseren Versuchen die Bil-
dung extracelluldrer Polysaccharide in einer mit Honig versetzten Kultur von Streptococ-
cus mutans nicht nachweisbar. Saccharosehaltige Kulturen lieferten dagegen betrichtli-
che Mengen an Dextran.

In welchem AusmaB naturbelassener Honig in Verbindung mit anderen Nahrungs-
mittein oder auf bereits mit Plaque und damit Bakterien belegten Zihnen Karies
fordert, sollen klinische Versuche zeigen.
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SUMMARY

Effect of honey on the cariogenic bacterium Streptococcus mutans

In various reports of recent times honey has been regarded as a strong dental
caries promoting food. The following results of our experiments, though not obtained
by clinical but by bacteriological experiments, do not support this view.

1. Fresh natural preserved honey containing the so-called inhibine, which is heat
and light sensitive, showed a strong growth inhibiting effect on the cariogenic bacterium
Streptococcus mutans, both in the « test tube series dilution test » and in the « agar
diffusion test ». It could be demonstrated, that this effect was due to the activity of the
honey enzyme glucose oxidase (GOD), which causes the formation of antibacterial-
acting hydrogen peroxide. The inhibitory effect which was present in unheated inhibine
containing honey only, showed up as a significantly diminished rate of growth and germ
density of S. mutans.

2. Monosaccharides present in honey in large amounts are decomposed by .
mutans into acids, mainly lactic acid, which are regarded as destructive, demineralizing
dental enamel and dentine. According to the diminished rate of growth and germ
density, caused by honey inhibine or GOD, we could determine a corresponding
decrease of acid production in all those bacterial cultures containing natural preserved
honey rich in inhibine.

3. S. mutans mainly uses saccharose for the extracellular formation of the polysac-
charide dextran, which provides the plaque layer, necessary for adhesion of bacteria
and caries action on teeth. In honey however the amount of saccharose is very low,
sometimes less than 1 %. Therefore honey does not fulfill the conditions for plaque
formation as a substrate rich in saccharose. According to these facts no formation of
dextran could be detected in those bacteria cultures containing honey as substrate. If on
the other hand saccharose served as substrate, considerable amounts of dextran were
formed.

To what extent natural preserved honey promotes caries in connection with other
food, especially on teeth already covered with plaque containing many bacteria, should
be analyzed by clinical tests.

RESUME

Action du miel sur la bactérie cariogéne Streptococcus mutans

Dans divers rapports récents le miel a été considéré comme une source de caries
dentaires. Nos résultats, bien qu’issus d’expériences microbiologiques et non cliniques,
ne soutiennent pas ce point de vue.

1. A I’état naturel le miel, qui renferme de I'inhibine sensible a la chaleur et a la
lumiére, a fortement inhibé la croissance de la bactérie cariogéne Streptococcus mutans,
aussi bien dans le test de dilution en série que dans le test de diffusion dans I’agar. On
a pu montré que cette action était due a I'activité de la glucoseoxidase (GOD), enzyme
du miel, qui provoque la formation de peroxyde d’hydrogéne agissant comme antibacté-
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rien. Cette action inhibitrice ne s’est manifestée que pour du miel non chauffé
renfermant de I'inhibine et par une diminution du taux de croissance bactérienne et de
la densité des germes de S. mutans..

2. Les monosaccharides présents dans le miel en grande quantité sont décomposés
par S. mutans en acides, principalement en acide lactique, qui est considéré, avec les
autres acides, comme agent destructeur (par déminéralisation de ’émail dentaire et de
la dentine). On a pu déterminé, en fonction du taux réduit de croissance et de la
densité de germes provoqués par linhibine du miel ou la GOD, la réduction correspon-
dante de la production d’acide dans toutes les cultures bactériennes qui renfermaient du
miel conservé a I’état naturel et donc riche en inhibine.

3. S. mutans utilise principalement le saccharose pour la formation extracellulaire
du polysaccharide dextran, qui constitue la plaque dentaire nécessaire a I'adhésion des
bactéries et a la formation des caries. Pourtant la quantité de saccharose dans le miel
est trés faible, parfois inférieure a 1 %. Le miel ne remplit donc pas les conditions
pour la formation de la plaque comme substrat riche en saccharose. De fait, on n’a pu
détecté aucune formation de dextran dans les cultures bactériennes qui contenaient du
miel comme substrat. Par contre lorsque le saccharose servait de substrat, des quantités
considérables de dextran ont été formées.

Il faudrait étudier par des tests cliniques dans quelie mesure le miel, conservé a
I’état naturel et en liaison avec d’autres aliments, favorise les caries, principalement sur
des dents déja couvertes d’une plaque dentaire renfermant de nombreuses bactéries.

6. EVALUATION VON DIVERSEN PROTEINPRAPARATEN FUR DEN EINSATZ ALS BIENEN-
GERECHTER POLLENERSATZSTOFF

Werner voN DER OHE
Niedersdchsisches Landesinstitut fiir Bienenforschung, Wehlstr. 4a, D-3100 Celle.

Es wurden Chlorella-Powder (Alge) und drei Sojamehlprodukte, von denen eines
bereits ein kommerzieller Pollenersatzstoff ist (Sojapoll), auf ihre ernidhrungs- und
verhaltensphysiologische Wertigkeit analysiert.

In Kifigversuchen wurden Bienen vom Tag des Schliipfens bis zum Alter von 14
Tagen bei unterschiedlichen Proteindiiten in Gruppen gehalten. Zur Ermittlung des
erndhrungsphysiologischen Zustandes dienten Untersuchungen des Entwicklungsgrades
von Hypopharynxdriisen, Fettkorpern und Ovarien sowie Analysen des Gesamtprotein-
gehaltes und des Vitellogenin-Titers der Hamolymphe der 14 Tage alten Bienen. Der
physiologische Entwicklungsstand der mit Chlorella erndhrten Bienen lag im Bereich
der mit Pollen erndhrten Bienen. GroBe Differenzen der Ergebnisse zeigten sich bei der
Erndhrung mit Sojamehlprodukten. Die Werte lagen deutlich unter denen der mit
Pollen erndhrten Bienen, zum groBten Teil sogar nur im Bereich der ohne Proteine
erndhrten Bienen.

Die Entwicklung von Bienenvolkern unter standardisierten Bedingungen in Frei-
landzelten gab AufschluB iber die Abnahme der Proteinpriaparate durch Sammlerinnen,
die Einlagerung, den EinfluB auf die Brutentwicklung sowie die Entwicklung von
Ammen und Larven. Bei Chlorella-Fiitterung zeigten sich im Vergleich zur Pollen-
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Fiitterung iberwiegend gute Ergebnisse. Dieses traf bei der Sojapoll-Fiitterung nicht zu.
Besonders ausgeprigt war die Proteinspeicherung in den Fettkorpern der gerade
geschlipften Imagos aus Volkern, die mit Chlorella gefiittert worden.

In den Zeltversuchen zeigte sich bereits die hohe verhaltensphysiologische Wertig-
keit des Chlorella. Chlorellasammlerinnen weisen auBergewohnlich groBle und stabile
Hoschen auf. Ferner ist die Sammeleffizienz bei den Chlorellasammlerinnen extrem
hoch. In weiteren Versuchen zur Attraktivitit von Pollen, Chlorella und Sojapoll auf
die Sammelbienen konnte festgestellt werden, da3 Farbe und volatile Duftstoffe, auch
zusitzlich beigefiigte Duftkomponenten, geringen bis keinen EinfluB auf die Attraktivi-
tat haben. Korngr6Be und -form sind dagegen wichtige Faktoren. Chlorella ist fiir die
Sammelbienen ebenso attraktiv wie Pollen. Problematisch gestaltet sich fiir die Bienen
das Hoseln von Sojapoll. Ein hoher Totenfall bei Sojapollsammlerinnen ist auffallend.
In diesem Zusammenhang sind erstmals Griinde fiir die mangelnde Beachtung der
bisherigen Pollenersatzstoffe durch die Sammelbienen aufgezeigt worden.

Mit einem bienengerechten Pollenersatzstoff bei Fiitterung auBerhalb der Beute
kann die Uberlebenschance der Bienenvélker bei Pollenmangel erhéht werden. Chlo-
rella-G-Powder ist ein vielversprechendes Pollenersatzmittel.

SUMMARY

Evaluation of various protein products for their use as pollen substitutes fit for bees

The nutritive and behavioral physiological values of various potential pollen sub-
stitutes were ascertained. The products are 2 different soybean flours, Sojapoll (soybean
flour plus brewer yeast, this product is already a pollen substitute on the German
market) and Chiorella-G-Powder (dried cells and autospores of Chlorella ellipsoidea).

Trials with groups of newly emerged bees (kept for 14 days in lab-cages in an air-
conditioned chamber, fed with different protein diets) and with colonies (kept for 6
weeks in outdoor cages, artificial feeders outside the hive) were used to evaluate the
nutritive value. Food consumption, diagnosis of diseases, number of dead bees, build
up of the colonies and the physiological condition of the 14 day-old-bees out of the lab-
cages and newly emerged and nurse bees out of the colonies were analyzed. The
physiological condition was determined by the investigation of the grade of develop-
ment of hypopharyngeal glands, fat body and ovaries as well as the protein content and
vitellogenin-titer of the hemolymphe.

The preference behavior, pollen packing behavior, the efficiency of gathering and
the development of the brood nest during the outdoor cage experiments as well as the
preference behavior in bio-tests were used to ascertain the behavioral physiological
value of the products.

According to our results, commercial pollen substitutes based on soybean flour are
absolutely unsuitable. In particular, the loss of soybean products by foraging bees, lack
of increase in the development of brood nest, high number of dead foraging bees and
bees with nosema disease were registered. In view of these facts the new discovery,
which resulted from this work, is relevant. This shows that grain size and form are
more important for the attraction of pollen and pollen substitutes to gathering bees
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than scent and color. In contrast to that, the use of Chlorella achieved very good
results in every respect. After feeding on Chlorella the physiological condition of newly
emerged and nurse bees, the gathering activity and the build up of the colonies were
comparable with the positive control (pollen feeding).

Concerning the nutritive and behavioral physiological value, Chlorella is a very
promising pollen substitute.

RESUME

Evaluation de divers produits protéinés comme succédané de pollen adapté aux abeilles

On a étudié la valeur physiologique sur le plan nutritif et comportemental de
divers succédanés potentiels de pollen. Les produits testés sont 2 farines de soja:
Sojapoll (farine de soja + levure de biére ; ce produit est déja un succédané de pollen
sur le marché allemand) et Chlorella-G-Powder (cellules séchées et autospores de
Chlorella ellipsoidea).

On a estimé la valeur nutritive sur des groupes d’abeilles naissantes (maintenues 14
jours en cages dans une chambre a air conditionné et nourries avec divers régimes
protéinés) et sur des colonies (maintenues 6 semaines dans des cages a l'extérieur,
nourrisseurs en dehors de la ruche). On a étudié la consommation alimentaire, le
nombre d’abeilles mortes, le développement des colonies; la condition physiologique
des abeilles dgées de 14 jours provenant des cages en laboratoire et celle des abeilles
naissantes et des nourrices provenant des colonies. La condition physiologique a été
déterminée d’aprés le degré de développement des glandes hypopharyngiennes, du
corps gras et des ovaires ainsi que d’aprés la teneur en protéines et le titre en
vitellogénine de ’hémolymphe.

Le comportement de préférence, la fabrication des pelotes de pollen, I'efficacité du
butinage et le développement du nid a couvain des colonies encagées en plein air ainsi
que le comportement de préférence au cours de tests biologiques ont été utilisés pour
déterminer la valeur physiologique des produits sur le plan comportemental.

D’apres les résultats dont nous disposons, les succédanés commerciaux de pollen a
base de farine de soja sont trés mal adaptés. On a relevé une légére perte des produits
a base de soja par les butineuses, aucune augmentation dans le développement du nid a
couvain, un nombre élevé de butineuses mortes et des abeilles atteintes de nosémose.
Au vu de ces faits les résultats de ce travail sont pertinents. Ceci montre que la taille
et la forme des grains sont des facteurs d’attraction du pollen ou des succédanés plus
importants pour les butineuses que l'odeur ou la couleur. Par contre, I'utilisation de
Chlorella a donné de trés bons résultats a tous points de vue. La condition physiologi-
que des abeilles naissantes et des nourrices, I'activité de butinage et le développement
des colonies ont été semblables chez les abeilles nourries avec Chlorella et les témoins
(nourries au pollen).

Du point de vue de la valeur physiologique, tant nutritive que comportementale,
Chlorella est un succédané de pollen trés prometteur.
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7. VERANDERUNGEN BEI DEN ARBEITERINNEN DER HONIGBIENE NACH VERFUTTE-
RUNG VON DIMETHOAT IN SUBLETALEN DOSEN

Wilhelm LENSING

Institut fiir Landwirtschaftliche Zoologie und Bienenkunde, D-53 Bonn

Werden Bienenvolkchen mit 0.2 ppm bis 0.4 ppm Dimethoat-haltigem Zuckerteig
gefiittert, so zeigen sich unter dem EinfluB des Giftes einige Verinderungen im
Vergleich zu den Kontrollvolkchen. Die Koénigin schrinkt in Abhiingigkeit von der
Konzentration und der Dauer des Versuchs die Eilage ein. Die Versorgung der Brut
wird von den Ammenbienen vernachlissigt. Tote Brut wird schlechter aus den Zellen
entfernt. Der Reparatur beschidigter Waben und dem Bau neuer Waben wird nur im
eingeschrankten Umfang nachgekommen. Der Eintrag von Pollen und Nektar ist
deutlich vermindert. Beobachtungen legen nahe, daB das Flugloch und die Kolonie
nicht verteidigt werden.

Es ist zu kldren, ob

1. die Bienen durch das Gift und oder seine Metaboliten so stark belastet sind,
daB sie diese Arbeiten nicht mehr ausfithren kénnen, oder

2. konnen sie zwar die notwendigen Arbeiten verrichten, nehmen aber diese
Arbeiten nicht wahr oder lassen sich nicht zur Arbeit stimulieren ?

Hier sollten Stoffwechselmessungen an einzelnen Bienen AufschiuB geben. Als
Maf} fir die Stoffwechselaktivitit diente, wegen der hohen Genauigkeit, die CO-
Produktion der Biene. Dazu wurden Bienen in einem Brutschrank bei 35 + 1 °C fiir 7
Tage mit 0.2 ppm und 0.0 ppm Dimethoat-haltiger, 45 prozentiger Honiglésung ver-
sorgt. Am letzten Tag wurde die CO,-Produktion an einzelnen Bienen alle 12 Minuten
gemessen. Die Werte des Tages und der Nacht wurden getrennt gemittelt und die
Varianzen berechnet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt. Betrachtet man die Varianzen, die die
Unterschiede der Bienen einer Gruppe wiedergeben, so fillt auf, daB sich die CO,-
Produktion der Bienen der Kontrolle in der Nacht weniger unterscheidet als die der
0.2-Gruppe. Am Tage dagegen ist die Varianz unter den Kontrollbienen gréBer. Bei
der mittleren CO,-Produktion fillt auf, daB die 0.2-Gruppe in der Nacht einen 1.6 fach
héheren Ruhewert hat als die Kontrolle. Ferner kann die 0.2-Gruppe am Tage nur den
2.2 fachen Wert der Nacht erreichen. Die Kontrolle ist dagegen in der Lage, ihre CO,-
Produktion um das 4.6 fache der Nacht zu steigern.

TaB. 1. — Durchschnittliche CO, — Produktion in pg/h/Biene nach einer 7-tigigen Fiitterung
mit 0.2 ppm und 0.0 ppm Dimethoathaltiger 45 prozentiger Honiglosung.

TaBL. 1. — Average CO, — production in pglhibee after feeding with 45 % honey-solution containing
0.2 ppm and 0.0 ppm dimethoate.

Mitteiwerte Varianz
mean variance
0.2 0.0 0.2 0.0
Nacht night n = 16 1439.03 859.62 1004.87 399.69
Tag day n = 27 3 153.55 3831.82 1522.12 1 859.23
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SUMMARY

Changes in honey bee workers after feeding on sublethal doses of dimethoate

After bees have been fed with sugar-syrup that contained sublethal doses of 0.2 to
0.4 ppm dimethoate, some changes could be seen compared to the control group. The
queen bees reduced egg laying depending on the concentration and the time of
exposure to the insecticide. Brood rearing is neglected by the nurse bees. Dead brood
are removed slowly from the cells. The repair of damaged honeycombs and the building
of new ones are impaired. The yields of nectar and pollen are distinctively lower.
Obviously the entrance to the colony is not defended.

1. The question of changed, that is, reduced metabolism due to toxic effects of
dimethoate or its metabolites.

2. Rise of thresholds so that normal stimuli trigger no reaction.

Measurements of the metabolism of single bees could be one tool to answer the
questions. The CO, production of the bee was chosen as a standard for the metabolic
activity due to its exact determination.

Bees were kept in an incubator at 35 + 1 °C and treated with 45 % honey solution
containing 0.2 and 0.0 ppm dimethoate for 7 days. After that the CO, production was
measured every 12 minutes. The values of day and night were averaged separately and
the variances were calculated.

