FORSCHUNG

Blick in die Vergangenheit mittels
Genomanalyse von Museumsbienen

Am Beispiel der Schweizer Honigbienen wurde in einem Forschungsprojekt des ZBF in Zusammenarbeit mit
der Universitat Bilbao untersucht, inwiefern die Veranderungen der imkerlichen und landwirtschaftlichen
Praxis sowie der Umwelt die genetische Vielfalt im Laufe des letzten Jahrhunderts beeinflusst und

welche Spuren diese auf dem Genom der Bienen hinterlassen haben.
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ie Honigbiene musste sich im Ver-
lauf des letzten Jahrhunderts an
neue Umwelteinflisse und Betriebs-
weisen anpassen. Ohne Zweifel war
die grosste Herausforderung die An-
kunft der Varroamilbe in den 1980er
Jahren, welche nicht nur die Imker-
praxis stark verandert hat, da befalle-
ne Volker eine jahrliche Behandlung
benétigen, sondern sogar wilde Ho-
nigbienen in ganz Europa praktisch
ausloschte oder zumindest stark
dezimierte. Der damit verbundene
Populationsriickgang und die alljghr-
lich wiederkehrenden, teils hohen Vol-
kerverluste kénnten mdglicherweise
zu einem genetischen Engpass in der
verbleibenden Honigbienenpopula-
tion gefuhrt haben. Solch ein Popu-
lationskollaps kann zum Verlust der
genetischen Vielfalt fihren und damit
das langfristige Anpassungspotenzial
an zukunftige Umweltveréanderungen
erheblich beeintrachtigen.
Die Landwirtschaft erlebte in der
zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts
eine umfassende Intensivierung, die
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mit drastischen Landnutzungsanderun-
gen und der haufigeren Nutzung von
Pflanzenschutzmitteln verbunden war
und in der Folge einen signifikanten
Rickgang der Artenvielfalt von Insek-
ten ausloste.! Es intensivierte sich auch
die Imkerei, in welcher vermehrt Che-
mikalien zum Einsatz kamen, insbe-
sondere in der Bekampfung gegen die
Varroamilbe. Sowoh! Wirkstoffe, wel-
che im Bienenstock angewendet wer-
den, als auch Agrochemikalien kénnen
sich im Bienenwachs Uber viele Jahre
akkumulieren und dadurch langfristig
die Gesundheit der Bienenvolker beein-
flussen. Zudem hat die Bienenzucht im
gleichen Zeitraum eine rasche Profes-
sionalisierung erfahren, einschliesslich
Wanderimkerei, verstarkter Zichtungs-
bemihungen sowie Kéniginnen- und
Vélkerimporte aus anderen Regionen.

Es ist anzunehmen, dass dieser
drastische Rlckgang wildlebender
Honigbienen und die Intensivierung
der Landwirtschaft und Imkerei in den
letzten Jahrzehnten die genetische
Vielfalt und Identitdt einheimischer

Honigbienenpopulationen beeinflusst
und Selektionspuren auf dem Genom
hinterlassen hat. Eine ideale Moglich-
keit, diese Veranderungen im Genom
zu studieren ist, Proben vor dieser Zeit
zu untersuchen. Museumsexemplare
bieten hier eine hervorragende Gele-
genheit dazu. Dank der technischen
Fortschritte ist es namlich heutzutage
maoglich, genlgend Erbgut (DNA) fir
die genetische Analyse (Sequenzie-
rung) historischer Proben zu gewinnen.

Fallstudie Schweiz:

Dunkle Biene,

Apis mellifera mellifera

Fir diese Studie? konnten wir Museums-
bienen vom Naturhistorischen Museum
in Bern aus den Jahren 1879 bis 1959
untersuchen. Diese wurden uns freund-
licherweise vom Kurator Hannes Baur
zur Verfigung gestellt. Es handelt
sich um Exemplare der Dunklen Biene
(Apis mellifera mellifera), da vor den
50er Jahren des letzten Jahrhunderts
Carnica und andere Bienenrassen auf
der Alpennordseite der Schweiz noch
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Museums-
bienen aus
dem Natur-
historischen
Museum in
Bern.
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LieBE_1959 LoeVS 1958

