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Praferenz von Honigbienen fiir Blitenattrappen in
Abhdngigkeit von deren Oberflachenstruktur

Preference for Artificial Flowers Dependent of its
Microtexture in Honeybees

MicHAEL ERKELENZ, SASKIA WILMSEN & KLAUS LUNAU

Zusammenfassung: Die Bezichung zwischen Blitenpflanzen und Bestdubern ist mutualistischer
Natur, bei der die Pflanzen durch das Anlocken von Bestiubern ihren Reproduktionserfolg erthéhen
und Bestduber Bliitenressourcen nutzen. Die Aufmerksamkeit der Bestiduber wird durch optische,
olfaktorische, gustatorische und taktile Reize der Bliiten gelenkt. Eine wenig untersuchte Art der
Modifikation ist die an Bliitenblittern weit verbreitete konische Struktur der Epidermiszellen. In
dieser Arbeit untersuchen wir, ob Honigbienen (Apis mellifera) eine natiirliche Priferenz fiir konisch
strukturierte Oberflichen besitzen. Zu diesem Zweck wurden 40 Honigbienen in Wahlversuchen
mit unterschiedlich strukturierten Epoxid-Imitaten von Blitenblittern (Rosa sp.) auf eine vorhan-
dene Priferenz unter unterschiedlichen Lichtbedingungen untersucht. Die Auswertung der Daten
ergab eine Priferenz von Honigbienen fiir konisch strukturierte Oberflichen unter verschiedenen
Lichtbedingungen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch die konische Strukturierung
eine Verstirkung der spektralen Reinheit und eine verminderte Winkelabhingigkeit des optischen
Signals der Bliiten und Attrappen bewirkt wird. Die beiden Parameter, gesteigerte spektrale Reinheit
und verminderte Winkelabhingigkeit des Farbsignals, ethchen die Attraktivitit des Blittenfarbsignals
fur Bienen.

Schlusselworter: Honigbiene, Apis mellifera, Glanz, spektrale Reinheit, Farbpriferenz

Abstract: The relationship between flowering plants and insects is mutualistic. The reproductive
success of entomophilous plants is dependent on the ability to attract pollinators for the exploitation
of floral resources. Directing the attention of pollinators to the flowers occurs through optical,
olfactory, gustatory and tactile stimuli. One rarely studied type of floral modifications is represented
by the structure of epidermal cells in petals. Here we ask if there is a preference of conicall struc-
tured surfaces in honeybees (Apis mellifera). For this purpose 40 honeybees were tested in choice
experiments with epoxy casts of petals (Rosa sp.) with conical epidermal cells and epoxy discs with
smooth surfaces to study the preference under different natural light conditions. We found a sig-
nificant preference for conically structured surfaces in honeybees. Calculations based on spectral
reflectance properties show that conical epidermal cells enhance the bee-subjective spectral purity
and minimize the angle dependence of the optical signal of the casts. These factors enhance the
colour signal for the bees and thus increase the attractiveness of the artificial flowers.
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1. Einleitung signalisiert einem potenziellen Bestduber

durch seine GroBle, Farbe und Form, dass
Das weithin sichtbare optische Signal der ein Blittenbesuch durch Nektar als Ener-
Blitenkrone ist maf3geblich am reproduk- gie- oder Pollen als Proteinquelle belohnt
tiven Erfolg der Pflanzen beteiligt. Es werden kénnte (OscHE 1979; LuNau 1993b;
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LuNnau & WacHT 1997; CHiTTkKA & RAINE
2006; BURGER et al. 2008; LUNAU et al. 2009;
MirLER et al. 2009; vaN DER Koor 2014,
VIGNOLINI et al. 2015). Durch blitenstetes
Verhalten von Bestiubern und Pollentrans-
fer zwischen Bliiten einer Spezies wird der
Reproduktionserfolg einer Pflanze erhoht.
Um potenzielle Bestduber auf sich auf-
merksam zu machen, werben Pflanzen mit
auffilligen Farben, Formen und Mustern
ihrer Blittenblitter.

Hine wichtige optische Eigenschaft der Blu-
tenkrone, das Farbsignal, wird durch die Epi-
dermis hervorgerufen und moduliert. Das
Farbsignal von Blittenblittern entsteht durch
nicht von den Pigmenten im Blitenblatt
absorbiertes und innerhalb des Petalums
zurtickgestreutes Licht (VAN DER Koor et
al. 2014). Neben der Einlagerung von Pig-
menten wie Anthocyanen in die Vakuolen
der Epidermiszellen fihrt insbesondere die
Form der Zellen zu einer Verdnderung des
optischen Signals der Bliite. Bei ca. 80 %
aller Blutenpflanzen existieren konische oder
papillése epidermale Strukturen (GLOVER
& MARTIN 1998; WHITNEY et al. 2009a, b,
¢, 2011a, b; ParIOREK et al. 2014). Die ko-
nischen Mikrostrukturen und nanoskaligen
Riefen der Epidermis sind in der Lage, das
Licht zu brechen und den Anteil des in das
Blitenblatt eindringenden Lichtes zu erh6-
hen (GORTON & VOGELMANN 1996; GLOVER
& MARTIN 1998; WHITNEY et al. 2011b;
Gkikas et al. 2015). Dies geschieht durch
die unterschiedlichen Brechungsindizes der
Luft und der Kutikula der Epidermiszellen,
wodurch Licht durch Brechung und Riickre-
flexion in seinem Strahlengang in Richtung
Epidermis abgelenkt wird. Dadurch kénnen
die konisch geformten Epidermiszellen
als Linse fungieren und das Licht in der
Pigmente enthaltenden Vakuole btndeln
(Noba et al. 1994; GORTON & VOGELMANN
1996; vAN DER Koo1 et al. 2014; GKIKAS et
al. 2015; VieNIoLINI et al. 2015). Dadutch, so
die Hypothese, wird ein groBerer Anteil des
Lichtes, auch bei niedrigem Einstrahlwinkel,

