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De twee nauw verwante sluipwespen Cotesia rubecula en C. glomerata
verschillen in hun leergedrag. Cotesia rubecula behoudt haar aangeboren
voorkeur voor een bepaalde geur, terwijl C. glomerata na een associatieve
leerervaring haar voorkeur naar een aangeleerde geur verlegt. De

nauwe verwantschap tussen de soorten en het verschil in leren maakt
deze twee soorten ideaal voor een vergelijkend onderzoek naar de
fysiologische achtergronden van dit leerverschil. In het onderstaande
artikel wordt aan de hand van bovenstaande soorten uitleg gegeven over
het associatief leren van geuren bij insecten. Hierbij wordt besproken
hoe de geurverwerking bij insecten verloopt en wat de onderliggende

mechanismen van leren zijn.

Leren bij insecten

Veel insecten vertonen leergedrag. Zo kunnen sprinkhanen
leren om giftig eten te vermijden (Bernays 1993). Honingbijen
leren hoe ze met complexe bloemen om moeten gaan om bij
de nectar te komen (Chittka et al. 1999), en ze leren de geur,
kleur en vorm herkennen van bloemen die veel nectar bevatten
(Gould 1993). Ook de plaats van het nest of van groepjes bloe-
men waar ze nectar verzamelen, slaan ze op in hun geheugen
(Gould 1993). Sluipwespen gebruiken hun leervermogen om de
insecten te vinden waar ze hun eitjes in leggen (Turlings et al.
1993). Dit leergedrag van insecten is een geliefd onderwerp van
onderzoek.

Enerzijds wordt leergedrag bij insecten bestudeerd om de
evolutionair ecologische achtergronden van leren te achter-
halen (bijvoorbeeld Gould 1993, Roitberg et al. 1993, Stephens
1993, Turlings et al. 1993, Vet et al. 1995): wat is de adaptieve
waarde van leren en onder welke omstandigheden is leren
voordeliger dan aangeboren gedrag? Sluipwespen zijn voor
dit onderzoek uitermate geschikt, aangezien het leren gebruikt
wordt bij het zoeken naar gastheren. De efficiéntie van het
zoekgedrag is direct gekoppeld aan kansen op voortplanting
en staat dus onder sterke selectiedruk (Van Alphen & Vet 1986).

Anderzijds worden insecten gebruikt om de moleculaire
en cellulaire mechanismen van leren te ontrafelen. De basale
mechanismen van leren en geheugenvorming bij invertebraten
en vertebraten lijken sterk op elkaar (Kandel 2001). Neurobiolo-
gische studies aan leren bij insecten zeggen dus niet alleen iets
over insecten, maar ook over de mechanismen van leren in
het algemeen (bijvoorbeeld Dubnau et al. 2003, Menzel 1999,

Afkortingen

CS Conditioned stimulus; leidt tot een aangeleerde
reactie

us Unconditioned stimulus; leidt tot een niet-
aangeleerde, aangeboren reactie

AL Antennal lobe; antennale lob

VUM neuron Ventral unpaired median neuron

Waddell & Quinn 2001). Het voordeel van neurobiologisch
onderzoek aan insecten is dat hun hersenen kleiner en minder
complex zijn dan die van gewervelde dieren; dit vergemak-
kelijkt de studie ervan.

Een neuro-ecologische benadering

Tot nu toe zijn de ecologische en de neurobiologische bena-
dering van leren bij insecten voornamelijk apart toegepast,
doordat de ecologie en neurobiologie als vakgebieden historisch
gezien sterk gescheiden zijn geweest (Dukas 1998). De laatste
jaren is echter een stroming op gang gekomen die deze twee
benaderingen combineert: de neuro-ecologische benadering.
Hierdoor kunnen nieuwe inzichten verkregen worden (bijvoor-
beeld Menzel 1999, Dukas 1998, 2004, Shettleworth 1998). Door
twee nauw verwante soorten met elkaar te vergelijken, die door
een verschillende ecologie variatie vertonen in hun leergedrag,
kunnen subtiele verschillen in leren gekoppeld worden aan
verschillen in neurobiologie. Zo kan meer inzicht worden ver-
kregen in het mechanisme van leren.

