Apidologie 31 (2000) 679-687 679
© INRA/DIB-AGIB/EDP Sciences

Original Artikel

Elektrophoretische Untersuchungen
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Zusammenfassung- Durch Elektrophorese in Polyacrylamid- und Starkegel von wasserléslichen Pro-
teine mit Totalextrakten von Honigbienen konnte eine Verénderung im Vorkommen der Proteine
wahrend der Ontogenese der Bienen nachgewiesen werden: Bei PAGE wurden 17 Fraktionen bei Rund-
maden, 19 bei Streckmaden und 14 bei Puppen gefunden. Bei den Imagines konnten je 1 spezielle Frak-
tion fur Kéniginnen und 1 fur Drohnen nachgewiesen werden. Im Starkegel wurden bei Rundmaden
8, bei Streckmaden 11, bei Puppen 10 Fraktionen und jeweils 2 kdniginnen — bzw. 2 drohnenspezi-
fische Fraktionen nachgewiesen. Durch isoelektrische Fokussierung in diinnem und ultradiinnem
Polyacrylamidgel gelang eine Feinauftrennung mit bis zu 52 Fraktionen, deren Verteilung ebenfalls
variierte.

Apis melliferaL. / Ontogenese / wasserlésliche Proteine

1. EINLEITUNG [8, 23] und insbesondere von Vitellogenin
und juvenilen Hamolymphproteinen [6, 16,
In der Literatur finden sich quantitative 25, 29-31]. Afierdem wurde eine Veran-
Untersuchungen Uber das Gesamtefveiderung der Eiwgizusammensetzung in
der Haemolymphe [1, 2, 5, 9, 14, 19] Mit- Abhéngigkeit vom verschiedenen Grad der
teldarm [23] und der Hypopharynxdriiseninvasion durchVarroa jacobsoniibei
[10, 11, 15, 20, 21] der Bienen. QualitativeHonigbienen nachgewiesen [4, 7, 13, 26],
Untersuchungen betreffen hauptsachlich dadnterschiede in Konzentration und Vor-
Vorkommen von globulin- und albu- kommen der wasserldslichen Proteine bei
minahnlichen Stoffen in der Haemolymphelmagines vorApis melliferawurden in

* Correspondence and reprints
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Abhangigkeit von Geschlecht und Fertilitatldsung bei der elektrophoretischen Analyse
durch Elektrophorese in Polyacrylamidgelwar 0,05M Tris-EDTA-Boratpuffer mit
von Popov & Ivanova [22] und Ivanova [12] pH 8,1. Wir benutzten das unterbrochene
festgestellt. Puffersystem nach Dobrovolov [3] mit
In der vorliegenden Arbeit wird durch 0:05M Tris-EDTA-Boratpuffer mit pH 8,1

verschiedene elektrophoretische Methode!"d 0,3M Natriumborat-Elektrodenpuffer
das Auftreten der wasserldslichen ProteinMit PH 8,9 und 0,155M Tris-Zitratpuffer-

bei Apis melliferam Verlauf inrer Ontoge- sysFem mit pH 8,0. Wir entwickglten mit
nesepuntersucht. 9 Amidoschwarz und bewahrten die Platten

in 5 % iger Essigsaure auf.

Die isoelektrische Fokussierung wurde
2. MATERIAL UND METHODEN in ultradiinnem PAAG durchgefihrt. Die
Gewebefragmente wurden durch 15 Minu-
Wir untersuchten elektrophoretisch etweten zentrifugieren bei 900 g abgetrennt.
2000 Individuen verschiedenen Geschlecht ) .
von Apis melliferain verschiedenen Stadien  £Ur Trennung in ultradtinnem Gel benutz-
ihrer Individualentwicklung. Wir verglichen €N Wir Firmenplatten Servalyt Precotes mit
Eier, 5 Tage alte Rund- und 7 Tage alt®H-Gradient von 3 bis 10 und 0,3 mm Gel-
Streckmaden, 3 Tage alte weissaugige urdicke. Gearbeitet wurde bei 2000 V, 10 mA,

7 Tage alte dunkelaugige Puppen. Bei Adul® W in 3 Stunden.

ten untersuchten wir 7 Tage alte Arbg?ter_in- Die Farbung wurde mit Coomassie Bril-
nen, 10 Tage alte Drohnen und 1-jahriggjant Blue R — 250 bei 60 °C in 15-20 Min.
Kéniginnen. Alle Proben bestanden ausyrchgefiihrt.

