Molekularbiologische Charakterisierung von Bienen-DNA in Honig
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Einleitung

Neben der in Europa, Afrika und seit der Kolonisierung durch Européger auch in Amerika heimischen
und weltwirtschaftlich wichtigsten Honigbienenart Apis mellifera (Westliche Honigbiene) leben
insbesondere in Asien weitere Bienenarten, die seit Alters her vom Menschen fir die Herstellung von
Honig genutzt werden. Zu diesen Arten zhlen u.a. Apis cerana (Ostliche Honigbiene) und Apis
dorsata (Riesen-Honigbiene)!1[Abb. 1].

Herkémmliche in der Honiganalytik angewandte chemisch-physikalische Methoden erlaubten bislang
ebenso wenig wie sensorische Verfahren eine Unterscheidung von Honigen nach ihrem zoologischen
Ursprung. Nachfolgend wird kurz eine PCR-gestiitzte Methode aufgezeigt, die eine Charakterisierung
von Honigen hinsichtlich der Bienenart, von der sie stammen, ermdglicht. Hierbei wird die

bieneneigene DNA, die beim Umverteilen und bei der Weitergabe des gesammelten Nektars an
andere Stockbienen in den eingedickten Nektar gelangf?, analysiert.

Bestimmte Bereiche der mitochondrialen DNA der Bienenarten Apis mellifera, Apis cerana und Apis
dorsata unterscheiden sich in der Abfolge ihrer Basenbausteing3ll4l Teilsequenzen dieser Bereiche
werden mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt und ermdglichen eine
artgenaue Bestimmung.

Material und Methoden

Es wurden Honigproben diverser Provenienzen Europas und Asiens untersucht, die sowohl nur von
einer bestimmten Bienenart, als auch von unterschiedlichen Biene narten stammen (Mischhonige).

20 g von jeder Honigprobe wurde mit destilliertem Wasser verdinnt und zentrifugiert Anhand des
erhaltenen Pellets wurden mehrere DNA-Extraktionsverfahren auf ihre Eignung hin tberprft 5. 6107,
][9] Als am einfachsten und schnellsten zu handhaben erwies sich ein kommerziell erhéltliches DNA-
Extraktionskit, mit dem alle Honig-Sedimente aufgearbeitet wurden. Die daraus resultierenden DNA-
Lésungen wurden nachfolgend in der PCR eingesetzt (ausgefiihrt mit einem Eppendorf Mastercycler).
Hierbei kamen zwei unterschiedliche Primer-Paare zur Anwendung: Einerseits E2/H2101011] zur
Vervielfaltigung einer Sequenz der mitochondrialen Untereinheit || des Cytochrom-Oxydase Gens
(CO-II) der Art Apis mellifera. Zum Zweiten wurde das Primerpaar cb2a/b fir die Amplifizierung eines
Abschnitts des Cytochrom-b-Gens der Arten Apis cerana und Apis dorsata angewandt. cb2a/b wurde
mit Hilfe eines Sequenzabgleichs der Gen-Datenbank des National Centre for Biotechnology (NCBI)
generiert.

Abb. 1: Arbeiterinnen der Honigbienenarten Apis mellifera, Apis
cerana und Apis dorsata im GréRenvergleich

Die mit Hilfe der Primer erzeugten PCR-Produkte wurden weiterhin in einem Agarose-Gel
aufgetrennt und mittels UV-Licht sichtbar gemacht. Die erwartete Enge des mit E2/H2
amplifizierten PCR-Produktes betrug 570 bp (Basenpaare). Das mit cb2a/b generierte PCR-Produkt
hatte eine Enge von 200 bp. Eine abschlieBende Restriktionsfragmentanalyse diente der
Verifizierung positiver Ergebnisse.

Ergebnisse und Diskussion

DNA der Bienenart Apis mellifera konnte in sdmtlichen Honigen, die DNA der Art enthielten, mit
Hilfe des Primersystems E2/H2 nachgewiesen werden [Abb. 2]. Dies gelang sowohl bei solchen
Honigen, die nur von Apis mellifera stammen, als auch bei solchen, die zusatzlich Honig der zwei
anderen Arten Apis cerana und Apis dorsata enthielten. Dabei gelang der Nachweis von Apis
mellifera-DNA bis zu einem Anteil von 1% Apis mellifera-Honig an der Gesamthonigmenge.

Fur den Nachweis von DNA der Arten Apis cerana und Apis dorsata wurde in einer zweiten PCR
das Primerpaar cb2a/b eingesetzt. Dieses lieferte positive Ergebnisse bei den Honigen, die nur von
Apis cerana oder Apis dorsatastammen, sowie auch bei Mischhonigen bis zu einem Anteil von 1%
Apis cerana- oder Apis dorsata-Honigzumischungen an der Gesamthonigmenge [Abb. 3]. Apis
melliferaDNA wurde mit dem Primerpaar cb2a/b nicht amplifiziert Die mit dem spezifischen
Primerpaar cb2a/b generierten PCR-Produkte unterschieden sich nicht in ihrer BandengroRe. Um
die erhaltenen DNA-Banden einer Bienenart zuordnen zu kdnnen, wurden daher die PCR-Produkte
mit dem Restriktionsenzym Alul nachfolgend geschnitten; anhand der unterschiedlichen GréRe der
DNA-Fragmente konnten diese eindeutig entweder Apis cerana oder A. dorsata zugeordnet
werden.

Summary,

Honey contains bee-specific DNA that is accumulated while the bees process the nectar in the
hive. It is possible to isolate this DNA from the honey and to analyse it for specific sequences. By
the help of Polymerase Chain Reaction (PCR) a honey sample can b e characterised towards its
zoological origin, i.e. for example determination of the presence or absence of DNA of Asian bee
species like Apis cerana and Apis dorsata.
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Abb. 1: Beispiel fur Nachweis von Apis melliferaDNA in
Honig mit dem Primerpaar E2/H2 (1: Referenz-DNA; 2-
4: Apis- melliferaHonige; Reihe 57: Mischhonige aus
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Anteil A. mellifera-Honig an Gesamthonig 50%, 6: 10%,
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Abb. 3: Beispiel fiir Nachweis von Nicht-Apis melliferaDNA in
einem indischen Honig mittels Primerpaar cb2a/b (Reihe 3
und 4); Reihe 1, 2 und 5 bis 8: DNA aus Honigen, die nur von
Apis melliferastammen; LS: L angenstandard

Schlussfolgerungen
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2.

Aus Honig | 8sst sich Bienen-DNA extrahieren

Sequenzen bestimmter Bereiche der DNA
lassen sich mittels PCR vervielféltigen

. Honig kann hinsichtlich des Vorhandenseins
von DNA der Bienenarten Apis mellifera, Apis
cerana und Apis dorsata charakterisiert
werden