Deze neuro-ecologische benadering is toegepast bij het pro-
motieonderzoek dat ik heb uitgevoerd bij het Laboratorium voor
Entomologie, Wageningen Universiteit. Daarbij is een verschil
in leergedrag tussen twee sluipwespsoorten nader bestudeerd
(Bleeker 2005).

Model Cotesia

De twee nauw verwante sluipwespsoorten Cotesia glomerata
(Linnaeus) en C. rubecula (Marshall) komen beide in Nederland
voor en gebruiken de rupsen van koolwitjes (Pieris spec.) om
hun eitjes in te leggen (figuur 1). Om de rupsen te vinden, gaan
de wespen op geuren af die planten afscheiden als ze door de
rupsen worden aangevreten. De rupsen van koolwitjes komen
voornamelijk op koolsoorten voor. De Cotesia-wespen hebben
dan ook een aangeboren voorkeur voor de geur van aange-
vreten kool. Maar de rupsen zijn ook op andere plantensoorten
te vinden, die de Cotesia-wespen niet direct interessant vinden.
Uit eerder onderzoek is gebleken dat C. glomerata de geuren van
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1. Cotesia glomerata terwijl ze haar eitjes in een rups van het groot koolwitje aan het leggen is. Foto: Hans Smid
1. A Cotesia glomerata female laying her eggs in a caterpillar of the large cabbage white.

deze nieuwe planten kan leren herkennen door een associatieve
leerervaring (Geervliet et al. 1998). Hierbij vindt de sluipwesp
toevallig een rups op een aangevreten plant van een nieuwe
soort, en legt ze haar eitjes in deze rups. Na een dergelijke
ervaring is C. glomerata meer geinteresseerd in de geur van de
nieuwe plant dan in de koolgeur. Na een soortgelijke ervaring
vertoont de andere soort, C. rubecula, geen gedragsverandering:
de koolgeur wordt nog steeds aantrekkelijker gevonden. Het
verschil in leergedrag tussen deze twee nauw verwante soorten
is ideaal om de neurobiologische verschillen te achterhalen die
aan de variatie in leren ten grondslag liggen.

Associatief leren

Bij het leren bij C. glomerata wordt er een verband gelegd tus-
sen de geur van de aangevreten plant en de aanwezigheid van
de rupsen. De geur van de aangevreten plant (de ‘conditioned
stimulus’, afkorting CS, zie kader 1) wordt dus geassocieerd
met de aanwezigheid van rupsen (de ‘unconditioned stimulus’,
US). De onderliggende cellulaire en moleculaire mechanismen
van associatief leren zijn onder andere uitgebreid bestudeerd
in de zeeslak Aplysia californica (Kandel 1991). Uit deze studies
is gebleken dat de associatie gepaard gaat met een versterking
van de synaptische verbindingen (zie kader 2) tussen de zenuw-
cellen die de CS waarnemen (bij de sluipwesp: de geur van de
aangevreten plant) en de cellen die deze informatie verder

verwerken. Deze versterking vindt alleen plaats wanneer vlak
na het waarnemen van de CS (bij de sluipwesp: de geur) de US
wordt waargenomen (hier: de rups). De zenuwcellen die de geur
van de plant verwerken, zijn door de plantengeur geactiveerd.
Door de daaropvolgende prikkel van de US worden deze actieve
cellen nogmaals geactiveerd. De synaptische verbindingen die
op deze manier dubbel geactiveerd zijn, worden vervolgens ver-
sterkt (Kandel 1991). Op deze manier worden alleen de synap-
tische verbindingen versterkt die de geur verwerken van de
aangevreten plant.