durch die Pigmente der Blitenblitter absor-
biert. Aufgrund des dadurch abnehmenden
Anteils des an der Oberfliche reflektierten
weillen Lichtes wird das Farbsignal der Blite
verstirkt (PAPIOREK et al. 2014). Von dem
Blitenblatt reflektiertes Licht wird zusitzlich
durch die konische Form der Epidermis-
zellen diffus gestreut, was die Farbe matt
erscheinen lisst (VAN DER Kool et al. 2014).
Eine Verminderung von Lichtreflexionen
durch mikroskopische Strukturen auf Ober-
flichen ist am Auge von 19 verschiedenen
Schmetterlingsarten, zum Beispiel Polygonia
c-anreum erforscht worden (STAVENGA et al.
20006). Hier bewirken konische Nanostruk-
turen auf der Cornea eine stark verminderte
Reflexion und erhéhen die Lichtausbeute
der Ommatidien (STAVENGA et al. 2000;
DEewaN etal. 2011). Im Gegensatz dazu wei-
sen glatte Oberflichen Glanz auf, welcher
durch die winkelabhingige totale Reflexion
einfallenden Lichtes entsteht (PAPIOREK et al.
2014). Das von der Blitenkrone abgegebene
optische Signal ist folglich abhidngig von dem
Maf der Reflexion, Transmission, Absorpti-
on, Brechung und dem Grad der Streuung
des Lichtes, welche durch den Aufbau und
die Zusammensetzung des Petalums mit
bestimmt wird.

Die optischen Signale werden von den
Honigbienen tber ihre Komplexaugen, in
welchen die Ommatidien ihrerseits jeweils
eine Linse und 0-2 UV-, 0-2 Blau- und 6
Griin-Rezeptoren besitzen, wahrgenommen
(WAKAKUWA et al. 2005). Das Absorptions-
maximum der Griin-Rezeptoren liegt bei
544 nm, das der Blau- bei 436 nm und das
der UV-Rezeptoren bei 344 nm (PEITscH
et al. 1992; Wakakuwa et al. 2005). Das
Komplexauge der Honigbiene besitzt ein
um den Faktor 100 schlechteres rdumliches
Auflésungsvermégen als das menschliche
Auge (CHITTKA & RAINE 2006; LUNAU et
al. 2009). Ein weiterer, die Nahrungssuche
erschwerender Faktor ist der Sehwinkel, der
né6tig ist, um Objekte chromatisch wahrneh-
men zu kénnen. Bei einem Sehwinkel von
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~5° kann die Honigbiene Objekte lediglich
achromatisch durch den Griinkontrast de-
tektieren (GIURFA & MENZEL 1997; CHITTKA
& RAINE 2000), was dem Dimmerungssehen
des Menschen mit Stabchen entspricht. Der
minimale Sehwinkel, bei dem Objekte chro-
matisch durch Farbkontraste unterschieden
werden kénnen, betrigt bei der Honigbiene
15° (GrurrA & MENZEL 1997).

Die hochste Attraktivitit fir Bienen haben
Farbsignale, welche einen starken Farbkon-
trast zum Hintergrund aufweisen und die
drei Farbrezeptoren unterschiedlich stark
erregen, also eine hohe spektrale Reinheit
aufweisen (LUNAU et al. 1996). Die spektrale
Reinheit ldsst sich unter Berticksichtigung
der Beleuchtung und der Empfindlichkeit
der Photorezeptorzellen der Biene berech-
nen und in einem Farbhexagon darstellen
(CHrrTrA 1992; Lunau 1993a, b; LuNau &
WacHT 1997).

Ziel dieser Arbeit ist es, die Oberfliche
eines Blitenblattes, welche die optischen,
olfaktorischen und gustatorischen Eigen-
schaften kombiniert, durch verschiedene
Abformverfahren mit Silikon und Ep-
oxidharz ausschlieBlich auf die optischen
Higenschaften einer Attrappe zu reduzieren.
Die so hergestellten Bliitenattrappen mit
ihrer definierten Oberflichenstruktur und
Pigmentkonzentration erméglichen es, die
komplexe nattrliche Blitenblattmorpho-
logie auf eine Variable, die Oberflichen-
struktur, zu reduzieren und experimentell
zu untersuchen. Durch Wahlversuche mit
trainierten, erfahrenen Honigbienen (Apis
mellifera) soll eine Spontanpriferenz fir
unterschiedliche Oberflichenstrukturen,
glatt und konisch strukturiert, ermittelt
werden. HEs ist noch nicht geklirt, ob Ho-
nigbienen in der Lage sind, diese optischen,
oberflichenabhingigen Unterschiede unter
Freilandbedingungen wahrzunehmen und
ob sie eine Priferenz fiir Oberflichen mit
konischen Mikrostrukturen im Vergleich zu
glatten Oberflichen besitzen. Zudem soll
dieses Experiment unter unterschiedlichen
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Lichtbedingungen durchgefiithrt werden, um
den Einfluss der natiirlichen Beleuchtung
auf die Priferenzen zu ermitteln.

2. Material und Methoden
2.1. Attrappenherstellung und -kontrolle

Fir die Herstellung der Blutenattrappen
wurden die konisch strukturierten Oberfld-
chen der Oberseite der Blitenblitter von
einer Rose (Rosa sp.) genutzt. Die Ruckseite
der Blitenblitter besitzt im Gegensatz
zu der Vorderseite eine glatte Epidermis,
welche zum Vergleich der spektralen Re-
flexion der Attrappen und natiirlichen
Blitenblattoberflichen genutzt wurde. Die
Blittenblitter waren fir die Herstellung der
Attrappen ausreichend grof3 und die Bliiten
wurden von Honigbienen als Nahrungs-
quelle genutzt.

