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Der komplizierte Weg zum Larvenfutter — Hummeln
reagieren auf multimodale Stimuli von Pollen

The Complex Path to Larval Food
— Bumblebees Respond to Multimodal Pollen Stimuli

SaskiA WiLMSEN, RoBIN GoTTLIEB, KLAUS LUNAU

Zusammenfassung: Melittophile Pflanzen und Hummeln als Bliitenbesucher sind in einer mu-
tualistischen, 6kologischen Bezichung assoziiert, indem die Hummeln als Blitenbestiuber den
Reproduktionserfolg der Pflanzen erhdhen, wihrend die Pflanzen ihnen Nektar und Pollen als
Nahrung bieten. Um fiir ihre potenziellen Bestduber attraktiv zu sein, nutzen Blitenpflanzen visuelle,
olfaktorische, taktile und gustatorische Reize, die auf Blitenbesucher eine Signalfunktion ausiiben,
so dass wihrend eines erfolgreichen Bliitenbesuchs etlernte Stimuli kiinftig der Wiedererkennung
artgleicher Bliiten dienen. Um zu analysieren, wie eine bliitennaive Hummel den komplizierten
Weg zum Larvenfutter findet, wurden 356 blitennaiven Arbeiterinnen der Dunklen Erdhummel
Bombus terrestris multimodale Pollenstimuli in verschiedenen Kombinationen unter Laborbedingun-
gen alternativ zu natiirlichem Léwenzahnpollen prisentiert und die sensomotorischen Reaktionen
der Hummeln erfasst. Die Auswertung der Daten ergab eine Rangfolge der Stimuli, bei der der
visuelle Reiz von herausragender Bedeutung war, danach folgten entsprechend ihrer Bedeutung
olfaktorische, taktile und gustatorische Stimuli. Die Kombination aller Stimuli mit Quercetin als
visuellem, Eugenol als olfaktorischem, Prolin und Glukose als gustatorischem und Glaspulver als
taktilem Stimulus zeigte eine der natiirlichen Ressource, Taraxacum officinale-Pollen, gleichwertige
Attraktivitat auf Bombus terrestris.

Schliisselworter: Hummel, Bowbus terrestris, Pollen, Signal, sensomotorische Reaktion

Summary: The mutualistic ecological relationship between melittophilous flowers and bumblebees
as their visitors comprises the increase of reproductive success for the flowers on the one hand
and the provision with nectar and pollen as reward for the bumblebees as pollinators on the other
hand. Flowers use color, scent, tactile and gustatory signals in order to attract potential pollina-
tors. Flower-visitors will learn the signals if associated with reward and then use these signals for
foraging at conspecific flowers. However, how newly hatched, inexperienced bumblebees detect
a rewarding flower and how they identify the larval food supply is not known. To answer that
question 356 flower-naive worker bumblebees of the Buff-tailed Bumblebee Bowzbus terrestris were
offered multimodal pollen stimuli in various combinations and natural dandelion pollen under
laboratory conditions to record the bumblebees” sensorimotor reactions. The data showed a rank-
ing of stimuli in regard to importance with the visual stimulus being most important, followed
by olfactory, tactile and gustatory stimuli. The attractiveness of a combination of all stimuli with
Quercetin as visual, Eugenol as olfactory, Proline and Glucose as gustatory and glass powder as
tactile stimulus was equivalent compared to the natural resource, Taraxacum officinale pollen, for
Bombus terrestris.
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1. Einleitung

Unter den Hummeln gilt Bombus terrestris
als Generalist und Opportunist, weniger als
Spezialist (WiLLMER 2011). Einzelne Indivi-
duen verhalten sich wie fast alle eusozialen
Bienen blutenstet und fliegen fiir kirzere
Zeitabschnitte nur Bliten einer oder dhn-
licher Spezies an (Luxau 1990, 1993, 2007;
WiLLmeR 2011). Mit dieser Bliitenstetigkeit
erhéhen sie vermutlich die Effektivitit
des Nektar- und Pollensammelns, da die
Vorgehensweise zum Erhalten der Beloh-
nung immer die gleiche bleibt, dadurch die
Besuchszeit einer Blite minimiert wird und
damit der héchste Gewinn pro Zeiteinheit
erzielt werden kann (Ponr & Lunau 2007,
MicHENER 2007). Dabei kénnen nach LuNau
& WacHT (1997) sowohl optische als auch ol-
faktorische und gustatorische Blitenstimuli
eine angeborene Verhaltensreaktion bei der
ersten Blitenerkennung einer bliitennaiven
Hummel ausl6sen.

Der Blitenbesuch einer Hummel besteht
aus einer Vielzahl von einzelnen Verhal-
tensreaktionen, beginnend mit der Fern-
orientierung, dem Anflug, worauf der erste
physische Kontakt mit der Blite in Form
einer Antennenreaktion erfolgt, bis zur
Landung und schlieBlich dem Auffinden
der Belohnung und ihrer Aufnahme mit den
Mundwerkzeugen, bzw. Sammelstrukturen.
Einzelreaktionen, die in ihrer Gesamtheit
eine Reaktionssequenz ergeben, werden
dabei von uni- oder multimodalen Bliten-
signalen ausgel6st. Die bei der Fernorien-
tierung aktiven Sinnesorgane der Hummel
sind die Komplexaugen und die Antennen.
Die Augen der Honigbiene, die in vielen
Eigenschaften mit denen der Hummeln
Ubereinstimmen (SPAETHE & CHITTKA 2003),
sind in der Literatur umfassend beschrieben
(Giurra et al. 1996; Briscor & CHITTKA
2001; KevaN et al. 2001; CHITTKA & WELLS
2004; SKorRUPSKI et al. 2006; KAPUSTJANSKY et
al. 2010). Sie bestehen aus mehteren tausend
funktionellen Einheiten, den Ommatidien,