Bij het associatief leren van Cotesia zijn dus twee zenuw-
banen betrokken, de neuronen die de CS, de plantengeur,
verwerken, en de neuronen die de US, het waarnemen van
de rups, verwerken. De US bij associatief leren wordt gevormd
door een stimulus die zodanig belangrijk is voor het betreffende
organisme, dat het van belang is hiermee verband houdende
stimuli te onthouden. Dit kan een beloning zijn, bijvoorbeeld
het vinden van eten of een gastheer, of een straf, bijvoorbeeld
een pijnprikkel. De US is dus de stimulus die de associatie ver-
oorzaakt. Het is dan ook waarschijnlijk dat het verschil in leren
tussen de twee Cotesia-soorten te vinden is in een verschil in
de zenuwbaan die de US doorgeeft, of in de manier waarop de
zenuwbaan die de CS verwerkt op de US reageert. Om de neuro-
logische oorzaak van het leerverschil tussen de twee soorten te
kunnen achterhalen, is het dus van belang zowel de CS- als de
US-verwerkende zenuwbaan in kaart te brengen.



Kader 1

Associatief leren

De sluipwespen kunnen de nieuwe plantengeur leren

door middel van associatie. Bij associatief leren wordt een
relatie gelegd tussen verschillende prikkels uit de omgeving.
Een bekend voorbeeld van associatief leren is de Pavlov-hond.
Pavlov was een wetenschapper aan het begin van de 20st
eeuw, die zijn hond elke keer vlak voordat hij te eten kreeg
een bel liet horen. Na dit een aantal keer gedaan te hebben
ging de hond al kwijlen bij het geluid van de bel. De hond
had het geluid van de bel leren associéren met het eten.
Deze vorm van associatief leren wordt klassieke conditio-
nering genoemd. Bij deze vorm van associatief leren worden
twee stimuli met elkaar gekoppeld, een initieel neutrale
stimulus (het geluid van de bel) met een betekenisvolle sti-
mulus (het eten). De reactie op het krijgen van eten, namelijk
het kwijlen, hoeft niet aangeleerd of geconditioneerd te
worden. Deze reactie is aangeboren. De stimulus wordt dan
een ‘unconditioned stimulus’ (US) genoemd. De reactie op

de bel moet wel geleerd worden: er moet geleerd worden dat
het geluid van de bel eten betekent: deze reactie moet gecon-
ditioneerd worden. De stimulus wordt dan een ‘conditioned
stimulus’ (CS) genoemd.

Geurverwerking bij Cotesia: de antennale sensillen

Insecten nemen geuren vooral waar met hun antennes. De
receptorcellen die de geuren waarnemen bevinden zich in
structuren in de cuticula; deze worden sensillen genoemd.
Behalve sensillen met geurreceptoren zijn er ook sensillen
die smaak, luchtvochtigheid, druk of beweging waarnemen.
Geursensillen kunnen herkend worden aan de aanwezigheid
van porién in hun wand (Keil 1999). In een sensil bevinden zich
één of meer receptorcellen die op specifieke geuren reageren.
Een receptorcel reageert op een range van op elkaar lijkende
geurenstoffen. Welke stoffen dat zijn, hangt af van welk geur-
receptormolecuul in het celmembraan aanwezig is.

De sensillen op de antennes van beide Cotesia-soorten zijn
in kaart gebracht door middel van scanning elektronenmicro-
scopie (Bleeker et al. 2004, Bleeker 2005). De antennes van beide
soorten lijken sterk op elkaar: beide soorten beschikken over
dezelfde zes soorten sensillen die in ongeveer dezelfde hoeveel-
heden en op overeenkomstige wijze op de antenne gepositio-
neerd zijn. Drie van de zes typen zijn waarschijnlijk betrokken
bij de verwerking van geuren, waarvan de plaat-sensillen het
meest prominent aanwezig zijn (figuur 2-3). Plaat-sensillen zijn
zeer geschikt voor het verwerken van complexe geurmeng-
sels (Akers & Getz 1993, Getz & Akers 1994). Deze sensillen
zouden dus gebruikt kunnen worden voor het verwerken van
plantengeuren.

