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 Resümee 
 
 Mithilfe der RFLP-Analyse zweier mtDNS Gensegmente untersuchten wir die genetische Struktur der Honigbienen-
Populationen in verschiedenen Zonen der Insel Kreta, die gemäß der morphometrischen Analyse von RUTTNER (1968) der Rasse Apis 
mellifera adami entsprechen. 
 Untersucht wurden sechzig Proben, die von verschiedenen Bienenköniginnen stammten. Nach der Extrahierung der Gesamt-
DNS wurden anhand der PCR-Technik 16 s rDNS (965 bp) und COI (1028 bp) Gensegmente vergrößert. Sieben bzw. sechs 
Einschränkungsenzyme hatten wenigstens ein Erkennungssit bei 16s rDNS bzw. COI Gensegmente. 
 Die Intrapopulationsvariation wurde beim Gensegment CO I festgestellt, vom Einschränkungsenzym BstU I verdaut. 
 Es wurde beobachtet, daß die genetische Struktur dieser Populationen in den letzten zwei Jahrzehnten wahrscheinlich durch 
die Wanderung und die kommerzielle Bienenzucht verändert worden ist. Es scheint, daß auf der Insel Kreta keine reine Population von 
Apis mellifera adami existiert. Im Vergleich zu den Ergebnissen der vorlaufenden Forschungen ergaben unsere Daten, daß die 
Honigbiene von Kreta den Honigbienen-Populationen aus anderen Zonen Griechenlands ähnlich ist. 
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 Einleitung 
 
 Traditionellerweise fußt die intraspezifische Taxonomie der Honigbiene (Apis mellifera) auf der 
Morphologie. Gegenwärtig sind aufgrund ihrer morphometrischen Merkmale 26 Subspezies der Apis 
mellifera bekannt (RUTTNER, 1988, 1992; SHEPPARD et al., 1997). 
 Seit neuester Zeit werden in der Untersuchung der Diversität der Honigbienen genetische 
Instrumente verwendet, vor allem die Analyse der DNS-Sequenz und die Elektrophorese mit Alozym. Die 
mitochondrielle DNS (mtDNS) besitzt gewisse Eigenschaften, die aus ihr ein beliebtes Instrument in der 
Systematisierung und Biologie von Populationen machen. Im allgemeinen wird sie auf mütterlicher Linie 
ohne jedwelchen neuen Kombinationen geerbt. Auf diese Weise können die fremden Haplotypen innerhalb 
der Populationen ganz genau entdeckt werden. Im Falle der Honigbienen wurde nur die mütterliche 
Vererbung von mtDNS bewiesen (MEUSEL und MORITZ, 1993). Deswegen besitzen alle Arbeiterinnen und 
Drohnen eines Bienenvolkes die gleiche mtDNS wie die Bienenkönigin. Trotzdem muß auf gewisse 
technische Verbesserungen geachtet werden, die mehr oder weniger in der letzten Zeit in der Haltung des 
Bienenvolkes eingeführt wurden, wie auch auf den Import von Bienenköniginnen aus dem Ausland und der 
Wanderung. 
 RUTTNER (1980) beschrieb aufgrund von morphometrischen Untersuchungen die Honigbienen-
Populationen auf der Insel Kreta (im Süden des Ägäischen Meeres, Griechenland) als Apis mellifera adami. 
Gemäß RUTTNER (1988) weist Apis mellifera adami bedeutende morphologische Ähnlichkeiten mit den 
Subspezies aus dem Nahen Osten auf. Die aloenzymatische Analyse (BADINO et al., 1988) der 
Honigbienen-Populationen auf dem griechischen Festland (Thrakien, Mazedonien, Zentralgriechenland und 
Pelopones) wie auch diejenigen der Bienenpopulationen auf Kreta ergaben, daß in Kreta eine reine Rasse 
existiert hatte. 
 In unserer Untersuchung wurden die Honigbienen-Populationen aus verschiedenen Zonen der Insel 
Kreta, die gemäß der morphometrischen Analyse Apis mellifera adami entsprachen (RUTTNER, 1988), 
mithilfe von RFLP-Analyse von zwei mtDNS-Gensegmenten untersucht. 
 Unser Ziel war das Studium der genetischen Struktur dieser Populationen, um einerseits 
festzustellen, ob auf der Insel Kreta tatsächlich eine reine Bienenpopulation bestanden hatte und 
andererseits, ob eine Übereinstimmung mit der morphometrischen Analyse von RUTTNER (1988) existierte. 
 