die jeweils mit einer eigenen Linse und
einem Satz Photorezeptoren ausgestattet
sind. Unter kleinem Sehwinkel, also bei
groBer Entfernung zwischen Hummel und
Objekt, werden nur Informationen der in ih-
rer Anzahl dominierenden Griinrezeptoren
ausgewertet und daher nur der achromati-
sche Kontrast erkannt (LEHRER et al. 1990;
GIURFA & LEHRER 2001), vergleichbar etwa
dem Didmmerungssehen des Menschen mit
den ebenfalls im grilnen Wellenlingenbe-
reich empfindlichen Stdbchen. Nach Dygr
et al. (2008) kann Bombus terrestris ab einem
Sehwinkel von 2,7° Farben von Objekten
erkennen; daftir muss ein Objekt mit einem
Durchmesser von 5 mm eine Distanz zur
Hummel von weniger als 100 mm aufweisen.
Die Sensillen der Antennen dienen neben
der Wahrnehmung von Temperatur und
Feuchtigkeit (AGREN & HALLBERG 1996) der
olfaktorischen (LuNAu 1991), gustatorischen
(DE Brito SANCHEZ et al. 2005) und mecha-
no-rezeptorischen (DiETZ & HUMPHREYS
1971) Detektion. Insgesamt iberwiegen
olfaktorische Sensillen und Rezeptoren
(AGREN & HALLBERG 1990), abgestimmt
auf die dominante Rolle von Duftstoffen
(WriGHT & ScHiesTL 2009) im Leben von
Insekten. LuNnau (1991) bezeichnet olfak-
torische Stimuli bei der Fernorientierung
als den ersten Weckreiz, der eine Suchstim-
mung ausldst, aber noch kein zielgerichtetes
Verhalten. Zahlreiche Arbeiten belegen fur
Bomtbus terrestris, dass Objekte besser unter-
schieden werden bei gleichzeitiger Prisenz
visueller und olfaktorischen Stimuli (IKuNzE
& GUMBERT 2001; GEGEAR & LavarTy 2001,
2005; KuraHcr et al. 2008).

Sowohl beim Pollensammeln als auch
beim Nektarsammeln landet die Hummel
zunichst bei belohnungsversprechenden
Reizen, indem sie nach einem ersten Kon-
takt mit der Antenne mit allen sechs Beinen
auf der Blitenoberfliche aufsetzt. Nach
der Landung erfolgt bei der Detektion von
Zucker der Russelreflex (PER = Proboscis
Extension Reflex), ausgel6st durch Saccha-
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rose und andere Zucker als gustatorische
Stimuli fir die Zuckerrezeptoren (BITTER-
MANN et al. 1983). Die Erkennung von Pol-
len erfolgt wahrscheinlich nicht Gber einen
vergleichbaren Reaktionsautomatismus wie
beim Nektar, da nach derzeitigem Wissens-
stand kein vergleichbarer Rezeptor existiert
und auch kein fiir Pollen charakteristischer
chemischer Stimulus bekannt ist (LuNAU
2007). Um die Bedeutung einzelner Stimuli
fur die Erkennung von Pollen zu testen,
wurden charakteristische Pollenstimuli, wie
das Pollenpigment Quercetin, der hdufig im
Pollen vorkommende Duftstoff Eugenol,
die von Pollen bekannten Geschmacks-
stoffe Glucose und Prolin sowie als taktiler
Stimulus Microglaskugeln von dhnlichem
Durchmesser wie Pollenkorner in verschie-
denen Kombinationen naiven Erdhummeln
angeboten. In experimentellen Testreihen
wurden die beschriebenen Verhaltensre-
aktionen beim Pollensammeln von Bowbus
terrestris anhand von natlrlichem Léwen-
zahnpollen und alternativ angebotenen
Stimuli-Kombinationen analysiert, um die
Bedeutung einzelner Stimuli fir die ge-
nannten Verhaltensreaktionen aufzuzeigen.

2. Material und Methoden
2.1. Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau bestand aus einem
Hummelnest mit Zugang zu einem gro3eren
Flugraum, in dem die Tiere mit Biogluc® vet-
sorgt wurden, und Zugang zu einer kleineren
Plexiglaskammer, die als Versuchsraum diente
(Abb. 1). Im abgedunkelten Nest wurde von
Honigbienen gesammelter Blitenpollen
zur Erndhrung der Hummeln und Larven
zugegeben. Um konstante Bedingungen
und einheitliche Testsituationen zu bewah-
ren, wurde der Versuchsraum ausschlieflich
kiinstlich beleuchtet mit zwei Leuchtstoff-
rohren der Firma Osram, Typ L58W /865,
Lumilux cool daylight. Das Raumklima wurde
nicht explizit gesteuert, sondern durch die
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Abb. 1: Versuchsaufbau: links: Nest, Mitte: Ver-
suchsarena, rechts: Flugraum.

Fig. 1: Experimental setup: left: nest, middle: test
arena, right: flight cage.

Einstellung der Zentralheizung vorgegeben.
Es variierte zwischen 18,2 °C und 27,7 °C.
Die relative Luftfeuchtigkeit lag zwischen
21 % und 59 % RLE Im Versuchsraum wurde
einzelnen Individuen von Bowmzbus terrestris auf
Bliitenattrappen neben natiitlichem Léwen-
zahnpollen (Taraxacum officinale) die zu testen-
de Kombination einzelner oder verschiedener
Pollenstimuli sowie eine Negativkontrolle mit
dem Lésungsmittel angeboten. Zur Pripara-
tion der Attrappen als Triger der Testsubs-
tanzen wurden runde Filterpapiere mit 7,0
cm Durchmesser (Rundfilter MN 615 von
Macherey-Nagel, Diren) verwendet, auf die
Léwenzahnpollen, Stimuli-Kombination und
Kontrolle randlich in einem Abstand von 4,5
cm aufgetragen wurden (Abb. 2). Die Filter-

Abb. 2: Blittenattrappe mit Pollen (mittig unten),
Treatment (oben links), Kontrolle (oben rechts).
Fig. 2: Flower dummy with pollen (middle
bottom), treatment (top left), control (top right).
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papiere wurden bei jedem Einzelversuch an
gleicher Position, vertikal im Versuchsraum
angeordnet (Abb. 2).