De grote gelijkenis tussen de twee sluipwespsoorten betref-
fende de typen sensillen, de positionering en de globale aan-
tallen, indiceert een gelijksoortige perceptie van geuren. Dit
bevestigt de geschiktheid van deze twee soorten als model voor
vergelijkend leeronderzoek. Er zijn echter toch een paar sub-
tiele verschillen aanwezig in het aantal plaat-sensillen, zowel
tussen de twee soorten als tussen mannetjes en vrouwtjes van
dezelfde soort (figuur 4).

Het totaal aantal plaat-sensillen is groter bij C. rubecula dan
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Kader 2

Synaptische plasticiteit

Zenuwen kunnen prikkels aan elkaar doorgeven doordat ze in
contact met elkaar staan. De contactpunten worden de synap-
sen genoemd. Wanneer een zenuwcel geactiveerd is door een
prikkel, komen er stoffen vrij in de contactpunten van die cel,
waardoor het signaal doorgegeven kan worden aan de volgende
cel. Of het signaal ook daadwerkelijk leidt tot activering van de
tweede cel is afhankelijk van de sterkte van het signaal en van
de verbinding. Een dergelijke verbinding tussen twee zenuwcel-
len is flexibel en kan sterker of zwakker worden onder invloed
van ervaringen (zie figuur). Ook kunnen verbindingen verdwij-
nen en nieuwe verbindingen aangelegd worden. Een dergelijke
verandering van de verbindingen tussen zenuwcellen wordt
synaptische plasticiteit genoemd en vormt het cellulaire equi-
valent van het geheugen.

zenuwcel
zenuwcel

synaps

Verzwakking respectievelijk versterking van de synaptische verbin-
ding tussen twee zenuwcellen (naar Kandell 1991).

Weakening and strengthening of the synaps between two nerve cells
(after Kandell 1991).

bij C. glomerata. Dit kan erop duiden dat C. rubecula gevoeliger
voor geuren is. Dit zou een aanpassing kunnen zijn aan een ver-
schil in gastheervoorkeur. Cotesia glomerata parasiteert namelijk
vooral rupsen van het groot koolwitje Pieris brassicae (Linnaeus)
(Geervliet et al. 2000). Deze rupsen zitten in grote clusters bij
elkaar en veroorzaken veel vraatschade aan de plant. Er komen
daarbij veel geurstoffen vrij die de wespen kunnen gebruiken
voor het lokaliseren van gastheren. Cotesia rubecula is gespecia-
liseerd in rupsen van het klein koolwitje Pieris rapae (Linnaeus)
(Geervliet et al. 2000). Deze komen solitair of in kleine aantallen
op een plant voor en veroorzaken daardoor maar een geringe
vraatschade. Bij deze soort rups is de uitstoot van plantengeur-
stoffen dan ook gering, waardoor een hogere sensitiviteit voor
C. rubecula voordelig zou kunnen zijn. Het hogere aantal plaat-
sensillen in C. rubecula zou echter ook verklaard kunnen worden
doordat C. rubecula iets groter is dan C. glomerata. In angelloze
bijen (Apidae: Meliponinae) blijkt het aantal plaat-sensillen
namelijk positief gecorreleerd te zijn met de lichaamsgrootte
(Johnson & Howard 1987).

Daarnaast hebben mannetjes van beide soorten meer en
dichter opeen geplaatste plaat-sensillen dan hun vrouwtjes.
Beide Cotesia-soorten maken gebruik van seksferomonen (Field &
Keller 1993, Tagawa 1977, Tagawa & Kitano 1981). Dit zou een aan-
wijzing kunnen zijn dat de mannetjes de plaat-sensillen gebrui-
ken om seksferomonen afkomstig van vrouwtjes waar te nemen.