An die Attrappen, die fir die Wahlversu-
che gebraucht wurden, wurden besondere
Anforderungen gestellt. Sie mussten aus
einem einfach zu verarbeitenden, kontrol-
liert anzufirbenden und widerstandsfahigen
Material sein (Abb. 1). Die Abbildung der
Oberfliche eines Blitenblattes von Rosa sp.
durch ein Silikon-/Epoxid-Abformverfah-
ren ermoglichte eine detailgenau imitierte
Oberflichenstruktur der Attrappen bei ein-
heitlicher Pigmentierung, Gustatorische und
olfaktorische Reize, welche das Wahlverhal-
ten der Versuchstiere beeinflussen, wurden
durch die kinstlichen Blitenattrappen aus
Epoxidharz ausgeschlossen. Zur Herstel-
lung der konisch strukturierten und glatten
Attrappen mit einem Durchmesser von
40 mm und einer Dicke von 5 mm musste
die abzuformende Oberfliche trocken und
staubfrei sein, um die Bildung von Artefak-
ten zu verhindern.

In eine Glas-Petrischale mit einem Durch-
messer von 80 mm und einer Hoéhe von
50 mm wurde eine kleinere Petrischale
(SPL, Tissue Culture Dish, 35 x 10 mm) mit
doppelseitigem Klebeband der Firma Tesa
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Abb. 1: Attrappen fur die Wahlversuche mit verschiedenen Oberflichenstrukturen (oben links
glatt, rechts konisch). Versuchsaufbau am schattigen Standort (unten). Honigbiene bei der Nah-

rungsaufnahme auf der Landeplattform mit Zuckerlésung vor einer gelben, glatten Attrappe im
Hintergrund (Inset).

Fig. 1: Epoxy casts for the choice experiment with differently structured surface (top left smooth,
right conical). Experimental board at the shady test site (bottim). Honeybee drinking sugar solution
at the landing site in front of a yellow, smooth epoxy cast (inset).
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(tesafix® 51570) mit der Offnung Richtung
Boden geklebt. Auf der kleineren Petrischale
wurde ebenfalls mit doppelseitigem Klebe-
band das Petalum mit der konisch struktu-
rierten Epidermis nach oben aufgeklebt.
AnschlieBend wurde die Form mit dem
additionsvernetzenden 2-Komponenten-
Silikonkautschuk (TFC Silikonkautschuk
Typ 1 Abformsilikon weich 1:1 NV), der
Firma Trollfactory ausgegossen. Dieses
Silikon besitzt die Eigenschaften, dass es bei
Raumtemperatur vulkanisiert, eine Topfzeit
von 6-8 min besitzt und nach ca. 40 min
bereits ausgehirtet ist. Des Weiteren bleibt
das Vulkanisat dimensionsstabil, was sich
positiv auf die Abbildungsleistung auswirkt.
Fur die Anfertigung der Attrappe mit der
glatten Oberfliche diente die glatte Riick-
seite der Petrischale.

Nach der Aushirtung wurden die fertigen
Negativformen vorsichtig mit Hilfe eines
Spatels aus den Glas-Petrischalen entfernt
und von den Resten des Klebebandes und
des Petalums mit einer Pinzette gesdubert,
ohne die Oberfliche des Silikons zu be-
schadigen.

Fir die Herstellung der Attrappen, die ein
Positiv der Ausgangsoberfliche sind, wur-
den das Epoxidharz 4305 und der Hirter
313 der Firma DDComposite verwendet.
Diese 2-Komponentensysteme zeichnen
sich durch die Aushirtung bei Raumtem-
peratur (21 °C) aus, welche nach 24 h ab-
geschlossen ist. Ein weiterer Vorteil dieser
Epoxidharzkomposition ist die gute Anfar-
bung mit hochkonzentrierten Pigmentpas-
ten (DDComposite, Ultramarinblau, RAL
5002), die lange Topfzeit von 40 min der
gemischten zwei Komponenten sowie die
niedrige Viskositit von <950 mPas.

Die drei Bestandteile wurden im Gewichts-
verhaltnis 100/50/10 (Epoxidharz/Hirter/
Pigmentpaste) durch Abwiegen mit einer
Feinwaage (SARTORIUS GmbH, Géttin-
gen, Typ H120) in einem 50 ml Falcon-Tube
gemischt. Sorgfiltiges, langsames Rithren
mit einem Spatel verhinderte Lufteinschlis-
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se im Harz. AnschlieBend wurde das homo-
gene Gemisch zu je 5 ¢ Epoxidharz in die
Silikonformen gegeben. Dies sorgt fiir eine
gleiche Dicke der ausgehirteten Attrappen.
Nach der Aushirtung (24 h) in einem ge-
schlossenen Abzug wurden die Attrappen
vorsichtig aus den Formen entfernt.

Auf diese Weise wurden nach dem beschrie-
benen Prozess mit den gleichen Formen
jeweils zehn glatte und konisch strukturierte
Attrappen hergestellt.

2.2. Spektrophotometrische Vermes-
sung

Das Spektrophotometer misst die spektrale
Reflexion einer Oberfliche in einem vorher
eingestellten Winkel. Zu diesem Zweck
wurde das verwendete Spektrophotometer
(Ocean Optics, USB 4000, Lichtquelle UV-
VIS-NIR LIGHTSOURCE, Ocean Optics,
DH-2000-BAL) mit einem Hell- und einem
Dunkelstandard aus Teflon (LABSPHERE,
Reflection Standard) kalibriert. Gemessen
wurde in zwei verschiedenen Winkeln (45°
und 90°) zwischen der Lichtquelle und der
Oberfliche, um auch verschiedene Anflug-
und Betrachtungswinkel der Honigbienen
vergleichen zu kénnen. Sowohl die Struk-
turen der kunstlichen glatten und konischen
Attrappen als auch die Oberflichen des
natiirlichen Bliitenblattes von Rosa sp. wur-
den vermessen.

