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Resiimee

Die Carnicabiene (Apis mellifera carnica) und die phylogenetische Linie C der Bienen als ein Ganzes wurden genetisch wenig
studiert und deshalb priiften wir die genetische Struktur der Carnicapopulation in Slowenien mit mitochondrieller und Nuklearanalyse
der DNS. Die Bienenproben wurden aus 269 Ortschaften Sloweniens eingesammelt. Wir nahmen in die Analyse auch Bienenproben
aus Griechenland, Tschechien, Kroatien, Deutschland und Frankreich als ausldndische Gruppen auf. Die Proben aus Slowenien
charakterisierten sich durch ein herabgesetztes Niveau der genetischen Differenzierung der CO | und CO Il Regionen der mtDNS. Sie
wurden auf neu identifiziertes mtDNS-Haplotyp bezogen, C2C genannt. Der gleiche Haplotyp wurde auch in den kroatischen und
polnischen Gruppen und auch in einigen Proben aus Deutschland und der Tschechei angetroffen. Das herabgesetzte
Variabilitdtsniveau der Carnicapopulation in Slowenien wurde bei allen sechs untersuchten Mikrosatellitloci beobachtet und dabei eine
aulBergewdhnlich homogene Struktur der einheimischen Bienenpopulation festgestellt. Bei der Mikrosatellitenanalyse wiesen die
Populationen aus Kroatien und der Tschechei keine signifikanten Differenzen gegeniiber den slowenischen auf. Andererseits wurde im
Vergleich zur A.-.m.-macedonica-Population eine hohe genetische Differenzierung festgestellt, ausgedriickt durch einen spezifischen
mtDNS-Haplotyp, C2D genannt. Der schon beschriebene Haplotyp, C1, wurde bei den Bienen aus Osterreich und bei einigen Proben
der tschechischen Gruppe angetroffen. Der einzige Haplotyp, der aus der phylogenetischen non-C Linie stammte, A8 Haplotyp, war fiir
die Bienenproben aus Frankreich charakteristisch. Die Ergebnisse veranschaulichten auf diese Weise, dal3 die Carnicabiene in
Slowenien weiterhin eine der Hauptquellen des gemeinsamen einheimischen A.-m.-carnica-Genenfonds ist.

Stichworter: Biodiversitédt/Carnicabiene/genetische Analysen
Einleitung

Apis mellifera ist eine hochpolytypische Spezies. Aufgrund der Morphometrie kdnnen 24 anerkannte
Subspezies der Alten Welt in drei Entwicklungslinien gruppiert werden: europaische (M), afrikanische (A) und
Honigbienen aus dem Norden der Mittelmeergegend (C) (RUTTNER et al., 1978). Die Bienengruppen aus
dem Zentrum und dem Nordosten des Mittelmeergebiets bestehen aus fiinf geographisch stark verbundenen
Subspezies [(A.m. sicula Montagano, A.m. ligustica Spinola, A.m. cecropia Kiessewetter, A.m. macedonica
Ruttner und A.m. carnica Pollmann (RUTTNER, 1988)]. Die Carnicabiene, Apis mellifera carnica Pollmann,
ist eine einheimische Biene Sloweniens und einiger Regionen des gewesenen Jugoslawiens, des sudlichen
Teils Osterreichs und einiger Teile Ungarns, Ruméniens und Bulgariens (RUTTNER, 1988). A.m. carnica
verbreitete sich in ihren einheimischen Zonen in den Landern Mittel- und Nordeuropas, in USA und Kanada.
Die Hauptursachen dieses Prozesses war das sanfte Verhalten von A.m. carnica, die gute Honigproduktion
im Frihjahr und im Sommer, das letztere dank dem Honigtau der Nadelbdume.

Die mtDNS-Analyse ist ein weit verwendetes Verfahren in der biogeographischen Untersuchung der
A.-mellifera-Subspezies. Drei Evolutionslinien der Honigbienen wurden infolge der Untersuchung der sich
stark verandernden Region CO | — CO Il identifiziert (CORNUET et al., 1991). Die Variabilitat in der Region
CO | — CO Il entsteht durch die Uberlappung der Léngevariation (An-/Abwesenheit der Sequenz P, Zahl der
wiederholten Q-Sequenzen, mogliche kleine Deletionen) und durch die Substitution der Nukleotide. Im
Rahmen der phylogenetischen Linie C wurden nur drei Haplotypen (C1 bei A.m. ligustica, C2a bei A.m.
carnica und Cb2 bei A.m. caucasica) identifiziert (FRANCK et al., 2000) und im Rahmen der Subspezies
keine Variation beobachtet. Noch mehr, die Mikrosatellitioci mit hoher Variation werden in immer grofierem
Male bei den genetischen Untersuchungen der Populationen der A.-mellifera- Subspezies verwendet
(FRANCK et al., 2000; DE LA RUA et al., 2001). Die allgemeine Endstruktur der Spezies mit den drei
Hauptentwicklungslinien wurde durch das Studium der Mikrosatelliten ebenfalls veroffenbart (ESTOUP et al.,
1995; FRANCK et al., 1998).

Ziel des vorliegenden Studiums waren Charakterisierung und Analyse der genetischen Variabilitat
der einheimischen A.m. carnica und die Verfolgung, insofern mdglich, der eventuellen genetischen Bahnen,
die zu mehr oder weniger verwandten Honigbienen-Subpopulationen Europas fihren.