Geurverwerking bij Cotesia: de antennale lob

De geurreceptorcellen op de antennes geven hun signalen door
aan de antennale lob (AL): het primaire geurverwerkingscen-
trum in de hersenen van insecten. De antennale lob is opge-
bouwd uit een groot aantal bolvormige structuren, de glomeruli
(Rospars 1988). De lob lijkt daarmee op het geurverwerkings-
centrum in de hersenen van bijvoorbeeld mensen, dat ook uit
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2. Scanning elektronenmicroscopische opname van een gedeelte van
de antenne van Cotesia, met daarop de plaat-sensillen (sensilla placo-

dea) (pijlen) en verschillende haarvormige sensillen (sensilla trichodea).

2. Scanning electron microscope image of a part of the antenna of
Cotesia, showing multiporous plate sensilla (sensilla placodea) (arrows)
and different types of hairlike sensilla (sensilla trichodea).
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4. Aantal plaat-sensillen (s. placodea) op vijf verschillende segmenten
(antennomeren) van de antenne. Elke antenne is opgebouwd uit

16 antennomeren. Het topsegment is nummer 16. Weergegeven zijn
de gemiddelden met standaardafwijkingen (n=5). Cr = C. rubecula,

Cg = C. glomerata.

4. Numbers of multiporous plate sensilla (s. placodea) specified for

five different segments (antennomeres) of the antenna. Each antenna
has 16 antennomeres. The top-antennomere is no 16. The graph
depicts the averages and the standard deviation (n=5). Cr = C. rubecula,
Cg = C. glomerata.

glomeruli is opgebouwd (Dodd & Castelluci 1991). Het aantal
glomeruli varieert binnen de insecten tussen de 50 en 200 met
uitschieters tot ongeveer duizend, zoals bij de treksprinkhaan
Locusta migratoria (Linnaeus) en de hoornaar Vespa crabro Lin-
naeus (zie Rospars 1988). Bij mensen bedraagt het aantal glo-
meruli enkele duizenden (Meisami et al. 1998). Het aantal en de
locatie van de glomeruli is binnen een soort constant (Rospars
1988). Alle geurreceptorcellen op de antennes die dezelfde
geurstof kunnen waarnemen, geven hun signalen door naar
dezelfde glomerulus in de antennale lob (Joerges et al. 1997,
Gao et al. 2000, Hallem & Carlson 2004). De glomeruli die signa-
len verwerken over geurstoffen die erg op elkaar lijken, liggen
bij elkaar in de buurt (Meijerink et al. 2003). De organisatie van
de glomeruli in de antennale lob is dus functioneel en niet

1 pm

3. Detailopname van een plaat-sensil; de vele rijtjes porién zijn dui-
delijk zichtbaar.
3. Detail of a plate sensillum showing multiple pores arranged in rows.

MB
AN

VUM

5. De hersenen van Cotesia, bovenaanzicht, waarbij de zenuw van de
rechterantenne is aangekleurd waardoor de rechter antennale lob
zichtbaar is gemaakt. Te zien zijn een gedeelte van de antennezenuw
(AN), de zenuwbaan die vanuit de antennale lob naar het padden-
stoelvormige lichaam (MB) loopt en twee VUM-neuronen (VUM).

5. Dorsal view of the brain of Cotesia. The nerve from the right antenna
has absorbed a tracer that makes the right antennal lobe stand out.
Visible are the antennal lobe, the antennal nerve (AN), the medial tract
running from the antennal lobe to the mushroom bodies (MB) and two
VUM neurons (VUM).

topografisch. De locatie van een geurreceptorcel op de antenne
heeft geen relatie met de plaats van de glomerulus in de AL
waarmee die receptorcel verbonden is.

Van de twee soorten Cotesia is de antennale lob van twee
vrouwtjes geanalyseerd (Smid et al. 2003, Bleeker 2005). Door
gebruik te maken van een kleurstof die door zenuwcellen
wordt opgenomen, kan gekeken worden waar de zenuwcellen
in de hersenen uitkomen. Met een dergelijke kleurstof zijn de
zenuwen in de antenne gekleurd om de AL in kaart te bren-
gen (figuur 5). De hersenen zijn vervolgens bekeken met een
confocale laserscanningmicroscoop. Met deze microscoop kan
gebruik gemaakt worden van een preparaat waarbij de herse-
nen in hun geheel zijn ingebed. Het snijden van coupes is niet
nodig aangezien de microscoop zelf optische coupes maakt.