 Material und Methode 
 
 Es wurden Bienenproben aus 60 Bienenvölkern von verschiedenen Orten der Insel Kreta (Chania, 
Rethymno, Heraklion, Lasithi) genommen (Abb.1). Die Honigbienen-Populationen dieser Zonen entsprechen 
gemäß der morphometrischen Analyse (RUTTNER, 1988) der Rasse Apis mellifera adami. 
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Abb.1 - Ortschaften der Probenentnahme auf der Insel Kreta: Chania, Rethymno, Heraklion, Lasithi. 
 
 Die Proben wurden in lebendigem Zustand ins Labor gebracht und dort bei –80 0C bis zur 
Verwendung bewahrt. Die GesamtDNS wurde gemäß dem von HUNT und PAGE (1992) festgelegten und 
ein wenig veränderten (BOUGA et al., 2003) Protokoll aus jedem Individuum gewonnen. 
 Die Variation der mtDNS wurde mit RFLP analysiert. Zwei „Primer“sätze wurden für die 
Vergrößerung der Gensegmente 16 s rDNS und CO I verwendet. Die beim 16s rDNS-Segment verwendeten 
„Primer“ waren das Paar 5’-CAACATCGAGGTCGCAAACATC-3’ und 3’-AGTTGGGACTATGTTTTCCATG-5’ 
(NIELSEN et al., 1994) und für das Segment CO I das Paar 5’-GATTACTTCCTCCCTCATTA-3’ und 3’-
AATAAGTCTGATAGGTCTAA-5’ (NIELSEN et al., 1999). Die Kettenreaktion der Polymerase (PCR) (SAIKI 
et al., 1988) erfolgte wie von BOUGA et al. (2003) beschrieben. Das gleiche gilt auch für die PCR-
Bedingungen. Die vergrößerten mtDNS-Segmente wurden von den Restriktionsenzymen verdaut. Die 
informativen Restriktionsenzyme, die beim Gensegment 16s rDNS verwendet wurden, sind Ssp I, Dra I, Hinc 
II, EcoR I, Pst I und Alu I und für das Gensegment CO I: Sau3A I, Fok I, Bcl I, Ssp I, BstU I und Xho I. 
 Die verdauten Segmente wurden danach elektrophoretisch auf 2% Agarosegel in 0,5X TBE Puffer 
getrennt, mit Ethidiumbrom gefärbt und in UV Licht visualisiert. Die Dimensionen der DNS-Fragmente 
wurden mit dem PCR-Marker (Promega), auf dem gleichen Gel aufgetragen, verglichen und mit dem 
Programm DNAfrag 3.03 (NASH, 1991) errechnet. Abhängig von dem Erscheinen identifizierte ein 
Buchstabe die verschiedenen Restriktionspattern. Die zusammengesetzten Genotypen eines jeden 
Individuums wurden danach aufgrund aller Restriktionspattern der zwei mtDNS-Segmente definiert. 
 
 
 
 Ergebnisse 
 
 Die Dimensionen der PCR vergrößerten mtDNS-Segmente aller Populationen betrugen 964bp und 
1028bp bei 16 srDNS bzw. CO I Gensegmente. Die Tabellen I und II enthalten die Patternfragmente, erzeugt 
von jedem Restriktionsenzym der zwei mtDNS-Segmente. 
 