Hybridisierung
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wenig verbreitet waren. Die DNA ha-
ben wir lediglich aus den Hinterbeinen
der Biene extrahiert, um die wertvolle
Sammlung der Bienenexemplare zu be-
wahren. Dabei ist es uns gelungen, von
insgesamt 22 Bienen genligend Mate-
rial fir die Sequenzierung zu erhalten.
Die Sequenzdaten der Museumsbienen
wurden dann mit den Daten der A. m.
mellifera-Bienen aus dem Jahr 2014,
die wir in unserer vorherigen Studie
(SBZ 04/2017) vorgestellt haben, ver-
glichen. Unser Ziel war, Unterschiede
in der genetischen Vielfalt matterlicher
Abstammung (mitochondriale DNA),
Hybridisierung (Kreuzung mit anderen
Rassen) und Selektionssignale zu unter-
suchen. Die historischen und modernen
Populationen unterscheiden sich durch
natirliche und anthropogene Faktoren:
vorherrschende Krankheitserreger, Im-
kerei- oder Landwirschaftspraktiken
wie z.B. dem Einsatz von Pestiziden.
Heutzutage sind die Honigbienen
stark vom menschlichen Management
abhéngig und ihre genetische Zusam-
mensetzung wird daher durch die Hal-
tung, den Handel und die Zucht be-
einflusst. Darlber hinaus sind sie den
grossen Landnutzungsanderungen und
den landwirtschaftlichen Praktiken der
letzten Zeit ausgesetzt. Vielerorts war
die Imkerei bis in die 1950er-Jahre viel
weniger intensiv und naher an den na-
tdrlichen Umweltbedingungen mit we-
nig Selektion, grosstenteils Schwarm-
bienenzucht und somit in standigem
Genfluss mit der Wildpopulation, die
viel grosser war als heute.

Hybridisierung und
miitterliche Abstammung

Mit den Sequenzdaten der Museums-
bienen und moderner Proben wurde
als erstes eine Hybridisierungsana-
lyse gemacht (siehe Diagramm 1). Es
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A. m. mellifera ! C— Linie :

(Modern) [ (Modern) [
Diagramm 1.

zeigt sich, dass alle Museumsbienen, Hybridisierungs-

ausser eine, reinrassige A. m. mellifera
sind. Eine Probe, welche 1959 in der
Umgebung von Liebefeld gesammelt
wurde (LieBE_1959), ist ein Hybrid mit
der C-Linie. Die Analyse der mutter-
lichen Abstammung (mitochondriale
DNA) ergab, dass zwei Museumsbie-
nen eine mutterliche Abstammung der
C-Linie aufweisen. Eine dieser Bienen ist
LieBE_1959, welche bereits im Genom
hybridisiert ist (Vorhandensein von Ge-
nen einer anderen Rasse). Die ande-
re Probe wurde 1958 im Lotschental
in den Walliser Alpen beprobt
(LoeVS_1958) (siehe Pfeile im
Diagramm 2). Das L&tschental liegt
an der traditionellen Nord-Sud-Transit-
route durch die Schweizer Alpen. Die
mtterliche C-Abstammung in der Pro-
be kénnte daher aus Italien stammen.
Bei der Hybridisierungsanalyse des Ge-
noms ist die Probe LoeVS_1958 aller-
dings reinrassig A. m. mellifera, was sug-
geriert, dass die Einwanderung mehrere
Generationen friiher geschehen ist.

