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Kurzfassung. Intensive Landnutzung einhergehend mit dem Einsatz von Pestiziden und einer
Verminderung des Blitenreichtums ist ein wesentlicher Faktor, der zum Verlust von Bestau-
berinsekten beitragt. Diese Arbeit befasst sich mit der Analyse von Pollenproben, die von Ho-
nigbienenvdlkern an landwirtschaftlich unterschiedlich intensiv genutzten Standorten stam-
men. Das Ziel ist die Bestimmung der in den Proben enthaltenen Pflanzenarten anhand von
DNA-Barcodes und der Nanoporensequenzierung, um so Aussagen Uber den Einfluss dieser
unterschiedlich genutzten Landschaften auf das Sammelverhalten von Honigbienen treffen zu
konnen. Erste Ergebnisse beinhalten die DNA-Extraktion und die Identifikation universeller
Primer als Vorbereitung auf die Sequenzierung mit dem Min/ON Mk1c von Oxford Nanopore
Technologies.

1. Motivation

Die intensive Landnutzung einhergehend mit dem Einsatz von Pestiziden und einer Vermin-
derung des Blitenreichtums ist ein wesentlicher Faktor, der zum Verlust von Bestduberinsek-
ten beitragt [1]. Eine ernstzunehmende Entwicklung, bedenkt man, dass uber 70% der welt-
weiten Kulturpflanzen von Bestaubernetzwerken abhangig sind, wobei insbesondere die Ho-
nigbiene dkonomisch eine zentrale Rolle einnimmt [2]. Okologische Landwirtschaft ist eine
Méglichkeit, dieser Problematik zu begegnen — dennoch gilt es zu untersuchen, wie konkrete
MafRnahmen (z.B. Blihstreifen) tatsachlich zum Erhalt von Bestauberinsekten beitragen kon-
nen [3]. Die Analyse von Bienen-Pollenhdschen ist ein entscheidender Ansatzpunkt fur diese
Fragestellung, da sie Auskunft Gber das Sammelverhalten und die Nahrungsvielfalt der Be-
stduber geben [4]. DNA-Metabarcoding und die Nanoporensequenzierung stellen dabei wirk-
same Werkzeuge dar, die im Hochdurchsatz fiir eine schnelle und akkurate Zuordnung solcher
Pollenproben sorgen kénnen [5].

2. Methodik

Diese Studie ist Teil des ComBee-Projektes, einer Kollaboration unter der Leitung der For-
schungsgruppe fir funktionelle Agrobiodiversitat der Universitat Géttingen. Das Projekt unter-
sucht dabei die Auswirkungen verschiedener Agrarumweltmalinahmen auf Bestauberinsekten
[6]. Im Zuge dessen befasst sich diese Arbeit mit der Analyse von Pollenproben, die von Ho-
nigbienenvdlkern an 19 landwirtschaftlich unterschiedlich intensiv genutzten Standorten stam-
men. Das Ziel ist die Bestimmung der in den Proben enthaltenen Pflanzenarten anhand von
DNA-Barcodes, d.h. kurzen Sequenzabschnitten, die aussagekraftig genug sind, um eine spe-
ziesspezifische Zuordnung zu erméglichen [7]. Da Pollenkérner mit einer sehr robusten Zell-
wand aus Sporopollenin versehen sind [8], erforderte die DNA-Extraktion der Proben zunachst
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einen mechanischen Aufschluss der Pollenkdrner mithilfe kleiner Keramikkugeln. Des Weite-
ren stand im Hinblick auf die anschlieRende Vervielfaltigung der Barcode-Regionen mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Identifikation universeller Primer im Vordergrund, um
eine Amplifikation der entsprechenden DNA-Abschnitte in einer breiten Masse an Pflanzen-
spezies zu ermdoglichen.

3. Erste Ergebnisse

Der Erfolg der DNA-Extraktion von Pollenproben kann sehr unterschiedlich ausfallen, abhan-
gig von Form, Grélke und Zusammensetzung der Pollenzellwand [9]. Aus diesem Grund, wur-
den zunachst unterschiedliche DNA-Extraktionskits getestet, um bestmdgliche Mengen und
Reinheitsgrade an DNA flir den weiteren Prozess zu erhalten. Zudem wurden unterschiedliche
Barcode-Regionen auf ihre Eignung fur das Projekt gepruft — insbesondere im Hinblick auf die
long-read Nanoporensequenzierung fiel die Wahl zum einen auf das Chloroplastengen fiir die
RuBisCO large subunit (rbcL) und zum anderen auf den im Zellkern lokalisierten Internal
transcribed spacer (ITS). Zusatzlich wurde fir die PCR des rbcL-Barcodes ein universeller
reverse Primer konzipiert, welcher im Vergleich zu vorangegangenen Studien [10; 11] nicht
nur einen Teil, sondern die vollstandige Amplifikation dieses Genabschnitts ermdglichen soll.

4. Ausblick auf den weiteren Verlauf des Projekts

Die folgenden Schritte dieser Studie beinhalten die Amplifikation der Barcode-Regionen und
anschliel’end die Sequenzierung mit dem Min/ION Mk1c von Oxford Nanopore Technologies.
Ein weiterer Abschnitt ist die Erstellung einer aktuellen Datenbank fur den Abgleich der Bar-
code-Sequenzen. Die Erkenntnis dariber, aus welchen Pflanzenarten die einzelnen Proben
zusammengesetzt sind, soll am Ende in den Kontext des Landschaftsmanagements gesetzt
werden. Ziel ist es, dadurch einerseits Aussagen Uber den Einfluss dieser unterschiedlich ge-
nutzten Landschaften auf das Sammelverhalten von Honigbienen treffen zu kénnen und an-
dererseits die Nanoporensequenzierung fir die Analyse solcher Umweltproben weiter zu etab-
lieren.
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