Tabelle I 
 

Bewertung der Fragmentdimension (grundlegende Paare) aller Fragmentierungspattern, beobachtet bei mtDNS 16s rDNS 
Gensegmenten der untersuchten Populationen 

 
16s rDNA 

Sau3A I Ssp I Dra I Hinc II EcoR I Pst I Alu I 
 A  A  A  A  A  A  A 

548  628  557  598  492  621  572  
416  336  407  366  472  343  392  
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Tabelle II 
 

Einschätzung der Fragmentdimensionen (grundlegende Paare) aller beobachteten Fragmentpattern auf mtDNS und CO I der 
untersuchten Populationen 

 
CO I 

Sau3A I FoK I Bcl I Ssp I Bstu I Xho I 
 A  A  A  A  A B  A 

371  476  465  487  1028   616  
349  425  326  277  658   412  
280  127  237  264  370     
28             

 
 Die Intrapopulationsvariation beim CO I Gensegment, verdaut vom Restriktionsenzym BstU I, wurde 
veranschaulicht (Abb.2). 
 

 
 
 

Abb.2 – Restriktionspattern der Fragmente nach Verdauung durch das Enzym BstU I bei den Honigbienenpopulationen von: (1-3) 
Chania, (4 – 6) Rethymno, (7 – 9) Heraklion, (10 – 12) Lasithi. 

 
 Tab. III enthält die zwei Haplotypen (zusammengesetzte Genotypen), die in den untersuchten 
Populationen entdeckt worden sind (die ordnungsmäßig aufeinanderfolgenden Buchstaben entsprechen der 
Reihenfolge der Fragmentpattern der Tabellen I und II), die Frequenz der Haplotypen und die Dimensionen 
der Proben. 
 

Tabelle III 
 

Zusammengesetzte Genotypen (Haplotypen), Frequenz der Haplotypen und Dimensionen der Probe (N) 
 bei allen untersuchten Populationen 

 
Zusammengesetztes 

Genotyp 
Ortschaften d. Probeentnahme 

Haplotyp 
 Chania Rethymno Heraklion Lasithi 

Typ 1 AAAAAAAAAAABA 1.000 1.000 1.000 0.933 
Typ 2 AAAAAAAAAAAAA    0.067 

 N 15 15 15 15 
 
 Diskussion 
 
 Die Untersuchung von mtDNS ist von größter Bedeutung bei den Honigbienen, da sie der ideale 
Marker des Bienenvolkes ist – alle Individuen eines Bienenvolkes teilen durch die Vererbung 
mütterlicherseits den gleichen Haplotyp (Mutationen ausgeschlossen). 
 Werden die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit denen vorhergehender Arbeiten 
(BOUGA et al., 2003) verglichen, dann ergibt sich, daß die Honigbienen auf der Insel Kreta genau so sind 
wie diejenigen aus anderen Zonen Griechenlands; eine Folge vielleicht des Ankaufs von Bienenköniginnen 
aus diesen Zonen. Die Ergebnisse der klassischen morphometrischen Analyse (HARIZANIS et al., 2001) der 
gleichen Proben und der Vergleich mit den Bienen Makedoniens (Norden Griechenlands) ergaben keine 
statistisch kennzeichnende Differenzen zwischen diesen Populationen. Das Studium, das auf der 
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geometrischen morphometrischen Analyse beruhte (HATJINA et al., 2002), ergab eine niedrige Variabilität 
der Honigbienen Kretas. 
 Unsere Ergebnisse zeigten, daß es nur einen einzigen Haplotyp der Bienen von Kreta gibt. Es 
scheint, daß dieser Haplotyp das Ergebnis des Imports von ausländischen Bienenköniginnen oder der 
Existenz der reinen Rasse Apis mellifera adami ist. 
 Es kann auch sein, daß sich die genetische Struktur der Honigbienen-Populationen durch die 
Wanderung und der kommerziellen Bienenzucht im Laufe der letzten beiden Jahrzehnte verändert hat und 
daß unsere Daten mit denen der morphometrischen Analyse RUTTNERs (1988) über die Existenz von Apis 
mellifera adami nicht übereinstimmen. 
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