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Resiimee

Untersucht wurde die morphometrische, allozymale und mtDNS Variabilitdt der Apis-mellifera-cypria-Population im Norden
Zyperns. Sechs Populationen (40 Bienenvélker) wurden anhand von 39 morphometrischen Merkmalen untersucht. Die Zytochrom B
und Karboxiloxidase Regionen der mtDNS wurden auf die Profile der Restriktionsenzyme Bgl Il und Hinf | und auf den Polymorphismus
der Lédnge des Restriktionssegments Dra | der intergenetischen Zone CO | — CO Il analysiert. Die mitochondrielle Region ND2 wurde
sequenziert und mit den veréffentlichten Sequenzen anderer Subspezies verglichen. Zusétzliche 55 Bienenvélker aus der gleichen
Ortschaft dienten der Untersuchung der allozymalen Variation, wobei 6 Enzymsysteme verwendet wurden. Es wurden sehr niedrige
Niveaus der allozymalen Variation festgestellt, mit einer durchschnittlichen Heterozygotie von 0,006 + 0,005. Die Analyse aller mtDNS
Regionen bestétigte die europdische Herkunft der Honigbienenpopulation aus dem Norden Zyperns. Die Verdauungsprofile, die im
Norden Zyperns gefunden wurden, waren die gleichen wie die der Honigbienen von Osteuropa. Nur die CO | — CO Il
Zwischengenregion besitzt die Q-Sequenz und die Verdauungsprofile entsprechen dem C1 Haplotyp. Die Analyse der
morphometrischen Daten situierte die Honigbienen aus dem Norden Zyperns in die 6stliche morphologische Linie, zusammen mit A.m.
monticola, A.m. meda, A.m. syriaca und A.m. caucasica. Ein phylogenetischer Stammbaum, aufgrund der Daten der ND2-Sequenz
aufgestellt, plaziert die Zypern-Honigbienen in die mitochondrielle C-Linie, die sowohl die morphologische C- als auch O-Linien erfal3t.

Stichworter: Zypern/genetische Variation/Apis mellifera cypria

Einleitung

Die Honigbiene von Zypern (A.m. cypria, Pollmann 1879) ist ein weiteres Beispiel einer Insel-
Subspezies, genau wie A.m.ruttneri auf Malta, A.m. adami auf Kreta und A.m. sicula auf Sizilien. Ahnlich
anderer Inselsubspezies sind die Bienen von Zypern von kleinerem Ausmaf. Wegen ihrem exotischen
Aussehen wurden sie zu Beginn von den Imkern gut aufgenommen (RUTTNER, 1988).

In seinen morphometrischen Untersuchungen plazierte RUTTNER (1992) die Honigbienen von
Zypern in die dstliche Linie, zusammen mit A.m. anatolica, A.m. syriaca, A.m. meda und A.m. caucasica.
Aus der Sicht der geographischen Position sieht A.m. cypria genau wie ihre Nachbarinnen aus. Der Abstand
zu A.m. anatoliaca (74,6), A.m. syriaca (69,8) und A.m. meda (87,3) ist fast gleich. Werden die Zypernbienen
mit den Anatolienbienen verglichen, dann sind die ersteren kleiner, haben aber langere Rissel und Beine,
doch kurzere Flugel. Innerhalb der dstlichen Linie haben sie den langsten und schlankesten Hinterleib (St6 —
84,6). Der Kubitalindex der Zypernbienen ist sehr hoch (2,72). Ihr ausgepragtes Merkmal ist die Farbe des
Hinterleibs. Die Zypern- und Syrienbienen haben das gleiche Farbmodell, das sich dem der agyptischen
Biene (A.m. lamarckii, gewesene A.m. fasciata) nahert (BRUDER ADAM, 1983). Die Verhaltensweisen der
Zypernbienen ahneln denen der Anatolienbienen - sie sind sehr aggressiv und schwarmfreudig (BRUDER
ADAM, 1983).

Obwohl sie eine Inselsubspezies ist, verzeichnet A.m. cypria eine hohe morphometrische Variation
(RUTTNER, 1988). Die neueste Einfiihrung von Bienen aus der Turkei in den Norden Zyperns kdnnte einige
morphometrische Veranderungen verursacht haben und es stellt sich die Frage, inwieweit die letzten
Einfihrungen die Bienenvolker im Norden Zyperns beeinfluldt haben. AuRerdem gibt es keine eingehende
Studien Uber die allozymale und genetische Variation auf DNS-Niveau.

Zur weiteren Untersuchung dieser Fragen im Zusammenhang mit der genetischen Variation bei A.m.
cypria und ihrem Verhaltnis innerhalb der O Linie nahmen wir eingehende Proben. In der vorliegenden Arbeit
teilen wir die Ergebnisse der vollstandigen Analyse der mtDNS, der Morphometrie und der Allozyme der
Zypernbiene, A.m. cypria, mit.