The results are shown in Table 1. The variance of CO, production at night for the
control bees is smaller than that of the 0.2-group. However the variance of the control
group is higher during the day. The mean CO, production shows that the 0.2-group has
a resting value during the night 1.6 times higher than that of the control. Furthermore
during day the 0.2-group reaches a value that is 2.2 times the value of the night,
whereas the control group raises its CO, production during the day to a 4.6-fold value
of the night.

RESUME

Modifications chez les ouvriéres d’abeilles suite a U'administration
des doses sublétales de diméthoate

Apreés avoir nourri des abeilles avec du sirop qui contenait des doses sublétales de
diméthoate (0,2 ppm a 0,4 ppm), on a observé les changements survenus par rapport
au groupe témoin. Les reines ont réduit leur ponte en fonction de la concentration et
du temps d’exposition a l'insecticide. L’élevage du couvain est négligé par les nourrices.
Le couvain mort est évacué des cellules a contre cceur. La réparation des rayons
endommagés et la construction de nouveaux sont diminuées. La récolte de nectar et de
pollen est nettement plus faible. Le trou de vol et la colonie ne sont manifestement pas
défendus.

Ces modifications sont-clles dues 3 :
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— la réduction du métabolisme suite aux effets toxiques du diméthoate ou de ses
métabolites ?

— une élévation du seuil de sensibilité qui fait que des stimuli normaux ne
déclenchent plus de réaction ?

La mesure du métabolisme d’abeilles individuelles pourrait étre un moyen de
réponse. En raison de sa détermination précise, on a choisi la production de CO, par
I’abeille pour évaluer le niveau de I'activité métabolique.

On a traité pendant 7 jours des abeilles maintenues en étuve a 35 + 1 °C avec une
solution de miel a 45 % contenant 0,2 ppm et 0,0 ppm de diméthoate, puis on a
mesuré la production de CO, toutes les 12 mn. On a calculé séparément la moyenne
des valeurs de jour et de nuit, ainsi que la variance.

Les résuitats sont présentés dans le tableau 1. La variance de la production de CO,
la nuit par les abeilles témoins est plus faible que celle du groupe 0,2. Pourtant la
variance du groupe témoin est plus élevée le jour. La production moyenne de CO,
montre que le groupe 0,2 a une valeur de base la nuit 1,6 fois plus élevée que celle du
groupe témoin. En outre, le groupe 0,2 atteint le jour une valeur 2,2 fois celle de la
nuit, tandis que pour le groupe témoin la valeur diurne est 4,6 fois la valeur nocturne.

8. FELDVERSUCHE ZUM EFFEKT EINER INSEGAR (FENOXYCARB)- SPRITZUNG WAH-
REND DER APFELBLUTE AUF DIE HONIGBIENE

A. DE RUUTER, J. vaAN DER STEEN

Research Centre for Insect Pollination and Beekeeping « Ambrosiushoeve », Ambrosiusweg 1, 5081 NG
Hilvarenbeek, Niederlande

Fenoxycarb ist ein Insektizid des Typs Insekten-Wachstums-Regulator. In den
Niederlanden ist die Substanz zur Bekidmpfung des Apfelwicklers auf Apfeln und
Birnen registriert. Sie wird in integrierten Kontrollmethoden eingesetzt. Die hormonelle
Natur des Insektizids (IGR) macht es notwendig, die Auswirkungen auf die Bienenbrut
Zu testen.

BEeersMA und TEN Houten (1975) zeigten, daB Juvenilhormon-Analoga, die den
Bienenvélkern gefiittert werden, Larventod verursachen und miBgebildete Arbeiterinnen
verursachen konnen. Auflerdem wurden Inaktivierung der Hypopharynxdriise und Koni-
ginnenverluste registriert.

Ein Obstgarten von 12 ha wurde am 16. Mai mit 0.3 % igem Insegar (a.i. 25 %),
200 liter pro ha, bespriiht. Ein anderer Obstgarten, 15 km davon entfernt, wurde nicht
behandelt. Vom 3. Mai bis zum 18. Juni wurde die Brutentwicklung in vier Volkern im
behandelten Obstgarten und in zwei Voélkern im Kontroll-Obstgarten beobachtet. Dies
geschah durch Markierung der Eier, jungen Larven, alten Larven und verdeckelten
Brutzellen auf einer durchsichtigen Plastikfolie dreimal in der Woche.

Zunehmende Mortalitit wurde in den ersten 10 Tagen nach der Spritzung regi-
striert. Obwohl das Larvenstadium die sensitive Phase ist, entwickelten sich die konta-
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minierten Larven zu Puppen, die dann wahrend der verdeckelten Phase starben. Die
gesamten Brut, die die 2. Hilfte der Larvenphase innerhalb der ersten 5 Tage nach der
Spritzung erreichte, starb. Uber einen Zeitraum von 10 Tagen hinweg wurden miBgebil-
dete Bienen mit weien Augenridndern gefunden. Erhohte Puppenmortalitit wurde
wiahrend 12 Tagen beobachtet.

SUMMARY

A field study on the effect on honey bee brood of Insegar (fenoxycarb)
applied on blooming apple orchards

Fenoxycarb is an insecticide which acts as an insect growth regulator (IGR). In the
Netherlands the substance is registrated for the control of tortrix moths in apple and
pear. It is being used in integrated control schemes. The hormonal nature of IGR
makes it necessary to test the effect on honeybee brood.

Beersma and TeN Houten (1975) showed, that juvenile hormone analogues, fed to
honeybee colonies, caused the death of larvae and result in malformed worker bees.
Inactivation of hypopharyngial glands and the loss of queens were also observed.

One orchard, measuring 12 ha, was sprayed on 16 of May with 0.3 % Insegar (a.i.
25 %), 200 liter per ha. Another orchard, 15 km away was left untreated. From 3 May
until 18 of June, brood development was observed in four bee colonies in the treated
orchard and in two colonies in the control orchard. This was done by marking eggs,
young larvae, old larvae and capped brood cells on transparent sheets of plastic, three
times a week.

Increased mortality was observed for the first time 10 days after spraying.
Although the larval stage is the sensitive phase, contaminated larvae develop into
pupae, that die during the capped phase. All brood that reached the second half of the
larval phase within 5 days after spraying died. For a period of 10 days malformed bees
were found, showing white eyerims. Increased mortality of pupae was observed for a
period of 12 days.

RESUME

Etude en champ de laction sur le couvain d’abeille d’Insegar (phénoxycarbe),
pulvérisé sur les pommiers en fleurs

Le phénoxycarbe est un insecticide du type régulateur de croissance d’insecte
(RCI). Aux Pays-Bas la substance est autorisée dans la lutte contre les papillons
tortricidés de la pomme et de la poire. Elle est utilisée dans les procédés de lutte
intégrée. La nature hormonale de linsecticide (RCI) rend nécessaire de tester son
action sur le couvain d’abeille.

BeersMa et TEN HoutTen (1975) ont montré que des analogues d’hormone juvénile
donnés en nourrissement a4 des colonies d’abeilles provoquaient la mort des larves et
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pouvaient donner naissance a des ouvriéres malformées. L’inactivation des glandes
hypopharyngiennes et la perte de reines ont été également observées.

Un verger de 12 ha a été traité par pulvérisation le 16 mai avec de I'Insegar a
0,3 % (matiére active 25 %) a raison de 200 | par ha. Un autre rucher distant de 15 km
n’a pas été traité. On a observé, du 3 mai au 18 juin, le développement du couvain de
4 colonies du verger traité et de 2 colonies du verger témoin. Pour cela on a marqué
les ceufs, les jeunes et les vieilles larves et les cellules de couvain operculé sur des
feuilles de plastique transparent, 3 fois par semaine.

Dix jours aprés le traitement on a observé pour la 1 fois une mortalité accrue.
Bien que le stade larvaire soit la phase sensible, les larves contaminées se sont
développées en nymphes, qui sont mortes pendant la phase d’operculation. Tout le
couvain qui atteint la 2° partie de la phase larvaire est mort dans les 5 jours suivant le
traitement. On a trouvé des abeilles malformées, ayant des rebords d’yeux blancs,
durant 10 jours. Une mortalité accrue a été observée pendant une période de 12 jours.

LITERATUR

Beersma J., HouteN TEN A., 1975. — Effects of juvenile hormone analogucs in the food of honeybec
colonies (Apis mellifera 1..). Z. ang. Entomol., 77, 293-300.

9. RADIOAKTIVITAT BEI BAYERISCHEN HONIGEN IM JAHR 1986
Friedgard ScHAPER

Bayerische Landesanstalt fiir Bienenzucht, Burgbergstr. 70, D-8520 Erlangen

Aufgrund des sowjetischen Kernkraftungliicks in Tschernobyl Ende April 1986
wurden in Bayern ab Mitte Mai 1986 insgesamt iiber 300 Honigproben auf Radioaktivi-
tit untersucht. Zur Auswertung wurden die langlebigeren Caesiumisotope Cs'** und
Cs'” herangezogen. Fiir die 7 bayerischen Regierungsbezirke ergaben sich fiir
Cs"™ + Cs'Y (in Becquerel/kg Honig) : Oberbayern : 197 (Streuungsbereich : 97-438) ;
Niederbayern : 235 (118-456) ; Oberpfalz : 121 (45-362) ; Oberfranken : 83 (41-150) ;
Mittelfranken : 89 (54-131) ; Unterfranken : 35 (14-66) ; Schwaben : 245 (101-505). Es
fillt auf, daB der nérdliche Landesteil Honige unter 100 bq/kg aufweist, wihrend im
Donauraum sowie stdlich der Donau die Belastung durchwegs hoher ausfiel. Die
unterschiedlich verteilte Belastung entspricht weitgehend der regionalen Niederschlags-
verteilung in den ersten Tagen nach dem Unglick. Fiir die zum Teil hoheren, zum Teil
niedrigeren Werte des Waldhonigs gegeniiber Bliitenhonig gleicher Herkunft gibt es
bisher keine zufriedenstellende Erklirung. Bliten- und Waldhonige aus den Ernten
1983 und 1985 wiesen Werte unter der Nachweisgrenze auf.
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SUMMARY

Radioactivity in Bavarian Honeys in 1986

After the accident in the Sovjet nuclear power station of Tchernobyl at the end of
April 1986 more than 300 honeys extracted after the middle of May in Bavaria were
examined for radioactivity. Only the longlived isotopes of Cs'* and Cs' were regarded
for evaluation. The results in the 7 Bavarian districts for Cs'** + Cs'*7 are as follows (in
Becquerel/kg honey) : Upper Bavaria : 197 (range : 97-438) ; Lower Bavaria : 235
(118-456) ; Upper Pals : 121 (45-362) ; Upper Franconia : 83 (41-150) ; Middle Fran-
conia : 89 (54-131) ; Lower Franconia : 35 (14-66) ; Suabia : 245 (101-505). Quite
clearly the Northern part of Bavaria shows honeys under 100 bq, whereas in the South
the rates are higher on the average. These regional differences correspond to the
regional differences of rainfall during the first days after the accident. The honey from
honeydew is in some cases more, in others less contaminated than blossom honey from
the same area. This cannot be explained until now.

Honey from blossoms and from honeydew collected in the years of 1983 and 1985
were free of those radioactive isotopes (below detection limits) which were predominant
after the accident of Tchernobyl.

RESUME

La radioactivité dans les miels bavarois en 1986

Apres I'accident de la centrale nucléaire soviétique de Tchernobyl fin avril 1986,
plus de 300 miels extraits aprés la mi-mai en Baviére ont €té analysés du point de vue
de la radioactivité. On n’a pris en compte que les isotopes a vie longue du césium' et
du césium'®. Les résultats des 7 districts de Baviere pour le Cs'** + Cs'¥. Les résultats
des 7 districts de Baviére pour le Cs'* + Cs! sont les suivants : (en becquerel/kg de
miel) : Haute-Baviére : 197 (domaine de variation : 97-438) ; Basse-Baviere : 235 (118-
456) ; Haut-Palatinat : 121 (45-362) ; Haute-Franconie : 83 (41-150) ; Franconie
Moyenne : 89 (54-131) ; Basse-Franconie : 35 (14-66) ; Souabe : 245 (101-505). 11 est
clair que la partie septentrionale de la Baviére présente une radioativité des miels
inférieure a4 100 bq, alors que dans la partie méridionale les taux sont généralement
plus élevés. Ces différences régionales correspondent aux différences régionales de
précipitations durant les premiers jours qui ont suivi 'accident. Le miel de miellat est
parfois plus contaminé, parfois moins que le miel de fleurs de la méme région ; cela n’a
pu encore €tre expliqué.

Les miels de miellat et de fleurs récoltés en 1983 et 1985 présentaient pour ces
isotopes radioactifs des valeurs inférieures au seuil de détection.
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13. UNTERSUCHUNGEN ZUR RAUMLICHEN VERTEILUNG EINES TRACERS IN DER WIN-
TERTRAUBE VON APIS MELLIFERA

Uwe KERKHOF und W. RITTER

Tierhygienisches Institut, Postfach 5140, 7800 Freiburg

Mit Hilfe einer Isotopen-Tracer-Methode wurde die rdumliche Verteilung einer
Substanz in der Wintertraube quantitativ erfa8t. 6 brutfreie Volker als 5-Wabenableger
wurden fiir die Untersuchungen herangezogen.

Die Applikation einer radioaktiven Stammldsung erfolgte mit Hilfe einer 5 ml
Glaspipette in die jeweiligen Wirmezentren der Wintertrauben. Nach Inkubationszeiten
von 96 Stunden p.A. wurden die Vélker durch UbergieBen mit fliissigem Stickstoff
abgetotet. Fiir die Versuchsauswertung wurden Kernbienen sowie Schalenbienen jeder
Wabengasse herangezogen. Anhand der gemessenen Radioaktivititswerte jeder Bienen-
probe konnte auf die aufgenommene Substanzmenge zuriickgerechnet werden. Die
Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefaBt werden :

1. Kernbienen wiesen immer héhere Radioaktivititswerte auf als Schalenbienen. In
den zentralen Wabengassen waren die Unterschiede signifikant (p = 0,02), in den
randstindigen Wabengassen nicht. Deutlich wird hier die erhdhte Stoffwechselaktivitit
im Kernbereich der Wintertraube dokumentiert.

2. Auch bei Wintervolkern scheint die Verteilung saisonalen Faktoren unterworfen
zu sein. Im Frihwinter (Nov.-Dez.) konnte eine bessere Verteilung beobachtet werden
als im Spatwinter.

3. Die Verteilung einer Substanz in der Wintertraube erfolgt iiber Bienen, die von
einer zur nichsten Wabengasse wechseln.

SUMMARY

Studies on the spatial distribution of a tracer in the winter-cluster of Apis mellifera

The spatial distribution of a specific component was quantitatively determined in
the winter cluster using an isotopic tracer method. Six brood-free colonies were utilized
in five-frame nuclei for the experiments.

Application of a radioactive stock solution was carried out with the help of a 5 ml
glass pipette in the center of each winter-cluster. After an incubation time of 96 hours
per application, colonies were killed by flooding with liquid nitrogen. Bees in the center
and the periphery were taken for evaluation. The amount of substance taken up could
be calculated by the radioactivity measured in each sample.

The results can be summarized in the following :

1. Bees of the center contained higher radioactive values than those in the
periphery. The differences were significant (p = 0.02) in the central comb passages.
The increased metabolic activity is clearly documented in the winter cluster.

2. The distribution seems to be dependent upon seasonal factors, even in winter
colonies. A wider distribution could be observed in early winter (Nov.-Dec.) than in
later winter.

3. The distribution of a component occurs in the winter cluster by bees traversing
from a comb passage to an adjacent one.
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RESUME

Etude de la répartition spatiale d’'un marqueur dans la grappe hivernale
d’Apis mellifica L.

La répartition spatiale d’'un composé donné a été étudiée quantitativement dans la
grappe hivernale par la méthode du marquage isotopique. On a utilis€ 6 colonies sans
couvain pourvues de 5 rayons.

On a appliqué la solution radioactive au centre de chaque grappe hivernale a ’aide
d’une pipette de verre de 5 ml. Apres une incubation de 96 heures par application, on
a tué les colonies a I'azote liquide. On a pris aussi bien les abeilles du centre que celles
de la périphérie pour évaluer 'expérience. La quantité de substance absorbée a pu étre

calculée a partir des mesures de radioactivité de chaque échantillon.

On peut résumer les résultats comme suit :

1. Les abeilles du centre présentent des valeurs de radioactivité plus élevées que
celle de la périphérie. Les différences sont significatives (p = 0,02) dans les passages du
rayon central. L’activit¢ métabolique accrue est nettement mise en évidence dans la
grappe hivernale.

2. La répartition semble dépendre de facteurs saisonniers, méme dans les colonies
d’hiver. On a pu observé une plus large distribution au début (nov.-déc.) qu’en fin
d’hiver.

3. La répartition d’'un composé dans la grappe hivernale se fait par les abeilles qui
passent d’'un rayon au rayon adjacent.

15. UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUB DER SPERMAMISCHTECHNIK AUF DEN FUL-
LUNGSGRAD DER SPERMATHEKA

Franziska FISCHER

Hessische Landesanstalt fiir Tierzucht, Abt. fiir Bienenzucht, Erlenstrafle 9, 3575 Kirchhain.

Mit Hilfe der von KarranoGLu und PENG (1980) entwickelten Waschmethode ist,
wie Moritz (1983) zeigte, auch eine homogene Durchmischung des Spermas moglich.
Auf diese Weise konnen viele Koniginnen mit identisch zusammengesetzten Spermapor-
tionen besamt werden, wodurch sich die vom « Vater » bedingte Variation einengen
1at.