Totalextrakten von Einzeltieren, mit Aus-
nahme der Proben aus Eiern, bei der 20 Ei
pro Versuch genommen wurden. Als Extrak-
tionsmittel wurde 0,1M Tris-Phosphatpuf-
fer mit pH 6,7 benutzt. Die untersuchte _
Eiweissmenge in einer Probe war Bggml 3.1. Polyacrylamidgelelektrophorese
nach der Methode von Lowry [17]. Wir zen-  (PAGE)

trifugierten bei 900 g Uber 45 Minuten

fur Polyacrylamid- und 30 Minuten fiir ~ Bej der in PAGE durchgefiihrte Elektro-
Starkegel. phorese traten insgesamt 24 Fraktionen was-
PAAG fiihrten wir nach Maurer [18] mit €ineé Dynamik ihres Auftretens in Abhan-
einigen Modifikationen durch. Die benutzteigkeit von Ontogenesestadium, Geschlecht
Gelplatte hatte eine Kapazitit von 23 Pround Fertilitat der Individuen als charakteri-
ben. Das konzentrierende Gel hatte einStiSch: bei den Sammelproben von Eiern
Konzentration von 3,3 % und pH 6,7, dagieBen sich 10 Fraktionen, bei Rundmaden
Kathodenpuffer der Kammern war 0,05Mtionen, bei Puppen (weiss- und dunkelau-
Tris- 0,2M Glycin mit pH 8,3. Gefarbt 9igen) 14 Fraktionen nachweisen. Bei Ima-
wurde mit Coomassie in 14 % iger Trich-gines fanden wir 18 Fraktionen bei
loressigsaure, fixiert in 7 % iger EssigsaureArbeiterinnen und Drohnen und 19 Fraktio-

Die Elektrophorese in Starkegel (SG)nen bei der Konigin.
wurde nach Smithies [28] in der Modifika-  Wir bezeichneten die Fraktionen mit den
tion von Dobrovolov [3] durchgefuhrt. Wir Buchstaben A-Y, ihr Auftreten wird auf
arbeiteten mit 13 % SG, die Hauptpuffer-Tabelle | und Abbildung 1 dargestellt.

3. ERGEBNISSE
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Tabelle 1. Durch Elektrophorese in Polyacrylamidgel nachgewiesene wasserlésliche Proteine bei
Apis melliferal.
+ Auftreten; — Fehlen.

Stadien
\ Eier Rundmaden Streckmaden Puppen Arbeiterinnen Konigin Drohnen
Fraktionen

|+ 1 + 1

|+ + + +
|+ + + +
|t + + +

I+ + 41+ + 1 ++++
I+ + + + 4+ |

|
L+ + 4+ 1+ +++ +
I+ 1 +++ ] + + +1

I+ 1+ 1

<KXE<KCHVWITTVOZZIrAC—IOTMUO®>
I+ + + 1

S S I R

R S R
tl+ o+ o+

L+ 1+ + 4+ + + + + + 1

I+ 1t ++++++++ 1 ++++ 4
I+ 1+ +4+++++ 1 + 1 ++++ 4

1+ +

3.2. Starkegel 3.3. Isoelektrische Fokussierung

) . ~inultradinnem Polyacrylamidgel
Die Auftrennung im Starkegel ergab bei

den einzelnen Entwicklungsstadien der Bie- g isoelektrische Fokussierung in ultra-

nen insgesamt 20 Banden, die wir mit dejiinnem Polyacrylamidgel fiihrte zu einer
Buchstaben SA-SU kennzeichneten (Tab. llgrggeren Anzahl von Banden. Bei Eiern konn-
Abb. 2). Bei den Eiern erhielten wir keineten 31 (17 Anoden- und 14 Kathodenfraktio-
sichtbaren Bande. Bei Imaglnes be|dehen), bei Rundmaden 50 (33 Anoden- und
Geschlechter fanden wir unterschiedliche 7 Kathodenfraktionen), bei Streckmaden 50
Anzahlen von Fraktionen: bei Arbeiterin- (33 Anoden- und 17 Kathodenfraktionen),
nen 9, bei der Konigin 12 und bei Drohnerpei Puppen 48 (33 Anoden- und 15 Katho-
11. Die fur Koniginnen charakteristischendenfraktionen), bei Arbeiterinnen 52

Fraktionen SA und SB liegen im Anoden-(36 Anoden- und 15 Kathodenfraktionen)

bereich, die fur Drohnen typischen Bandemnd bei Drohnen 48 (31 Anoden- und 17
ST und SU lagen im KathodenbereichKathodenfraktionen) nachgewiesen werden
(Tab. II, Abb. 2). (Abb. 3).
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Abb. 1. Auftreten der

wasserldslichen
Proteine in Polyacry-
lamidgel: 1,2 Eier;

3-8 Rundmaden;
9-13 Streckmaden;
14-18 Puppen; 19-21
Drohnen; 22 Koni-

gin; 23, 24 Arbeit-

erinnen.