Die Testsubstanzen bestanden aus dem na-
tirlichen Pollen, dem jeweiligen Treatment,
einzelner oder kombinierter visueller, chemi-
scher oder taktiler Stimuli und der Kontrolle,
bestehend aus dem Losemittel, in dem die
Stoffe gelost waren. Eine Versuchsreihe mit
ciner Stimuli-Kombination umfasste zwolf
Bliitenattrappen (n = 12), bei denen die Lage
von Pollen, Treatment und Kontrolle variier-
te, um mogliche Positionseffekte auszuschlie-
Ben. Die verwendeten Substanzen, die den
Versuchstieren als multimodale Stimuli ange-
boten wurden, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Quercetin ist ein dem Léwenzahnpollen in
der Farbe sehr dhnlicher Farbstoff. Querce-
tin ist ein natiirliches Farbpigment aus der
Gruppe der Flavonoide und kommt hiufig
in Blidtenpollen vor (HARBORNE & WILLIAMS
2000). Eugenol, ein natiirlich vorkommender,
sekundirer Pflanzenstoff ist als Duftstoff
in vielen Pollenarten enthalten (DOBSON et
al. 1999). Prolin ist ein hiufiger Bestandteil
des Pollenkitts (CARTER et al. 20006). Glucose
ist der Hauptbestandteil von Nektar und
somit das eigentliche Nahrungsmittel von
Bombus terrestris (WiLLMER 2011). Beim Nek-
tarsammeln wird sie iber Rezeptoren erkannt
und 16st den angeborenen Risselreflex aus
(BITTERMANN et al. 1983). Im Pollen dagegen
ist sie im Inneren enthalten und kann somit
nur nach dem AufbeiBen detektiert werden
(Pacint 2000; NEpr et al. 2003). Um einen
taktilen Oberflicheneindruck zu schaffen
und die Pollenstruktur zu simulieren, wur-
den Glaskugeln mit einer Gro3e von 40-
80 wm eingesetzt.

2.2. Versuchsdurchfithrung

Nachdem der Versuchsraum mit der Attrappe
prapariert war, wurde eine nicht markierte
Arbeiterin auf dem Weg zum Flugraum ab-
gefangen und in den Versuchsraum gesetzt.
Sobald eine erste Anndherung von Bombus
terrestris auf das Filterpapier im Bildausschnitt
erkennbar war, wurde fur die Dauer von
1 min mit einer Videokamera des Typs Pana-
sonic HC-V707, die auf einem Stativ Primax
180 vor dem Versuchsraum fixiert wurde, eine
Videoaufnahme gestartet. Reaktionen aul3er-
halb dieses Zeitfensters gingen nicht in die
Wertung ein. Ein Versuchstier wurde maximal
5 min im Versuchsraum belassen. Fiir die
Wertung der einzelnen Verhaltensreaktionen
wurden folgende Regeln eingehalten:

Als Anflug wurde das Ausrichten der Anten-
nen auf Pollen, Treatment oder Kontrolle
der Attrappe aus kurzer Distanz gewertet
(Abb. 3a).

Als Antennenreaktion wurde das Bertihren
der Attrappe mit den Antennen nach erfolg-
tem Anflug gewertet (Abb. 3b).

Als Landung wurde das Aufsetzen aller
sechs Beine auf der Attrappe nach erfolgter
Antennenreaktion gewertet (Abb. 3c).

Als Risselreaktion wurde das Beriihren der
Attrappe mit dem ausgestreckten Rissel
nach der Landung gewertet (Abb. 3d).

Als Mandibelreaktion wurde das Bertihren
der Attrappe mit den sich bewegenden Man-
dibeln nach der Landung gewertet (Abb. 3e¢).
Als Buzzen wurde das hérbare und sichtbare
Vibrieren der Flugmuskulatur nach der Lan-
dung gewertet (Abb. 3f).

Eine Hummel konnte in dem Versuchszeit-
raum sowohl einzelne Verhaltensreaktionen

Tab. 1: Verwendete Stimuli nach Art, Wirkung, Substanz.
Tab. 1: Applied stimuli regarding type, effect and substance.

Art Wirkung Substanz
Gelbpigment visuell Quercetin
Atherisches Ol olfaktorisch Eugenol
Monosaccharid gustatorisch Glucose
Aminosdure gustatorisch Prolin
Strukturelement taktil Microglaskugeln
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Abb. 3: Bewertung von beobachtetem Verhalten.
a Anflug, Fixieren der Attrappe, Pollen oder
Treatment, mit den Antennen aus kurzer Distanz,
b Antennenreaktion, Berthren der Attrappe mit

den Antennen, ¢ Landung, Aufsetzen aller sechs
Beine auf der Attrappe, d Mandibelreaktion,
Einsetzen der Mandibeln, e Risselreaktion,
Hinsetzen des Rissels, f Buzzen, Vibrationen mit
der Flugmuskulatur.

Fig. 3: Evaluation of monitored behavioural
reactions. a approach, orientation of antennae
towards the artificial flower, pollen or treatment,
from close distance, b antennal reaction, tou-
ching the flower dummy with antennae, ¢ lan-
ding, touching the flower dummy with all six legs,
d mandible reaction, visible mandible agitation,
e proboscis reaction, visible proboscis ex-
tension, f buzzing, audible vibration of flight
musculature.
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als auch die gesamte Verhaltenssequenz am
Pollen und/oder am Treatment und/oder an
der Kontrolle zeigen. Mehrfache Reaktionen
eines Versuchstieres im aufgenommenen
Zeitraum waren moglich und gingen in
die statistische Auswertung ein. Die Ein-
zelversuche wurden so lange wiederholt,
bis Ergebnisse von zwolf Versuchstieren
votlagen. Auch die Anzahl der nicht aktiven
Erdhummeln, auf die die Attrappen nicht
attraktiv wirkten, wurde erfasst. Um sicher-
zustellen, dass nur bliitennaive Versuchstiere
getestet wurden, erhielt jedes Individuum im
Anschluss an den Versuch eine Kennung
tber Opalithplittchen.