Material und Methode

Es wurden insgesamt 323 Arbeiterinnen analysiert. Es wurden Proben aus 269 Bienenvolker aus
ganz Slowenien genommen. Die Analyse erfal’te auch 10 Proben aus Kroatien, 9 Proben aus der
Tschechei, 10 Proben aus Griechenland (A.m. macedonica) und 25 Proben von selektionierten Linien, die
dem Zuchtprogramm auf der Insel Unije (Kroatien) entstammen (Tab. |). Die gesamte DNS wurde aus Kopf,
Tracheen und Arbeiterinnen extrahiert, gemaf des von BEYE und RAEDER (1993) festgelegten Protokolls.
Die isolierte DNS wurde fur die mtDNS und fur die Analyse der Mikrosatelliten verwendet. Die mtDNS-
Region, die das Gen tRNALeu, die intergenetische Region Cl I=CO Il und das 5-Ende des CO II-Gens
erfaldte, wurde durch ein Protokoll amplifiziert, das von GARNERY et al. (1993) beschrieben wurde.
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Unternommen wurde die Restriktion mit Dral bei 119 Proben und die Sequenzierung von 27 Proben. Alle
Bienenproben wurden fir sechs Mikrosatellitenloci analysiert: Ap53 (FRANCK et al., 1999), A7, A24, A88,
A43 (ESTOUP et al., 1995) und A8 (FRANCK et al., 1998). Die genetische Statistik der Population wurde mit
dem GENETIX-Software berechnet (BELKHIR et al., 1998).

Ergebnisse und Diskussionen

Mitochondrielle DNS
AulRer den Proben der selektierten Linie aus Frankreich wurden alle anderen Proben durch die
MtDNS-Sequenzen der phylogenetischen Linie C charakterisiert (Tabelle I).

Tabelle |

Einzelheiten der Proben, ihre AusmaBe und COI-COIlI-Haplotypen, die
in jeder Population vorkamen

Subspezies Probeherkunft N4 N, COI-COll-Haplotyp

A.mellifera carnica Slowenien 269 65 (6) c2C
Kroatien 10 10 (2) c2C

A.mellifera Rep. Tschechei 9 9 (4) C1und C2C

macedonica Griechenland 10 10 (3) C2D

Selektierte Linien

,Hohen Neuendorf* Deutschland 5 5(2) c2C

,Buckfast J* Deutschland 5 5(3) C2D

,Polen” Polen 5 5(3) c2C

K111 Osterreich 5 5(2) C1

,Toulouse” Frankreich 5 5(2) A8

Insgesamt 323

N1 = Zahl der in die Mikrosatellitenanalyse einbezogenen Honigbienenarbeiterinnen
N, = Zahl der in die mtDNS-Analyse einbezogenen Honigbienenarbeiterinnen. Die Zahl der sequenzierten Proben ist in den Klammern
angefiihrt.

Alle im vorliegenden Studium identifizierten Haplotypen konnten nicht gemaR der schon
veroffentlichten bestimmt werden. E wurden zwei neue Haplotypen der phylogenetischen Linie C entdeckt,
die sich von den schon beschriebenen Haplotypen nur im unterschiedlichen Ubergang zu den schon
bekannten polymorphischen Sites unterschieden (Tab. Il). Die A.-m.-carnica-Populationen waren
monomorphisch und nur durch einen neu entdeckten Haplotyp kennzeichnet, C2C genannt. Proben von A.-
m.-macedonica-Subspezies wurden auch als monomorphisch fir den neuen Haplotyp C2D aufgefunden.

Tabelle Il

Nukleotide in den fiinf schon beschriebenen variablen Positionen der Region COI-COI mtDNS, Differenzierung der Haplotypen
der phylogenetischen Linie C von A. mellifera

Bestimmung des Haplotyps Polymorphische Sites

1 2 3 4 5
Schon beschriebene C1 CCcCC C T T C
Haplotypen der C2A CCC A T C T
phylogenetischen C2B CCC C A C T
Linie C (FRANCK et
al., 2001; CORNUET,
pers. Mitt.)

Vorgeschlagene Bestimmung des Haplotyps

A.m. carnica (Slo, c2C CCC C T T C
Cro), ,Polen®, ,Hohen | C2D CCC C T C T
Neuendorf* C1 CcccC C T T C
A.m. macedonica,
,Buckfast J*, K 111“

Mikrosatelliten

In allen untersuchten Proben waren alle sechs Mikrosatellitenloci polymorphisch. Zur Entdeckung
der verschiedenen gemeinsamen genetischen Fonds der analysierten Proben wurde die multidimensionelle
Korrespondenzanalyse durchgefihrt. GemaR der Clusteranalyse wurde kein Unterschied zwischen den
slowenischen Subpopulationen beobachtet. Das Clustering der A.-m.-carnica-Proben aus Slowenien und
Kroatien ist eindeutrig (Abb.1). Die A.-m.-macedonica-Proben bildeten ein vollkommen separates und stark
einheitliches Cluster. Die Bienen der verschiedenen selektierten Linien wiesen ein unterschiedliches
Verhaltnis mit den einheimischen Carnica-Bienenpopulationen auf. Ihre genetische Zusammensetzung
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wiederspiegelt die kontrollierte Vermischung der Carnicabienen mit Bienen anderer Herkunft in der
Vergangenheit.
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Abb.1— Diagramm der Verteilung von allen analysierten A.-mellifera-Proben aufgrund der entsprechenden Analysen

SchluRfolgerung

Gemall der Ergebnisse der molekularen Analyse sind die slowenischen und kroatischen
Honigbienenpopulationen scheinbar stark einheitlich, fast nicht differenzierbar. Demgemal} kénnen die A.-
m.-carnica-Populationen von Slowenien und Kroatien als ausgepragt einheimisch betrachtet werden, ohne
der Einfihrung von anderen Subspezies oder phylogenetischen Linien.
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