Material und Methode

Die Proben wurden aus 40 Bienenvolkern aus 6 Ortschaften im Norden Zyperns eingesammelt. Bis
zur morphometrischen und der mtDNS-Analyse wurden sie in Athanol 90° gehalten. Aus weiteren 55
Bienenvolkern in Gebirgsgegenden wurden andere Mustern gesammelt und tiefgekihlt, um die
biochemische Variation der Bienenpopulationen im Norden Zyperns zu bestimmen.
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Morphometrische Analyse

Insgesamt 18 Bienenvolker wurden morphometrisch analysiert. Die 11 bis 15 Arbeiterinnen einer
Probe wurden seziert und gemall RUTTNER et al. (1978) 39 morphometrische Merkmale gemessen. Die
Messung erfolgte vor allem mit einer CCD-Kamera und einem morphometrischen MeRRprogramm (MEIXNER
und MEIXNER, 1994). Die Koérperfarbe und die Haarbekleidung wurden mit einem Seziermikroskop und
einem Augenmikrometer gemessen. Die statistische Analyse erfolgte mit Referenzproben aus der
Datenbank des Instituts fur Bienenkunde von Oberursel.

Analyse der Allozyme

Nach einer vorhergenden Analyse wurden aus zusatzlichen 55 Bienenvolkern der Gebirgsgegend
eingehende Proben eingesammelt, um die allozymale Variation festzustellen. Die Variabilitdt von 6
Enzymsystemen (Pgm-1 und Pgm 2, Hk, Mdh, Me, Est und Pgi) wurde, wie weiter oben beschrieben,
verwendet (KANDEMIR und KENCE, 1995). Die Frequenz der Genen, die Parameter der genetischen
Variation und die Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurden mit dem Programm BIOSYS-1
(SWOFFORD und SELANDER, 1981) bestimmt.

DNS-Analyse

Gemal der von SHEPPARD und McPHERON (1991) beschriebenen Methoden wurden die
gesamten Nukleinsauren aus 40 Bienenvdlkern extrahiert. Die Extrahierung bestand im Protokoll der Phenol-
Chloroform-Extrahierung, bestimmt fiir eine groBe Menge an intakter zirkularer mtDNS. Die DNS-Extrakte
wurden bei —80 °C gelagert. Fiir die Analyse von mtDNS wurden die Intergenregionen CO /, Cyt und CO I-
CO Il durch die Kettenreaktion der Polimerase vergrof3ert und gemafy der Empfehlungen des Herstellers
(Tab. I) mit Hinf-l, Bgl Il bzw. Dra-I verdaut. Die Gelfragmente fiir die Verdauungen mit Hinf-/ und Bgl I/
wurden auf Agargel 2,5% getrennt. Dieses Agargel bestand aus 1% Standardagar BIO-RAD und 1,5% Nu-
Sieve-Agar. Die Fragmente der restriktiven Verdauung Dra-/ wurden aber auf Polyacrylamidgel 10% und
7.5% getrennt. Danach wurden die Gele mit Ethidiumbromid gefarbt und zur Dokumentation im UV-Licht
fotografiert.

Tabelle |

mtDNS-Regionen, Primérpaare und verwendete Restriktionsenzyme

Regionen Primarpaare Restriktions- Literatur
enzyme
COI-F 5-TTAAGATCCCCAGGATCATG-3 Hinf-1 Sheppard et al.,
COI-R 5-TGCAAATACTGCACCTATTG-3 1994
CytB-F 5-TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3 Bgl-Il Sheppard et al.,
CytB-R 5-ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’ 1994
COI-COll- E2 5-GGCAGAATAAGTGCATTG-3 Dra-I Garnery et al.,
COI-COII-H2 5-CAATATCATTGATGACC-3’ 1993
ND2-ILE 5-TGATAAAAGAAATATTTTGA-3 Arias und
ND2-L1 5-GAATCTAATTAATAAAAAA-3 Sheppard, 1996
Ergebnisse
Morphometrie

Die Praliminaranalysen ergaben, dal’ die Zypernbienen dem &stlichen Zweig angehéren. Alle
Zypernproben wurden mit den Subspezies anatoliaca, syriaca und caucasica gruppiert. A.m. lamarckii war
die Subspezies, die sich diesem Cluster am meisten naherte (Abb.1).
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Abb.1 — Faktoranalyse von A.m. anatoliaca, A.m. syriaca, A.m. cypria (Referenzproben von Oberursel)
und den Proben vom Norden Zyperns.
Allozyme

Von den sechs fur die biochemische Variation getesteten Enzymen waren vier polimorphisch in den
Honigbienenpopulationen aus dem Norden Zyperns. Alle Enzymsysteme befanden sich im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (P > 0,05). Die insgesamte Heterozygotie fir die Bienen aus dem Norden Zyperns wurde als
0,006 + 0,005 errechnet.

MtDNS

Region CO-I: Die Restriktion der Region CO-I mit dem Restriktionsenzym Hinf | ergab kein einziges
Restriktionsgfragment. Alle Bienenvdlker hatten den gleichen unverdauten Fragmenttyp auf Agargel wie die
mittellandische dstliche C Linie.