2.3. Auswertung der erthobenen Daten

Die Bilddateien wurden mit dem Video-
schnittprogramm Magix Video Studio De-
luxe, 2014 plus ausgewertet. Das Programm
ermoglicht die Skalierung der in Echtzeit
erfassten Daten tber eine Bildwechsel-
frequenz von 25 Hz, sodass eine zeitliche
Auflésung der Videos in 25 Bilder pro
Sekunde méglich wurde. Nach dieser Zeit-
skalierung wurde jedes Video gesichtet und
die in den Regeln festgelegten Kriterien zur
Verhaltensbeurteilung zusammen mit den
wesentlichen Versuchsparametern erfasst.
Dabei wurden die erhobenen Daten nach
Treatment-Kombination katalogisiert und
als Stammdaten fur die statistische Auswer-
tung bereitgestellt.

2.4. Statistische Auswertung

Fir die Auswertung der Daten wurde ein
Verhaltensindex V mit der folgenden Formel
entworfen:

Verhalten an Treatment
Verhalten an (Pollen + Treatment)

V=

Der Verhaltensindex kann Werte zwischen
0 und 1 annehmen, ein Wert von 0 bedeutet
eine Priferenz fir den Pollen, ein Wert von
1 zeigt eine Priferenz fur das Treatment an
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Tab. 2: Verhaltenshiufigkeiten und Anzahl der Individuen, die das Verhalten zeigten, an Pollen,

Treatment und Kontrolle.

Tab. 2: Frequencies of behavioral reactions and number of individuals showing the respective

behavior at pollen, treatment and control.

Verhalten an Pollen | Treatment | Kontrolle
Anflug 509 132 1 (n=1)
Antennenreaktion 414 99 0
Landung 307 75 0
Mandibelreaktion 16 2 0
Riisselreaktion 22 1 0

Buzzen 6 1 0

und ein Wert von 0,5 liegt dann vor, wenn
Pollen und Treatment gleichwertig attraktiv
waren und keine Priferenz zu beobachten
war. Statistisch ausgewertet wurden Ver-
haltensreaktionen die mindestens sechsmal
gezeigt wurden. Da Reaktionen auf die Ne-
gativkontrolle nur duf3erst selten beobachtet
wurden, insgesamt einer von 642 Anfligen
(Tab. 2), wurde auf ihre Beriicksichtigung
verzichtet.

3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 356 blitennaiven Hum-
meln alternativ natiirlicher Léwenzahnpol-
len, eine von verschiedenen Kombinationen
uni- und multimodaler Stimuli sowie eine
Negativkontrolle auf Blitenattrappen pri-
sentiert und das Verhalten der Versuchs-
tiere beobachtet. Von den 356 getesteten
Individuen haben 240 auf die angebotenen
Stimuli reagiert, wobei 217 Hummeln sich
fur Pollen oder Pollen und Treatment inte-
ressierten und 23 Tiere ausschlieBlich eine
Treatment-Kombination anflogen. Eine
Hummel flog die Negativkontrolle an (Tab.
2). Der Vergleich der Reaktionen Anflug,
Antennenreaktion und Landung am Pollen
ergibt, dass auf 81,3 % der 509 Anfliige eine
Antennenreaktion folgte und 74,2 % der
414 Antennenreaktionen zu einer Landung
fithrten. Die entsprechenden Reaktionen am
Treatment ergeben, dass auf 75,0 % der 132
Anfliige eine Antennenreaktion folgte und

auf 75,8 % der Antennenreaktionen eine
Landung. Alle anderen Reaktionen erfolgten
weitaus seltener, am Pollen wurden 5,2 %
der Landungen zu einer Mandibelreaktion
weitergefithrt, 7,2 % zu einer Risselreaktion
und 1,9 % bis zum Buzzen. Am Treatment
erfolgten auf 2,7 % der Landungen eine
Mandibelreaktion, auf 1,3 % eine Rissel-
reaktion und auf 1,3 % das Buzzen. Der
einzige Anflug einer Hummel auf die Kon-
trolle wird bei den Ergebnissen gemil3 der
vereinbarten Stichprobengréfie 6 < n = 12
nicht weiter ausgewertet.