6. 3D-kaarten van de antennale lob van C. glomerata (voorkant a en
achterkant c) en C. rubecula (voorkant b en achterkant d). De kleuren
geven verschillende gedeelten van de antennale lob weer. De donker
gekleurde glomeruli konden bij beide soorten worden geidenti-
ficeerd. Een asterisk geeft de locatie aan waarbij vier glomeruli bij

C. glomerata lijken te zijn gefuseerd tot één glomerulus bij C. rubecula.
Maatstreep = 50 pm. 3D-kaart: Hans Smid.

6. Surface reconstruction 3D models of the antennal lobe of Cotesia
glomerata: anterior view (a), posterior view (c), and C. rubecula: anterior
view (b) and posterior view (d). Colours indicate different parts of the
antennal lobe. Deeply coloured glomeruli indicate landmark glomeruli;
these glomeruli could be identified in both species. An asterisk marks
the location where four glomeruli in C. glomerata seem to be fused into
one glomerulus in C. rubecula. Bar = 50 pm.

Van de glomeruli zijn 3D-kaarten gemaakt. De hoeveelheid
glomeruli bij C. glomerata betrof 186-189, bij C. rubecula 193-198.
Hoewel er binnen elke soort nog een behoorlijke variatie was in
locatie, vorm en grootte van glomeruli, kon met behulp van glo-
meruli die opvielen door hun vorm of grootte, van beide soorten
een driedimensionale kaart worden gemaakt (figuur 6). De ver-
schillen binnen een soort lijken te worden veroorzaakt doordat
twee of meer glomeruli soms samensmelten. Het verschil in
aantal glomeruli tussen de soorten wordt veroorzaakt door
geringe variaties die over de gehele antennale lob verspreid zijn.

Ook op het niveau van de antennale lob lijkt de geurver-
werking bij beide soorten dus sterk op elkaar. Dit bevestigt
nogmaals hun geschiktheid als model voor het vergelijkende
leeronderzoek. Vanuit de glomeruli wordt de informatie door-
gestuurd naar de paddenstoelvormige lichamen, de hogere
integratiecentra in de hersenen van insecten (figuur 5). Hier
wordt de geurinformatie geintegreerd met bijvoorbeeld visuele
informatie.

Octopamine

Het in kaart brengen van de US-zenuwbaan is, in eerste instantie,
niet gedaan door het aankleuren van zenuwuitlopers, zoals bij de
CS-zenuwbaan. Het is namelijk minder duidelijk welke stimulus
(of stimuli) precies als US fungeert en dus welke zenuwen aan-
gekleurd moeten worden. Het waarnemen van de rups kan
waarschijnlijk alleen de US vormen wanneer de rups wordt
herkend als geschikte gastheer en dus een duidelijke beloning
vormt. Gastheeracceptatie volgt echter op complex gedrag waar-
bij het betasten van de rups en zijn spinsel en faeces, en het
aanprikken van de rups met de ovipositor een rol spelen. Het is
daarom onduidelijk welke sensorische stimuli precies de US vor-
men. Daarnaast is het lastig om de zenuwen in de ovipositor aan
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7. Hersenen van een vrouwtje Cotesia rubecula, met de octopamine
bevattende celgroepen en hersendelen. De drie celgroepen zijn
omcirkeld en geven de octopamine producerende cellen in de pars
intercerebralis (1), mediaan van de antennale lobben (2) en in het sub-
oesophagale ganglion (SOG) (3) weer. Daarnaast is ook het VBC (ven-
tral body complex) gekleurd (pijl).