2.3. Bestimmung der spektralen Rein-
heit der Attrappen

Zur Analyse der spektralen Reinheit des
Farbsignals der glatten und konisch struk-
turierten Attrappen wurden diese spe-
ktrophotometrisch vermessen und tber
die Reflexionswerte die Farbloci im Farb-
hexagon (CHITTKA 1992) geplottet. Das
Farbhexagon mit dem speziesspezifischen
Spektralfarbenzug fiur Apis mellifera ist ein
Modell zur Darstellung der bienensubjek-
tiven Farbwahrnehmung. Es basiert auf
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der kalkulierten Erregung der drei Photore-
zeptortypen, die in einemWinkel von 120°
aufgetragen sind. Die Sensitivitit der Pho-
torezeptorzellen von Apis mellifera (PEITSCH
et al. 1992), die Standardbeleuchtung durch
Tageslicht D65 (Wyszeckr & StiLEs 1982)
und die spektrale Reflexion des grinen
Hintergrunds wurden fiir die Berechnung
der relativen Erregung der Photorezeptoren
durch das Farbsignal der Attrappen verwen-
det. Die Erregung der Photorezeptoren wird
vektoriell addiert und kann Werte zwischen
Null und Eins annehmen. Aus dem sich
ergebenden Vektor und dem Mittelpunkt
des Farbhexagons ldsst sich ein Farbort im
Hexagon bestimmen (CHITTKA 1992).

Die durch eine Linie verbundenen Farborte
innerhalb des Farbhexagons stellen den an
die Helligkeit des vorherrschenden Hinter-
grundes adaptierten Spektralfarbenzug fiir
A. mellifera dar, auf dem die Farborte der
monochromatischen Lichter mit der maxi-
malen relativen spektralen Reinheit liegen
(LuNau et al. 1996; RHODE et al. 2013).

2.4. Untersuchung der Attrappenober-
fliche mittels Rasterelektronenmikros-
kopie (REM)

Die Attrappen wurden auf metallene Ob-
jekttriger geklebt, mit Gold besputtert und
in einem Rasterelektronenmikroskop (LEO
1430 VP, ZEISS) bei 17 kV untersucht.

2.5. Wahlversuch mit Honigbienen

Die Dressur der Honigbienen geschah nach
einer Methode, die bereits Karl von Frisch
im Jahr 1965 beschrieb. Hierbei wurde auf
einem Flugbrett, wenige Zentimeter vor
der Flug6ffnung des Bienenstocks, eine
Futterstation aufgestellt, welche 50 ml einer
30 %igen Zuckerldsung beinhaltet. Von
der Futterstation wurde mit Hilfe einer
Pasteurpipette eine Tropfenspur zu dem
Flugloch gelegt, welcher die Bienen nach
zufilligem Kontakt folgten. Nachdem die

Honigbienen an der Futterstation ihren
Honigmagen gefiillt hatten, kehrten sie zum
Bienenstock zurtick, um ihn zu entleeren.
Bei einer ausreichend hohen Zuckerkonzen-
tration wurde die Position der Futterquelle
durch die Tanzsprache anderen Honigbie-
nen mitgeteilt. Wenn ca. zehn Bienen gleich-
zeitig an der Futterstation Zuckerwasser
aufnahmen, konnte sie um einige Zentimeter
von ihrer bisherigen Position in Richtung des
Versuchsortes bewegt werden. AnschlieBend
wurde die Futterstation von dem Flugbrett
auf einen direkt am Flugbrett stehenden
Stinder verschoben. An diesem Punkt der
Bienendressur konnte die Entfernung, die
bei dem schrittweisen Verschieben des
Stinders mit der Futterstation zurtckgelegt
wurde, von 10 cm auf bis zu 3 m gesteigert
werden, ohne dass eine Abnahme der An-
zahl Zuckerwasser trinkender Bienen zu
beobachten war. Insgesamt wurden so 35
m zum Ort des Wahlversuches zuriickgelegt,
wo die Konzentration der Zuckerlésung
(von ca. 5% bis 30 %) stetig an die Frequenz
der Bienen an der Futterstation angepasst
werden konnte.

Da eine cinzelne Biene bis zu achtmal fir
eine Wahlentscheidung genutzt und eine
Gesamtzahl von 40 Bienen getestet wurde,
wurden die Bienen vor dem Wahlversuch
individuell auf dem Thorax und dem Ab-
domen mit verschiedenen Farben schnell
trocknenden Nagellackes markiert. Das
Markieren erfolgte direkt nach der Landung,
wenn die Bienen an der Futterstation zu
trinken begannen.