Insgesamt wurden 20 Versuchsreihen durch-
gefithrt, von denen sechs ausgewihlt und in
Boxplot-Diagrammen (Abb. 4) dargestellt
sind. Der Pollen wurde von den Versuchs-
tieren signifikant bevorzugt, solange kein vi-
sueller Stimulus angeboten wurde. Auch der
Duftstoff Eugenol ohne das Farbpigment
bewirkte bis auf einzelne Ausreiller (Abb.
4a, b) kein anderes Verhalten. Quercetin als
unimodaler Reiz alleine reichte aus, um die
Priferenz der Hummeln fiir den natiitlichen
Pollen aufzuheben. Auf die Prisentation des
visuellen Stimulus reagierten die Hummeln
sowohl mit einer gré3eren Anflughiufigkeit
als auch mit einer gréBeren Hiufigkeit von
Antennenreaktionen und Landungen (Abb.
4¢). Dasselbe galt auch fiir die Kombination
von Quercetin mit Glaskugeln (Abb. 4d).
Die Lage der Mediane in der Versuchsreihe
mit der Treatment-Kombination Quercetin
und Glas zeigt von Anflug bis Landung eine
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Abb. 4: Relative Priferenz fir ausgewihlte Treatment-Kombinationen. a Glucose, Prolin, b Eu-
genol, Glucose, Prolin, ¢ Quercetin, d Quercetin, Glas, e Quercetin, Eugenol, Glas, f Quercetin,
Eugenol, Prolin, Glucose, Glas im Vergleich. V = 0,5: keine Priferenz, V < 0,5: Priferenz fir Pol-
len, V > 0,5: Priferenz fiir Treatment. Getestete Individuen (Angaben unten rechts); n_: Anzahl
aller Versuchstiere, die fiir die Versuchsreihe eingesetzt wurden, n: Anzahl der Individuen, die das
Verhalten gezeigt haben (Angaben oberhalb des Diagramms), gepaarter Wilcoxon-Test nur bei
n = 6. Signifikanzniveaus: p < 0,001 & ** p < 0,01 £ ** p < 0,05 £ *, n.s. £ nicht signifikant.
Fig. 4: Relative preference for selected treatment combinations. a Glucose, Proline, b Eugenol,
Glucose, Proline, ¢ Quercetin, d Quercetin, Glass, e Quercetin, Eugenol, Glass, f Quercetin,
Eugenol, Proline, Glucose, Glass. V = 0.5: no preference, V < 0.5: pollen preference, V > 0.5:
treatment preference. Number of individuals tested; 0. (indicated at the bottom right), n: number
of individuals responding (indicated above the diagram); paired Wilcoxon test if n = 6. Level of
significance: p = 0.001 £ ** p < 0.01 £ ** p < 0.05 £ * n.s. £ not significant.
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stetig fallende Tendenz. Eugenol als zusitz-
licher Duftstoff (Stimulus-Kombination
Quercetin, Eugenol, Glas) reichte aus, um
diese Tendenz aufzuheben und die Bevor-
zugung der Stimuli-Kombination gegeniiber
Pollen bei Anflug, Antennenreaktion und
Landung zu steigern (Abb. 4e). Bei der
Kombination aller Stimuli zeigten die Ver-
suchstiere bei den Verhaltensweisen Anflug,
Antennenreaktion und Landung weder eine
Priferenz fiir den natiirlichen Pollen noch
fur das Treatment (Abb. 4f). Der Pollen
wurde bei Anflug und Antennenreaktion
weniger stark bevorzugt und es wurden
mehr Landungen am Treatment beobachtet
als am Pollen. Neben einer Mandibelreakti-
on konnte auch ein Buzzen am Treatment
beobachtet werden. Dieses Verhalten am
Treatment bei Kombination aller Stimuli,
das bei keiner der vorher betrachteten Ver-
suchsreihen zu erkennen war, zeigt, dass
diese Treatment-Kombination eine gleich

Auswertung — Anflug

hohe Attraktivitit auf die Versuchstiere
ausiibte wie die natiirliche Ressource Pollen.
Abbildung 5 zeigt die kumulierten Ver-
haltensindex-Werte fiir alle durchgefiihr-
ten Versuchsreihen. Es sind jeweils die
Priferenzen der einzelnen Versuchstiere
aufsummiert. Dabei wird deutlich, dass
eine Anflugreaktion hiufig erfolgte, wenn
das Pigment Quercetin angeboten wurde,
jedoch Anflige bis auf zwei Ausnahmen
unterblieben, wenn der Farbstimulus fehlte
(Abb. 5). Das Angebot der Geschmacksstof-
fe Glucose und Prolin einzeln, aber auch in
Kombination 16ste genauso wie das Angebot
des taktilen Stimulus Glas keinen Anflug
am Treatment aus, allerdings verstirkte das
eigentlich taktile Element Glaspulver wohl
auch die optische Wirkung von Quercetin.
Sechs von zwolf Hummeln priferierten das
Treatment mit der Kombination Quercetin,
Hugenol, Glucose, Prolin und Glas. In dieser
Versuchsreihe unterschied Bombus terrestris
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also nicht mehr zwischen dem natiirlichem
Pollen und dem Treatment. Die Anfliige
der beiden Treatment-Kombinationen
ohne Quercetin (Abb. 5) wurden nicht
zu einer Antennenreaktion weitergefiihrt
(Abb. 0). Der olfaktorische Stimulus férdert
die Entscheidung zur Antennenreaktion,
jedoch handelt es sich bei den attraktivs-
ten Stimuli-Kombinationen um die mit
visuellen und/oder taktilen Stimuli. Bei der
Kombination aller fiinf eingesetzten Stimuli
wird das Treatment (V,  =6,67) sogar dem
Pollen (V. ,,=5) vorgezogen. Nachdem
Antennenreaktionen nur in Gegenwart
von Quercetin erfolgten, sind auch bei den
Landungen nur Stimuli-Kombinationen mit
dem Farbpigment Quercetin relevant (Abb.
7). Die meisten Versuchstiere reagierten
auf Kombinationen des visuellen Stimulus
Quercetin mit dem olfaktorischen Stimulus
Eugenol. Mikroglaskugeln, die tiber die An-
tennen moglicherweise als taktiler Stimulus
wahrgenommen werden konnten, férdern
ebenfalls die Haufigkeit der Landungen.

4. Diskussion
4.1. Anflugverhalten

Auf Basis des Verhaltensindex V, der eine
Priferenz fiir Pollen oder Treatment aus-
weist, konnte gezeigt werden, dass fir den
Anflug an eine Blutenattrappe das gelbe
Farbpigment Quercetin von ausschlagge-
bender Bedeutung war. Ohne den visuellen
Stimulus Quercetin wurde der nattrliche
Pollen alternativ zum Treatment signifikant
bevorzugt. Dadurch wird bestitigt, dass ein
visueller Stimulus fiir die Fern- und Nahori-
entierung der Hummeln von entscheidender
Bedeutung ist (LEHRER et al. 1990; LuNau
1990, 1991, 1992, 1993; DyER & CHITTKA
2004; Raguso 2004; LuNAU et al. 2006, 2009;
SKORUPSKI et al. 2006; DYER et al. 2008; Ku-
LAHCI et al. 2008; KAPUSTJANSKY et al. 2010;
AVARGUES-WEBER et al. 2011). Pollen stellt
ein visuelles Locksignal fiir Hummeln dar,