1986 wurde im Kirchhainer Besamungslabor eine umfangreiche Erprobung der
Mischspermatechnik durchgefilhrt mit dem Ziel, die Tauglichkeit dieser Technik als
Routineverfahren zu iberprifen. Das konventionelle Verfahren der Verwendung frisch
aufgenommener Spermaportionen diente als Bezugssystem.
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Innerhalb verschieden groBer Schwesterngruppen wurden Koéniginnen entweder mit
der herkommlichen Technik (n = 143) oder mit gemischtem Sperma (n = 133) besamt.
Die verwendeten Drohnen schliipften in mit Absperrgitter gesicherten Ablegern und
erhielten keine Moglichkeit zum Fliegen. 27 nach der Mischspermatechnik besamte
Koéniginnen und 14 nach der konventionellen Methode besamte Koniginnen wurden
getotet und die Spermien aus der Spermatheka mit einer Biirker Zihlkammer ausge-
zdhlt. Alle im Laufe der Saison fehlbriitigen Koniginnen aus dem Versuchsprogramm
wurden, sofern sie bei der Kontrolle noch vorhanden waren, getétet und die Spermato-
zoen aus der Samenblase ausgezihlt.

Der Beginn der Eiablage war fiir beide Gruppen nicht signifikant unterschieden
(konventionelle Methode 5,76 Tage, Mischspermatechnik 5,31 Tage, t-Test, p > 0,05).
Signifikant unterschied sich dagegen der Anteil der drohnenbriitigen Koéniginnen an der
Gesamtzahl der besamten Koniginnen (konventionelle Methode 4,8 %, Mischsperma-
technik 11,2 %, Chi*-Test, p < 0,05). Ebenso signifikant war der Unterschied der
Spermatozoenzahl in der Spermatheka zwischen beiden angewandten Besamungsverfah-
ren (konventionelle Methode 5,0 Mio., Mischspermatechnik 2,4 Mio., t-Test, p < 0,05).

Zur Verbesserung der Arbeitsmethodik sind weitere Untersuchungen erforderlich.

SUMMARY

Investigations on the influence of the sperm mix technique on the grade
of filling of the spermatheca

As shown by Moritz (1983), with the aid of the washing method developed by
KarranoGLU and PENG (1980), a homogenic mixing of sperm is possible. In this way
many queens can be inseminated with identically combined sperm portions, whereby
the variation caused by the male parent can be reduced.

In the Kirchhain Insemination Laboratory extensive studies of the sperm mix
technique have been carried out in 1986. The aim was to test the applicability of this
method as a routine measure. The conventional procedure of using freshly collected
sperm portions served as a reference system.

Within sister groups of different sizes, queens were inseminated either by conven-
tional technique (n = 143) or with mixed sperm (n = 133). The drones emerged above
an excluder and had no chance to fly. 27 queens inseminated by the sperm mix
technique and 14 queens inseminated by the conventional method were killed and the
spermatozoa from the spermatheca were counted by means of a Biirker counting
chamber. Furthermore, all drone laying queens were killed and the spermatozoa from
the spermatheca counted.

The beginning of oviposition for both groups was not significantly different (con-
ventional method 5.76 days, sperm mix technique 5.31 days, t-test, p > 0.05). Signific-
antly different, however, was the part of the drone laying queens within the total of
queens (conventional method 4.8 %, sperm mix technique 11.2 %, Chi*test, p < 0.05).
Also significantly different was the number of spermatozoa in the spermatheca between
the two different insemination techniques (conventional 5.0 million, sperm mix techni-
que 2.4 million, t-test, p < 0.05).

Further studies are necessary in order to improve the procedure.
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RESUME

Influence de la technique de mélange du sperme sur le degré de remplissage
de la spermathéque

Comme I'a montré Mormrz (1983) a l'aide de la méthode mise au point par
KAFTANOGLU et PENG (1980), un mélange homogéne de sperme est possible. Ceci
permet d’inséminer de nombreuses reines avec des portions de sperme combiné identi-
ques, de sorte que la variation causée par le « pére » est réduite.

Au Laboratoire d’Insémination de Kirchhain des études approfondies sur la techni-
que de mélange du sperme ont été menées en 1986. Il s’agissait de tester si cette
méthode pouvait étre appliquée en routine. Le procédé conventionnel ou 'on utilise
des portions de sperme fraichement prélevées servait de systéme de référence.

Au sein de groupes sceurs de taille différente, on a inséminé des reines soit par la
technique conventionnelle (n = 143), soit avec du sperme mélangé (n = 133). Les
miles ont éclos a I’abri d’une grille A reines et n’avaient aucune possibilité de voler. On
a tué 27 reines inséminées avec la technique de mélange du sperme et 14 avec la
méthode conventionnelle et on a dénombré les spermatozoides présents dans la sperma-
théque a l'aide d’une chambre a compter de Biirker. En outre, on a tué toutes les
reines bourdonneuses et dénombré les spermatozoides présents dans leur spermatheque.

" Le début de la ponte chez les 2 groupes n’est pas significativement différent
(méthode conventionnelle 5,76 jours, technique de mélange du sperme 5,31 jours,
t-test, p > 0,05). Les reines bourdonneuses, par contre, se différencient de fagon
significative au sein de ’ensemble des reines « méthode conventionnelle 4,8 %, techni-
que de mélange de sperme 11,2 %, test Ch?, p < 0,05). Le nombre de spermatozoides
dans la spermathéque est également significativement différent entre les 2 techniques
d’insémination utilisées : conventionnelle 5,0 mio, mélange de sperme 2,4, test-t,
p < 0,05.

D’autres études sont nécessaires pour améliorer la méthode.

17. EINE VERBESSERTE METHODE ZUR ISOLATION MITOCHONDRIALER DNA BEI DER
HONIGBIENE
Michacl MEUSEL

Bayerische Landesanstalt fiir Bienenzucht, Burgbergstr. 70, D-8520 Erlangen

Die mitochondriale (mt) DNA der Honigbiene liegt als ringformig geschlossenes
Molekil von ca. 17.000 Basenpaaren vor. Sie ist fir den Genetiker in vielfacher
Hinsicht interessant, da durch die Restriktionsenzymanalyse Einblick in verschiedene
evolutive Fragen (z.B. in matriliniale Variation innerhalb von Populationen oder phylo-
genetische Divergenzen) moglich ist. Folgende Eigenschaften der mtDNA machen sie
zu einem wichtigen genetischen Diagnostikum :
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1. Der Vererbungsmodus ist, anders als beim Kerngenom, auch bei der Honig-
biene rein maternal und es tritt keine Rekombination auf, d.h. das mtGenom vererbt
sich einheitlich und bei Kreuzungen zeigen die Hybriden (aufler bei Neumutationen)
stets das miitterliche Genom.

2. Die Variabilitit der mtDNA ist gro3, da die Chance fiir eine Fixierung von
Mutationen durch den sehr rapiden Reproduktionszyklus (5-10 mal schneller als der
Zellteilungsrhythmus) erhoht ist.

3. Durch die Haploidie exprimieren sich alle Gene ( mtDNA hat eine geringe
« genetic load »). Eine Heterozygotie, die eventuelle ungiinstige Eigenschaften {iberdek-
ken konnte ist nicht maoglich.

Aus den genannten Grinden setzt eine Selektion an der mtDNA sehr viel scharfer
an und die Evolutionsgeschwindigkeit ist entsprechend hoher als im Kerngenom.

Moritz et al. (1985) und SmitH (1986) konnten Variabilitit im mtGenom bei
verschiedenen Rassen von Honigbienen, bzw. « afrikanisierten » und europiischen Bie-
nen zeigen. Zur Isolation der mtDNA bei der Honigbiene wird vorzugsweise Flugmus-
kelgewebe mehrfach in 0,25 M Saccharosepuffer intensiv homogenisiert. In einer differ-
entiellen Zentrifugation werden danach zunichst die Zellkerne (700x g), dann aus dem
Uberstand die Mitochondrien sedimentiert (10.000x g). Nach Auflésung der mitochon-
drialen Membranen mit 1 % SDS (Detergens) werden die Proteine mit Proteinase K
enzymatisch verdaut und mit Phenol, Chloroform und Ather extrahiert (Morirz und
Hawkins, 1985). Nach diesem Schritt ist die mtDNA meist jedoch noch nicht ausrei-
chend gereinigt, um fiir eine Restriktionsenzymanalyse verwendet zu werden. Frithere
mtDNA-Isolationen aus Larven und Flugmuskeln fiihrten aufgrund von Verunreinigun-
gen zu nicht restringierbaren Proben.

Zur Darstellung des charakteristischen Restriktionmusters einer mtDNA muf} sie
hoch rein isoliert werden. Die an spezifischen Erkennungssequenzen ansetzenden
Enzyme restringieren nur unter eng umgrenzten biochemischen Bedingungen. Zur
weiteren Reinigung koénnen verschiedene Verfahren wie z.B. Dialyse (ca. 1-2 Tage
Zeitaufwand) oder Ultrazentrifugation im CsCl-Gradienten (24-36 Stunden Laufzeit)
angewendet werden. Auch danach finden sich allerdings haufig noch Restriktionsinhibi-
toren in der Suspension.

Mit der Glasbindungsmethode nach VoGELSTEIN und GILLESPIE (1979) wird in
kurzer Zeit ohne grof8en Aufwand eine hohe Reinheit erreicht. Dabei wird der Effekt
ausgenutzt, dal sich DNA-Molekiile unter hohen NaJ-Konzentrationen an Glasflichen
anhaften. OberflachenvergroBerung durch Pulverisierung von Glas steigert die Aus-
beute. Im hier beschriebenen Verfahren wird die mtDNA in priazipitiertem Zustand
selektiv an fein pulverisierten Kristallglasstaub in Gegenwart von NaJ gebunden. Die
Koérnung des Glaspulvers wird durch die Bestimmung der Sedimentationsgeschwindig-
keit in Wasser festgelegt. Eine optimale DNA-Bindung (bis zu 1 pg DNA/mg Glaspul-
ver) wird bei Glaspartikeln mit einer Sedimentationsrate von 0,25 cm/min erreicht. Die
mtDNA kann dann mit einem Waschpuffer- (20 mM Tris-HCI, pH 7,2, 2 mM EDTA,
0,2 M NaCl) Athanol-Gemisch (1 : 1) gereinigt werden. AnschlieBend wird sie vom
Glaspulver gelost und direkt in einen Reaktionspuffer fir die Restriktion aufge-
nommen.

Das dargestelite Verfahren bietet dem Molekularbiologen zeitliche und methodische
Vorteile. Eine sonst sehr zeitaufwendige biochemische Reinigung wird in 15-30 Minuten
durchfiihrbar. Auf einfache Weise kann auch aus groBen Suspensionsvolumina und
sogar Agarose-Gelen relativ viel DNA selektiv zuriickgewonnen werden.
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Eine Inhibition der Restriktion durch etwaige Riickstinde von Agarose, Detergen-
zien, Farbstoffen oder Losungsmitteln konnte von uns nicht festgestellt werden.

Diese Arbeit wurde aus Mitteln der DFG gefddert.

SUMMARY

An improved method for isolation of honey bee mitochondrial DNA

Honey bee mitochondrial (mtDNA) DNA is a circular closed molecule of about
17 k base pairs. Restriction enzyme mapping enables us to have a magnificent view into
a wide range of evolutionary questions (eg : intrapopulation matrilinial variation or
phylogenetic divergences). Thus mtDNA is an important tool of genetic analysis due to
its specific characters :

1. In contrast to the nuclear genome the mode of inheritance is maternal and does
not undergo recombination. The entire mitochondrial genome is inherited as a unit and
hybrids always show the genotype of their maternal ancestors (except in the case of
new mutations).

2. Variation in mtDNA is high, due to the rapid reproduction cycle (5-10 fold
faster than the cell) increasing the chance of fixation of mutations.

3. Haploidy causes expression of all genes that mtDNA (with low genetic load)
encodes. A heterozygoty covering unfavourable genes is impossible.

The stated characters let selection act more strongly and permit a higher speed of
evolution than found in the nuclear genome.

Moritz et al. (1985) and SmitH (1986) showed variation in the honey bee
mitochondrial genome by restriction enzyme digestion of European and « Africanized »
probes.

For honey bee mtDNA isolation preferably flight muscle tissue is intensively
homogenized in a 0.25 M sucrose buffer. Nuclei are pelleted by differential centrifuga-
tion at 700x g and mitochondria at 10,000x g. After 1 % SDS lysis of mitochondrial
membranes, proteins are enzymatically digested by incubation with Pronase K and
extracted with phenol, chloroform and ether (Moritz and Hawkins, 1985). Thereafter
in most cases mtDNA is not of sufficient purity for restriction enzyme digestion. Earlier
mtDNA isolation from larvae and flight muscle without further purification led to
unrestrictable samples. MtDNA for restriction enzyme mapping requires a particular
purity. Restriction enzymes cleaving at specific recognition sites are highly susceptible
to the biochemical environment. To obtain a sufficient purity, several methods such as
dialysis (time consuming, 1-2 days) or ultracentrifugation in a CsCl-gradient (24-
36 hours high speed run) can be used. Often restriction inhibitors still can be observed
in the suspension after these procedures.

The glass binding method of VOGELSTEIN and GILLESPIE (1979) is a simple and time
saving technique for high grade purification of DNA. It uses the effect of binding DNA
to glass in the presence of Nal. Increasing the surface area by pulverizing the glass
improves the amount of DNA yield. In the described method precipitated mtDNA is
selectively bound to fine pulverized flint glass powder. Glass particle size was deter-
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mined by sedimentation through water. Optimal DNA binding was obtained with
particles of a sedimentation rate of 0.25 cm per minute. DNA then can be washed with
a 50 : 50 buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.2, 2 mM EDTA, 0.2 M NaCl) and ethanol
mixture. Subsequently DNA is detached from glass powder and dissolved in a restric-
tion buffer.

The procedure presented reduces time and costs of DNA purification. An other-
wise time consuming biochemical technique is now carried out in
15-30 minutes. DNA can be easily recovered also from large volumes and even out of
agarose gels. Restriction inhibiting residues of agarose, detergents, dyes or solvents
were not observed.

RESUME

Méthode améliorée pour isoler 'ADN mitochondrial chez I'abeille

L’ADN mitochondrial (ADNmt) de I’abeille domestique est une molécule circulaire
fermée d’environ 17 k paires de base. La cartographie des sites de restriction permet
d’avoir une vue intéressante dans un large domaine de questions portant sur I’évolution
(par ex. : la variation matrilinéaire intrapopulation ou les divergences phylogénétiques).
L’ADNmt est donc un outil important pour I'analyse génétique en raison de ses
caractéres spécifiques :

1. Contrairement au génome nucléaire le mode d’hérédité est maternel et ne subit
pas de recombination. Le génome mitochondrial entier est hérité en tant qu'unité et les
hybrides présentent toujours le génotype des ascendants maternels (sauf dans le cas de
nouvelles mutations).

2. La variation dans ’ADNmt est élevée, en raison du cycle rapide de reproduc-
tion (5-10 fois plus rapide que celui de la cellule), augmentant ainsi les chances de
fixation des mutations.

3. Tous les geénes s’expriment a travers I’haploidie (TADNmt a une charge généti-
que réduite). Une hétérozygotie couvrant les génes défavorables est impossible.

Les caractéres mentionnés rendent la sélection plus forte et permettent une vitesse
d’évolution plus élevée que celle qui a lieu dans le génome nucléaire.

Moritz et al. (1985) et SMITH (1986) ont pu mettre en évidence une variabilité dans
le génome mitochondrial de Pabeille chez diverses races d’abeilles (abeilles européennes
et « africanisées »). Pour isoler ’TADNmt de I’abeille on homogénise de facon intensive
du tissu des muscles alaires dans un tampon au saccharose a 0,25 M. Les noyaux
cellulaires se sédimentent par centrifugation différentielle & 700x g et les mitochondries
a 10 000x g. Apres lyse des membranes mitochondriales au SDS (détergent) a 1 %, les
protéines sont digérées enzymatiquement par incubation avec de la Pronase K et
extraites par le phénol, le chloroforme et I'éther (Moritz et HAawkins, 1985). A ce
stade la puret¢ de I'’ADNmt n’est généralement pas suffisante pour appliquer une
digestion par enzymes de restriction. Une isolation plus précoce ’ADNmt a partir de
larves et de muscles alaires non suivie de purification a conduit & des é&chantillons
inutilisables. L’ADNmt pour la cartographie des sites de restriction nécessite une pureté
particuliere. Les enzymes de restriction clivant a des sites de reconnaissance spécifiques
sont excessivement sensibles a I'environnement biochimique. Pour obtenir une pureté
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suffisante, on peut utiliser plusieurs méthodes telles que la dialyse (longue, 1 & 2 jours)
ou l'ultracentrifugation dans un gradient de CsCl (24 a 36 heures). Les inhibiteurs de
restriction peuvent étre encore souvent observés dans la suspension aprés ces opéra-
tions.

