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Bienen sammeln fiir den Nachweis der Biodiversitit
Bienenpollen als Indikatormatrix zur Katastererfassung pflanzlicher Biodiversitat
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Abstract

Bienen sind sehr fleilRige Pollensammle-
rinnen. Sie erkunden auf der Suche nach
Nahrung einen Umkreis von bis zu fiinf
Kilometern, und jede sammelt an scho-
nen Tagen in ihren Pollenkérbchen bis zu
einem halben Gramm Bliitenstaub bzw.
Pollen. Dabei werden von den Sammle-
rinnen blilhende Pflanzen, genauer
Insektenbestduberpflanzen, angeflogen
und die Pollen im sogenannten Pollen-
hdschen in den heimischen Stock trans-
portiert.

Das zum Jahr 2021 gestartete Konsor-
tium Bee2diversity macht sich die Pol-
lensammlung der Bienen zunutze und
untersucht anhand systematisch ge-
nommener Pollenh6schen die so be-
probten Pflanzen und erfasst damit die
Biodiversitat. Im Rahmen der Initiative
werden ein professionelles automati-
siertes Probenahmesystem fiir Pollen-
hoschen entwickelt, zukunftweisende
analytische  Untersuchungsmethoden
angewandt sowie ein Proben- und Ana-
lyse-Handhabungskonzept erstellt.

Die Analysestrategien umfassen die
Techniken ,Imaging durch Mikroskopie’,
,Hochdurchsatzsequenzierung auf gene-
tischer Ebene’ und Pflanzenmetabolom-
studien mittels ,massenspektrometri-
schem Non-Target Screening‘. Gleichzei-
tig werden die Informationen in einer
neuartigen  Laborerfassungsstrategie
auf Grundlage von QR-Codes in Block-
chain-Technologie eingebunden und
zum Abgleich genutzt.

Das Konsortium entwickelt, etabliert,
nutzt die Lésungen dabei sehr komple-
mentar und evaluiert die Notwendigkeit
der einzelnen Anwendungen bzw. die
Ubertragbarkeit der unterschiedlichen
Analysetechniken zur nachhaltigen und
wirtschaftlichen Bestimmung von Bio-

diversitat in der beprobten Umgebung.
Im Erfolgsfall soll die Technik die lokale
Erfassung von Biodiversitat ermoglichen
und letztlich auch Imkern einen besseren
Einblick in die Vielfalt der lokalen von
Bienen  besuchten  Trachtpflanzen
geben.

Das Projekt Bee2Diversity

Die vom BMWi gefdrderte (und als ZIM-
Kooperationsprojekt vom Projekttrager
der AiF Projekt GmbH unterstiitzte) Pro-
jektstudie Bee2Diversity entwickelt ein
Verfahren mit automatisierter Proben-
ahme und Analysentechniken, das es er-
laubt, ein flachen- und zeitabhangiges
Biodiversitatskataster fiir (bliihende,)
bienenbestadubte Pflanzen durch Bepro-
bung und Analyse von bienengesammel-
ten Pollen zu etablieren. Dabei kommen
modernste Analysetechniken — zunachst
getrennt — zum Einsatz. Die daraus ge-
nerierten Erkenntnisse werden im Laufe

des Projektes miteinander kombiniert
und so versucht biodiversitatsbestim-
mende Faktoren zu erfassen.

Dabei sollen die eingesetzten Techniken
und Anwendungen folgende Aussagen
ermoglichen:

Nahrungsangebot der Bienen im
Bestdubungsgebiet quantitativ
erfassen (d. h. Masse/Zeit);
Umfangreiche Probenstandort-
charakterisierung zur Erfassung
sogenannter ,Metadaten’, wie
Wetterlage, Feuchtigkeit, Sonnen-
stunden usw. einrichten.
Probenfliisse und Ergebnisse werden
in einer neuartigen digitalen Strategie
erfasst, zusammengefiihrt und in
Kombination miteinander genutzt.
Die Bestimmung der Pflanzenarten
wird durch mikroskopische Analyse
der gesammelten Pollenkérner
qualitativ durchgefiihrt.