Tabelle 11. Durch Elektrophorese in Starkegel nachgewiesene wasserlsliche Protdipis neel-
lifera L.
+ Auftreten; — Fehlen.

Stadien

\ Rundmaden Streckmaden Puppen Arbeiterinnen Konigin Drohnen
Fraktionen

SA - - - - + -
SB — - - - + —
SC - + + + + +
SD + + + + + +
SE + + + - + +
SF - - - + - -
SG - - - - + +
SH + + + - - -
Sl - + + + + -
SJ + + + + + +
SK - + + - - +
SL + + + + + +
SM + - - + + —
SN + — — + + +
SO - + + - _ _
SP + - - - - -
SQ — + + — —
SR - + — + + +
ST - - - - - +
SuU - - - - - +
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Abb. 2. Auftreten der wasserldslichen Proteine in Starkegel. 1-3 Rundmaden; 4-6 Streckmaden;
7-10 Puppen; 11-15 Arbeiterinnen; 16, 17 Konigin; 18—-22 Drohnen.

IW-1

Abb. 3. Isoelektrische Fokussierung in ultradiinnem Polyacrylamidgel: 1 Eier; 2—6 Rundmaden;
7-9 Streckmaden; 10-11 Puppen; 12—-13 Arbeiterinnen; 14-16 Drohnen.
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Mit IL bezeichnen wir die Bande in der Untersuchungen weisen ebenfalls in diese
Anodenzone die fur Rundmaden typischRichtung.

sind, mit ILP die stark ausgepragte Bande |, PAGE Spektrum von adulten Arbei-

bei Streckmaden und Puppen. ILLP Bandg.innen und Drohnen ist die Zahl der nach-

sind im Llar\aen—'ém?] PduppenstadiuT] aUSjyeisbaren Fraktionen 18, bei Koniginnen
gepragt. In der Kathodenzone erscheineflg v opej nur bei den weiblichen (Arbeite-

Bande, die wir als IKL, IKLP-1 und IKLP-2 " j; 0 g Ko6nigin) die Fraktion N auftritt,

bei Rundmaden, Streckmaden und PUPPELq pej prohnen und Kénigin die Fraktion M
bezeichneten. (Tab. I, Abb. 1).
Bei adulten Arbeiterinnen und Drohnen Shao Wen Li et al. [27] stellen durch

waren 3 Fraktionen aus der Anodenzon% i .
F=ro e AGE das Auftreten von 11 Fraktionen bei
wichtig, die mit IW-1, IW-2 und ID gekenn- Arbeiterinnen fest. Fraktion Nr. 5 ist nach

Zé:fﬁ(;?;‘g‘éfg%:;g:&iZrléslkltl?g_elnud:r en Autoren bei den untersuchten weibli-
' hen Individuen Vitellogenin. Sabatini &

e k. Pl 25]anden einen heheren Genat ar
und IKD-2 nur bei Drohnen vor’ ' V|teIIog(_an|n bei Kéniginnen im Ver_glelch

' zu Arbeiterinnen. Beim Vergleich mit unse-
ren Ergebnisse halten wir eine Ahnlichkeit
oder Ubereinstimmung zwischen der nur
bei weiblichen Individuen auftretenden N-
Fraktion mit der Vitellogeninfraktion fur
moglich.

4. DISKUSSION

Die Elektrophorese in Polyacrylamidgel
ergab eine Variation in der Zahl der Eiei
fraktionen von 10 bis 19 in den einzelnen Das Spektrum der wasserléslichen Pro-
Entwicklungsstadien, wobei ihre Anzahl imteine in der Starkeplatte zeigt Unterschiede
Spektrum der Streckmaden und der |magiZWiSChen adulten Arbeiterinnen, Kénigin-
nes am grpten ist. nen und Drohnen (Tab. Il, Abb. 2). Fur alle
Imagines ist das Auftreten der Fraktionen

Die Auswirkung der Wachstums- und e
Morphogenesestadien auf die Zahl der Fral =C, SD, SJ, SL, SN und SR charakteristisch,

tionen soll diskutiert werden. Die fiir Rund-WObeI zwei von ihnen, SC und SN, bei

maden charakteristischen Prozesse sin ret)lgiltlgr?r?r?e:]r)lilcvr;(\:/ivl;ecﬂ ﬁﬁgggilrr;na%mlzjc%in
hauptséchlich mit ihrem Wachstum ver-

bunden, wahrend bei Streckmaden Meta§tark vertreten sind.