La méthode de fixation par le verre de VOGELSTEIN et GILLEPSIE (1979) est une
technique simple et rapide pour purifier TADN a un degré élevé. Elle utilise le fait que
’ADN se fixe au verre en présence de NalJ. Si 'on augmente la surface en pulvérisant
le verre, on accroit la quantité d’ADN obtenu. Dans la méthode décrite, TADNmt se
fixe sélectivement sur de la poudre de cristal de verre finement pulvérisée. On a
déterminé la taille des particules de verre par sédimentation dans 'eau. La fixation
optimale a été obtenue avec des particules ayant un taux de sédimentation de 0,25 cm/
min. L’ADN peut ensuite étre lavé avec un mélange (50 : 50) d’éthanol et de tampon
(20 mM Tris-HCI, pH 7,2, 2 mM EDTA, 0,2 M NaCl). Finalement 'ADN est détaché
de la poudre de verre et dissout dans un tampon de restriction.

Le procédé présenté réduit le temps et le coilt de la purification de ’ADN. Une
technique biochimique habituellement coiiteuse en temps prend maintenant 15-20 min.
On peut aussi récupérer facilement de PADN a partir de grands volumes et méme a
partir de gels d’agarose. On n’a pas observé de résidus d’agarose, de détergents, de
colorants ni de solvants qui inhibent la restriction.
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21. MOLEKULARGENETISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUR EMBRYONALENTWICKLUNG
DER HONIGBIENE APIS MELLIFERA

Richard FLeiG ', Uwe WALLDORF ?
I Institut fiir Biologie 111 (Zoologie), Lehrstuhl Entwicklungsphysiologie, Auf der Morgenstelle 28, D-7400

Tiibingen 1
2 Biozentrum, Klingelbergstr. 70, CH-4056 Basel

Bei Drosophila melanogaster wurde in verschiedenen Labors eine Reihe von Genen
kloniert, die an der Bildung der Korpersegmente beteiligt sind (Segmentierungsgene)
oder die unterschiedliche Ausprigung der einzelnen Segmente steuern (homeotische
Gene). Sequenzierung dieser Gene ergab, daB viele von ihnen an ihrem Anfang einen
Bereich von 180 Basenpaaren mit sehr dhnlicher Sequenz haben. Dieses DNA-Stiick
wird Homeobox genannt ; ihr wird Regulationsfunktion bei der Transkription zuge-
schrieben.
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Die Segmente von Apis mellifera sind denen von Drosophila melanogaster homo-
log. Es sollten also evtl. die gleichen Gene zu finden sein, und diese sollten u.U. auch
das Homeoboxelement haben. Wir fanden bei der Biene bisher 7 Gene mit einer
Homeobox. Die Sequenzanalyse ermdglichte es uns, jedes Homeoboxgen der Honig-
biene eindeutig jeweils einem entsprechenden Gen der Fruchtfliege zuzuordnen ; die
Basensequenz der Homeoboxen (der jeweiligen Genpaare) der beiden Insektenarten ist
zu iiber 80 % identisch, und die Homologie geht in allen Fillen auch noch iiber den
Bereich der Homeobox hinaus.

Durch in situ-Hybridisierung wurde herausgefunden, dafl die Homeoboxgene bei
der Fruchtfliege bereits wihrend des Blastodermstadiums in den Regionen transkribiert
werden, aus denen diejenigen Segmente hervorgehen, die bei der entsprechenden
Mutante ausfallen oder defekt sind. So ist z.B. das Dfd-Genprodukt bei der Frucht-
fliege im Blastoderm nur in der Region nachweisbar, die sich zum Mandibel- und
Maxillensegment entwickelt (iiberlebensfihige Dfd Mutanten zeigen Deformationen in
der Kiefer- und Augenregion). Bei der Honigbiene fanden wir fiir das (laut Sequenz-
analyse) homologe Gen wihrend des Blastodermstadiums folgendes Aktivititsmuster :
Im frithen Blastoderm konnten wir in allen Blastoderm- und Vitellophagenkernen hohe
Transkriptmengen feststellen. Im spiiten Blastoderm fanden wir zwischen 60 und 75 %
Eilange (posterior ist 0 %) zusitzlich auch Transkript in groBer Menge im Cytoplasma
des Blastoderms. Nur in dieser Region entstehen wahrscheinlich Translationsprodukte
dieses Gens ; und aus dieser Region entsteht spiter wihrend der Gastrulation das
Mandibel- und das Maxillensegment. Also sind die beiden Gene auch nach Zeitpunkt
und Ort der Aktivitit wahrend der frithen Embryonalentwicklung homolog.

Diese Arbeit wurde von der DGF unterstiitzt.

SUMMARY

Homologies of developmental genes between Apis mellifera
and Drosophila melanogaster

In several laboratories genes have been cloned from the Drosophila melanogaster
genome which are involved in the control of segmentation (segmentation genes) and
segment specification (homeotic genes). Sequencing of these genes led to the discovery
that most of them contain a rather homologous sequence of 180 base pairs at the start
of the cistron. This sequence is called the homeo box ; it is supposed to have
regulatory functions during transcription.

The segments of Apis mellifera are homologous to those of Drosophila melanogas-
ter. We therefore expected to find the same genes and perhaps also the homeo box
element. Up to now we have found 7 homeo box genes in the honey bee genome.
After sequencing we were able to identify Apis genes by their high homology with the
respective Drosophila homeo box sequences. Translation of the 180 base pairs of the
homeo boxes into the amino acid sequence of the putative proteins led to up to 100 %
homology within the gene pairs of the two species. We also found sequence homology
outside the homeo box between corresponding Apis and Drosophila genes.

In situ hybridization of the Drosophila homeo box genes showed transcription
products of these genes during the blastoderm stage in the region of those segments for



368

which the gene is coding. For instance the Dfd gene transcript is found only in the
region of the future mandibular and maxillary segments (Dfd mutants have deforma-
tions in the gnathal and eye region of the adult head). In the honey bee we found
mRNA of the homologuous gene in the early blastoderm stage in all nuclei of the
blastoderm and also in those of the vitellophages. In the late blastoderm, however, we
found the specific mRNA also in the cytoplasm of the blastoderm cells ; but only in a
belt between 60-75 % egg length (0 % is posterior). We presume that only translation
takes place here. Thus the two genes are homologous in the two species by reason of
their DNA sequence as well as in time and position of their activity during early
embryonic development.

RESUME

Homologie des génes controlant le développement entre Apis mellifica
et Drosophila melanogaster

Dans divers laboratoires on a cloné des génes provenant du génome de Drosophila
melanogaster impliqués dans le contrdle de la segmentation (genes de segmentation) et
la spécification des segments (génes homéotiques). Le séquencage de ces génes a
permis de découvrir que la plupart d’entre eux renfermaient une séquence assez
homologue de 180 paires de base au début du cistron. Cette séquence est appelée
homeo box ; elle est supposée avoir des fonctions de régulation au cours de la
transcription.

Les segments d’Apis mellifica sont homologues de ceux de Drosophila melanogas-
ter. Nous nous attendions donc a trouver les mémes génes et peut-€tre aussi ’homeo
box. Jusqu'a présent nous avons trouvé 7 génes d’homeo box dans le génome de
l’abeille. Aprés séquengage nous avons pu identifier les génes d’Apis par leur forte
homologie avec les séquences d’homeo box respectives de Drosophila. La traduction
des 180 paires de base des homeo box dont la séquence en acides aminés des protéines
supposées a conduit jusqu’a une homologie de 100 % au sein des paires de génes des
deux espéces. Nous avons également trouvé une homologie de séquence en dehors de
I’homeo box entre les génes correspondants d’Apis et de Drosophila.

L’hybridation irn situ montre que les génes de I’homeo box de Drosophila sont
transcrits pendant le stade blastoderme dans les régions d’ou proviennent les segments
qui sont absents ou défectueux chez les mutants correspondants. Par exemple le produit
de transcription du géne Dfd ne se trouve que dans la région des futurs segments
mandibulaire et maxilaire (les mutants Dfd présentent des déformations dans la région
gnathale et oculaire de l'adulte). Chez P'abeille nous avons trouvé '’ARNm du géne
homologue au début du stade blastoderme dans tous.les noyaux du blastoderme et dans
ceux des vitellophages. Pourtant a la fin du stade blastoderme, nous avons également
trouvé PARNm dans le cytoplasme des cellules blastodermiques, mais seulement dans
une bande d’environ 60-75 % de la longueur de I'ccuf (le 0 % correspondant au point
postérieur). Nous pensons que ce n’est qu’ici qu'a lieu la traduction. Ainsi les deux
génes sont homologues chez les deux espéces en raison de la séquence de leur ADN,
aussi bien dans le temps que dans la position de leur activité au cours du dévelopement
embryonnaire précoce.
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22. GIBT ES AUCH BEI FURCHENBIENEN EINE TROPHOGENE BASIS DER KASTENENT-
WICKLUNG ?

Karin BoHRER

Institut fiir Biologie 11l (Zoologie), Lehrstuhl fiir Entwicklungsphysiologie, Universitit Tiibingen, Auf der
Morgenstelle 28, D-7400 Tiibingen

Lasioglossum malachurum (Halictidae) ist eine primitiv eusoziale Furchenbienenart.
Die im Herbst begatteten Jungkoniginnen dberwintern und griinden im Friihjahr neue
Kolonien. Die solitire Phase wird durch das Schlipfen der 1. Brut beendet : diese
unbegattet bleibenden Sommerweibchen versorgen als Arbeiterinnen die 2. Brut, aus
denen im Herbst wieder Kéniginnen und Mannchen hervorgehen. Die Koénigin bestiftet
die von den Arbeiterinnen fertiggestellten Brutzellen. Weitere Merkmale, in denen sich
Koéniginnen und Arbeiterinnen unterscheiden, sind die vergleichweise lange Lebens-
dauer der Kéniginnen und ein auffilliger Groflendimorphismus. Um zu priifen, ob diese
Kastenunterschiede auf trophogener Grundlage beruhen, wurden Menge und Zusam-
mensetzung des Larvenfutters analysiert. Da bei der nah verwandten Art Lasioglossum
zephyrum die Konigin das Larvenfutter vermutlich mit einem Sekret der lipidreichen
Dufour-Driise anreichert (BATRA, 1964), wurden von mir insbesondere die freien Fett-
sduren untersucht.

Jede Larve erhidlt eine Futterkugel, die aus Pollen, Nektar und Driisensekreten
besteht. Ich stellte erhebliche saisonale Unterschiede im Gewicht der Futterkugeln fest.
Futterkugeln der 2. Brut waren etwa doppelt so schwer wie die der 1. Im Larvenfutter
konnte ich 5 freie Fettsauren identifizieren : Palmitinsdure, Stearinsiure, eine 18 : 1-,
eine 18 : 2- und eine 18 : 3-Siure. In beiden Brutserien ermittelte ich ca. 0.01 mg freie
Fettsduren pro mg Larvenfutter. Dieser Wert liegt etwa 10 X hoher als der Fettsdurege-
halt der Pollenarten, die in den Larvenfutterkugeln vertreten waren. Im Fettsduremu-
ster des Pollens traten auflerdem die 18 : 2- und die 18 : 3-Saure jeweils in 2 Isomeren
auf, was im Larvenfutter nicht der Fall war. Dies 148t vermuten, dal die Bienen das
Larvenfutter mit Fettsduren betrachtlich anreichern und so dessen Muster bestimmen.
Qualitative Larvenfutterunterschiede zwischen der 1. und der 2. Brut konnten nicht
festgestellt werden, die Futterkugeln enthielten die gleichen Fettsiduren. Bei der 1. Brut
wies das Larvenfutter jedoch einen héheren Gehalt an 18 : 3-Sdure auf. Ob die von mir
ermittelten saisonalen quantitativen Unterschiede (Larven des 2. Brutzyklus erhalten
mehr, aber nicht unbedingt reichhaltigeres Futter) fiir die Kastendifferenzierung bei
L. malachurum bedeutsam sind, sollte unter kiinstlichen Aufzuchtbedingungen gepriift
werden.

SUMMARY

Do sweat bees also have a trophogenic basis of caste development ?

Lasioglossum malachurum (Halictidae) is a primitively eusocial halictine bee. The
queens mate in autumn, hibernate, and found new colonies in spring. This solitary
phase comes to an end with the emergence of the first brood : the summer females
who remain unmated and are functional workers. They provision the second brood
which gives rise to gynes and to males. The queen lays eggs in the brood cells which
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have been prepared by the workers. Further characters by which queens and workers
are distinguished are the long lifespan of the queens and a distinct size dimorphism. In
order to check the possibly trophogenic basis of caste differences, I examined the
amount and composition of larval food. Based on data from behavioral studies in the
closely related sweat bee Lasioglossum zephyrum one can presume that the queen
enriches the larval food with a secretion rich in lipids of the Dufour’s gland before
oviposition (BATRA, 1964). Therefore, the free fatty acid fraction has been examined.

Each larva feeds on a pollen ball, which consists of pollen, nectar, and glandular
secretions. I noted distinct differences in weight for the pollen balls of the two broods.
Those of the second brood are about twice as heavy as the ones from the first brood. 1
could identify 5 free fatty acids in the larval food : palmitic acid, stearic acid, a 18 : 1-,
a 18 : 2-, and 18 : 3-acid. In both groups the total amount of free fatty acids was about
0.01 mg per mg pollen ball. With this amount the free fatty acid content was approxi-
mately 10 times higher than in pollen itself. Moreover, in the free fatty acid patterns of
the pollen species occuring in the pollen balls the 18 : 2- and the 18 : 3-acids were
present in two isomeres each, whereas in the larval food only one isomeric form for
each of these free fatty acids could be found. One can presume that the bees enrich the
larval food with free fatty acids, and thereby control the free fatty acid patterns in
larval food. There were no qualitative differences in the free fatty acid patterns of
pollen balls from the first and from the second brood. In both, the same free fatty
acids were found. Only with respect to the relative amount of these free fatty acids
could T find differences between the two broods. The pollen balls of the first brood had
a higher content of 18 : 3-acid than those of the second brood. The meaning of these
quantitative differences for caste differentiation (in summer the female larva gets more
but not necessarily a richer food) should be tested in artificial rearing experiments.

RESUME

Le développement des castes chez les halictes est-il aussi d’origine trophogénique ?

Lasioglossum malachurum (Halictidae) est une abeille halicte eusociale primitive.
Les reines, qui s’accouplent en automne, hibernent et fondent de nouvelles colonies au
printemps. La phase soljtaire se termine avec I"émergence du 1°" couvain : les femelles
d’été qui restent vierges sont des ouvriéres fonctionnelles et approvisionnent le second
couvain qui donne naissance aux femelles reproductrices et aux males. La reine pont
ses ceufs dans des cellules préparées par les ouvriéres. La durée de vie prolongée des
reines et un dimorphisme de taille bien marqué sont d’autres caracteres qui distinguent
les reines des ouvrieres. Afin de tester lorigine trophogénique éventuelle de la
différenciation des castes, j’ai étudié la nourriture larvaire du point de vue quantitatif et
qualitatif. D’aprés les données éthologiques des études faites sur ’espéce Lasioglossum
zephyrum, étroitement apparentée, on peut supposer que la reine enrichit la nourriture
larvaire d’une sécrétion riche en lipides produite par la glande de Dufour avant la
ponte. On a donc étudié principalement la fraction acides gras libres.

Chaque larve se nourrit sur une boulette de pollen constituée de pollen, de nectar
et de sécrétions glandulaires. J'ai relevé des différences nettes dans le poids des
boulettes de pollen des 2 couvains. Celles du second couvain sont environ 2 fois plus
lourdes que celles du 1° couvain. J’ai pu identifier dans la nourriture larvaire 5 acides
gras libres : I'acide palmitique, I'acide stéarique, un acide 18 : 1, un acide 18 : 2 et un



371

acide 18 : 3. Dans les 2 groupes la quantité totale d’acides gras libres est d’environ
0,01 mg/mg de boulette de pollen, ce qui fait une teneur supériecure a celle du pollen
proprement dit d’environ 10 fois. En outre, dans les spectres d’acides gras libres des
espéces polliniques présentes dans les boulettes de pollen, les acides 18 :2 et 18 :3
sont tous deux présents sous 2 formes isomériques, tandis que dans la nourriture
larvaire on n’a pu trouver qu'une seule forme isomérique pour chacun d’eux. On peut
supposer que les abeilles enrichissent la nourriture larvaire en acides gras libres et
controlent ainsi le spectre des acides gras libres de la nourriture larvaire. Je n’ai pu
trouver de différences entre les deux couvains que dans la quantité relative de ces
acides gras libres. Les boulettes de pollen du 1° couvain ont une teneur en acide 18 : 3
plus élevée que celles du second couvain. Il faudrait tester par des expériences
d’élevage artificiel I'importance de ces différences quantitatives pour la différenciation
des castes (en été la larve femelle recoit une nourriture plus abondante, mais pas
nécessairement plus riche).
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23. DIE ROLLE VON DUFTSTOFFEN BEI DER PARTNERWAHL VON FURCHENBIENEN
(HYMENOPTERA : HALICTIDAE)

Manfred AYASSE

Instinut fiir Biologie 11l (Zoologie), Lehrstuhl Entwicklungsphysiologie, Auf der Morgenstelle 28, D-7400
Tiibingen

Der Gebrauch von olfaktorischen Signalen zum Anlocken und zur Unterscheidung
von Paarungspartnern ist unter Insekten weit verbreitet. Duftstoffe konnen die Funk-
tion haben zu signalisieren, daB ein Weibchen paarungsbereit ist bzw. sich schon
gepaart hat. Die entsprechenden Sexualpheromone werden daher oft nur in bestimmten
Altersphasen produziert. AuBerdem kann es nach der Paarung zu quantitativen bzw.
qualitativen Veranderungen des Pheromonbouquets kommen. Bei der primitiv eusozia-
len Furchenbiene Lasioglossum malachurum habe ich untersucht, ob Muster und Gehalt
an Pheromonen sich bei Kéniginnen altersabhiingig veriandern und ob dies das Partner-
wahlverhalten der Minnchen beeinflut. Dazu wurden im Freiland Verhaltenstests
durchgefiihrt, in denen die Attraktivitit von Koniginnen gemessen wurde. Der Ver-
gleich der Attraktivitit von Hexan-extrahierten und unbehandelten Koniginnen zeigte,
daB Duftstoffe eine maBgebliche Rolle beim Anlocken von Méannchen spielen. In einem
weiteren Versuch wurde gepriift, ob die Méannchen begattete und unbegattete Konigin-
nen unterscheiden.