Region Cyt B: Die Verdauung dieser Region ergab zwei Fragmente, die ein Diagnosesitus fir die
europaischen Honigbienen darstellen. Alle Zypernbienenvdlker haben dieses Situs, ein Zeichen dafur, dafy
sie der C Linie der mtDNS angehdren.

Region CO I — CO II: In dieser Region wurde keine genetische Variation verzeichnet. Das mit PCR
vergrolRerte Produkt zeigte, dall diese Region nur aus einer einzigen Q-Sequenz besteht, genau wie bei
allen C Linien. Die Verdauung mit dem Restriktionsenzym Dra-I verursachte keine Variation. Alle hatten die
gleiche Art der Profile der restriktiven Verdauung.

ND2-Sequenzierung

Das ND2-Gen der mitochondriellen DNS wurde in beide Richtungen sequenziert, wurden ILE- und
L1-Primare verwendet. Ein insgesamter Wert von lesbaren 650 bp wurde mit anderen ND2-Sequenzen
kombiniert, die sich in der Genenbank befanden und die bei der phylogenetischen Analyse Verwendung
fanden. Im phylogenetischen Baum, gebaut von Neighbor Joining, wurden drei Hauptcluster gesichtet. Die
A, C und M Linien waren eindeutig sichtbar, die O Linie war in die A Linie einverleibt. In all diesen Linien
befanden sich die Zypernbienenvélker in der C Linie (Abb.2).
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Abb.2 — Ein mutmaBlicher NJ Baum, der das phylogenetische Verhéltnis der Bienen aus dem Norden Zyperns mit den anderen
Honigbienensubspezies nach 1000 Replikationen veranschaulicht (schwarz = C Linie, blau = M Linie und rot = A Linie).
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Diskussionen

Morphometrie

In den meisten Fallen wurden die Bienen aus dem Norden Zyperns aufgrund der morphometrischen
Analyse den als A.m. cypria klassifizierten Proben der Referenzsammlung klar zugeteilt (Abb.1). Die Bienen
aus dem Norden Zyperns bildeten, wie erwartet, ein Cluster mit der Subspezies der Linie O. Ein neuer
Bienensatz veranschaulichte, dal® die Zypernbienen ihre morphometrische Struktur weiterhin beibehalten
und auf diese Weise der Wirkung der neuen Einfiihrung entgegensehen, was anhand der Faktoranalyse
beobachtet wurde (Abb.1). Von den aus dem Westen von Nordzypern (Zitrusgarten) eingesammelten Bienen
waren einige Bienenvolker, die sich A.m. anatoliaca naherten, eine nicht Gberraschende Tatsache. Nur drei
dieser Proben — alle aus modernen Bienenstadnden — wurden in der Analyse als A.m. anatoliaca betrachtet.
Ursache dazu waren wahrscheinlich die Einfuhre vom Festland nach Nordzypern. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann schlul3folgert werden, dall die Bienenpopulation der Insel sich in einem gewissen Malde
noch in ihrer Originalform befindet. Eine weitere Beobachtung ist, dal® A.m. cypria A.m. anatoliaca viel mehr
ahnelt als A.m. adami und A.m. meda.

Allozyme

Die morphometrische Analyse zeigte, dal} der westliche Teil von Nordzypern von den neuesten
EinfGhrungen beeinflult wurde. Deshalb wurden die letzten Proben vor allem aus der Gebirgsgegend
eingesammelt, um die biochemische Variation der Bienen in Nordzypern zu entdecken.

Es bestand aber keine groRe Variabilitat der Bienen aus Nordzypern, die eigentlich bei einer
Inselsubspezies zu erwarten gewesen ware. Auflerdem ist dieses Areal keinem neu eingefihrten Gen
ausgesetzt, was seinerseits ein Grund der niedrigen Heterozygotieniveaus in der Gebirgsgegend sein
kénnte. Im Gegenteil, bei den Populationen aus dieser Zone wurde eine niedrige genetische Differenzierung
(Fst = 0,038) festgestellt. In Anbetracht der Hk und Est Enzyme waren die Populationen heterogen. Die
Anwesenheit einiger Niveaus mit niedriger Variabilitat kdnnte ein weitere Unterstitzung zugunsten der
Morphometrie und der Aufrechterhaltung eines Originalstatus der Zypernbienen sein.

MtDNS

Alle Zypernproben hatten das gleiche mtDNS-Profil, ein eindeutiger Beweis dafir, dall sie der
mitochondriellen C Linie angehéren. Alle verschiedene Arten von mitochondrieller Analyse (Verdauung mit
Cytochrom B der Bgl Il Region, Verdauung mit Karboxiloxidase | der Hinfl Region, die Verdauung der Region
CO | — CO Il und Dra ) fuhrten zu dieser Schluf’folgerung. Bei den meisten Analysen &hnelten die
Zypernbienen den Subspezies aus Syrien und der Tirkei, wahrend die Populationen aus diesen Landern
eine viel grolere Variabilitdt aufwiesen. Das Ergebnis der sequentiellen Analyse der ND2 Region ergab, dal}
die A.-m.-cypria-Proben zu der C Linie gehoren, obwohl sie morphometrisch der O Linie angehoren.
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