7. Brain of a female Cotesia rubecula with immunoreactivity of three
octopaminergic cell groups: neurons in the pars intercerebralis (1), near
the antennal lobes (2) and in the suboesophageal ganglion (SOG)(3).
Immunoreactivity of the ventral body complex (VBC) also occurred
(arrow).

te kleuren vanwege de moeilijke toegankelijkheid van de oviposi-
tor, en de grote afstand tussen de ovipositor en de hersenen.

Eris echter al eerder onderzoek gedaan naar associatief
leren van geuren bij een nauw verwant insect: de honingbij Apis
mellifera Linnaeus (zie bijvoorbeeld Hammer & Menzel 1995).
Honingbijen kunnen geuren leren associéren met de aanwezig-
heid van nectar, net zoals Cotesia geuren leert associéren met de
aanwezigheid van een geschikte gastheerrups. Bij beide soorten
wordt de US bij dit associatief leergedrag dus gevormd door een
beloning. Bij de honingbij activeert het waarnemen van nectar
een speciale zenuwecel in de hersenen (Hammer 1993), die de
signalen doorgeeft naar de geurverwerkende zenuwbaan (de
glomeruli en het paddenstoelvormig lichaam). Als tijdens de
leerervaring geen nectar wordt aangeboden, maar de speciale
zenuwcel kunstmatig wordt geactiveerd, wordt de associatie
ook gevormd. Deze cel geeft dus blijkbaar de nectarbeloning
door aan de geurverwerkende zenuwbaan en is de neurale
representatie van de US. Deze ‘beloningsgevoelige’ zenuwcel
geeft octopamine af als hij geactiveerd wordt. Deze stof zorgt
ervoor dat zenuwcellen gevoeliger worden voor een volgende
stimulatie. In Cotesia zou een gelijksoortige octopamineprodu-
cerende cel actief kunnen worden bij het waarnemen van de
rups en daarmee de US kunnen representeren.

De octopamineproducerende cellen in de hersenen van
Cotesia zijn in kaart gebracht door gebruik te maken van een
antilichaam dat zich bindt aan octopamine, en door vervol-
gens aan dit complex een kleurstof te koppelen. De hersenen
zijn vervolgens bekeken met een confocale laserscanning-
microscoop (Bleeker et al. 2006b, Bleeker 2005). Bij beide
Cotesia-soorten werden drie groepen octopaminebevattende
cellen gevonden (figuur 7). Deze celgroepen komen ook voor
bij andere insecten zoals de fruitvlieg Drosophila melanogaster
Meigen (zie Monastirioti et al. 1995) en de honingbij (Kreisl et al.
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1994). Bovendien komt één groep overeen met de groep cellen in
de honingbij waarin zich de zenuwcel bevindt die geactiveerd
wordt door een nectarbeloning (groep 3 in figuur 7). In deze
groep bevinden zich de zogenaamde VUM-neuronen (ventral
unpaired median neurons). De beloningsgevoelige cel in de
honingbij is ook een VUM-neuron. Twee VUM-neuronen zijn
ook zichtbaar na het aankleuren van de zenuwen in de anten-
ne (figuur 5). De hypothese is nu dat één van deze twee VUM-
neuronen geactiveerd wordt bij het waarnemen van de rups en
de US representeert. Verder onderzoek is nodig om de juiste cel
te lokaliseren. Hierbij kan gedacht worden aan het aankleuren
van de zenuwen in de ovipositor.

Conclusies

De geurverwerkingsbanen van de twee soorten sluipwespen
lijken sterk op elkaar en kunnen goed met elkaar vergeleken
worden. Hierdoor is het mogelijk eventuele verschillen tussen
beide soorten in het effect van een ervaring op de geurverwer-

beloningsgevoelige cel geactiveerd wordt door de aanwezigheid
van een geschikte gastheerrups, kan onderzocht worden in hoe-
verre deze cel variatie vertoont in beide soorten.