In Hexan-Ganztierextrakten von Koniginnen konnten gaschromatographisch 22
Duftstoffkomponenten identifiziert werden, darunter gesittigte und ungesittigte makro-
zyklische Laktone, gesittigte und ungesittigte Kohlenwasserstoffe und Isopentenylester.
Es ist bekannt, daB die bei Furchenbienen recht groBe Dufourdriise Laktone produ-
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ziert. Beim Vergleich attraktiver und unattraktiver Koéniginnen ergaben sich hinsichtlich
der Kohlenwasserstoffe und Laktone signifikante Unterschiede beziiglich Anteilen und
Absolutmengen. Dagegen konnten bei begatteten und unbegatteten Koniginnen keine
Duftstoffunterschiede festgestellt werden, obwohl sie von den Ménnchen im Verhaltens-
test unterschieden werden konnten. Wahrend die Gesamtmenge an Laktonen bei den
begatteten, unbegatteten und attraktiven Koniginnen anndhernd gleich und relativ
niedrig war, fand ich bei unattraktiven Koéniginnen wesentlich mehr Laktone. Da die
begatteten und unbegatteten Koniginnen im Labor schliipften und relativ jung waren,
laBt dieser Vergleich vermuten, daB auch die attraktiven Testkéniginnen jung und
ungepaart waren, wihrend die unattraktiven sich wahrscheinlich schon gepaart hatten
und dlter waren. Bei einer Frithjahrs-Konigin fand ich wihrend der Brutphase ebenfalls
einen hohen Laktongehalt, was diese Vermutung bestitigt. Danach kommt es bei
Koniginnen nach der Paarung offensichtlich zu einer verstirkten Produktion von Lakto-
nen in der Dufourdriise. Die Minnchen erkennen hieran vielleicht, daB es sich um eine
bereits begattete Konigin handelt. Der Anstieg der Laktonsynthese bei den gepaarten
Koniginnen hingt wohl damit zusammen, dal Furchenbienen mit Laktonen Brutzellen
und Nesteinginge auskleiden.

SUMMARY

The function of volatiles in mate choice of sweat bees (Hymenoptera : Halictidae)

The use of olfactory signals for the attraction and differentiation of potential mates
is a very widespread phenomenon among insects. Volatiles can be used to signal that a
female is willing to mate, or has already mated. In many insect species females produce
sex pheromones only in certain stages of their life cycle, and quantitative or qualitative
changes in the pheromone bouquet can be observed after a mating act. In my studies
with the sweat bee Lasioglossum malachurum, 1 wanted to see whether I could find
age-dependent changes in pheromone synthesis, and what kind of influence this might
have on mate choice by males. The attractiveness of queens was measured in
behavioral tests in the field. A comparison of the attractiveness of hexane extracted and
untreated queens had shown that volatiles play an important role in the attraction of
males. A further experiment was designed to show whether males can distinguish
between mated and unmated queens. After these tests the females were extracted in
hexane and analysed by GC-MS.

In queen extracts 22 compounds were identified. These were mainly saturated and
unsaturated macrocyclic lactones, saturated and unsaturated hydrocarbons, and isopen-
tenylesters. It is known that in sweat bees the relatively large Dufour’s gland produces
lactones. Attractive queens significantly differed from unattractive ones with respect to
total and relative amounts of hydrocarbons and lactones. In contrast to this the GC
chromatograms of mated and unmated queens did not show any significant differences,
although in the field tests the males had been able to distinguish between the two
groups. The total amounts of lactones in the extracts of mated, unmated and attractive
queens were very similar, and differed strongly from the amounts found in unattractive
queens. Since the mated and unmated queens were very young animals we assume that
the attractive queens were also young and unmated, while the unattractive queens
probably were older and had already mated. This assumption is further corroborated by



373

a comparison of the total amounts of lactones in extracts of these unattractive queens
to those of a brood rearing spring queen. Apparently, after mating, queens produce
higher amounts of lactones in their Dufour’s gland. This signals to the males that she
has already mated. The increasing rate of lactone synthesis in paired females can be
explained by the fact that lactones are important components in the linings of brood
cells and nest entrances.

RESUME

Réle des substances odorantes dans le choix du partenaire chez les halictes

L’utilisation de signaux olfactifs pour attirer et différencier les partenaires poten-
tiels est largement répandue parmi les insectes. Les substances odorantes peuvent avoir
la fonction de signaler qu’'une femelle est réceptive ou qu’elle s’est déja accouplée.
Chez de nombreuses espéces d’insectes les femelles produisent des phéromones
sexuelles seulement & certains stades de leur vie et on peut observer des modifications
quantitatives et qualitatives dans la composition du bouquet phéromonal aprés I'accou-
plement. Dans mes études sur I'halicte Lasioglossum malachurum L. j'ai essayé de voir
si je pouvais trouver des variations dans la synthése de la phéromone en fonction de
I'age et quel type d’influence ceci pouvait avoir sur le choix de la partenaire par les
males.

On a mesuré lattractivité des reines par des tests comportementaux réalisés en
champ. On a montré, en comparant l'attractivité d’extraits de reine par I'’hexane et de
reines non traitées, que les substances volatiles jouaient un rdle important dans
Pattraction des males. Une autre expérience avait pour but de montrer si les males
pouvaient distinguer les femelles vierges des autres. Ensuite des extraits a I’hexane des
reines ont été analysés en CG-SM.

On a pu identifier 22 composés dans les extraits royaux. Il s’agissait principalement
de lactones macrocycliques saturées et non saturées, d’hydrocarbures saturés et non
saturés et d’esters d'isopentényle. On sait que la glande de Dufour relativement grosse
des halictes produit des lactones. Les reines attractives différaient significativement des
non attractives par les teneurs totales et relatives en hydrocarbures et en lactones. Par
contre les chromatogrammes en phase gazeuse des reines accouplées et des reines
vierges n’ont pas montré de différences significatives, bien que dans les tests en champ
les méiles aient été capables de distinguer entre les 2 groupes. Les teneurs globales en
lactones des extraits de reines accouplées, vierges et attractives ont été similaires et
fortement différents de celles des reines non attractives. Puisque les reines accouplées
et vierges étaient de trés jeunes animaux, nous supposons que les reines attractives
étaient également jeunes et vierges tandis que les non attractives devaient étre plus
vieilles et déja accouplées. Cette hypothése est confirmée par la comparaison des
teneurs globales en lactones des extraits des reines non attractives avec celles d'une
reine de printemps qui éléve du couvain. Il semble qu’aprés I’accouplement les reines
produisent de plus grandes quantités de lactones dans leur glande de Dufour, ce qui
indique aux males qu’elles se sont déja accouplées. On peut expliquer le taux croissant
de synthése de lactone dans les femelles accouplées par le fait que ces substances sont
des composés importants dans le revétement des cellules de couvain et des entrées de
nid.
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24. PROTEINSYNTHESE-AKTIVITAT DER FUTTERSAFTDRUSEN VON BIENENARBEITE-
RINNEN

Hans-Hinrich Kaatz und Tetsuo TAKENAKA

Institut fiir Biologie Il (Zoologie), Lehrstuhl Entwicklungsphysiologie, Universitit Tiibingen, Auf der
Morgenstelle 28, D-7400 Tiibingen

In der Ammenphase sind die Futtersaftdriisen der Bienenarbeiterinnen am weite-
sten entwickelt und sezernieren den eiweifireichen Hauptanteil des Larvenfuttersaftes.
Sobald die Arbeiterinnen zu Flugbienen werden, nimmt die Grofle der Driisen ab. In
dieser Phase werden vor allem die Enzyme des sozialen Nahrungsaustausches, z.B. die
zuckerspaltende Saccharase, ausgeschiittet. Bislang wurde aufgrund von Analysen des
Proteinmusters der Driisen und ihres Volumens die Ansicht vertreten, dafl Larvenfut-
tersaft- und Enzymproduktion zwei sich gegenseitig ausschlieBende Funktionsphasen der
Futtersaftdriisen darsteilen. Allerdings erlauben die Untersuchungen zum Proteinmuster
der Driisen strenggenommen nur Aussagen iiber Vorkommen und Speicherung von
Proteinen.

Wir haben stattdessen Futtersaftdriisen in vitro mit radioaktivem Leucin als Vor-
stufe der Proteinbiosynthese eine Stunde lang inkubiert, um Aufschliisse tber die
Proteinsyntheseaktivitit der Driisen zu erhalten. Die gewonnenen Daten belegen, daf
die Futtersaftdriisen wihrend des gesamten Lebens der Arbeiterinnen in Abhéngigkeit
von Alter und physiologischem Status Larvenfuttersaft-Proteine synthetisieren : Wih-
rend der ersten vier Tage im adulten Leben der Arbeiterinnen steigt die Syntheseaktivi-
tiat der Futtersaftdriisen stark an. Schon am 4. Tag betrigt die Synthese von Larvenfut-
tersaftproteinen 90 % der Gesamtsynthese an Proteinen. In der Ammenphase, beson-
ders zwischen Tag 10 und 14, produzieren die Driissen am stirksten, vor allem
Larvenfuttersaftproteine. Zwar lassen sich in Driisenhomogenaten nur zwischen dem 4.
und 17. Tag dominante Polypeptide mit einem Molekulargewicht von 48, 54, 64 und
69 kd nachweisen, die denen der Hauptfuttersaftkomponenten entsprechen. Auch sinkt
nach dem 14. Tag die Gesamtsyntheseaktivitit der Futtersaftdrisen wie auch die
Produktion an Larvenfuttersaftproteinen, sie hort jedoch nie ganz auf. Selbst 30 Tage
alte Pollensammlerinnen produzieren noch Larvenfuttersaftproteine. Die permanente
Bildung von Larvenfuttersaftproteinen ermdglicht es den Arbeiterinnen wohl, sich
schnell an verdnderte Bedingungen im Bienenstock anzupassen und auch im Flugbie-
nenalter wieder im Stock notwendige Tatigkeiten zu ibernehmen. Damit erklirt sich
auch die alte Beobachtung, dafl Flugbienen unter besonderen Koloniebedingungen
wieder als Ammenbienen titig werden kénnen. Allerdings nimmt die Speicherfihigkeit
der Driisen mit zunehmendem Alter ab. Demnach scheinen die Futtersaftdriisen der
Arbeiterinnen wihrend der Imaginalentwicklung nicht sukzessive zwei sich ausschlie-
Bende Funktionsphasen ihrer Sekretionstitigkeit auszuprigen, sondern vielmehr ihre
Sekrete durch einen selektiven Sekretionsmechanismus bedarfsgerecht auszuschiitten.
Eine solche individuelle Funktionsweise eines fiir das Bienenvolk iiberaus wichtigen
Driisensystems der Arbeiterinnen ist nicht nur als Voraussetzung fiir z.B. witterungsbe-
dingte Flexibilitit im Umfang des Brutgeschiftes, sondern vielleicht auch physiologische
Grundiage der spiten Ammenfunktion von Winterbienen im darauffolgenden Friihjahr.



375

SUMMARY
Protein synthesis activity of hypopharyngeal glands of worker honey bees

During the nursing phase, the hypopharyngeal glands of worker honey bees are
fully developed in size and secrete an essential proteinaceous part of the larval food.
Later, when the workers become foragers, the hypopharyngeal glands decrease in size
and produce a number of enzymes, including the honey digestive sucrase. Based on
former studies on protein pattern and volume of the glands, two successive and
exclusive phases of glandular function were postulated : a first period of larval food
production and a second one of enzyme production. However, studies on protein
pattern of hypophrayngeal glands only permit statements in the strict sense about
occurrence and storage of these proteins.

Therefore we incubated hypopharyngeal glands in vitro in a medium containing
radiolabelled leucine in order to obtain information about the activity of protein
synthesis by the glands. The data prove that the hypopharyngeal glands produce larval
food proteins during the entire life of the workers dependent on age and physiological
status of the bees : even on day 4 the proportion of larval food proteins amounts to
90 % of the total production. During the nurse bee stage and especially between day 10
and 14, the glands synthesize proteins at the highest rates observed. In this phase they
mainly produce larval food proteins. Only between day 4 and 17 predominant polypep-
tides of molecular weights of 48, 54, 64 and 69 kd are detectable in gland homogenates,
which are identical to those of the major larval food polypeptides. Additionally, after
day 14 the synthetic activity of the hypopharyngeal glands including the larval food
production declines. But the latter never drops to zero level. Even 30 days old pollen
foragers produce larval food proteins. The permanent production of larval food proteins
obviously enables the bees to adapt rapidly to changed colony conditions and to
perform whatever task is necessary in the hive. This would also explain the classical
observation that foragers become nurse bees under particular colony conditions.
Nevertheless the capacity of the hypopharyngeal glands to store proteins decreases with
increasing age. Consequently the hypopharyngeal glands do not express two successive
and exclusive phases of glandular function during the imaginal development of honey
bee workers but secrete their products primarily by selective secretory mechanisms.
Such a mode of glandular function might be not only a prerequisite for a weather-
conditioned flexibility in the extent of breeding activity but also the physiological basis
of the late nursing activity of winter bees in the following spring.

RESUME

Activité de synthése protéique des glandes hypopharyngiennes de I'abeille ouvriére

Quand elles sont nourrices, les glandes hypopharyngiennes des ouvriéres sont
pleinement développées et secrétent la majeure partie protéique de la nourriture
larvaire. Plus tard, lorsqu’elles deviennent butineuses, les glandes hypopharyngiennes
régressent et produisent un certain nombre d’enzymes, dont la saccharase. En se basant
sur des études antérieures sur le spectre protéinique et le volume des glandes, on a
postulé I'existence de 2 phases successives et exclusives de la fonction glandulaire : une
1™ phase de production de la nourriture larvaire et une seconde phase de production
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des enzymes. Bien sdr les études sur le spectre protéique n’autorisent des affirmations
au sens strict qu’en ce qui concerne la présence et le stockage de ces protéines.

Nous avons placé in vitro en étuve des glandes hypopharyngiennes dans un milieu
contenant de la leucine radiomarquée afin d’obtenir des informations sur I’activité de
synthése protéique de ces glandes. Les données montrent que les glandes hypopharyn-
giennes des ouvrieres produisent les protéines de la nourriture larvaire durant toute leur
vie en fonction de I’dge et de I'état physiologique des abeilles : chez les ouvrieres agées
de 4 jours la quantité de protéines de nourriture larvaire synthétisée représente 90 %
de la production totale. Quand les abeilles sont devenues nourrices, et principalement
entre les 10° et 14° jours, la syntheése protéique est a3 son maximum. A ce stade elles
produisent principalement des protéines de la nourriture larvaire. Ce n’est qu’entre les
4° et 17° jours que les polypeptides prédominants de poids moléculaire 48, 54, 64 et
69 kd sont détectables dans les homogénats de glandes et ils correspondent aux
principaux polypeptides de la nourriture larvaire. En outre aprés le 14° jour, lactivité
de synthése des glandes hypopharyngiennes décline, y compris la production de nourri-
ture larvaire qui, néanmoins, ne tombe jamais au niveau zéro. Méme les butineuses de
pollen agées de 30 jours produisent de la nourriture larvaire. La production continue de
protéines de la nourriture larvaire permet aux abeilles de s’adapter rapidement aux
changements de la colonie et d’accomplir toute tiche nécessaire dans la ruche. Ceci
expliquerait I'observation classique selon laquelle des butineuses redeviennent nourrices
dans des conditions particulieres de la colonie. Néanmoins la capacité des glandes
hypopharyngiennes a stocker des protéines décroit avec I'dge. En conséquence les
glandes hypopharyngiennes ne présentent pas 2 phases successives et exclusives de
fonction glandulaire au cours du développement imaginal des ouvriéres, mais secrétent
leurs produits essentiellement par des mécanismes secréteurs sélectifs. Un tel mode de
fonctionnement glandulaire pourrait étre non seulement une condition nécessaire a la
flexibilité, déterminée par les conditions météorologiques dans la mesure de Pactivité
d’élevage, mais aussi la base physiologique de I’activité tardive de nourrice des abeilles
d’hiver au début du printemps.