Die Versuche wurden im Botanischen Gar-
ten der Heinrich-Heine-Universitit Dussel-
dorf durchgefthrt. Das Versuchszelt unter
dem das Experiment durchgefithrt wurde,
bestand aus einem feinmaschigen Gazenetz.
An den Standorten des Experimentes wurde
das Netz tber ein in den Boden gestecktes
Steckrohrsystem gespannt. Es wurde so ein
fur Insekten eigenstindig unzuginglicher
Raum mitden Maflen 1,8 mx1,5mx1,5m
(H x B x T) geschaffen, unter dem die Ver-
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suchsapparatur aufgebaut werden konnte.
Die Versuchsapparatur bestand aus einem
50 cm x 50 ecm (L x B) grof3en Stiick verti-
kal aufgestellter griner Pappe (HKS 64N)
auf einem ebenso groBen Stiick Styrodur
(BASF). In den Hintergrund wurden mittig
horizontal zwei Locher gestanzt, in welche
die Attrappen gesteckt werden konnten. Die
Belohnung, welche eine Biene nach einer
Wahlentscheidung erhielt, wurde auf einer
Landeplattform unterhalb der beiden At-
trappen angeboten (Abb. 1). Der Aufbau der
Landeplattform, die aus einem rechtwinklig
geknickten runden Stiick Pappe, einem Ep-
pendorfgefilideckel und einer Klettbefesti-
gung bestand, erméglichte eine regelmiBige
Auswechslung, um die Beeinflussung der
Bienen durch olfaktorische FuBabdricke
(WitjEs & Errz 2007) zu unterbinden.
Bevor der Wahlversuch stattfinden konnte,
mussten die Bienen die Attrappen als eine
potentielle Futterquelle kennen lernen. Zu
diesem Zweck wurde den zwei Wahldurch-
gingen fiir jede Biene ein Trainingsdurch-
lauf vorgeschaltet. Von den 40 Bienen
wurden 20 auf die Fitterung an glatten
Attrappen und 20 auf die Belohnung an
konisch strukturierten Attrappen trainiert.
Dadurch konnten Unterschiede in der
Priferenz der Attrappen zwischen den
unterschiedlich trainierten Bienen als eine
spontane Priferenz fiir eine der Oberflichen
gewertet werden. Das Training begann mit
dem Abfangen einer zuvor markierten und
an der Futterstation trinkenden Biene mit
einem Plexiglasbehilter mit einem Durch-
messer von ca. 4 cm, mit welchem die Biene
zu der Versuchsapparatur transportiert
wurde. Dort wurde die Biene mit Hilfe ei-
ner Mikropipette mit 10 ul einer 30 %oigen
Zuckerlésung angefiittert und auf eine der
beiden Landeplattformen der Attrappen
tberfithrt. Wurde die Belohnung aufge-
nommen und anschlieBend zwischen den
beiden identischen Attrappen mindestens
viermal hin und her gewechselt, wobei die

Eppendorfgefilideckel nach jedem Wechsel
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wieder aufgefillt wurden, konnte die Biene
wieder eingefangen und an der Futterstation
freigelassen werden. Sie konnte zum Stock
zurlickkehren und ihren Honigmagen ent-
leeren. Bei dem nichsten Besuch derselben
Biene an der Futterstation konnte mit dem
Wahlversuch begonnen werden.

Die zuvor in einem Trainingsdurchlauf trai-
nierte Biene wurde mit dem Plexiglasbehal-
ter wieder an der Futterstation abgefangen
und zu der Versuchsapparatur gebracht.
Dort wurde die Biene in dem festgelegten
Abstand von 30 cm zu den Attrappen,
welcher durch ein in den Boden gestecktes
PVC-Rohr markiert wurde, freigelassen,
um die Attrappen anzufliegen (Abb. 1). Der
Abstand, in dem die Biene zu den Attrap-
pen freigelassen wurde, ergab sich aus dem
minimalen achromatischen Sehwinkel von
5°, unter dem Attrappen tber den Griin-
kontrast zum Hintergrund fiir die Bienen
wahrnehmbar sind nach folgender Formel:

r=g/2x* tan (%)

r = Entfernung

g = Attrappendurchmesser

o = achromatischer Sehwinkel

Daraus ergab sich ein maximaler Abstand
von 34,4 cm, bei einem sichtbaren Attrap-
pendurchmesser von 3,0 cm und einem
achromatischen Sehwinkel von 5°.

In der Versuchsanordnung wurden eine
glatte und konisch strukturierte Attrappe
gleichzeitig zur Wahl gestellt. Die Eppen-
dorfgefiBdeckel auf den beiden Lande-
plattformen der Attrappen wurden mit
10 wl einer 30 %igen Zuckerlosung als Beloh-
nung versehen. Jede der 40 Bienen wurde bis
zu achtmal getestet. Da einige Bienen nicht
kontinuierlich zum Versuchsort zuriickka-
men, wurde ein Gesamtstichprobenumfang
von lediglich 260 Wahlentscheidungen sta-
tistisch ausgewertet. Die Entscheidung fiir
eine Attrappe war gekennzeichnet durch
cine Landung auf der Landeplattform und
der Nahrungsaufnahme der Belohnung. Um
Positionspriferenzen zu vermeiden, wurde
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die Anordnung der Attrappen nach jeder
Entscheidung veridndert.

2.6. Radiometrische Vermessung der
Versuchsumgebung

Bei der radiometrischen Vermessung der
Versuchsumgebung wurde die spektrale
Intensitit des Lichtes mit Hilfe des JAZ-
ULM-200 Radiometers der Firma Ocean
Optics erfasst. Dies ist aufgrund des Ein-
flusses der Umgebungsstrahlung auf die
Wahlentscheidung der Bienen relevant, da
siec das Medium des Informationsflusses
zwischen Biene und Attrappe ist. Aus
diesem Grund wurden die Wahlversuche
an zwei Orten mit unterschiedlichen Licht-
bedingungen durchgefiihrt. Es wurde ein
sonniger Standort mit direktem, intensivem
Lichteinfall und ein schattiger Standort mit
diffusen Lichtbedingungen gewibhlt.

Der erste Versuchsort der Bienenwahl-
versuche befand sich im Schatten eines
Baumes. Gemessen wurde um 12:00 Uhr
MESZ. Der zweite Versuchsort befand
sich ca. 15 m von dem ersten entfernt auf
einem freiliegenden Feld ohne Schatten.
Die radiometrische Messung fand um 12:05
Uhr MESZ statt.

Montiert wurde das Radiometer auf einem
Stativ, mit der Mess6ffnung zur Sonne aus-
gerichtet. Das Gerit wurde vor der Messung

7

zuerst einer Adaption an die Lichtverhiltnisse
unterzogen, bei der die Dauer des Messvor-
ganges durch das Gerit bestimmt wurde.
Anschlieend erfolgte der Dunkelabgleich,
bei dem die Verschlusskappe des Messkopfes
geschlossen wurde. Danach wurde eine
Echtzeitmessung vorgenommen. Gemessen
wurde die absolute Zahl an auf den Sensor
treffenden Photonen (in counts) in einem
vorher durch die Adaption des Gerites an
die Lichtbedingungen festgelegten Zeitraum.
Bei einem konstanten Spektrum erfolgte eine
Sicherung der Daten auf einer SD-Karte. Das
Auslesen der gesammelten Daten gelang mit
Hilfe des Programmes Spectra Suite (Ocean
Optics) und die graphische Darstellung mit
Excel (MS Office 2010).