das von vielen Blitten in Form von Antheren
und Staubgefile imitierenden Blitenmalen
nachgeahmt wird; das hiufige Vorkommen
von StaubgefiBimitationen bei melittophilen
Bliten (LuNau 2000, 2007) unterstiitzt das
in dieser Studie vorgestellte Ergebnis, dass
ein visuelles Signal entscheidend fiir das Ini-
tileren einer Besuchssequenz bei Hummeln
ist. Obwohl gelber Bliitenpollen im Nest
gefiittert wurde, kann eine Konditionierung
auf die Farbe ausgeschlossen werden, da
das Nest lichtdicht aufgestellt war. Die hier
vorgestellten Ergebnisse bestitigen die in
Arbeiten von Lunau (1990, 1992, 1993,
1995) erhobenen Daten tber die angebo-
rene Erkennung von Bliten bei Bombus
terrestris aufgrund optischer Signale. Die
erhobenen Daten korrespondieren ebenso
mit den Beobachtungen von OscHE (1979,
1983) sowie Lunau & WacHT (1997) tber
die herausragende Stellung der Farbe Gelb
in ihrer Signalwirkung auf Bestduber zur
Detektion von Pollen und Stamina. Dabei
handelt es sich bei der gelben Farbe von
Pollen und bei der gelben Farbe von Pollen
und Staubgefile imitierenden Blitenmalen
ausschlieflich um ein UV-absorbierendes
Gelb (HEUSCHEN et al. 2005). Der gelbe UV-
absorbierende Farbton der Blittenmale ist
jedoch im Unterschied zu der Schwebfliege
Eristalis tenax nicht die verhaltenswirksame
Higenschaft der Farbe fiir B. zerrestis, die auf
die héhere spektrale Reinheit der Blutenmale
im Vergleich zur umgebenden Blitenkrone
reagieren (LUNAU et al. 1990).

Farblose Attrappen mit gustatorischen
oder taktilen Stimuli sowie Kontrollsub-
stanzflichen, die einen, wenn auch geringen,
Kontrast zum Hintergrund bildeten, waren
fir die Versuchstiere nicht attraktiv. Die
Anflugsequenz mit Antennenreaktion an
gelben Blitenmalen wird bei Honigbienen
auch dann beobachtet, wenn sie an einer
anderen Stelle belohnt werden, somit ist sie
also kein spezifisch auf den Pollen gerichte-
tes Verhalten (LuNnau et al. 2009). Vielmehr
lenken Staubgefif3e imitierende Bliitenmale
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den Anflug von Bienen oftmals an Stellen,
die Zugang zum Nektarhaltern bilden
(Luxau 2007). Quercetin war der einzige
unimodale Stimulus, der die Priferenz der
Hummeln fiir Pollen authob, wihrend Euge-
nol als Einzelstimulus kein Anflugverhalten
ausloste; nur in Kombination mit anderen
Stimuli wie Prolin und Glas interessierten
sich einzelne Versuchstiere fiir den olfakto-
rischen Reiz. Obwohl ERBER et al. (1993) die
Detektion olfaktorischer Stimuli wihrend
des Anflugs nachweisen konnten und eine
Konditionierung auf Eugenol nach MENZEL
& MULLER (1996) aus dem Pollenduft durch
die Nestfiitterung wahrscheinlich war, re-
agierten die Hummeln nicht auf Eugenol.
Mégliche Ursachen hierfiir kénnen sein,
dass Eugenol nicht oder aufgrund von
Verflichtigung nicht mehr im gefitterten,
getrockneten Hoschenpollen enthalten und
den Versuchstieren somit unbekannt war.
Es ist ebenfalls moglich, dass der Duftstoff
in einer zu geringen Konzentration pri-
sentiert wurde. In den hier beschriebenen
Versuchsreihen wurde der Stimulus im
Unterschied zu den Versuchen von ERBER et
al. (1993) ohne kontrollierte Luftstromung
eingesetzt, sodass keine Aussage dartiber
getroffen werden kann, ob und wann die
Versuchstiere den Duft in ausreichender
Stirke wahrnehmen konnten. Durch den
beim Flug erzeugten Luftstrom ficheln sich
Hummeln jedoch den Duft beim Anflug
regelrecht zu, so dass nicht eine zu geringe
Duftstoffkonzentration, sondern eher eine
Adaptation der Geruchsrezeptoren an den
im kleinen Versuchsraum akkumulierten
Duft als Ursache fiir das Ausbleiben einer
Reaktion plausibel erscheint.

Gustatorische Stimuli wie Glucose und
Prolin sowie das taktile Element Glas
konnten von B. ferrestris frithestens bei der
Antennenreaktion wahrgenommen werden
(KEvAN & LANE 1985). Daher sind sie als
einzelne Stimuli nicht geeignet, um ein An-
flugverhalten auszuldsen. Allerdings scheint
Prolin die Wirksamkeit des visuellen und
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olfaktorischen Stimulus verbessert zu haben.
Vermutlich waren die Tiere durch die Lar-
valftterung mit Blitenpollen auf den Duft
von Prolin, der in der Produktbeschreibung
der Fa. Merck® als aminartig angegeben
wird, konditioniert. Als unerwartetes Er-
gebnis konnte die Verstirkung des visuellen
Reizes in Form des Farbpigmentes durch
die als taktiler Stimulus eingebrachten Mi-
kroglaskugeln herausgestellt werden. Dieses
Phinomen wurde scheinbar bisher in der
Literatur noch nicht behandelt, obwohl eine
erlernte Unterscheidung von pollendhnli-
chen Oberflichen durch Hummeln bekannt
ist (Gack 1981). Es konnte jedoch deutlich
eine hohere Anflugfrequenz in Gegenwart
von Quercetin und Glas nachgewiesen wer-
den, obwohl die Glaskugeln beim Anflug
noch nicht als taktiler Stimulus wahrgenom-
men werden konnten. Durch die Reflexion
des Lichtes an der Oberfliche der Glasku-
geln konnten Glanzeffekte entstanden sein,
dhnlich der Wirkung von Nektartropfen, die
attrahierend auf B. ferrestris wirkten.

