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Apidologie, 1985, 16 (3), 331-340

RASTER-ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE
STUDIEN AN POLLEN AUS BIENENHONIG

. Vergleich verschiedener Praparationsmethoden

Jost-H. DUsTMANN und Katharina BOTE

Nieders. Landesinstitut fiir Bienenforschung, Wehlstr. 4 a, D-3100 Celle

ZUSAMMENFASSUNG

Durch Vergleich und Weiterentwicklung verschiedener Préiparationstechniken der Raster-
Elektronenmikroskopie (REM) werden Wege aufgezeigt, wie man den aus Honig gewonnenen Pollen
aufbereitet, um hiermit eine praktikable Anwendung der REM-Technik fiir die botanische Be-
stimmung der Honig-Pollenarten (Melissopalynologie) vorzustellen.

EINLEITUNG

Die Identifizierung der im Bienenhonig vorkommenden Pollen (Melissopaly-
nologie) wird mit dem Lichtmikroskop bei einer bis zu 1000 fachen Ver-
groferung durchgefithrt (ZANDER, 1935 ; LOUVEAUX, MAURIZIO und VORWOHL,
1978). Dieser Bereich ist ausreichend fiir den grofiten Teil der Routineunter-
suchungen des Honigs. In einzelnen Fillen ist jedoch lichtmikroskopisch cine
Differenzierung von Pollen aufgrund der eingeschrinkten Schirfentiefe nicht mehr
moglich. Mit Hilfe des Raster-Elektronenmikroskops (REM) kénnen Ultrastruk-
turen der Exine und arten-, ggf. auch varietdtenspezifische Unterschiede in der
Morphologie erkannt werden. An Trockenpollen wurden auf diese Weise
Ultrastrukturen in zahlreichen Arbeiten zur Pollenmorphologie demonstriert
(BURRICHTER et al., 1968 ; SMIT, 1973 ; FOGLE, 1977 ; SCHWERDTFEGER, 1978 ;
WEBER, 1981 ; KLUNGNESSs und PENG, 1983). Die Bedeutung des REM fiir
die Identifikation von in Honig gequollenen Pollen wurde bereits 1969 von
VAN LAERE, LAGASSE und DE METS erkannt. Hier ergeben sich jedoch beson-
dere Schwierigkeiten : der Erhalt guter Ergebnisse hdngt in hohem Masse von der
Isolation und Priparation der Pollen aus dem Honigsediment, von der Beschaffen-
heit des Honigs (kristalline Masse, etc.) sowie dem Gehalt an Pollenkitt ab.
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Untersuchungen von Pollen aus dem Honigsediment sind entweder ohne spezielle
Préparation (VAN LAERE, LAaGasst und DE METs, 1969) oder mit Hilfe der
Acetolyse (WEBER, 1982) durchgefiihrt worden. Da die aufwendige Methode der
Acetolyse (ERDTMAN, 1960) mit einem hohen Mass an Beschdadigung und Verlust
einzelner Pollen verbunden ist, suchten wir in dieser nach einer einfachen
Methode, die den Pollenkitt und andere stdrende Substanzen schonend entfernt
und damit die Ultrastruktur der Exine gut sichtbar macht, ohne da8 der Quellungs-
zustand des Pollen verlorengeht.

MATERIAL UND METHODE

Fiir die Versuchsreihe wurden zwei in der Zusammensetzung unterschiedliche Honige ver-
wendet. Die Unterschiede lagen sowohl in dem Gehalt an kristalliner Masse wie auch in der
Herkunft des Nektars und damit des Pollenspektrums. Zur Beurteilung der verschiedenen Methoden
wurden bestimmte Pollen unterschiedlicher Grée und Struktur photographisch festgehalten (Tab. 1).

Tas. 1. — Zu Vergleichszwecken herangezogene Pollen

TaBL. 1. — Pollen grains used for purpose of comparison

PA 1010 (Mischtracht mit viel Rosaceae, wenig kristalline Masse)
(mixed honey-flow with a great amount of Rosaceae, only a few crystalline compounds)

Pollen GrofBe Vergroferung
Pollen Dimcnsion Magnification
Cornus sp. = 55 pm X 1000/ X 2000
Prunus sp. ~ 30 pm % 2000/ X 3000
Brassica sp. ~ 25 um % 2000/ X 5000
Ubersicht > 700
Over-all view