Dass die einzige hybridisierte Probe
(LieBE_1959) aus Liebefeld stammt,
Uberrascht nicht, da es am Zentrum fir
Bienenforschung ab Ende der 1950er-
Jahre Programme zur Ziichtung und
Selektion verschiedener Rassen gab.
Es gibt bereits friihere Berichte von
Testbienenstdnden und Einflihrungen
von nicht-einheimischen Kéniginnen.
Jedoch konnten wir in den restli-
chen Museumsbienen keine weiteren
Hybridisierungen erkennen. Das deu-
tet darauf hin, dass die Einfihrung
nicht-einheimischer Rassen noch nicht
weit verbreitet war und deren Einfluss
angesichts der viel héheren Dichte der
A. m. mellifera wahrscheinlich keinen
signifikanten Einfluss auf die geneti-
sche Struktur und Integritat einheimi-
scher Bienen darstellte.
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werte basierend
auf dem ganzen
Genom. Jeder
Balken reprasen-
tiert eine Biene
und die Farbe
die anteilige
genetische Zu-
gehorigkeit der
Linien M (violett)
und C (gelb).
Zum Beispiel ist
der Balken ganz
gelb, wenn die
Biene zu 100 %
der C-Gruppe
zugeordnet wird.
A. m. camica und
A m. ligustica
sind nah ver-
wandt und ge-
horen beide der
Linie C an.

Genetische Diversitat

Fur die Gesundheit und Vitalitat von
Honigbienenvolkern ist eine hohe ge-
netische Diversitat wichtig, um eine
gute Anpassungsfahigkeit der Bienen
an ihre Umwelt zu gewahrleisten.
Die Hypothese in unserer Studie war
deshalb, dass die Museumsbienen im
Vergleich zur heutigen A. m. mellifera-
Population eine grossere genetische
Vielfalt haben. Dies erwarteten wir, da
aufgrund der Ankunft der Varroamilbe
die wilden Honigbienenvolker prak-
tisch verschwunden sind und es des-
halb einen Bevolkerungsriickgang gab.
Zudem gab es zum damaligen Zeit-
punkt noch geringere Zuchtbestrebun-
gen. Das Verstarken von erwiinschten
Eigenschaften und das Wegziichten
von unerwiinschten Eigenschaften ist
das Ziel der Nutztierzucht. Samtliche
Zuchtbestrebungen gehen deshalb
unweigerlich mit einem Rickgang
der genetischen Vielfalt innerhalb der
Population einher. Entgegen unseren
Erwartungen finden wir keine Hinwei-
se auf einen signifikanten Verlust der
genetischen Diversitat der Schweizer
Honigbienen und stellen fest, dass die
genetische Vielfalt nicht nur gleich,
sondern sogar geringfligig hoher ist,
hochstwahrscheinlich aufgrund mo-
derner Imkereipraktiken. Das heisst,
der Bevolkerungsriickgang hat nicht
ZuU einem genetischen Engpass in der
aktuellen Schweizer A. m. mellifera
Population geflhrt, welche somit noch
immer das genetische Anpassungs-
potenzial fir zuklnftige Umweltveran-
derungen besitzt. Allerdings ist dabei
zu beachten, dass wir nur 22 Mu-
seumsbienen sequenzieren konnten
und diese Aussage deshalb auf einer
begrenzten Stichprobe basiert.

Selektionssignaturen
zwischen modernen und
Museumsbienen

Durch den Vergleich der Sequenz-
daten der modernen und der
Museumsbienen entlang des gesam-
ten Genoms lassen sich Unterschiede
zwischen den beiden Populationen in
bestimmten Genen oder Genregionen
feststellen. Solche Unterschiede kdn-
nen sich durch Selektionsdruck erge-
ben, sei es durch naturliche Selektion
oder von Menschen herbeigefligte



® A. m. mellifera (Museum)
© A. m. mellifera (Modern)

® A. m. carnica
A. m. ligustica

Selektion (Zucht). Bei dieser Analy-
se konnten wir eine Vielzahl von Ge-
nen identifizieren, welche signifikant
unterschiedlich sind und verschiede-
ne wichtige molekulare und biologi-
sche Funktionen erfullen.