3. Ergebnisse

Die Uberpriifung der Abbildungsleistung
des Silikon-/Epoxid-Abdruckverfahrens
durch rasterelektronische Aufnahmen der
Bliitenblatt- und Attrappenoberfliche zeigt
eine detailgenaue Ubertragung der Ober-
flichenstruktur von dem Blitenblatt tber
das Silikon in das Epoxidharz (Abb. 2). Die
Basis der Abdriicke der Epidermiszellen der
Petalum-Oberfliche zeigt eine hexagonale
Anordnung. Die GréBe der Zellen reicht
hierbei im basalen Durchmesser von 20 pm
bis 35 um. Es ist eine hohe, flichendeckende

Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberfliche einer Attrappe mit konisch
struktutierter Oberfliche (links) und der Oberfliche eines Petalums von Rosa sp. (rechts). GroBen-

vergleich 10 pm.

Fig. 2: Scanning electron microscopy photo of the conical structured epoxy cast surface (left) and
of the conical structured petal surface of Rosa sp. (right). Scale bar 10 um.
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Abbildungsleistung des Abdruckverfahrens
zu erkennen, was beispiclsweise an dem
Ausbleiben von Fragmenten, Artefakten oder
unklaren Zellkonturen deutlich wird.

Die Reflexionskurven der spektrophotome-
trischen Messungen des gelblichen Petalums
von Rosa sp. zeigen bei einem Messwinkel
von 45° eine stirkere Reflexion im langwel-
ligen Bereich der Vorderseite im Vergleich
zur glatteren Riickseite und bei 90° eine stit-
kere Reflexion im kurzwelligen Bereich der
Riickseite im Vergleich zur Vorderseite (Abb.
3). Die Reflexionskurven der spektropho-
tometrischen Messungen der blauen Blu-
tenattrappen zeigen bei einem Messwinkel
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von 45° einen ahnlichen Verlauf, wihrend
die glatte Blitenattrappe (Messwinkel 90°)
eine weitaus héhere Reflexion im gesamten
Wellenldngenbereich aufweist im Vergleich
zur Blitenattrappe mit dem Replikat der
Rosenblitenblattoberfliche (Abb. 4).

Die Berechnung der Farborte der konisch
und glatt strukturierten Attrappen und
deren Darstellung in dem Farbhexagon
zeigen deutliche Unterschiede in der von
der Biene wahrgenommenen spektralen
Reinheit der Attrappenfarben und der
Winkelabhingigkeit dieses Farbsignals. Die
Farborte der Attrappenfarben, errechnet aus
den gemessenen spektrophotometrischen
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Abb. 3: Spektrale Reflexion der reflexionsgoniometrischen Vermessung der Petalum- Oberfliche
von Rosa sp. in einem 45° Winkel (links) und 90° Winkel (rechts).

Fig. 3: Spectral reflectance of the goniospectrophotometric recording of the petal surface of Rosa
sp. in an angel of 45° (left) and in an angle of 90° (right).
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Abb. 4: Spektrale Reflexion der reflexionsgoniometrischen Vermessung der Attrappenoberflichen
in einem Winkel von 45° (links) und 90° (rechts).

Fig. 4: Spectral reflectance of the goniospectrophotometric recording of the surface of the epoxy
casts in an angel of 45° (left) and in an angle of 90° (right).
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Daten der Messungen bei 45°, zeigen einen
dhnlichen Farbkontrast zum Hintergrund
(Abb. 5). Die spektrale Reinheit (relative
Werte zwischen 0 und 1) der glatten Attrap-
pe ist mit einem Wert von 0,54 bei diesem
Winkel nur geringfiigic hoher ist als die der
konisch strukturierten Attrappe mit einem
Wert von 0,51. Bei einem Messwinkel von
90° unterscheidet sich der Farbkontrast zum
Hintergrund der beiden Attrappen stark und
die spektrale Reinheit der Attrappe mit ko-
nischer Strukturierung liegt mit einem Wert
von 0,76 weit iber dem der glatten Attrappe
mit 0,29 (Abb. 5).

Die mit einem Radiometer gemessenen
natiirlichen Lichtbedingungen zeigen
Unterschiede in der Lichtintensitit und
Unterschiede in der spektralen Zusam-
mensetzung des eingestrahlten Lichts am
Versuchsstandort unter sonnigen und schat-
tigen Bedingungen (Abb. 6). Am sonnigen
Standort des Experimentes ist die Intensitit

E(8)
@ 45° konisch
Q as* glatt
&
{
E(U) T —— E(G)

der Lichteinstrahlung, gemessen von 300 bis
700 nm, in dem Maximum bei 540 nm um
das ca. 3,5-fache hoher als bei den schatti-
gen. Nach den Maxima beider Intensitits-
kurven féllt die Intensitit stetig ab.