25. ENDOKRINE KONTROLLE DER KASTENDIFFERENZIERUNG BEI STACHELLOSEN
BIENEN

Klaus H. HARTFELDER

Institut fiir Biologie 111, Entwicklungsphysiologie, Universitit Tibingen, Auf der Morgenstelle 28, 7400 Tii-
bingen

Aus Untersuchungen bei der Honigbiene und bei Hummeln wei man, daB zu
jeweils ganz bestimmten Zeitpunkten in der Larvalentwicklung das endokrine System
auf entscheidende Weise in die Kontrolle der Kastenentwicklung eingreift. Eine beson-
ders wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang das Juvenilhormon (JH). Bei der
Honigbiene fillt ein kastenspezifischer JH-Peak am Ubergang vom 4. zum 5. Larvensta-
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dium zusammen mit einer JH-sensitiven Periode, d.h. einer Phase, in der bereits eine
geringe JH-Dosis die Exprimierung von Koéniginnenmerkmalen bewirkt und andererseits
nicht in negativer Weise mit den gleichzeitig ablaufenden Metamorphoseprozessen
interferiert. Auch fiir einige Arten stachelloser Bienen (Meliponinae) kennen wir
entsprechende JH-sensitive Perioden. Bei allen bisher untersuchten Arten liegen sie in
der Spinnphase des letzten Larvenstadiums. Uber Hormontiter bzw. die Hormonsynthe-
seaktivitit der entsprechenden endokrinen Driisen war bislang bei Meliponinen noch
nichts bekannt.

Bei der stachellosen Biene Scaptotrigona depilis untersuchte ich die JH-Syntheseak-
tivitit der Corpora allata (CA) bei Koniginnen- und Arbeiterinnenlarven im vorletzten
und letzten Larvenstadium mit einem radiochemischen Assay in vitro. Die Corpora
allata von Koniginneniarven sezernieren wihrend dieses ganzen Zeitraums standig 30-
80 % mehr JH als Arbeiterinnenlarven. Ein besonders deutlicher Unterschied in der
JH-Synthese zwischen den beiden Kasten findet sich jedoch vom Ende der larvalen
FreBphase bis zum Beginn der Spinnmadenphase, d.h. kurz vor der bereits bekannten
JH-sensitiven Periode. Unserer Meinung nach stelit dieser Befund das endogene Korre-
lat zu den Versuchen der Koéniginneninduktion mit exogenem Juvenilhormon wihrend
der JH-sensitiven Periode dar. Der zweite Komplex entwicklungssteuernder Hormone,
die Ecdysteroide, hat bislang in Bezug auf die Kastendifferenzierung nur wenig Beach-
tung erfahren, obwohl Daten von Honigbienen und Hummeln bereits darauf hinwiesen,
daB3 auch hier kastenspezifische Unterschiede auftreten. Bei S. depilis verfolgte ich den
Ecdysteroid-Titer in der Postembryonalentwicklung. Dabei wurde deutlich, daB} die
Titer bei Koniginnen- und Arbeiterinnenlarven bis zum Ende der Spinnmadenphase
anndhernd parallel verlaufen und keine signifikanten Unterschiede aufweisen. In der
anschlieBenden Vorpuppenphase liegt dann der Ecdysteroid-Titer bei prospektiven
Koniginnen auf einem wesentlich hoheren Niveau als bei Arbeiterinnenlarven. Diese
kastenspezifischen Unterschiede im Ecdysteroid-Titer bei sozialen Bienen haben mog-
licherweise ihre Ursache in den vorausgehenden Unterschieden der JH-Syntheseraten.

SUMMARY

Endocrine control of caste differentiation in stingless bees

Studies in honey bees and bumble bees have shown that from a certain point in
postembryonic development on the endocrine system takes over the control of caste
development. Juvenile hormone (JH) is of special importance in this respect. In the
honey bee a caste-specific JH peak at the transition from the fourth to the fifth larval
instar coincides with a JH-sensitive period, i.e. a period in which a comparatively low
dose of JH can trigger the expression of queen characters without interfering with the
simultaneous processes of metamorphosis. Similar JH-sensitive periods have also been
described in several species of stingless bees (Meliponinae). In all the species studied so
far, they were found to lie in the spinning phase in the last larval instar. Nothing,
however, has been known so far on hormone titers or rates of hormone synthesis in the
respective endocrine glands of stingless bees.

In the stingless bee species Scaptotrigona depilis 1 studied the rates of JH synthesis
in the corpora allata of queen and worker larvae during the penultimate and the last
larval instar by means of an in vitro radiochemical assay. The corpora allata of queen
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larvae generally secreted 30-80 % more JH than worker larvae during all the stages in
the two final larval instars. An even more distinct difference in JH-synthesis activity
between the two castes, however, was found to occur at the end of the larval feeding
phase and the beginning of the spinning phase, i.e. shortly before the already described
JH-sensitive period. We think that this finding represents the endogenous correlate to
the experiments with honey bees, in which the expression of queen characters was
induced successfully by topical applications of juvenile hormone during the JH-sensitive
period. The second complex of developmental hormones, the ecdysteroids, so far has
received far less attention in relation to caste differentiation, even though data from
honey bees and bumble bees have shown caste-specific differences for these hormones
as well. I measured the ecdysteroid titers during the postembryonic development of
S. depilis. The titers in queen and worker larvae fluctuated in parallel fashion and did
not show significant differences until the end of the spinning phase. In the subsequent
prepural phase, however, prospective queens had distinctly higher ecdysteroid levels in
their haemolymph than worker larvae. These caste-specific ecdysteroid titer differences
in the three groups of social bees possibly originate from the preceding differences in
JH synthesis in the corpora allata.

RESUME

Controle endocrinien de la différenciation des castes chez les Mélipones

Les études sur les abeilles domestiques et les bourdons ont montré qu’a partir d’un
certain moment du développement postembryonnaire le systtme endocrinien prend le
contrble du développement des castes. L’hormone juvénile (JH) a de ce point de vue
une importance particuliere. Chez Dabeille un pic d’JH spécifique 2 la caste, au
moment du passage du 4° au 5° stade larvaire, coincide avec une période JH-sensible,
c’est-a-dire une période o une dose relativement faible d’JH déclenche I'expression des
caractéres de la reine sans interférer avec les processus simultanés de la métamorphose.
On a décrit chez diverses espeéces de mélipones (Meliponinae) des périodes JH-sensibles
semblables. Dans toutes les especes étudiées jusqu'a présent, ces périodes sensibles se
situent a la phase de filage du dernier stade larvaire. Mais on ne sait rien des titres
d’hormone, ni des taux de synthése de ’hormone dans les glandes endocrines respec-
tives des mélipones.

Jai étudié chez la mélipone Scaptotrigona depilis les taux de synthése de 'JH dans
les corpora allata des larves de reine et d’ouvriére a I’avant-dernier et au dernier stade
larvaire par dosage radiochimique in vitro. Les corpora allata des larves de reine ont en
général sécrété 30-80 % plus d’JH que les larves d’ouvriéres durant toute la période
étudiée. Mais on a trouvé une différence encore plus nette entre les 2 castes a la fin de
la période de nourrissement larvaire et au début de la période de filage, c’est-a-dire
peu avant la période JH-sensible décrite. Nous pensons que cela représente le corres-
pondant endogéne des expériences dans lesquelles I’expression des caractéres de la
reine était induite par des applications topiques d’JH pendant la période JH-sensible.
Le second ensemble d’hormones du développement, les ecdystéroides, ont regu jusqu’a
présent beaucoup moins d’attention vis-a-vis de la différenciation des castes, méme si
des données concernant les abeilles domestiques et les bourdons ont montré 14 aussi des
différences spécifiques a la caste. J’ai mesuré les titres des ecdystéroides au cours du
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développement postembryonnaire de S. depilis. Les titres ont fluctué parallelement chez
les larves de reine et d’ouvriére et n’ont pas montré de différence significative jusqu’a
la fin de la période de filage. Pourtant & la phase prénymphale qui suit, les futures
reines ont montré des teneurs en ecdystéroides de leur hémolymphe nettement plus
élevées que celles des larves d’ouvriere. Ces différences dans le titre d’ecdystéroides,
spécifiques a la caste et présentes chez les 3 groupes d’abeilles sociales, tirent peut-étre
leur origine des différences précédentes dans la synthése de I'’TH dans les corpora
allata.

26. GAMONTEN, GAMETEN UND GAMETOCYTEN VON NOSEMA APIS ZANDER

Wolfgang STECHE
Landesanstalt fiir Bienenkunde, Universitit Hohenheim, August-von-Hartmann-Str. 13, D-7000 Stuttgart 70

Die durch Spindeln aus den Kernen der Spore herausselektierten Primirkeime
durchwandern nach der Reifungsphase der Spore den Polfaden, dringen in die Darme-
pithelzellen ein, durchlaufen ein Schizontenstadium, danach ein « Kugel- oder Rundsta-
dium », aus dem sich dann Gamonten und Gameten entwickeln.

In einer Vacuole der Gameten bilden sich Gametocyten, die aktiv in die sich
entwickelnden Gamonten eindringen. Aus ihnen bildet sich das « Praefilament », das
sich spiralig (etwa 38 Windungen) im vorderen Bereich des « Sporenbildungsstadiums »
anordnet und mit einem zentralen Strang an die Mac-Manus-Kappe anschlieBt.

Die Reifungsphase ist charakterisiert durch eine « Kontraktionsphase », in welcher
sich der Durchmesser sowohl des Sporenbildungsstadiums selber, wie auch des Praefila-
mentes erheblich reduziert.

Das Heraustasten des Filamentes erfolgt durch eine Art Manschette inmitten der
Mac-Manus-Kappe hindurch, indem sich der Polfaden umstiilpt. Durch ihn wandern in
Schiiben die Primérkeime, dazu feinste, aus den Polkérpern herriihrende Spiralen,
welche wohl sicher den Schub unterstiitzen und schlieBlich, chemisch wahrscheinlich
hochaktive Granula von endoplasmatischem Reticulum, die nach der Freisetzung das
Vordringen der Primarkeime durch die peritrophischen Membranen hindurch und durch
die Darmepithelzellwand bis in das Zellinnere erméglichen.

SUMMARY

Gamonts, gametes and microgametes of Nosema apis Zander

The primary nuclei selected by spindle plaques from the nucleus migrate after the
maturing phase of the spore through the polar filament, penetrate into the epithelial
cells of the midgut and pass through the stage of schizonts and a « spherical or round
stage »>. From the latter develop gamonts and gametes. The gametes generate
gametocytes in a vacuole.



380

The gametocytes penetrate actively into the developing gamonts. They are trans-
formed into the « prefilament » with about 38 convolutions in the front part of the
spore formation stage. The prefilament is linked by a cord to the MacManus Cap.

The maturing phase is characterized by the contraction of the spore formation
stage which leads to a smaller diameter and a shortening of the prefilament. The
filament leaves the spore performing feeling movements by turning inside out through a
kind of collar. The primary nuclei migrate through the filament by pushing together
with very fine spirals derived from the lamellar polaroblast which increase the pushing
power, and with chemically highly active granula of the endoplasmatic reticulum which
allow the penetration of the primary nuclei through the peritrophic membranes and the
cell walls of the midgut epithelium.

RESUME

Gamontes, gameétes et gamétocytes de Nosema apis Zander

Les germes primaires sélectionnés par les fuseaux dans le noyau migrent aprés la
phase de maturation de la spore a travers le filament polaire, pénéetrent dans les
cellules épithéliales de l'intestion moyen et passent par un stade de schizontes et un
« stade sphérique ou rond ». A partir de celui-ci se développent les gamontes et les
gametes. Dans une vacuole des gamétes se forment les gamétocytes qui pénétrent
activement dans les gamontes en développement. Ils sont transformés en un « préfila-
ment » qui s’enroule (environ 38 circonvolutions) dans la partie antérieure du « stade
de formation de la spore ». Le préfilament est attaché par une corde centrale a la

capsule Mac-Manus.

La phase de maturation est caractérisée par une contraction du stade de formation
de la spore, qui conduit & un diamétre réduit et 4 un raccourcissement du préfilament.

Le filament quitte la spore en se retournant a travers une sorte de col situé au
milieu de la capsule Mac-Manus. Les germes primaires migrent par poussées a travers
le filament en méme temps que de trés fines spirales provenant des corps polaires, qui
accroissent la puissance de poussée et qui, avec laide de granules du reticulum
endoplasmique hautement actives chimiquement, permettent la pénétration des germes
primaires a travers les membranes péritrophiques et les parois cellulaires de 1’épithélium
de l'intestin moyen.
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27. PRIMARE INFESTATION DES MITTELDARMGEWEBES DER HONIGBIENE (APIS MEL-
LIFERA L.) DURCH NOSEMA APIS ZANDER

F.J. JacoBs, N. KELLNER

Laboratory for Zoophysiology, K.L. Ledeganckstr. 35, B-9000 Gent

Nach Absonderung und Reinigung der Nosemasporen, haben wir pro einzelne
Biene eine Million Sporen gefiittert. Unter standardisierten Bedingungen haben wir den
Durchgang der Sporen im Wirt verfolgt und anschliessend auch die Wanderung der
Sporoplasmen untersucht mit einer histo-immunologischen Methode.

Anschliessend haben wir die primire Infestation verfolgt und bestitigt, dass die
primire Entwicklung der Nosematose am Ende des Mitteldarmes anfingt. Dabei ist es
uns gelungen zu bestitigen, dass die Infestation im basalen Labyrinth der Mitteldarm-
zellen anfingt, und nicht, wie erwartet, im apicalen Teil der Mitteldarmzellen.

SUMMARY

Primary infestation by Nosema apis Zander in midgut tissue
from the honey bee (Apis mellifera L.)

Purified Nosema spores were fed to individual honey bees : one million spores per
bee. In well-defined standardized conditions the passage of Nosema spores through the
ventriculus was followed and finally the way of infestation by the primary germs was
detected with an histo-immunological method.

It was possible to establish the fact that the primary infestation of the cells started
at the end of the ventriculus. At the same time we discovered unexpectedly, that the
primary infection of midgut cells was starting at the basal labyrinth of the cell and not
apically.

RESUME

Infestation primaire par Nosema apis Zander
du tissu de lintestin moyen chez abeille Apis mellifica L.

Apres avoir purifié des spores de Nosema par centrifugation et filtration, on les a
données en nourrissement a des abeilles, & raison d’un million par abeille. On a suivi
dans des conditions standardisées bien définies le passage des spores de Nosema a
travers l'intestin moyen, et on a finalement étudié la voie de pénétration par les germes

primaires par une méthode histo-immunologique.

On a pu établir que la nosémose commengcait a se développer par I'extrémité de
l'intestin moyen. On a trouvé en méme temps que linfection primaire des cellules
commengait par le labyrinthe basal et non pas, comme I'on s’y attendait, par la partie
apicale.
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30. LABORVERSUCHE ZUM ZUSAMMENHANG ZWISCHEN DEM VARROABEFALL VON
ADULTEN BIENEN UND DER BAKTERIENKONZENTRATION DER HAMOLYMPHE

Walter Kocn und Wolfgang RITTER
Tierhygienisches Institut, Am Mossweiher 2, D-7800 Freiburg

Frisch geschliipfte Bienen wurden zu je 20 in kleinen Edelstahlkistchen gehalten.
Den Bienen wurden, bevor sie in das Kistchen kamen, Varroamilben aufgesetzt. Das
Bienenmaterial stammte aus varroafreien Voélkern, denen Brutwaben entnommen
wurden, die Varroamilben von stark befallenen Vélkern verschiedener Standorte. Die
Versuchsgruppen wurden in 4 Kategorien eingeteilt : Parasitierungsgrad (PG) 1 (1
Varroamilbe pro Biene), PG 2, PG 3 und die Kontrolle. Nach Ende der Kastchenver-
suchsphase wurde die Hamolymphe der toten Bienen bakteriologisch untersucht. Hierzu
wurde ihnen Hamolymphe entnommen, in BHI-Bouillon suspendiert, dabei auf 1 : 100
verdiinnt und anschlieBend 50 pl der Suspension auf verschiedenen Nihrboden ausplat-
tiert. Es handelte sich hierbei um unspezifische Nahrboden, die zur Anzucht anspruchs-
voller Bakterien beniitzt werden. Die Agarplatten wurden langstens 14 Tage bebriitet.
Das Kolonienwachstum wurde tiglich kontrolliert. Uber die Anzahl der letztlich
gewachsenen Kolonien 148t sich unter Einbeziehung der Verdiinnung die Menge der
« Colony forming units » berechnen, die sich urspriinglich in der entnommenen Hamo-
lymphe befunden haben. In Hiufigkeitsdiagrammen dargestellt (Klassenbreite 0,6 X 10°
CFU/ml Hamolymphe) laBt sich erkennen, da bei der Kontrolle iiber 80 % der
Ergebnisse in der 1. Klasse liegen. Ein prinzipiell gleiches Bild .zeigte sich beim PG 1
und beim PG 2. Erst ab dem Parasitierungsgrad 3 verschiebt sich dies zu den hoheren
Klassen hin, d.h. bei PG 3 lassen sich Bakterien in einer eindeutig héheren Konzentra-
tion in der Hamolymphe nachweisen. Der jeweilige Unterschied zwischen der Kon-
trolle, PG 1 und PG 2 und dem PG 3 ist nach dem Mediantest signifikant.