morphoseprozesse in Verbindung mit der Die SF-Fraktion tritt nur bei Arbeiterin-
Histogenese bei den Puppen vorherrschenen auf und SM bei allen weiblichen Indi-

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Veréﬁ’-i_duen (_K(')'niginnen und Arbe!terinnen),
derung ?m Vorkom?nen der Proteinen'Cht bei adulten Drohnen. Da im PAGE —

wahrend der Ontogenese der Bienen bestefgPektrum auch eine typisch weibliche Frak-
Allerdings zeigten sich nur bei zwei Tren-0n N vorkommt, wird unsere Auffassung
nungsmethoden bei den Streckmaden diBeStz_ir_kt' dass es fur we|bl|che 'F‘d"’"?'“e“
meisten Banden (PAGE: 17 Fraktionen pepPezifische wasserlosliche Proteine gibt.
Rundmaden, 19 bei Streckmaden und 14 bei Bei Koniginnen und Drohnen sind zwei
Puppen; Starkegel: 8 Fraktionen bei RundFraktionen ausgepragt SE- und SG. SE fehlt
maden, 11 bei Streckmaden und 10 bei Pupur bei Arbeiterinnen, SG fiardem auch
pen). Nach Shao Wen Li et al. [27] tritt im bei Larven und Puppen. Bei der Trennung
EiweiBspektrum der Larven ein "Larven- im Starkegel ist die Fraktion SE bei allen
protein” auf, vermutlich Arylphorin [24], Entwicklungsstadien vorhanden mit Aus-
das bei den Imagines verschwindet. Unseneahme der adulten Arbeiterinnen. Die
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Fraktion SG kommt nur bei Kéniginnen und Two thousand specimensAybis melliferal.
Drohnen vor. Auch bei PAGE erhielten wir from three domesticated populations in Bul-
eine nur bei Drohnen und Koniginnen vor-garia were investigated by means of poly-
kommende Fraktion M. Das legt die Ver-acrylamide gel electrophoresis (PAGE),
mutung nahe, dass es sich ein fiir Geschlectgtarch gel electrophoresis (SGE) and iso-
stiere typische Eiwgifraktion handeln electric focusing in ultra-thin poyacrylamide
konnte. gel. Specimens of different developmental
stages and sexes were compared: unsealed
stiere typische Fraktionen auf Stiirkegel-"’md sealed I_arvae, white-eyed and dark-eyed
platten: nur bei Proben von Kéniginnen traPYPae, and imago forms (7-day worker bees,
ten die beiden Fraktionen SA und SB jm10-day drones, and one-day gueen). All sam-
Anodengebiet auf, die Fraktionen ST un les were total extracts of individuals, except
SU dagegen traten nur bei Drohnen in de e egg samples which were made up of

Kathodenzone auf (Tab. Il, Abb. 2). Diese20 €99S- PAGE was performed according

Produkte fehlen im Larven-, Vorpuppen- 0 Maurer [18]. SGE was performed accord-

und Puppenstadium der Ontogenese der Bid1d 10 Smithies [28] as modified by Dobro-

nen, und ebenso bei allen weiblichen ImayOIOV [3]. The soluble proteins were visu-

gines. alised with Commassie Brilliant Blue R250.

Nach der Feinfraktionierung mit iso- A total of 24 fractions of water-soluble pro-

elektrische Fokussierung in ultradiinne teins were found in the spectra of analyzed

o morgans in PAGE: 10 in eggs, 17 in unsealed
Servalytgel erscheint ene @@An_z_ahl VON' Jarvae, 18 in sealed larvae, 14 in pupae,

bestimmtes Stadium der Ontogenese, anderiﬁ%'g vlvolglfge rsl)a n|<rj] %rgréegg ?rc(jagt?olr?sqvlﬁ?g S

charzk‘geristiTlgfh fUr.aIcIje gggtgse nessest'a(éie und: 8 in unsealed larvae, 11 in sealed lar-
\éQan'sdm?L'f?ra;m d( d. )- So _sf!n j vae. 10 in pupae, 9 in workers, 11 in drones
'€ bande ur rundmaden Spezifisch,, g 15 i queens (Tab. Il, Fig. 2). With iso-

LLP futr_StrLeckmadeg ;”d P“ptpfj.f" ILLP ¢ ectric focusing 31 fractions were found in
ommt im Larven- und Fuppenstadium Vor’eggs, 50 in unsealed and sealed larvae,

