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Entwicklung einer neuen Methode für 
die Hybridanalyse bei Honigbienen

MELANIE PAREJO, ZENTRUM FÜR BIENENFORSCHUNG (ZBF), AGROSCOPE, 3003 BERN

In einer kürzlich veröffentlichten Studie1, bei welcher das Zentrum für Bienenforschung, Agroscope, 
mitwirkte, wurde ein neuartiger Hybridtest für Honigbienen entwickelt. Dieser Test basiert auf neusten 
genetischen Markern, welche maximale Unterschiede zwischen der M- und C-Gruppe aufweisen. Dies 
ermöglicht es, die Hybridisierung zwischen der Mellifera und Carnica sehr genau zu bestimmen. Der 
entwickelte Hybridtest wurde in der wissenschaftlichen Studie anhand von 573 Proben aus ganz Europa, 
inklusive 87 Proben aus der Schweiz, validiert.

Das komplexe Paarungssystem 
der Honigbiene, bei der sich die 

Jungfernköniginnen teils weit abseits 
vom Bienenstock an sogenannten 
Drohnensammelplätzen mit mehre-
ren Drohnen paaren, erschwert die 
Erhaltung reiner Honigbienenrassen 
und die gerichtete Zucht. Werden 
unterschiedliche Bienenunterarten in 
der gleichen Gegend gehalten, ist der 
Hybridisierung kaum entgegenzuwir-
ken. Deshalb ist die stetige Kontrolle 
der Abstammung der Bienen in einem 
Zuchtprogramm oder einem Schutz-
gebiet unumgänglich.

Klassischerweise werden Hybride 
mittels morphologischer Merkmalen 
identifiziert. Am häufigsten werden 
dabei die rassetypischen Flügeläde-
rungen gemessen, welche sehr erb-
treu sind. Mittlerweile werden auch 
DNA-Analysen basierend auf Mikro-
satelliten durchgeführt. Mikrosatelli-
ten sind kurze DNA-Sequenzen, die 
im Genom eines Organismus oft wie-
derholt und traditionell in der Popu-
lationsgenetik angewendet werden. 
Durch die kontinuierlichen Fortschrit-
te in der Sequenzierungs- und Geno-
typisierungstechnologie werden neu-
erdings auch DNA-Tests basierend auf 
SNPs entwickelt. SNPs (englisch für 
«single nucleotide polymorphisms») 
kennzeichnen punktuelle Variationen 
im genetischen Code der Lebewesen. 
SNPs als genetische Marker zu benüt-
zen, hat zahlreiche Vorteile. Einerseits 
sind SNPs im Genom weit verbreitet 
und häufig aufzufinden und weisen 
einen niedrigen Genotypisierungs-
fehler auf. Andererseits können die 

qualitativ hochwertigen SNP-Daten 
einfach zwischen Labors transferiert 
werden. Bei anderen Nutztierarten 
sind SNP-Genotypisierungen mittels 
sogenannten SNP-Chips bereits er-
folgreich im Zuchtprogramm imple-
mentiert.

Entwicklung des SNP-Tests
Ein SNP-Test zur genauen Unterschei-
dung der M- und C-Gruppe wurde 
kürzlich von der Forschungsgruppe 

um Prof. A. Pinto in Portugal entwi-
ckelt und validiert.1,2 Für diese Studie 
hat das Zentrum für Bienenforschung 
87 Proben zur Verfügung gestellt 
und zur Auswertung der Daten bei-
getragen. Gestartet wurde mit einem 
Datensatz von 1536 SNPs und 113 
Bienen (Carnica, Ligustica, Mellifera), 
welche zuvor mittels Morphometrie 
oder Mikrosatellitenanalyse klassifi-
ziert wurden. Die SNPs wurden an-
hand verschiedener Teststatistiken 

Unterschiedliche Ansätze zur Rassenbestimmung
Die erste systematische Klassifizierung der Honigbienenunterarten geht auf die Be-
schreibung und Messung morphologischer Merkmale zurück, welche die sichtbaren 
Unterschiede aufzeigt. Insbesondere die erbtreuen Merkmale der Flügeläderung 
wurden verwendet. Jedoch geht aus den Daten über afrikanisierte Honigbienen3 
hervor, dass die Flügelmorphometrie nur begrenzt in der Lage ist, niedrige Hybri-
disierungsgrade nachzuweisen. Diese Beschränkung wird durch genetische Marker 
wie die Mikrosatelliten überwunden. Tatsächlich trugen die Mikrosatelliten einen 
wichtigen Schritt zur Analyse der Populationsgenetik der Honigbienen bei. Später 
stellte deren Einführung im Zuchtmanagement einen weiteren Fortschritt dar. Mitt-
lerweile wurden neue genetische Tests basierend auf SNPs entwickelt und es konnte 
gezeigt werden, dass eine kleine Anzahl höchst informativer SNPs die Mikrosatelliten 
bei der Genauigkeit der Hybridisierungsschätzung übertrifft.4

Für alle Methoden gibt es Vor- und Nachteile. Neben Berücksichtigung der Kosten 
und des Aufwandes hängt die Wahl eines geeigneten genetischen Tests vor allem 
von der Anwendung und Fragestellung ab. Ausserdem lassen sich morphologische 
Messungen bestens mit den Analysen genetischer Marker ergänzen.