Die Wahlversuche ergaben, abhingig von
den Lichtbedingungen (Schatten, Sonne)
und dem vorangegangenen Training der
Bienen, unterschiedliche Ergebnisse (Abb.
7). An dem schattigen Standort und mit
einem Training auf konisch strukturierte
Attrappen wurden in 68 % der Fille von
insgesamt 71 Anfligen zehn verschiedener
Bienen Attrappen mit konisch strukturier-
ten Oberflichen bei der Wahlentscheidung
gegeniiber solchen mit glatten bevorzugt.
Die Priferenz von konischen Oberflichen
ist unter diesen Bedingungen hochsigni-
fikant (normalverteilte Daten; Student’s
t-test; p = 0,0003). Das Training auf glatte
Oberflichen von zehn weiteren Bienen mit
58 Wahlentscheidungen ergab, dass an dem
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QO 45° glant
L]
[ o
{, \
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Abb. 5: Farborte der beiden Attrappen, glatt und konisch strukturiert, gemessen in einem 45°-Winkel
(links) und einem 90°-Winkel (rechts) im Farbhexagon nach Crrrrxa (1992). Der Berechnung der
Hrregungswerte liegen die Rezeptorempfindlichkeitskurven von Apis mellifera (PErTscH et al. 1992),
der hellgriine Versuchshintergrund und die Standardbeleuchtung Tageslicht D65 (Wyszeckn &
StiLes 1982) zugrunde.

Fig. 5: Color loci of the epoxy casts, smooth and conically structured, in an angle of 45° (left)
and 90° (right) in a color hexagon according to Currrka (1992). The calculation of the excitation
values is based on the spectral sensitivity curve of the photoreceptors of Apis mellifera (PErTscH et
al. 1992), the green experiment background, and the standard illumination Daylight D65 (WyszEck1
& StiLEs 1982).
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Abb. 6: Verteilung des Lichtspektrums, gemessen in ,,counts® der Photonen, an unterschiedlichen
Standorten des Versuchs (Schatten und Sonne).

Fig. 6: Spectral light distribution measured in photon counts at the different test sites (shady and
sunny).
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Abb. 7: Wahlentscheidungen von Apis mellifera im Zweifachwahlversuch unter verschiedenen natiir-
lichen Lichtbedingungen (sonnig, schattig) und nach unterschiedlicher absoluter Konditionierung:
Training auf konisch strukturierte (dunkle Sdulen) und Training auf glatte Attrappen (helle Sdulen).
Signifikanzniveaus: p < 0,001 £ % p < 0,01 £ * p < 0,05 £ *; Signifikanztests: Mann-Whitney-
U-Test, t-Test.

Fig. 7: Choices of Apis mellifera in the dual choice experiment under different natural light con-
ditions (sunny, shady) and with different absolute conditioning: training to conically structured
(dark columns) and training to smooth epoxy casts (light columns). Levels of significance:
p = 0.001 & *¥% p < 0.01 £ ** p < 0.05 £ *; statistical tests: Mann-Whitney-U-Test, t-Test.

schattigen Standort zu 60 % Attrappen mit
konischen Oberflichen von den Bienen
gegeniiber solchen mit glatten bevorzugt
gewihlt wurden. Unter diesen Bedingungen
ist eine signifikante Priferenz von konisch
strukturierten Attrappen zu beobachten
(Student’s t-test; p = 0,04).
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Die Auswertung der Wahlentscheidungen
am sonnigen Standort ergibt, dass nach dem
Training auf konisch strukturierte Attrappen
die Bienen Attrappen mit konisch struktu-
rierter Oberfliche zu 66 % (nicht normal
verteilte Daten; Mann-Whitney-U-Test;
p = 0,003) und nach dem Training auf glatte
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Attrappen ebenfalls Attrappen mit konisch
strukturierter Oberfliche zu 65 % (Mann-
Whitney-U-Test; p = 0,005) gegentiber At-
trappen mit glatter Oberfliache bevorzugten.

4. Diskussion

Die Attrappen, hergestellt mit einem Sili-
kon-/Epoxidharzverfahren, beeinflussen
durch ihre Mikrostrukturierung das optische
Signal und simulieren die Oberflachenstruk-
tur eines Petalums (WHITNEY et al. 2009Db).
Durch die niedrige Viskositit des Silikons
und des Epoxidharzes ist eine detailgetreue
Abbildungsiibertragung von dem Petalum
auf die Attrappen méglich (GREEN & LIN-
STEAD 1990); dies konnte durch REM-Auf-
nahmen bestitigt werden. Die Verwendung
einer Negativform aus Silikon erméglicht die
mehrfache Herstellung von Attrappen mit
identischer Oberflichenstruktur und somit
die Nutzung dieser Strukturen fur mehrere
Experimente. Durch den Einsatz dieser At-
trappen kann die Anzahl der Blitenstimuli
(gustatorische, olfaktorische, optische) auf
die optischen Effekte reduziert werden. Die
kompakt gefirbten Attrappen lieBen auch
keine Transmission oder Riickstreuung des
einfallenden Lichts zu, sodass auch diese
Faktoren die Wahlentscheidungen der Bie-
nen nicht beeinflussen konnten.

Durch den Vergleich der Anflughdufigkeit
der Bienen an den Attrappen mit konischen
Strukturen und Attrappen mit glatten Ober-
flichen aber gleicher Pigmentierung konnte
eine signifikante Priferenz der Honigbienen
fiir konisch strukturierte Oberflichen nach-
gewiesen werden und die anfangs aufgestell-
te Hypothese, dass Bienen ecine Priferenz
fir konisch strukturierte Oberflichen auf
Grund der héheren spektralen Reinheit des
Farbsignals zeigen, bestitigt werden. Dieses
Hrgebnis wird von Untersuchungen unter-
stiitzt, bei denen Individuen der Dunklen
Erdhummel (Bombus terrestris) auf eine Pri-
ferenz von Mixta-Mutanten im Vergleich zu
Wildtypen des Lowenmaulchens Antirrhinum

majus getestet wurden (WHITNEY 2009b). Es
wurde gezeigt, dass vertikal angebotene Bli-
ten des Wildtyps aufgrund der vorhandenen,
durch konische Zellen erzeugten Griffigkeit
signifikant bevorzugt wurden. Unser Experi-
ment mit_Apis mellifera und Blutenattrappen
zeigt, dass ein physischer Kontakt der Bie-
nen zur Oberfliche fir die Priferenz von
konischen Strukturen nicht erforderlich ist,
denn durch die Landung auf einer von den
Attrappen unabhingigen Plattform konnte
die Beeinflussung der Wahlentscheidungen
der Honigbienen durch taktile Reize ver-
hindert werden. Es kann jedoch nicht aus-
geschlossen werden, dass erfahrene Bienen
die durch die konischen Zellen verursachte
Farbverinderung wahrnehmen und sie als
Hinweis auf eine griffige Oberfliche nutzen,
welche das Festhalten erleichtert.