PA 1063 (Mischtracht aus Ericaceae, Leguminosae u.a., viel kristalline Masse)
(mixed honey-flow of Ericaceae, Leguminosae a.o., great amount of crystalline compounds)

Pollen Grobe VergroBerung

Pollen Dimension Magnification
Zea mayy = 85 um X 1000/ x 2000
Centaurea $p. = 40 pm X 2000/ X 5000
Calluna vulgaris = 35 um % 2000/ X 5000
Trifolium repens = 25 pm X 3000/ X 5000
Ubersicht X 700
Over-all view
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Nach zweimaligem Auswaschen mit aqua dest. und Zentrifugieren bei 3 500 U/Min. wurden
die Honigsedimente nach folgenden Methoden behandelt

Methode |

Das Sediment wurde auf ein ca. 4 cm® groBes Stiick Edelstahl-Drahigewebe (w = 0,02 mm,
d = 0,02 mm) iberfilhit. Das Gewebe wurde anschlieBend zusammengefaltet, ohne da das
Sediment austrocknen konnte. Das Gewebe mit dem Sediment wurde folgendermassen weiterbe-
handelt : 1 Stunde in 50 % Aceton, 1 Min. Ultraschallbad, 1 Stunde 50 % Aceton, 1 Stunde
50 % Ethanol, 1 Stunde 70 % Ethanol, 1 Stunde 90 % Ethanol, 4 Stunden 100 % Ethanol,
1 Stunde Amylacetat, Critical Point Drying (CPD) mit fliissigem Kohlendioxid. Mit Hilfe eines
beidseitigen Klebebandes wurden die Pollen vom Drahtgewebe auf den Probentriiger iibertragen.

Methode 11

Das Sediment wurde wie bei Methode 1 in ein Edelstahl-Drahtgewebe iibertragen und folgender-
massen weiterbehandelt : 1 Stunde in 20 % Aceton, I Min. Ultraschallbad. Ein Exsiccator wurde
mit Aceton + wasserfreien Calciumchlorid-Kristallen versehen. Auf die Porzellaneinlage wurde
ein Schédlchen mit weiteren Calciumchlorid-Kristallen sowie ein Schilchen mit ca. 5 ml 20 %
Aceton, in welchem sich das Gewebe befand, gestellt. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wurde
das Aceton kurz zum Kochen gebracht. Im geschlossenen Exsiccator wird die Feuchtigkeit iiber
Nacht dem Praparat entzogen und von den Calciumchlorid-Kristallen aufgenommen. AnschlieBend
Critical Point Drying (CPD) mit fliissigem Kohlendioxid. Mit Hilfe eines beidseitigen Klebe-
bandes wurden die Pollen vom Drahtgewebe auf den Probentriiger iibertragen.

Methode 111

Hier wurde verfahren wie bei Methode 1l, wobei auf die Reinigung im Ultraschallbad
verzichtet wurde.

Methode IV

Bei dieser Methode wurde das Sediment im Drahtgewebe an der Luft getrocknet, auf das
Ultraschallbad verzichtet, liber Aceton entwissert und weiter iiber CPD mittels fliissigem Kohlendioxid
getrocknet.

Methode 'V

Das Sediment wurde direkt auf den Probenteller gebracht und an der Luft getrocknet. Auf
weitere Arbeitsginge wurde verzichtet.

Alle Proben wurden anschlieBend im Sputter-Coater ISI PS-2 mit einer Goldschicht von
400 A bedampft. Die Untersuchungen wurden mit dem Raster-Elektronenmikroskop ISI Super-II
durchgefiihrt. Das Edelstahl-Drahtgewebe wurde von der Firma HAVER und BOECKER, Oelde,
bezogen.