SUMMARY

Laboratory experiments correlating infestation of Varroa mites
with bacterial concentration in the hemolymph of adult bees

20 newly-emerged adult bees were kept in stainless steel boxes. The bees received
Varroa mites before being placed in the box. Bee material originated from Varroa-free
colonies from which brood combs were removed ; Varroa mites were collected from
strongly infested colonies from different areas. The experimental groups were divided
into 4 categories : degree of parasitosis (DP) 1 = 1 Varroa mite/bee ; DP 2, DP 3, and
control. At the end of the experiment, the hemolymph of the dead bees was analyzed
for bacteria. Here, hemolymph samples were removed, suspended in BHI bouillon,
diluted 1 : 100 and 50 pl were plated out on various media. The media were unspecific
which were utilized normally for growth of fastidious bacteria. Agar plates were
incubated for a maximum of 14 days. Colony growth was checked daily. The amount of
colony forming units that were originally found in hemolymph samples was calculated
by the number of colonies along with the dilution factor. In the control, over 80 % of
the results lay within the first class, as can be clearly seen in a frequency diagram (class
range : 0.6 X 10° CFU/m! hemolymph). A similar picture is seen with DP 1 and DP 2.
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Only DP 3 can be categorized in a higher classes ; that is, bacteria can be found in
distinctly higher concentrations in hemolymph. According to the median test, the diffe-
rence between control, DP 1, DP 2 and DP 3, respectively, is significant.

RESUME

Etude au laboratoire de la relation entre Uinfestation des abeilles adultes
par Varroa et la concentration en bactéries de leur hémolymphe

On a prélevé des rayons d’abeilles dans des colonies indemnes de Varroa et récolté
des varroas dans des colonies fortement infestées provenant de divers endroits. Des
abeilles naissantes issues des rayons prélevés ont été infestées avec les acariens récoltés
et maintenues dans des cagettes en acier inoxydable a raison de 20 abeilles par cagette.
Elles ont été réparties en 4 groupes selon le degré de parasitose (DP): DP1 =1
varroa/abeille ; DP 2 ; DP 3 et le témoin. A la fin de 'expérience on a recherché la
présence de bactéries dans I’hémolymphe des abeilles mortes. Pour cela ’hémolymphe a
été prélevée, mise en suspension dans un bouillon BHI, diluée 1 :100 et 50 pl du
mélange ont été€ placés sur divers milieux nutritifs. Il s’agissait de milieux non spécifi-
ques, utilisés habituellement pour faire croitre des bactéries délicates. On a mis les
plaques d’agar a I'étuve pendant 14 jours au maximum et noté chaque jour la crois-
sance de la colonie. On a pu calculé la quantit¢ d’« unités formant des colonies »,
présentes a l'origine dans I’hémolymphe, d’aprés le nombre de colonies croissant
finalement en présence de la dilution.

Chez le témoin, plus de 80 % des résultats rentraient dans la 1% classe, comme le
montre clairement le diagramme de fréquence (taille de la classe : 0,6 X 10° CFU/mi
d’hémolymphe). On obtient une image semblable avec le DP 1 et le DP 2. Seul le
DP 3 entre dans des classes supérieures, c’est-a-dire que les bactéries sont présentes en
concentrations nettement plus élevées dans ’hémolymphe. Selon le test de la médiane,
la différence entre le témoin et le DP 1, le DP2 et le DP 3 respectivement, est
significative.

31. UNTERSUCHUNGEN ZUR KOMBINIERTEN WARMETHERAPIE GEGEN DIE VARROA-
TOSE

Harald HorpE und Wolfgang RitTER
Tierhygienisches Institut, Postfach 5140, 7800 Freiburg

Ein Hauptproblem bei der thermischen Behandlung von Bienen ist die Traubenbil-
dung und die damit verbundene thermoregulatorische BeeinfluBung der Behandlungsbe-
dingungen. Um die Traubenbildung zu verhindern wurde eine kombinierte Therapie mit
einer Repellentsubstanz fir Bienen (Fabi-Bienenabwehrspray ®) durchgefiihrt. Drei
kleine Kunstschwirme (je ca. 1000 Bienen) wurden kurz mit der Substanz eingespriiht
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und dann fiir 12 Minuten bei 48 °C behandelt. Drei weitere Kunstschwiarme kamen als
Kontrolle ohne Spray zur Behandlung. Unter EinfluB des Zusatzstoffes konnte die
varroazide Wirkung wesentlich erhéht werden. Die Milbenmortalitit betrug im Durch-
schnitt 86 % ; bei der Kontrolle hingegen nur 54 %.

Eine varroazide Wirkung des Sprays konnte ausgeschlossen werden, da die Milben-
mortalitit bei alleiniger Behandlung mit dieser Substanz nur 1 % betrug.

Um das Bienen- und Milbenverhalten unter diesen extremen Bedingungen nidher zu
untersuchen, wurden einzeln fixierte Bienen, die jeweils mit einer Varroamilbe zwi-
schen den Abdominalskleriten befallen waren, thermisch im Luftstrom bei (a) 45 °C
und (b) 48 °C sowie bei (c) 48 °C mit gleichzeitiger Anwendung von Thymian6l
behandelt.

Im Durchschnitt kamen die Milben nach (a) 331, (b) 152 und (¢) 101 Sek.
zwischen den Skleriten hervor und wurden nach weiteren (a) 35, (b) 5 und (¢) 9 Sek.
aktiv von den Bienen abgeputzt.

Eine Kombination der Wirmetherapie mit Repellentsubstanzen bzw. varroaziden
Mitteln wie atherischen Olen scheint erfolgversprechend zu sein. Die Untersuchungen
in dieser Richtung werden fortgesetzt.

SUMMARY

Experiments using combined heat therapy to control Varroa disease

One of the main problems with thermal treatment of bees is that they form swarms
and thereby exert thermoregulatory influence upon the conditions of treatment. A
combined therapy was carried out using a repellent substance for bees (Fabi-bee
repellent spray ®) which inhibits swarms formation. Three small artificial swarms
(1000 bees each) were sprayed with the substance briefly and then treated at 48 °C for
12 minutes. Three further artificial swarms, designated as controls, were heat treated
without spraying. The influence of the additional substance could significantly increase
the varroacidic effect. The mite mortality was, on the average, 86 % in contrast to the
control which was 54 %. A varroacidic effect of the spray alone could not be found
since the mite mortality was only 1 % after treatment with the spray.

In order to further examine the behavior of bees and mites under these extreme
conditions, individually fixed bees which were each infested with 1 Varroa mite
between the abdominal sclerites were thermally treated in an air current at (a) 45 °C,
(b) 48°C, as well as at (c) 48 °C with a simultaneous application of thyme oil.
Generally, the mites emerged from between the abdominal sclerites following (a) 331,
(b) 152, and (c) 101 seconds and were actively removed from the bees a further (a) 35,
(b) 5, and (c) 9 seconds thereafter.

A combination of heat therapy with repellent substances or varroacidic agents such
as etheric oils seems to promise success. Studies in this area are being continued.
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RESUME

Expériences de traitement thermique combiné pour lutter contre la varroase

L’un des principaux problémes posés par le traitement thermique des abeilles est le
fait qu’elles forment des essaims et exercent ainsi une action de thermorégulation sur
les conditions de traitement. On a fait un traitement combiné, en utilisant une
substance répulsive pour I'abeille (répulsif Fabi a vaporiser ®) qui inhibe la formation
des essaims. Trois petits essaims artificiels (de 1 000 abeilles chacun) ont été aspergés
de substance puis, peu aprés, traités a 48 °C pendant 12 min. Trois autres essaims
artificiels, servant de témoins, ont été traités a la chaleur sans avoir été aspergés. La
substance supplémentaire a accru de fagon significative 'action varroacide. La mortalité
de l'acarien a atteint en moyenne 86 % contre 54 % pour le témoin. On n’a pas pu
mettre en évidence une action varroacide de la part de la substance vaporisée, puisque
la mortalité de l'acarien n’a été que de 1 % aprés le traitement par vaporisation.

Afin d’étudier plus en détails le comportement des abeilles et des acariens dans ces
conditions extrémes, des abeilles infestées individuellement avec 1 varroa entre les
sclérites abdominaux ont été traitées par la chaleur dans un courant d’air 4 (a) 45 °C,
(b) 48°C et a (c) 48°C plus une application simultanée d’essence de thym. Les
acariens sont sortis d’entre les sclérites au bout de (a) 331, (b) 152, et (¢) 101 secondes
et les abeilles s’en sont débarrassées au bout de (a) 35, (b) 5 et (c) 9 secondes
supplémentaires.

La combinaison d’un traitement thermique avec des substances répulsives ou des
agents varroacides tels que les huiles essentielles semble prometteuse. Ces recherches
dans ce domaine continuent.

32. THERMOBEHANDLUNG VERDECKELTER ARBEITERINNEN-BRUTWABEN ALS MO-
GLICHKEIT DER VARROATOSE-KONTROLLE

Peter ROSENKRANZ

Institur Biologie 11, Lehrstuhl Entwicklungsphysiologie, Auf der Morgenstelle 28, D-7400 Tiibingen

Ein Problem aller Konzepte zur Kontrolle der Varroatose ist die Bekampfung der
Milben in der verdeckelten Brut. Von den bisher in der BRD zugelassenen Bekim-
pfungsmitteln ist lediglich fiir die Ameisensdure eine Wirkung auf Brutmilben nachge-
wiesen. Wir untersuchten den Effekt einer kontrollierten Erwirmung der Brutwaben
auf die in den verdeckelten Zellen befindlichen Varroa-Milben. Um eine Thermoregula-
tion der Bienen gegen die Erwirmung zu verhindern, wurden nur bienenfreie verdek-
kelte Brutwaben behandelt. Fiir die Versuche wurden aus verdeckelten Brutwaben
Teilstiicke herausgeschnitten und fiir 4-18 h in Brutschrinken Temperaturen von 36 °C
bis 45 °C ausgesetzt. Der Rest der Brutwaben verblieb jeweils als Kontrolle im Volk.
Nach der Behandlung wurden die erwirmten Wabenstiicke wieder in die Testwaben
eingepaB8t. 2 Tage spater wurde die Mortalitit der Milben und deren Entwicklungssta-
dien sowie die Schiden bei der Bienenbrut bei Kontroli- und Teststicken der Brutwa-
ben untersucht.
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Mit Temperaturbehandlungen von 40 °C/12 h, 44 °C/5 h und 45 °C/4 h wurden 80-
100 % der adulten Varroa-Weibchen abgetotet. Bei den Entwicklungsstadien betrug die
Mortalitit in diesen Versuchen durchweg 100 %. Brutschiden wurden fast ausschlieB-
lich bei Larven bzw. Puppen kurz vor oder nach der Pupalhdutung beobachtet ; nur bei
diesen Stadien betrug der Anteil der geschiddigten Brut 5-40 %. Bezogen auf alle
Stadien einer Testwabe war nie mehr als 5 % der Brut geschadigt.

In einem Versuch unter praxisnahen Bedingungen wurde die gesamte verdeckelte
Brut von 5 Volkern 12 h bei 40 °C wiirmebehandelt. 5 weitere Volker am selben Stand
verblieben als Kontrolle unbehandelt. Bei keinem der Versuchsvolker wurde ein negati-
ver Effekt der Thermobehandlung festgestellt ; lediglich bei 2 Vélkern wurden verein-
zelt Brutzellen ausgeriumt. Am téglichen Milbenfall konnte der Erfolg der Behandlung
abgelesen werden : Wihrend bei den Versuchsvolkern in den 2 Wochen nach Behand-
lung fast 2000 Milben pro Volk in die Bodeneinlage fielen, waren es bei den Kontrollen
im gleichen Zeitraum im Durchschnitt nur etwa 150.

Eine Anwendung der Methode ist fiir folgende MaBnahmen denkbar :

— Bildung von Brutablegern. Bei gleichzeitiger Behandlung der Bienen kénnen so
Jungvélker mit sehr geringem Varroa-Ausgangsbefall erstellt werden.

— Behandlung der Restbrut im Spitsommer. Eine effektive Chemotherapie konnte
nach Thermobehandlung der verdeckelten Brut schon vor der allgemein iblichen
Herbstbehandlung erfolgen. Dies wiirde bedeuten, daB fiir die Uberwinterung notwen-
dige gesunde Winterbienen vom Bienenvolk noch produziert werden konnen.

Diese Methode soll dazu beitragen, Varroatose-Behandlungen effektiver zu gestal-
ten und den Einsatz chemotherapeutischer Bekampfungsmittel zu reduzieren.

SUMMARY

Temperature treatment of sealed worker brood as a method of controlling Varroatosis

A problem in controlling varroatosis is the treatment of mites within the sealed
brood cells. We investigated the effect of controlled overheating of brood combs on
Varroa mites within the sealed cells. To avoid a counteracting thermoregulation of the
bees against our heating program, we only tested broodcombs without bees. For our
trials we cut pieces of 10 cm X 10 cm out of sealed broodcombs. These pieces were
kept for 4 to 18 hours in incubators set at different temperatures between 36 °C and
45 °C. The rest of the broodcombs remained as control within the bee colony. After
treatment the test pieces were inserted into the control comb again. Two days later the
test and control pieces were inspected for the mortality of adult mites and their
developmental stages. Additionally, we controlled the test combs for damages in the
bee brood.

With temperature treatments of 40 °C/12 h, 44 °C/5 h and 45 °C/4 h 80-100 % of
the adult Varroa females and 100 % of the nymphal stages of the mites were killed.
Damages of the bee-brood were only observed in the stages just before and right after
pupal ecdysis. In this sensitive period 5-40 % of the brood was damaged. Considering
all stages of a brood comb, the maximum rate of damaged brood was about 5 %.
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In an experiment under field conditions we treated the entire sealed brood of 5
colonies with 40 °C for 12 h. 5 additional colonies were left untreated for control. No
negative effect of the thermal treatment was observed. The success of the treatment
was demonstrated by the number of dead mites falling into the insert layers of the
colonies : in the first two weeks after the treatment we counted an average of nearly
2000 dead mites within the testcolonies, but only 150 mites within the control colonies.

The method can be used for the following applications :

— Establishing nuclei with sealed brood combs. An additional treatment of the
bees will lead to nuclei with a low infestation level of Varroa mites.

— Treatment of remaining brood in late summer. After thermal treatment of the
sealed brood an effective chemical treatment with acaricides can be carried out before
the usual treatment in late autumn. Thus a bee colony could still produce sufficient
healthy winter bees necessary for overwintering.

A practicable application of this method should make Varroa treatment more
effective and reduce the use of chemicals in Varroa control.

RESUME

Traitement thermique du couvain operculé d’ouvriéres
comme moyen de lutte contre la varroatose

Un probleme dans la lutte contre la varroatose est le traitement des acariens 2
I'intérieur des cellules de couvain operculées. Nous avons étudié ’action d’un échauffe--
ment contrdlé des rayons de couvain sur les varroas présents dans les cellules opercu-
lées. Afin d’éviter une thermorégulation des abeilles contrariant notre traitement
thermique, nous n’avons testé que des rayons de couvain sans abeilles. Pour nos essais
nous avons découpé des morceaux de 10 cm X 10 cm dans les rayons de couvain
operculé, que on a conservés pendant 4 a 18 heures dans des étuves réglées a
différentes températures entre 36 °C et 45 °C. Le reste des rayons est resté dans les
colonies a titre de témoin. Aprés le traitement on a replacé les morceaux testés dans le
rayon témoin. Deux jours plus tard on a recherché, dans les morceaux testés et les
témoins, la présence d’acariens morts et leurs stades de développement et noté les
dégats causés au couvain.

100 % des femelles de Varroa adultes et 100 % des stades nymphaux ont été tués
par les traitements thermiques suivants : 40 °C/12 h, 44 °C/5 h et 45°C/4 h 80. On n’a
observé des dégats dans le couvain que juste avant et aprés la mue nymphale. Durant
cette période sensible 5-40 % du couvain a subi des dégits. Si ’on considére ’'ensemble
des stades d’un rayon de couvain, le taux maximum de couvain endommagé a été
d’environ 5 %.

Dans une expérience réalisée dans les conditions de champ, nous avons traité la
totalité du couvain operculé de 5 colonies & 40 °C pendant 12 h. Cinq autres colonies
ont servi de témoins. On n’a observé aucun effet néfaste. Le succés du traitement s’est
manifesté par le nombre d’acariens morts tombés dans les inserts installés dans les
colonies : au cours des 2 semaines suivant le traitement, on a compté une moyenne
d’environ 2 000 acariens morts a Pintérieur des colonies testées et seulement 150 dans
les témoins.
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On peut utiliser la méthode dans les cas suivants :

— pour constituer des nucléi avec des rayons de couvain operculé. Un traitement
simultané des abeilles permet d’obtenir des nucléi avec un faible taux d’infestation ;

— pour traiter le couvain qui reste a la fin de I’été. Apres le traitement thermique
du couvain operculé, on peut appliquer une chimiothérapie efficace avant le traitement
habituel de la fin de l'automne. Une colonie pourra ainsi produire suffisamment
d’abeilles saines nécessaires a I’hivernage.

Cette méthode devrait contribuer a rendre plus efficace le traitement de la
varroatose et réduire I'utilisation de la chimiothérapie.