Die Verinderung des optischen Signals
durch unterschiedliche Oberflichenstruk-
turen wurde bereits vielfach in Bezug auf
den verdnderten Strahlengang im Zusam-
menhang mit der Pigmentierung untersucht
und aufgezeigt (NoDA et al. 1994; GORTON &
VOGELMANN 1996; GLOVER & MARTIN 1998;
WHITNEY et al. 20092, b; MILLER et al. 2009;
WHITNEY et al. 2011b; PAPIOREK et al. 2014;
Grkikas et al. 2015). Der Ansatz, dem wit in
diese Arbeit gefolgt sind, ist im Unterschied
zu fritheren Arbeiten der, dass die unter-
schiedliche Strukturierung der Oberfliche
die spektrale Reinheit des optischen Signals
beeinflusst. Die Bedeutung der spektralen
Reinheit in der Wahrnehmung von Insekten
wurde bereits mehrfach von Lunau (1990,
1993a, b, 1997) beschrieben. Die Ergebnisse
dieses Experimentes bestitigen erneut die
Priferenz von Bienen fiir Farben héherer
spektraler Reinheit. Da die konische Form
der Epidermiszellen nicht nur das optische
Signal beeinflusst, sondern auch die Grif-
figkeit, die Temperatur, die Benetzbarkeit
durch Wasser und die Stabilitit der Petalen,
ist das Vorkommen konischer epidermaler
Mikrostrukturen bei tiber 80 % der Angio-
spermen vermutlich auf ein oder mehrere
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der genannten Eigenschaften zurtckzu-
fuhren (KKay et al. 1981; GLOVER & MARTIN
1998; WHITNEY et al. 2009b, ¢, 2011a, b).
Das Experiment dieser Arbeit beschrinkte
sich auf die Untersuchung der Reflexion
durch Grenzflicheneffekte, die durch die
konische Strukturierung beeinflusst werden.
Das optische Signal von Blitenblittern
wird von einer Vielzahl verschiedener
HinflussgréBen gebildet, sodass neben der
Lichtreflexion an Mikrostrukturen der Epi-
dermis weitere Parameter untersucht werden
missen. Dazu gehért die Lichtbrechung
und Rickreflexion des in das Blattgewebe
eintretenden Lichts durch Zellbestandteile
(vax DER Kool et al. 2014). Dieses Zurtick-
werfen von Licht kann das optische Signal
der Blite begiinstigen, da es ansonsten als
transmittiertes Licht fir das fiir Bestduber
wichtige optische Signal verloren wire. Auch
Licht, welches vom Hintergrund der Bliite
reflektiert wird, kann durch die Bliitenblatter
transmittiert werden und auf der Vorderseite
als optisches Signal austreten. Das Verhiltnis
zwischen der Transmission, Absorption und
Reflexion des Lichtes auf bzw. in einem
Petalum kann Aufschluss tiber die jeweilige
Gewichtung in dem optischen Signal der
Blite fur den Bestiuber geben (VAN DER
Koot et al. 2014).

In Bezug auf die Reflexion des Lichtes
konnte eine Winkelabhingigkeit der unter-
schiedlichen Reflexion glatter und konisch
strukturierter Oberflichen nachgewiesen
werden. Glatte Oberflichen zeigen eine
starker winkelabhingige Reflexion, die bis
hin zur Spiegelreflexion des einfallenden
Lichtes reicht und so das Farbsignal nega-
tiv beeinflussen kann. Im Vergleich dazu
bewirkt die Form der konischen Struktu-
rierung durch die unebene Oberfliche eine
diffuse Reflexion unter vielen verschiedenen
Winkeln sowie eine Streuung des Lichtes
in Richtung Blattgewebe und somit in
Richtung der Pigmente. Weiter wird durch
die konische Strukturierung eine Spiegel-
reflexion verhindert. Dadurch ist auch
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unter verschiedenen Betrachtungswinkeln
ein konstantes Farbsignal vorhanden. Bei
einer glatten Oberfliche hingegen wird ein
groBer Teil des eintreffenden Lichtes direkt
reflektiert und gelangt nicht zu den Pig-
menten, ist also fiir das Farbsignal verloren.
Diese Gesamtreflexion iiber das Spektrum
nimmt bei glatten Oberflichen und steileren
Winkeln bis 90° stark zu. Dadurch wird die
spektrale Reinheit des optischen Signals
verringert, was die Attraktivitit der Blite auf
den Bestiuber vermindert. Zudem erscheint
das Farbsignal glatter Strukturen unter ver-
schiedenen Betrachtungswinkeln weniger
konstant als das von konischen, sodass eine
Wiedererkennung fiir anfliegende Bestidu-
ber erschwert wird (WHITNEY et al. 2010).
Dadurch, dass Bienen ihre Vorerfahrung in
Entscheidungen mit einflieBen lassen, wire
eine Analyse der zur Zeit des Experimentes
im Botanischen Garten blihenden Pflan-
zen interessant gewesen. Moglicherweise
besitzen die Petalen der zu dieser Zeit bli-
henden Pflanzen ebenfalls konische Epi-
dermisstrukturen, sodass hieraus die in den
Wahlversuchen herausgestellte Priferenz der
Honigbienen zu erkliren wire. Andernfalls
konnte das Experiment fiir einen Vergleich
mit blitennaiven Honigbienen durchgefiihrt
werden.
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