Angesichts der Frage, ob fiir die relativ stabilen gequollenen Pollen ebenso wie fiir Trocken-
pollen spezielle Priparationsschritte wie das CPD entfallen konnten, begannen wir mit der
aufwendigsten und umfassendsten Methode, um darauf aufbauend zu den iibrigen Methoden bis.
hin zur einfachsten hinzuarbeiten. Die Methode I, von LyNcH und WEBSTER (1975) zur Analyse
von Trockenpollen entwickelt, muBite dabei fiir die Isolation von Pollen aus dem Honigsediment
abgewandelt werden. Ebenso wurde die herkémmliche « Diffusion Dehydratation » — Methode
modifiziert, die zur Vorbehandlung fir das Critical Point Drying mit flilssiger Kohlensiure ein-
gesetzt wird.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Bei der Auswertung aller o.a. Methoden zeigte sich, dal mit den Methoden 1
und II dic weitaus besten Ergebnisse erzielt werden konnten (Abb. 3-6). Die
Pollen beider Honige sind hervorragend isoliert, in einem guten Quellungszustand
geblieben und zeigen eine sehr saubere Struktur der Exine. Bei der Methode I
sind nur vereinzelt Fremdteilchen auf der Pollenoberfliche zu beobachten, was
sich bei Analysen in den meisten Fillen als nicht stérend auswirken diirfte.
Da die Methode I wesentlich zeitaufwendiger ist, sollte sie weniger fiir Routine-
zwecke, sondern fiir die Herstellung von Vergleichspridparaten verwendet werden.
Bei beiden Methoden ist eine quantitative Erfassung der Pollen moglich (Abb. 1).
Das Gewcebe ist nach einem Ausglithen wieder zu verwenden.

ABB. 1. — Edelstahl-Drahtgewebe
(w = 0,02 mm) nach dem Abheben
der Pollen mittels beidseitigem Klebeband,
VergroBerung X 150

Fi6. |. — High-duty wire screen
(w=20.02 mm) after taking off
the pollen grains using an adhesive,
magnification X 150

Bei den Arbeiten zeigte sich, daB auch bei der Melissopalynologie mittels
REM, cine Verglcichsphotosammlung von gequollenen Pollen von besonderer
Wichtigkeit ist. Um eine solche Sammlung zu erhalten, wurden Trockenpollen
in filtriertem Honig bei 37 °C in ca. 3 Tagen zum Quellen gebracht und nach
Methode T pripariert. Charakteristische Quellungsformen und Ultrastrukturcn
der Exine werden in vielen Fillen erst im gequollenen Zustand des Pollen
deutlich (Abb. 2).

Die Methoden 111, IV und V erwiesen sich als nicht gecignet, zum Teil als
unbrauchbar : bei Methode 11T wurde bei beiden Honigen eine starke Verklumpung
der Pollen sowie Schichten auf der Pollenoberfliche dichtbar (Abb. 3-6). Dadurch
wird deutlich, daB trotz einer Behandlung mit Aceton, ein vollstindiges Entfernen
des Pollenkitts nur mit Hilfe des Ultraschallbades zu erreichen ist. Die Methode IV
zeigt viele Unreinheiten im Priparat und fiihrt teilweise zu nicht gut aus-
gequollenen Pollen (Abb. 3-6). Dieses ist auf das Antrocknen des Sedimentes
vor der Entwisserung und dem CPD zuriickzufiihren. Ein weiterer Nachteil dieser



ABB. 2. — Pollen von Euphorbia spec.
(a) Trockenpollen; (b) Gequollener Pollen, priipariert nach Methode 1 ;
KleinerMarkierungsstrich = 5 pum
Fi1G. 2. — Pollen of Euphorbia spec.
(a) Dry pollen; (b) Swollen pollen, prepared by method I; Short marker =5 pm

AnB. 3. — Priparat-Ubersicht
des Honigs PA 1063
(u) Methode I; (b) Methode Il ; (¢) Me-
thode HI; (d) Methode IV ; (e} Me-
thode V' ; kleiner Markierungsstrich = 5 pm

Fic. 3. Specimen over-all view
of the honeysample PA 1063
(a) Method I; (b) Method II; (c) Me-
thod IIl; (d) Method IV ; (e) Method V ;
Short marker = 5 pm
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ABB. 4. — Pollen von Brassica spec.
aus der Honigprobe PA 1010
(a) Methode I; (b) Methode II; (¢) Me-
thode HI; (d) Methode 1V ; (e} Me-
thode V ; kleiner Markierungsstrich = 5 um

FiG. 4. — Pollen of Brassica spec.
from the honeysample PA 1010
(a) Method I; (b) Method 1I; (c) Me-
thod III; (d) Method IV ; (e) Method V ;
Short marker = 5 um

Methode besteht darin, dall der Teil des Gewebes, auf dem sich das angetrocknete
Sediment befindet, ausgeschnitten und auf den Probenteller gebracht wird. Das
Gewebe kann daher nicht erneut verwendet werden.

Die Methode V zeigt fiir einzelne Pollen der Probe PA 1010 erstaun-
licherweise gute Ergebnisse. Die schlechten Resultate der Probe PA 1063 machen
aber deutlich, daB bei Methode V nur bei bestimmten Pollenspektren bzw.