Die am starksten vertretene Gen-
gruppe enthalt Proteine der Immun-
globulin-Superfamilie. Diese Proteine
kénnen andere Zellen erkennen und
an ihnen haften. Sie sind an einer
Vielzahl von Funktionen beteiligt, da-
runter der Zell-Zell-Erkennung, der
Muskelstruktur, der Zelloberflachen-
rezeptoren und dem Immunsystem.
Es konnte gezeigt werden, dass Mit-
glieder dieser Genfamilie in anderen
Insekten bei einer Infektion hochre-
guliert, das bedeutet vermehrt ge-
bildet, werden. Es konnte also sein,
dass diese Selektionssignatur in den
Schweizer Honigbienen auf das Auf-
kommen neuer Parasiten und Krank-
heitserreger zurtickzufihren ist, von
welchen es viele gibt. Zum Beispiel
sind durch die Varroa neue virulente
Viren eingefuhrt worden. Auch der
Darmparasit Nosema ceranae ist erst
vor relativ kurzer Zeit in Europa ange-
kommen. In der Schweiz ist zudem die
Europaische Faulbrut seit einigen Jahr-
zehnten wieder relativ weit verbreitet.
Es ist deshalb gut moglich, dass sich
die Bienen an diese neuen Herausfor-
derungen anpassen mussten und dies
im Genom nun ersichtlich ist.

= LieBE_1959

LoeVS_1958

Eine weitere stark vertretene Gen-
gruppe, bei welcher sich signifikan-
te Unterschiede zwischen den mo-
dernen und den Museumsbienen
zeigen, ist die Gruppe der sogenann-
ten Neurotransmittergene und Gene,
die mit dem Nervensystem assoziiert
sind. Darunter sind funf nikotinische
Acetylcholinrezeptoren (nAChRs), ein
Gamma-Aminobuttersdure  (GABA)-
Rezeptor und zwei Glutamatrezepto-
ren. Diese Proteine sind Angriffspunkte
mehrerer Insektizide, die als Pflanzen-
schutzmittel oder Biozide in Verwen-
dung sind: Neonicotinoide binden an
die nAChRs; GABA-Rezeptoren sind
Zielstellen von Chlorkohlenwasserstof-
fen (z.B. Endosulfan, Dieldrin), sowie
von Fipronil, das auch auf Glutamat-
rezeptoren abzielt. In der Schweiz
wurde Dieldrin 2004 verboten und
Chlorkohlenwasserstoffe werden nicht
mehr verwendet, wurden jedoch in den
1950er- und 1960er-Jahren aufgrund
ihrer Wirksamkeit stark in der Land-
wirtschaft eingesetzt und koénnten
daher maoglicherweise einen starken
Selektionsdruck auf die Bienen aus-
gelibt haben. Die erste Generation der
Neonicotinoide wurde in den 1990er
Jahren in der Landwirtschaft einge-
setzt. Die EU und die Schweiz haben
die Verwendung der drei fir Honig-
bienen toxischsten Neonicotinoide
mit wenigen Ausnahmen mittlerweile
verboten. Bezlglich der GABA-Kandle
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konnte in Studien gezeigt werden, dass
auch Thymol mit GABA-Rezeptoren in
Insekten interagiert. Wenn Thymol im
Bienenstock angewendet wird, stehen
Honigbienen in direktem Kontakt mit
dem Wirkstoff, und dies kann ebenfalls
einen Selektionsdruck austben.
Insgesamt deuten unsere Ergeb-
nisse darauf hin, dass sich unsere Bie-
nen rasch an neue Herausforderungen
anpassen mussten, insbesondere dem
vermehrten Einsatz von Chemikalien
in der modernen Landwirtschaft und
Bienenhaltung und der Ankunft neuer
Krankheiten und Parasiten. Diese An-
passungen hinterliessen Spurenim Ge-
nom der untersuchten A. m. mellifera-
Population. Mittels Genomsequenzie-
rung kénnen wir heute diesen kleinen
Schritt der Evolution beobachten —
wie spannend! O
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Diagramm 2.
Mitterliche
Abstammung
basierend auf der
mitochondrialen
DNA. Zwei
Museumsbienen
LieBE_1959 und
LoeVS_1958 ha-
ben eine mitterli-
che Abstammung,
welche der C-Linie
zuzuordnen ist.
Die Zahlen in
Klammern zeigen
die Anzahl Unter-
schiede (Basen-
paare) zwischen
zwei Proben. Ein
kleiner Punkt
reprasentiert eine
Probe, ein grosse-
rer Punkt repré-
sentiert mehrere
Proben.
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