35. VERTEILUNG VON APITOL, EINEM SYSTEMISCH WIRKENDEN MEDIKAMENT, BEIl
TOPIKALER ANWENDUNG UND IM FUTTER

W. RrmrreEr, U. EYriCH und B. JEHLE

Tierhygienisches Institut, Postfach 5140, 7800 Freiburg

In den Untersuchungen wurde die Verteilung des systemisch wirkenden Medika-
ments Apitol (Ciba Geigy) bestimmt, das zur Bekampfung der Varroatose eingesetzt
wird. Zum Nachweis des Medikaments wurde ein Teil des verabreichten Wirkstoffs mit
dem Isotop C;4 markiert. Zu unterschiedlichen Zeiten wurde eine Probe von etwa 50
Bienen entnommen. Die Radioaktivitat der einzelnen Bienen wurde nach quantitativer
Oxidation durch Flisssigkeits-Szintillationszahlung mit Quench-Korrektur gemessen. Aus
der gemessenen Zerfallsrate lieB3 sich die Menge des Wirkstoffs in der Probe errechnen.
Zwei Volker waren im Winter bei 4 °C im Klimaraum topikal mit Apitol behandelt
worden. Mit zunehmender Zeit nach der Behandlung nimmt der Anteil der Bienen, die
eine groflere Wirkstoffmenge aufgenommen haben, stetig zu. In den ersten 12 Stunden
steigen die Medianwerte steil an, um nach kurzzeitigem Riickgang erneut — wenn auch
flacher — anzusteigen. Nach 96 Stunden wird ein Maximum erreicht. Ahnliche Zusam-
menhinge ergeben sich auch fiir die beiden Voélker im Freiland. Das Medikament wird
somit im wesentlichen innerhalb der ersten 12 Stunden im Volk verteilt. Fiir alle im
Sommer behandelten Volker ergaben sich grundsatzlich dhnliche Zusammenhinge. Die
Verteilung und der relative Wirkstoffgehalt unterschieden sich jedoch betrichtlich. In
einem Volk entsprachen die relativen Medianwerte denen der Wintervolker. Deutlich
besser war jedoch die Verteilung in zwei anderen Vélkern. Nur in einem Volk wurde
selbst nach 96 h keine Normalverteilung erreicht. Die vorgelegten Versuchsergebnisse
belegen eindeutig, daB das systemisch wirkende Akarizid Apitol auch im Sommer im
Bienenvolk verteilt wird. In 4 Volkern wurde das Medikament wiahrend des Winters im
Futter (150 mg a.i. in 500 ml 50 %igen Zuckerwasser) angewandt. Zwei Volkern wurde
das Apitol-Futter vor der Einwinterung und 3 Tage spiter das Winterfutter gegeben.
Zwei weiteren Volkern wurde erst 4 Wochen nach der Einwinterung das Apitol-Futter
verabreicht. In beiden Versuchsgruppen war der relative Wirkstoffgehalt der Bienen
gering. Die Verdiinnung scheint jedoch bei der Verabreichung des Apitol-Futters
unmittelbar vor der Einwinterung hoher zu sein. Das Apitol wird im Stock offensicht-
lich verschleppt. Nach der Einwinterung verabreichtes Apitol wird dagegen zwar nur
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zogernd abgenommen, aber lokal begrenzt eingelagert. Wirksamkeitspriifungen zeigten,
daB die Bienen dieses Futter spiter erneut aufnehmen und im Volk verteilen. Die
Anwendung nach der Einwinterung scheint daher giinstiger zu sein.

SUMMARY

Distribution of Apitol, a systemic acaricide, in topical application and in feed

The distribution of Apitol, a systemic-functioning medicament (Ciba Geigy) used in
fighting varroatosis, was determined. A portion of the active ingredient was labelled
with '*C in order to locate the medicament. At different times samples of about 50 bees
were removed. The radioactivity of individual bees was measured, after quantitative
oxidation, in a liquid scintillation counter with quench correction. The amount of active
ingredient in the sample could be calculated from the dpm measured. Two colonies
were treated topically with Apitol in winter in a climatic chamber at 4 °C. With
increasing time after treatment, the number of bees that had taken up increasing
amounts of active ingredient rises steadily. The median values rise sharply during the
first 12 hours after which a short drop sets in, followed by another, yet flatter increase.
A maximum is reached after 96 hours. Similar results were found in colonies in the
open. Thus, the medicament is distributed for the most part in colonies during the first
12 hours. Generally, similar correlations resulted in all colonies treated in the summer.
However, distribution and the relative content of active ingredient differed greatly. In
1 colony the median values correlated to those of the winter colonies. In 2 other
colonies the distribution was much better. No normal distribution could be found in
one colony only, even after 96 hours. The results presented clearly prove that the
systemic-functioning acaricide, Apitol, is also distributed in bee colonies in summer.
The medicament was applied in the feed of 4 colonies during the winter (150 mg a.i. in
500 ml of a 50 % sugar solution). The Apitol-feed was given to 2 colonies before
wintering and 3 days later the winter feed. Two other colonies received Apitol-feed
4 weeks after wintering. The relative amount of active ingredient in the bees was small
in both experimental groups. The dilution seems to be higher when Apitol-feed is given
immediately before wintering. Apparently, Apitol is carried to the hive. Apitol given
after wintering is taken in slowly, but only locally stored. Studies concerning effective-
ness have shown that the bees later renew their intake of food and distribution through
the colony. Thus application seems more favorable after wintering.

RESUME

Distribution d’Apitol, acaricide systémique, en applications topiques et en nourrissement

On a étudié la distribution d’Apitol utilisé contre la varroatose. Une partie de la
matiére active a été marquée au "C afin de localiser le médicament. On a prélevé a
plusieurs reprises des échantillons de 50 abeilles. On a mesuré la radioactivité des
abeilles individuelles, apres oxydation quantitative, 4 I'aide d’'un compteur a scintillation
liquide en tenant compte du quenching. On a calculé la quantité de matiére active dans

N

I'échantillon a partir du taux de désintégration mesuré. Deux colonies ont regu des
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applications topiques d’Apitol en hiver dans une chambre climatisée a 4 °C. Les
quantités de matiere active prélevée par les abeilles ont augmenté réguliérement en
fonction du temps passé aprés le traitement. Les valeurs médianes s’accroissent forte-
ment durant les 12 premiéres heures, puis il y a une légere chute, suivie d’une autre
puis d’un accroissement plus faible. Le maximum est atteint au bout de 96 h. On a
obtenu des résultats semblables avec des colonies en plein air. Le médicament est donc
distribué en majorité dans les colonies au cours des 12 premieres heures. On a obtenu
en général des corrélations semblables chez les colonies traitées en été. Pourtant la
distribution et la teneur relative en matiére active a fortement varié. Dans I'une des
colonies les valeurs médianes correspondaient a celles des colonies d’hiver, alors que
dans 2 autres colonies la distribution était bien meilleure. Dans une colonie seulement,
méme apres 96 h, la distribution normale n’a pu étre atteinte. Ces résultats montrent
clairement que lacaricide systémique Apitol est également distribué dans les colonies
en été. Le médicament a été introduit dans la nourriture de 4 colonies (150 mg de
matiere active dans 500 ml d’un sirop a 50 %). Le nourrissement a I’Apitol a été donné
a 2 colonies avant I'hivernage et 3 jours aprés le nourrissement hivernal. Deux autres
colonies ont recu le nourrissement & ’Apitol 4 semaines aprés I’hivernage. La quantité
relative de matiére active dans les abeilles a été faible dans les 2 groupes. La dilution
semble plus élévée lorsque le nourrissement a I’Apitol est donné juste avant Ihiver-
nage. L’Apitol est visiblement ramené a la ruche. Lorsqu’il est administré aprés
I’hivernage, il n’est pris que lentement mais stocké localement. Les études portant sur
son efficacité montrent que les abeilles reprennent plus tard cette nourriture et la
répartissent dans la colonie. Il semble donc que I’application soit plus avantageuse aprés
I’hivernage.

39. FILMDOKUMENTATION DER TRADITIONELLEN HEIDEIMKEREI

Wolf ENGELs, Dore KLEINDIENST-ANDREE, Ute StEI

Lehrstuhl Entwicklungsphysiologie, Institut fiir Biologie 11l (Zoologie) der Universitit Tiibingen, Auf
der Morgenstelle 28, D-7400 Tibingen, und Institut fiir den Wissenschaftlichen Film, Nonnenstieg 72,
D-3400 Gottingen

In Nord-, West- und Mitteleuropa ist die Korbimkerei seit mindestens 2 000 Jahren
Tradition. Koérbe aus Weidengeflecht oder Stroh, oft mit Ton oder Kuhdung impré-
gniert, waren hier die ersten Bienenbeuten. Die Technik der Korbbienenhaltung
dnderte sich iiber die Jahrhunderte hinweg nur wenig. Obwohl seit iiber 100 Jahren
moderne Bienenkidsten bekannt waren, hielten bis in die 50er Jahre in ldndlichen
Gebieten die Imker ihre Bienen noch iberwiegend in Strohkérben. Besonders in den
Heidegebieten waren Bienenkorbe vom Typ des Liineburger Stiilpers in groBer Zahl zu
finden. Mit diesen Volkern wurde vor allem Heidebliitenhonig als Scheibenhonig
erzeugt. Der Rickgang der Heidegebiete, der hohe Arbeitsaufwand bei der Schwarm-
bienenzucht in Koérben und andere Griinde fiihrten dazu, daB8 etwa ab 1960 die
traditionelle Heideimkerei fast iiberall aufgegeben wurde. Es bestand die Gefahr, dafl
diese alte Betriebsweise innerhalb weniger Jahre vollig von modernen Formen der
Bienenhaltung abgeldst werden koénnte.
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Der Bienenkorb, auch heute weltweit Symbol fiir Bienenzucht und Honig schlecht-
hin, ist sicher als allgemeines Betriebsmittel nicht mehr tragbar, wenngleich festzustellen
ist, daB dieser leichte Beutentyp bei Imkereien, die sich auf Bestdubungsdienste
spezialisiert haben, wieder an Bedeutung gewinnt. Dies ist im Alten Land und beson-
ders in Holland bei Unter-Glas-Kulturen zu beobachten ; eine solche Betriebsweise hat
allerdings mit der alten Korbimkerei nur noch wenig gemein.

Es erschien uns daher notwendig, die alte Heideimkerei, mit Korben und als
Schwarmbienenzucht betrieben, zu dokumenticren, bevor sie ganz aufgegeben sein
wiirde. Vor 10 Jahren begannen wir in der GroBimkerei Klindworth mit dem Filmpro-
jekt V 2025 « Heideimkerei » im Sinne einer bienen- und volkskundlichen Dokumenta-
tion. Unser Konzept war eine Darstellung typischer Arbeitsabschnitte, wie sie im
Jahresverlauf in einer Korbimkerei anfallen. Nach Moglichkeit wurden nicht gestellte
Arbeitsszenen ungekiirzt und mit Originalton gefilmt. Als Darsteller fungierten nur die
Mitarbeiter des Betriebes. Das Filmprojekt ist nunmehr abgeschlossen, 8 Farb-Tonfilm-
Einheiten 16 mm in jeweils deutscher und englischer Version liegen vor. Sie kénnen fur
den wissenschaftlichen Unterricht wie iblich als Leihkopie vom IWF erhalten oder
kéuflich erworben werden. Die Einzelfilme sind als kommentierte Encyclopidie-Einhei-
ten im Bereich Ethnologie wie folgt veroffentlicht :

E 2879 Friihjahrsarbeiten in einer Korbimkerei, 15 1/2 min.

E 2901 Vorbereitungen auf die Schwarmzeit in einer Korbimkerei, 14 min.

E 2946 Arbeiten zur Zeit der Vorschwirme in einer Korbimkerei, 13 min.

E 2962 Arbeiten zur Zeit der Nachschwirme in einer Korbimkerei, 25 1/2 min.
E 2994 Sommerarbeiten zur Zeit der Heidebliite in einer Korbimkerei, 21 1/2 min.
E 2790 Herbstarbeiten in einer Korbimkerei, 21 min.

E 2802 Gewinnung von Heidehonig in einer Korbimkerei, 13 min.

E 2661 Wachspressen in einer Korbimkerei, 19 1/2 min.

SUMMARY

Film Documentation of traditional heather skep beekeeping

In Northern, Western and Central Europe skep beekeeping is a tradition of at least
2 000 years. Baskets made of wickerwork or straw and sometimes impregnated with
clay or cow dung were the first bee hives used here. The technology of skep
beekeeping did not change much through the centuries. Although modern hives have
been known for more than a hundred years, beekeepers until recently still continued
using skeps as the most common type of rural hive. Especially in heather regions great
numbers of « Liineburger Stiilper » could be found. Such colonies produced a lot of
heather honey as comb honey. The disappearance of heather areas, the laborious skep
technology and many other reasons led to the situation that since 1960 the traditional
heather skep beekeeping has vanished rapidly. Modern techniques seemed to replace
the old traditions.

The skep, even today a symbol for beekeeping and honey all over the world,
surely cannot survive as a common hive, although some comeback is recognizable in
apiaries specialized in pollination, because of its handiness and light weight. This can be
observed especially in the « Old Land » and in Holland in greenhouse cultures, but this
use has little to do with the original skep beekeeping.
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Therefore, we felt the necessity to document the old heather skep beekeeping
before it would completely disappear. Ten years ago we started a film project V 2025
« Heather beekeeping » in the large-scale Klindworth apiary as a beekeeping and
ethnological documentation. Our concept was to show the typical routine tasks as
emerging in a skep apiary throughout the year, without shortening the scenes and with
the original sound, as far as possible. The beekeepers of the apiary were the only
actors. The film project is completed now, 8 color films with optical sound (16 mm) in
english and german, were produced. For scientific purpose they can be lent free of
charge or purchased from the IWF. The titles of the encyclopedic units are :

E 2879 Spring Work in a Heather Skep Apiary, 15 1/2 min.

E 2901 Preparations for the Swarming Period in a Heather Skep Apiary, 14 min.

E 2946 Work in a Heather Skep Apiary during the Prime Swarming Period,
13 min.

E 2962 Work in a Heather Skep Apiary during the Cast Swarming Period,
25 1/2 min.

E 2994 Summer Work in a Heather Skep Apiary, 21 1/2 min.

E 2790 Autumn Work in a Heather Skep Apiary, 21 min.

E 2802 Harvest of Heather Honey in a Skep Apiary, 13 min.

E 2661 Bees’ Wax Pressing in a Heather Skep Apiary, 19 1/2 min.

RESUME

Documentaire sur Uapiculture traditionnelle avec les ruches en paille
dans les régions de landes de bruyére

La tradition de l'apiculture en ruches de paille (ou paniers) remonte & plus de
2000 ans en Europe septentrionale, centrale et occidentale. Les premiéres ruches
étaient faites d’osier ou de paille, souvent recouvertes de glaise ou de bouse de vache.
La technique de I’élevage des abeilles dans les paniers n’a que peu changé au cours des
siecles. Bien que les ruches modernes aient fait leur apparition depuis plus d’un siécle,
a la campagne les apiculteurs continuérent jusque dans les années 50 a élever leurs
abeilles principalement dans ces paniers. Ceux du type « Liineburger Stiilper » se
rencontraient en grand nombre, plus particuliérement dans les landes de bruyére. Ces
colonies d’abeilles produisaient du miel de bruyére en rayons. Mais la superficie de la
lande diminuant, le travail intensif exigé par I’élevage des abeilles en essaim en paniers
et d’autres raisons entrainérent I’abandon presque total de I'apiculture traditionnelle a
partir de 1960. Cette vieille méthode d’exploitation était menacée d’étre complétement
remplacée au cours des années par des formes modernes d’élevage d’abeilles.

La ruche en paille ou en osier, aujourd’hui encore symbole de I'apiculture et du
miel dans le monde entier, n’est plus rentable comme matériel d’exploitation, méme si
I'on constate que ce type léger de ruches reprend de I'importance auprés des apicul-
teurs qui se sont spécialisés dans les services de fécondation. On constate cette
tendance dans I’Altes Land et en Hollande dans les cultures sous serre, mais cette
méthode n’a plus grand chose en commun avec I'apiculture traditionnelle.

Il nous a donc semblé nécessaire de présenter une documentation sur 1’apiculture
traditionnelle dans la lande avec paniers et élevage en essaim avant que celle-ci n’ait
complétement disparu. Nous avons commencé a tourner notre film V 2025 il y a 10 ans
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chez Iapiculteur professionnel Klindworth comme une documentation sur les abeilles et
les traditions populaires s’y rattachant. Nous montrens les étapes caractéristiques du
travail au cours de l'année chez un apiculteur. Les scénes de travail n’ont pas été
coupées et le son original a été enregistré. Les personnages sont les employés de
Pentreprise. Ce projet de film est maintenant terminé ; il se compose de 8 bobines de
film 16 mm, sonore et en couleurs, en version allemande et anglaise. Pour I’enseigne-
ment, comme d’habitude, il peut étre emprunté gratuitement aupres de 'ITWS ; il est
aussi en vente. Chaque film est publié avec un commentaire, comme section d’encyclo-
pédie dans le domaine de I’ethonologie :

E 2879 Travaux de printemps dans un rucher de paniers, 15 1/2 min.

E 2901 Préparatifs pour la période d’essaimage dans un rucher de paniers, 14 min.

E 2946 Travaux pendant la période du pré-essaimage dans un rucher de paniers,
13 min.

E 2962 Travaux pendant la période du post-essaimage dans un rucher de paniers,
251/2 min.

E 2994 Travaux en été pendant la période de la floraison de la bruyere dans un
rucher de paniers, 21 1/2 min.

E 2790 Travaux d’automne dans un rucher de paniers, 21 min.

E 2802 Récolte du miel de bruyére dans un rucher de paniers, 13 min.

E 2661 Extraction de la cire dans un rucher de paniers, 19 1/2 min.