ABB. 5. — Pollen von Trifolium spec. aus der Honigprobe PA 1063
(a) Methode 1; (b) Methode Il ; (c) Methode IIl; (d) Methode 1V ;
Kleiner Markierungsstrich = § pm
Fi6. 5. -— Pollen of Trifolium spec. from the honeysample PA 1063
(a) Method 1; (b) Method 11 ; (¢) Method 111 ; (d) Method 1V ; Short marker = 5 pm

ABB. 6. — Pollen von Centaurea spec. aus der Honigprobe PA 1063
(a) Methode 1; (b) Methode Il ; (c) Methode 1II; (d) Methode IV ;
Kleiner Markierungsstrich = 5 ym

Fi16. 6. — Pollen of Centaurea spec. from the honeysample PA 1053
(a) Method I; (b) Method Il ; (c) Method Il ; (d) Method 1V ; Short marker = 5§ um
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Trachtherkiinften des Honigs ein gutes Ergebnis erzielt werden kann (Abb. 3-4).
Somit ist auch diese Methode fiir die Melissopalynologie ungeeignet.

Alle Pollenphotos wurden in den Abb. 3-6 vergleichend zusammengestellt.

Eingegangen im Mirz 1985.

Angenommen im Mai 1985,

RESUME

ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE DU POLLEN DU MIEL

I. COMPARAISON DES DIVERSES METHODES DE PREPARATION

L’identification des grains de pollen présents dans le miel (mélissopalynologie) se fait habituelle-
ment en microscopie optique, mais il existe de nombreux cas o cela ne suffit pas pour déterminer
la nature de la miellée.

La microscopie électronique 2 balayage (MEB) permet, mieux que la microscopic optique,
de reconnaitre les différences dans [ultrastructure du pollen. Contrairement au pollen sec,
I'analyse des grains de pollen gonflés dans le miel pose des problémes de préparation de I'échan-
tillon pour la M.E.B. Par comparaison et développement des diverses méthodes citées dans la
littérature, nous présentons dans cette étude une application pratique de la MEB 2 la mélisso-
palynologie.

Les résultats montrent que la méthode II (transfert du sédiment du miel dans un crible
métallique, déshydratation a I'acétone, bain d’ultrasons, dessication au point critique (DPC) suffit
pour une analyse de routine. La méthode I, qui requiert beaucoup plus de temps ct dans laquelle
le sédiment est en outre traité par une gamme d’alcools, semble particulierement adéquate pour
réaliser une série comparative de photographies de grains de pollen gonflés. En aucun cas on ne
doit supprimer des étapes de la préparation, telles que le bain d’ultrasons ou le DPC. Le DPC
'n'gst important que pour les grains de pollen > 50 u, les grains de pollen plus petits restant
stables a 1’état gonflé mais, afin d’éviter des erreurs, le DPC devrait toujours étre effectué. Les
métohdes III, IV et V ne donnent pas, d'aprés nos analyses, de résultats satisfaisants pour la
mélissopalynologie.

SUMMARY
SCANNING ELECTRON MICROSCOPIC STUDIES OF POLLEN FROM HONEY

I. COMPARISON OF DIFFERENT METHODS OF PREPARATION

The identification of pollen grains found in honey (melissopalynology) normally is made by light
microscopy, but there are many cases where this is not sufficient to determine the kind of
honey flow.

Using scanning electron microscopy (SEM) differences in ultrastructure of pollen can be
recognized better than by light microscopy. In constrast to analysis of dry pollen, the analysis of
pollen grains swollen in honey is quite different by SEM. By comparison and development of
several methods cited in the literature we have shown in this study a practical application of the
S.E.M.-technique for melissopalynology.
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The results demonstrate that method II [tansfer of honeysediment into a wire screen,
dehydration in acetone, ultrasonic bath, critical point drying (CPD)] is sufficient for routine
analysis. The more time consuming method I in which the sediment is taken through an alcohol
series seems apropriate for making photographs of swollen pollen grains for purposes of comparison.
Single steps of preparation as ultrasonic bath and CPD can never be omitted. CPD is especially
important for pollen grains > 50 pum, smaller pollen grains remain stable in swollen conditions.
In order to avoid errors, CPD should always be applied. We found that methods III, IV and V
were not satisfactory.
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