Behalve het doen van puur morfologisch onderzoek is
het ook belangrijk om het gedrag van de twee soorten na een
leerervaring verder te bestuderen. Op deze manier kunnen de
verschillen in de opbouw van het geheugen in beide soorten in
kaart gebracht worden, waarbij duidelijk wordt of er sprake is
van korte of lange termijn geheugen (bijvoorbeeld Bleeker et al.
20063, Bleeker 2005, Smid et al. 2007). Hierdoor kan een nauw-
keurige koppeling ontstaan tussen eventuele morfologische
verschillen en de verschillen in structuur van het geheugen.

Door naast morfologische en fysiologische verschillen
naar de ecologie van beide soorten te kijken, kan ook een idee
gevormd worden over de evolutionair-ecologische factoren die
hebben geleid tot het verschil in leergedrag bij beide soorten
(Bleeker et al. 2006b, Bleeker 2005). Op een dergelijke manier
ontstaat een compleet beeld van de verschillen in leren tussen
twee nauw verwante soorten sluipwespen.

kingsbaan in kaart te brengen. De twee soorten vormen dus

inderdaad een goed model voor neurobiologisch onderzoek

naar verschil in leergedrag.

Daarnaast is een aantal cellen in kaart gebracht die mo-
gelijkerwijs de US representeren. Wanneer bekend is welke
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Summary

Studying olfactory learning in parasitoids
Insects are useful model organisms to study learning and memory. They are both used for
neurobiological research and to study the ultimate factors that have driven its evolution.

In my thesis I combine both approaches to study a difference in learning in two closely rela-
ted parasitoid wasps: Cotesia rubecula and C. glomerata. Parasitoid wasps use plant odours

to locate their host caterpillars. Many of these wasps can learn to associate the presence of
hosts with new odours. The cellular mechanisms behind this associative learning are likely
to include the strengthening of synapses between the nerve cells that process the learned
odour and the nerve cells that process the presence of the caterpillars. Insects perceive
odours with olfactory sensilla located on the antennae. These olfactory sensilla have multi-
ple pores, which allows us to distinguish them from other types of sensilla (e.g., thermo-

or hygrosensilla). The sensilla of both wasp species have been studied with the use of
scanning electron microscopy (SEM). Both species have the same six types of sensilla and
in similar quantities. The plate sensilla are likely candidates for the perception of plant

odours. The number of plate sensilla differs between both species: C. rubecula has a higher
number of plate sensilla compared to C. glomerata, which might indicate that C. rubecula has
a higher sensitivity to plant odours compared to C. glomerata. Between males and females

a difference in the number of the plate sensilla also exists, which might indicate that males
use the plate sensilla for the perception of sex pheromones. The olfactory sensilla project
to the antennal lobe, the primary olfactory neuropil, that consists of spherical structures
called glomeruli. Sensilla that perceive the same odour project to the same glomerulus and
glomeruli that process similar odours are located in close proximity. The number of glome-
ruli is species-specific and varies usually between 50 and 200 in insects. The glomeruli of
both wasp species have been mapped with the use of confocal laser scanning microscopy
(CLSM). The number of glomeruli varied from 186-189 in C. glomerata and 193-198 in

C. rubecula. Differences between the species were small. This indicates, together with

the observed similarity in shape, number and position of olfactory sensilla, a similarity in
olfactory signal processing between the two species. Furthermore the neurons that could
mediate the reward stimulus in the two wasp species were identified. In honeybees the
neuron that mediates olfactory learning is a so called ventral unpaired median (VUM)
neuron and is octopaminergic. Therefore the octopaminergic cells in Cotesia have been
made visible by use of an anti-octopamine antibody and subsequent CLSM analysis.

Three different octopaminergic cell groups were identified that are similar in other insects,
including the VUM neurons. It is likely that in Cotesia one of these cells is the reward-
mediating neuron. In conclusion: the morphology of the neural pathways that underlie

a difference in learning is mapped and provides a solid base for further studies. In my
thesis I also studied behavioural differences and evolutionary factors which might have
shaped the difference in learning.
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