Flügelmorphologie (a) sowie Mikrosatelliten (b) und SNPs (c) können für die  
Rassenbestimmung verwendet werden.
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(Weir & Cockerham’s FST, FST-outlier 
test, Delta, informativeness [In], PCA) 
nach ihrem Informationsgehalt für 
die Unterscheidung zwischen der M- 
und C-Gruppe rangiert. Anschlies-
send wurden die 144 informativsten 
SNPs ausgewählt, welche ermögli-
chen, M- und C-Bienen am besten 
zu unterscheiden. Die flankierenden 
Genomregionen dieser 144 SNPs 
wurden dann verwendet, um Test-
sonden zu entwerfen und die SNPs 
auf der MassARRAY® MALDI-TOF- 
Plattform von Agena Biosciences zu 

genotypisieren. Von den ursprüng-
lich 144 informativen SNPs konnten 
Testsonden bei 127 SNPs erfolgreich 
entworfen werden. Weitere 10 SNPs 
fielen durch die Qualitätskontrolle, 
da sie inkonsistente Basen oder eine 
schlechte Genotypisierungsrate zeig-
ten. Schliesslich blieben 117 quali-
tätsgeprüfte und höchst informati-
ve genetische Marker. Die SNPs sind 
gleichmässig auf allen Chromoso-
men der Honigbiene lokalisiert (Ab-
bildung oben) und decken somit das 
ganze Genom ab.

Validierung des SNP-Tests
Um den entworfenen SNP-Hybridtest 
zu validieren, wurden 573 Proben 
aus ganz Europa genotypisiert und 
getestet. Der verwendete Datensatz 
für diese Berechnungen bestand aus 
Drohnen, Arbeiterinnen und Droh-
nenmischproben mit unterschied-
lichen Abstammungen (Mellifera,  
Carnica, Ligustica, Buckfast sowie de-
ren Hybride).

In einer ersten Analyse wurden die 
Resultate des neuen Tests bestehend 
aus 117 SNPs mit den Ergebnissen 

Die Positionen 
der 117 SNPs des 
neuen Hybrid-
tests auf den 
16 Chromosomen 
der Honigbiene.
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Honigbienenrassen auf kleinstem 
Raum koexistieren und Königinnen 
und Drohnen für den Begattungsflug 
teils lange Strecken auf sich nehmen, 
sogar über Pässe. 
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SNP-Hybridtest in der Schweiz
Der neue SNP-Hybridtest ist demnächst auch in der 
Schweiz erhältlich.
Weitere Infos unter: www.mp-genetics.com
Kontakt: Dr. Melanie Parejo  
E-Mail: info@mp-genetics.com
Tel.: +41 33 533 33 53

y = 0,977x + 0,0235 
R² = 0,9921 
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Hybridisierungsgrad Genomsequenz 

Die Hybridisie-
rungswerte, be-
rechnet anhand 
des neuen SNP-
Tests, korrelieren 
sehr stark mit 
den Werten,  
welche durch  
die ganze  
Genomsequenz 
ermittelt wurden. 

aus der Vollsequenzierung (2,399 Mil-
lionen SNPs) verglichen. Wie in der 
Abbildung oben ersichtlich, ist die 
Information der 117 SNPs sehr stark 
mit dem ganzen Genom korreliert, 
welches die genauste Information zur 
Abstammung liefert. Zudem ist die 
durchschnittliche Abweichung zum 
Hybridisierungsgrad, welcher anhand 
des ganzen Genoms berechnet wur-
de, mit 2 % sehr klein. Die berechnete  
Hybridisierung mit 117 SNPs liegt somit 
sehr nahe an der tatsächlichen Hybri-
disierung. Allerdings war die maximale 
Abweichung mit 11,4 % relativ hoch.

In einer zweiten Analyse wurden 
16 Mellifera-Königinnen mit Carnica- 
Drohnen gekreuzt und anschlies-
send deren Nachkommen mit den 
117 SNPs getestet. Der erwarte-
te Hybridisierungsgrad bei einer 
Kreuzung mit reinen Eltern liegt bei 
~0,5. In der Tat bewegte sich der 
Hybridisierungsgrad der 16 getes-
teten Arbeiterinnen sehr nahe an 
diesem Wert (0,56 ± 0,03).

Des Weiteren wurde die Sensitivi-
tät untersucht, um auch geringere 
Hybridisierungsgrade zu erkennen. 
Für diese Analyse wurden DNA-Pro-
ben zweier haploider Drohnen (eine 
Ligustica und eine Mellifera) mit 
unterschiedlichen Verhältnissen ver-
mischt: 10:20, 5:20, 2:20, 1:20 
und 0,5:20. Bis zum Verhältnis 2:20  

konnten die Ligustica-Allele sicher in 
allen Wiederholungen erkannt wer-
den. Bei den noch kleineren Verdün-
nungen konnten immer noch 29 der 
177 SNPs beide Allele nachweisen, 
jedoch wird die Bestimmung des Hy-
bridisierungsgrads immer ungenauer.

Schlussfolgerungen
In der modernen Bienenzucht ist es 
heutzutage notwendig, sich auf mo-
lekulare Werkzeuge zu verlassen, 
welche in der Lage sind, unterschied-
liche Hybridisierungsgrade genau 
und kosteneffektiv zu ermitteln. Ins-
gesamt schneidet der neue SNP-Test 
in allen Untersuchungen sehr gut ab. 
Jedoch sind Abweichungen im Ein-
zelfall trotz neuster Technologien und 
Auswertungsmethoden möglich. Da 
die natürliche Variation sehr gross ist, 
kann es vorkommen, dass nicht alle 
Varianten berücksichtigt wurden. Es 
ist deshalb wichtig, bei der Interpre-
tation der Resultate im Grenzfall auch 
andere Eigenschaften des Volkes zu 
überprüfen. Zudem wäre es schade, 
fälschlicherweise reinrassige, aber di-
verse Bienen zu ersetzen, da Bienen 
für eine hohe Fitness genügend ge-
netische Diversität benötigen.

Die Anwendung eines genauen 
Hybridisierungstests ist gerade in 
der kleinen Schweiz wichtig für die 
Rassenzucht, da unterschiedliche  