Die Auswertung des kumulierten Verhal-
tensindex zeigt auch, dass der visuelle Sti-
mulus fir den Anflug ausschlaggebend war,
wihrend Kombinationen mit dem Duftstoff
Hugenol ohne das Farbpigment nur verein-
zelt zu einer Reaktion fithrten. Die Annahme
der unterstiitzenden, visuellen Wirkung der
Glaskugeln lisst sich auch hier ableiten. Die
Kombination aller getesteten multimodalen
Stimuli, Quercetin, Eugenol, Prolin, Glucose
und Glas, 16sten bei den Hummeln nahezu
die gleiche Anflughdufigkeit am natiirlichen
Pollen wie am Treatment aus. Obwohl die
Geschmacksstoffe Prolin und Glucose
ohne Kontaktrezeption nicht wahrnehmbar
waren (LINANDER et al. 2012) und daher
beim Anflug nicht von groBer Bedeutung
sein konnten, erhchen sie in Kombination
mit dem Farbpigment, den visuell unter-
stiitzenden Glaskugeln und dem Duftstoff
offensichtlich die Attraktivitdt auf Bombus
terrestris. KuraHcl et al. (2008), die Bienen
auf uni- und multimodale Stimuli trainierten,
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fanden, dass die Tiere effektivere und prizi-
sere Entscheidungen trafen, wenn mehr als
eine Modalitdt gegeben war. Zwar brauchten
die Tiere mehr Zeit fiir die Entscheidungs-
findung, dafiir waren die Entscheidungen
genauer als bei nur einem visuellen oder ol-
faktorischen Stimulus. Méglicherweise sind
die einzelnen neuronalen Reizschwellen bei
der Konfrontation mit multimodalen Stimuli
geringer als bei einem unimodalen Stimulus,
sodass in diesem Fall echer die Entscheidung
zur weiteren Inspektion getroffen wird. In
diesen Kontext wiirde sich das hier beob-
achtete Verhalten auf die Prisentation aller
Testsubstanzen einfiigen.

4.2. Antennierverhalten

Antennenreaktionen wurden per defini-
tionem nur gewertet, wenn sie auf einen
Anflug erfolgten. Da einzelne Anflige auf
Treatment-Kombinationen mit Hugenol,
aber ohne das Farbpigment nicht zum An-
tennieren fuhrten, wird auch hier deutlich,
dass bei der Entscheidung zur Antennentre-
aktion der visuelle Reiz entscheidend war.
Bei der Nahinspektion der Bliitenattrappe,
bei der die Hummel im Flug sich langsam
dem Ziel ndhert und mit den ausgerichteten
Antennen die Landezone fixiert (ERBER et
al. 1993; Ponr & Lunau 2007), muss davon
ausgegangen werden, dass olfaktorische Sti-
muli detektiert werden. DossoN et al. (1999)
fithrten Langzeitstudien zur Untersuchung
des Fouragierverhaltens von Bombus terrestris
an Rosa rugosa durch und nennen Eugenol in
diesem Zusammenhang eine Schlisselsub-
stanz, durch die mehr als 50 % der Anfliige
zu Landungen fithrten. Die vorliegenden
Ergebnisse konnen mit diesen Aussagen
nicht in Einklang gebracht werden. Vermut-
lich war den Versuchstieren in dieser Studie
Eugenol fremd und es gibt keine angeborene
Duftpriferenz fiir Eugenol. Allerdings wird
die Bedeutung des olfaktorischen Reizes bei
der Antennenreaktion in der Kombination
mit einem visuellen Stimulus (Kuranct et al.

2008) offenkundig. Alle Versuchstiere, die
die Treatment-Kombination Quercetin, Eu-
genol und Glas anflogen, antennierten auch;
dies traf bei den Treatment-Kombinationen
ohne Duftstoff nicht zu. Somit spielt Duft
bei der Entscheidung, ob sich die nihere
Inspektion der Bliitenattrappe durch Be-
rithrung der Oberfliche mit den Antennen
lohnt, doch eine Rolle (KRELL & KRAMER
1998; DoBsON et al. 1999), allerdings nur in
Kombination mit dem visuellen Reiz (LuNnaAU
1992). Die Auswertung des kumulierten
Verhaltensindex zeigt ein dhnliches Bild.
Die Antennenreaktion als Nahinspektion
des Zielobjekts erfolgt nach dem Anflug
nur anhand des visuellen Reizes. Fur den
olfaktorischen Stimulus, Eugenol, lisst sich
aus den Versuchsergebnissen keine Einfluss-
nahme ableiten. Erst beim Antennieren war
den Versuchstieren die Detektion der Haptik
von Glaskugeln moglich. Somit kann ange-
nommen werden, dass die Glaskugeln als
taktiler Reiz von Einfluss sind. Vorstellbar
wire auch hier eine Konditionierung auf die
Kugelform der Pollenkdrner bei der Nest-
futterung, obwohl GréBe und Durchmesser
der Glaskugeln mit 40-80 pm stark von der
GroBe der Lowenzahn-Pollenkérner mit
30-40 um abwichen. LuNAu & WacHT (1997)
halten auch eine angeborene Reaktion fiir
bestimmte taktile Reize fiir moglich.