IKL, IKLP-1 und IKLP-2 bei Rundmaden, 48 in pupae, 52 in workers and 48 in drones
Streckmaden und Puppen. (Fig. 3)

Die Fraktionen IW-1 und IW-2 kommen afier separation in starch gel we found
nur bei Arbeiterinnen, ID, IKD-1 und IKD-2 5 qyeen specific and 2 drone specific bands.
nur bei Drohnen. Das weist nach unsereyyith PAGE, more bands were obtained but
Melnung a'uf einen Gelschlechtsdlmorph|s-0n|y one sex specific band (M) could be
mus beiApis melliferahin. found. The best separation with up to

Auf der Basis unserer Ergebnisse kon52 fractions was obtained by isoelectric
nen wir verallgemeinern, dass wir durch digfocusing. There was 1 band at the anode and
verschiedenen Methoden der nativen Elek2 bands at the cathode which occurred only
trophorese eine Dynamik des Auftretens dein drones. With both SGE and PAGE we
Proteine im Verlauf der Ontogenese sowidound protein bands which occurred during
auch Unterschiede zwischen beiderthe larval and pupal but not in the adult

Es fanden sich 2 jeweils fur Geschlecht

Geschlechtern feststellen kénnen. stages (SQ and SH—F, L, W and Y respec-
tively) which may point to specific larval
proteins.

Summary — Electrophoretic study of
water-soluble proteins during the Apis mellifera/ ontogenesis / water-
honeybee Apis melliferal.) ontogenesis. soluble proteins
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Résumé — Etude par électrophorése des été obtenue par I'isoélectrofocalisation. Il
protéines hydrosolubles au cours de y avait une bande a I'anode et deux a la
'ontogenese chez I'abeilldpis melliferaL.  cathode qui n’étaient présentes que chez les
Deux mille abeillesApis melliferal.) de maéles. Avec 'TEGA comme I'EGPA nous
Bulgarie ont été étudiées par électrophorésevons trouvé des bandes protéiniques pré-
sur gel de polyacrylamide (EGPA), sur gelsentes seulement chez la larve et la nymphe
d’'amidon (EGA) et par isoélectrofocalisa-mais absentes des stades adultes (SQ et SH
tion en gel ultrafin de polyacrylamide a(F, L, W et Y respectivement) qui peuvent
divers stades de développement. Nous avouigsigner des protéines spécifiques des larves.

comparé des ceufs, des larves de 5 et 7 jours,

des nymphes de 3 jours aux yeux blancs étpis mellifera/ ontogenese / protéine
de 7 jours aux yeux noirs, des ouvriéres drydrosoluble

7 jours, des males de 10 jours et des reines
agées d'un jour. Tous les échantillons étaient
constitués d’extraits totaux d'individus, sauf
les échantillons d’ceufs qui comportaient
20 ceufs. Un tampon de tris-phosphate &l
pH 6,7 a été utilisé comme milieu d’extrac-
tion pour 'TEGPA et de I'eau distillée pour
'EGA. Les échantillons ont été extraits pen-
dant 24 h a 4 °C, puis centrifugés durani2]
45 min pour TEGPA et 30 min pour 'lEGA

a 900 g. L'EPGA a été faite selon Maurer
[18] et TEGA selon Smithies [28] modifié
par Dobrovolov [3]. Les protéines solubles
ont été visualisées a l'aide du bleu dé®!
Coomassie R-250.

L’EPGA a fourni un total 24 bandes de pro{4]
téines hydrosolubles : 10 chez les oeufi
17 chez les larves non operculées, 18 ch %1
les larves operculées, 14 chez les nymphes,
18 chez les ouvrieres et les males et 19 chez
les reines (Tab. I, Fig. 1). LEGA a fourni [6]
20 bandes : 8 chez les larves non opercu-
Iées, 11 chez les larves operculées, 10 chez
les nymphes, 9 chez les ouvriéres, 11 chez leg
males et 12 chez les reines (Tab. Il, Fig. 2).
L'isoélectrofocalisation a fourni un nombre
de bandes beaucoup plus élevé : 31 ch?e%
les ceufs, 50 chez les larves operculées
non operculées, 48 chez les nymphes,
52 chez les ouvrieres et 48 chez les males
(Fig. 3). Aprés séparation sur gel d’amidort®}
on a trouvé deux bandes spécifiques des
reines et deux bandes spécifiques des méales.
Avec 'EGPA on a obtenu un plus grand
nombre de bandes mais une seule e8¢
spécifique du sexe (M). La meilleure sépa-
ration, qui a fourni jusqu’a 52 fractions, a
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