4.3. Landung

Um eine Landung hervorzurufen, scheint
ein visueller Reiz alleine nicht auszu-
reichen. Deutlich zu erkennen ist diese
nicht ausreichende Reizwirkung bei der
signifikanten Priferenz der Hummeln fir
Léwenzahnpollen im Vergleich zu Quer-
cetin, abgeleitet aus der Auswertung des
Verhaltensindex. Wihrend bei Anflug und
Antennenreaktion Quercetin die signifikante
Priferenz des Pollens aufhob, verringert
sich die Landehiufigkeit am Treatment bei
der Priasentation des unimodalen, visuellen
Stimulus. Hingegen gewinnt Duft bei der
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Landung an Bedeutung. Diese Aussage deckt
sich mit verschiedenen Literaturquellen
(Lunau 1992; DossoN et al. 1999; Kuranct
et al. 2008). Die wirksamsten Stimuli zum
Ausl6sen einer Landung sind Kombinatio-
nen von Eugenol (DoBsoN et al. 1999) mit
Prolin (CARTER et al. 2006) und Glas. Nach
MEeNZEL (1985) verbinden Bienen eher eine
Belohnung mit Duftstoffen als mit visuellen
Signalen. Diese Aussage kann die Reaktion
auf Eugenol erkliren. Trotz der kurzen
Beobachtungszeit von einer Minute waren
die Versuchstiere durchaus in der Lage, sich
bestimmte Orte auf den Blitenattrappen zu
merken und innerhalb des Messzeitraumes
wiederholt anzufliegen. Prolin, als gustatori-
scher Stimulus eingesetzt, scheint allerdings
auch olfaktorisch wahrgenommen worden
zu sein (LINANDER et al. 2012). Prolin hat
nach CARTER et al. (2000) eine herausragende
Bedeutung, da diese Aminosédure von eini-
gen Insekten direkt detektiert werden kann
(DE Brito SANCHEZ et al. 2005). Allerdings
wurden bei diesen Untersuchungen von
Prolin in Nektar wesentlich héhere Konzen-
trationen als in den Stimuli-Kombinationen
eingesetzt. LUNAU & WAcHT (1997) vermu-
teten, dass Prolin der einzig reizwirksame
Geschmacksstoff in Pollen ist. Die hier
vorliegenden Ergebnisse scheinen diese
Aussage zu untermauern. Im Unterschied
zu Prolin wirkte Glucose weniger attraktiv.
Die berechneten kumulierten Verhaltens-
indices zeigen die gleiche Tendenz. Die
Landung wird durch Quercetin und Euge-
nol bestimmt, ebenso sind Prolin und Glas
von Bedeutung. Die héchste Attraktivitit
tibte wiederum die Versuchsreihe mit der
Kombination aller getesteten Stimuli aus,
die sogar die fur nattrlichen Pollen tibertraf.
Hervorzuheben ist auch, dass nur bei die-
ser Zusammensetzung des Treatments ein
Buzzen am Treatment beobachtet werden
konnte. Somit korrespondieren die Beob-
achtungen hier mit Ergebnissen anderer
Arbeiten, nach denen die Blitenerkennung
von visuellen Stimuli (CHITTKA & RAINE
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20006) und der Weg zur Belohnung von
visuellen und olfaktorischen Stimuli (LuNaU
1991) gelenkt werden.

4.4. Fazit

Die beschriebenen Ergebnisse kénnen als
Bestitigung der aufgestellten Hypothese, dass
es eine bevorzugte Kombination und daraus
ableitbar eine Rangfolge der multimodalen
Stimuli gibt, die zu einer erhéhten Anzahl
von Blittenbesuchen fiihrt, gewertet werden.
Denn nur die Kombination aller multimoda-
len Stimuli fithrte bei Bomzbus terrestris zu einer
erhShten Reaktionshiufigkeit am Treatment
im Vergleich zum natiirlichen Pollen. Fir
den Anflug und die Entscheidung zur An-
tennenreaktion war der visuelle Reiz von
wesentlicher Bedeutung. Die Fortfihrung
der Antennenreaktion zur Landung erfolgte
dann hiufig, wenn neben dem visuellen Reiz
ein olfaktorischer Stimulus gegeben war.
Von den beiden getesteten gustatorischen
Stimuli, die beide ohne den visuellen Reiz
wenig attraktiv wirkten, wurde Prolin be-
vorzugt. Prolin als wesentlicher Bestandteil
vom Pollenkitt (GRUTER et al. 2008) kénnte
zu einer Konditionierung der Versuchstiere
durch die Nestfltterung gefiihrt haben. Das
taktile Element Glas zeigte sich, anders als
erwartet, visuell unterstitzend in Gegen-
wart des Farbpigmentes und bewirkte in
Kombination mit den Geschmacksstoffen
eine hohere Landehdufigkeit. Als mogliche
Rangfolge der getesteten Stimuli ist dem-
nach auch eine zeitliche Reihenfolge in der
Bedeutung abzuleiten: Dem visuellen Reiz
bei der ersten Blitenorientierung von B.
terrestris kommt die gréfite Bedeutung zu,
gefolgt von olfaktorischen und taktilen Sti-
muli; erst danach gewinnen gustatorische
Reize an Relevanz. Die Verhaltenssequenz
konnte statistisch jedoch nur bis zur Landung
ausgewertet werden; fir die Auswertung
von Riissel- und Mandibelreaktion sowie fiir
das Buzzen war die Stichprobe zu gering.
Eventuell wiren diese Reaktionen haufiger
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zu beobachten gewesen bei héher konzen-
trierten chemischen Stimuli. Hier sollten auf
Basis der in diesen Versuchsreihen von den
Hummeln priferierten Stimuli-Kombination
weitere Untersuchungen folgen. Genauso
sollte der Einfluss von Mikroglaskugeln
in ihrer optischen Wirkung weiter verfolgt
werden, da dieses Phinomen doch zu er-
staunlichen Ergebnissen fithrte. LuNAU et
al. (2015) beschreiben Studien mit reinem
Glaspulver und belegen ein Buzzen von
Bombus terrestris an den Glaskugeln. Bei der
Interpretation der Ergebnisse muss beachtet
werden, dass es mitunter interkoloniale und
interindividuelle Verhaltensunterschiede gibt
und einige Faktoren wie der jeweils aktuelle
Futtervorrat im Nest das Fouragierverhalten
beeinflussen (DorNHAUS & CHiTTKA 2001;
Krraoka & NitH 2009) oder klimatische Ver-
hiltnisse wie Luftdruck nicht berticksichtigt
wurden. Allerdings ist klar ersichtlich, welche
Sinnesleistungen erfordetlich sind und wie
viele Entscheidungen eine Hummel auf dem
komplizierten Weg zum Larvenfutter treffen
muss. Es ist denkbar, dass eine bliitennaive
Hummel durch die eigene Aufzucht auf ol-
faktorische, gustatorische und taktile Stimuli
konditioniert wurde, nicht aber auf visuelle
Reize. Die visuelle Orientierung an Farbrei-
zen und die Verkniipfung von Farbe und
Nahrungsquelle scheinen angeboren zu sein.
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