Abb.1: Links ist eine Bienenbeute mit Wetterstation zu sehen. Vor dem Flugloch ist ein Pollen-
sammler installiert. Das mittlere Bild (unten) zeigt das Scherengitter, das fiir die Pollensamm-
lung heruntergeklappt wird. Beim Hindurchkriechen streifen die Bienen die Bliitenpollen ab, so-
dass diese aufgefangen und gesammelt werden kdnnen (rechts). Die obere Abbildung zeigt den
ungefdhren Flugradius der Bienen um die aufgestellte Beute im Projektgebiet.
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e Die Diversitat der Pflanzen wird
mittels Sequenzierung der DNA des
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Datenauswertung
tiber Mikroskopie, Imaging
und Datenbanken

Labor A

Cytochrom c Oxidase-Gens aus den
gesammelten Pollen qualitativ
erfasst.

¢ Die Diversitat der Bakterien und der
Pilze in den Pollenhéschen wird mit-
tels 16S rRNA Gensequenz- bzw. pilz-
liche ITS-Sequenzanalysen qualitativ
erfasst.

¢ Diversitdtsanalysen von Pflanzen-,
Bakterien-, und Pilzspezies erlauben
Hinweise auf Habitatqualitaten fiir
Bestduberinsekten.

e Eventuelle Nachweise der Bienen-
Faulbrut-Erreger Melissococcus
plutonius und Microsporium Nosema
ceranae auf Pollenproben werden
mittels spezifischer quantitativer PCR
erbracht (insbesondere aufgrund
entsprechender Beobachtungen von
Imkern).

e ,Metabolom-Fingerabdriicke’ der
Pollenextrakte werden mittels Non-
Target Screening Analytik unter
Nutzung der RPLC-HILIC-MS/MS
Technologie identifizierend erfasst.

Pollen-
Extrakte

:
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2

Lichtbildmikroskopie

Abb.2: Von den gesammelten Pollen werden in Labor A Lichtmikroskopaufnahmen angefertigt,
die im Vergleich mit Pollendatenbanken Riickschliisse auf die beprobte Flora zulassen.

Bioinformatik

DNA-Sequenzierung

Labor B

In diesem Studienprojekt entwickelt die
Firma SYKAM als Organisator und Part-
ner ein automatisches Pollenprobenah-
mesystem, das zeitlich gesteuert maxi-
mal 10-20 % der von Bienen gesammel-
ten Pollen beim Einflug in den Bienen-
stock entnimmt, die Pollen stabil lagert
und die Umgebungsparameter zum
Sammelzeitpunkt dokumentiert (Abbil-
dung 1). Diese Pollenproben werden
dann fiir die Partnerlabore entsprechend
vorbereitet und weitergegeben. Sykam
untersucht im Projekt zusammen mit der
Imkerei Stockhaus die Pollenproben mit
Lichtmikroskopie und nutzt zur professi-
onellen Erfassung und Auswertung eine
sogenannte Imaging-Software, mit der

Spezifisches Mikrobiom
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Quantitative RT-PCR Detektion von Bienenpathogenen

Abb.3:Von den gesammelten Pollen werden die Extrakte in Labor B mittels DNA-Sequenzierung
(B/1) und quantitativer real-time PCR (B/2) analysiert, die im Vergleich mit Datenbanken Riick-
schliisse auf die beprobte Flora und das Pollenmikrobiome und auf Bienenpathogene zulassen.
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Massenspektrometrisches Non-Target Screening

Abb.4: Von den gesammelten Pollen werden die Extrakte in Labor C mittels polaritatserweiter-
ten Non-Target Screening mit RPLC-HILIC-HRMS/MS auf enthaltene Molekiile untersucht, die im
Vergleich mit analytischen und stofflichen Datenbanken Riickschliisse auf die beprobte Flora
zulassen.
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gesundheit korreliert werden sollen
(Abbildung 3).

Der Partner AFIN-TS optimiert und wen-
det ,massenspektrometrisches Non-
Target Screening’ bzw. ,untargeted
metabolomics’ auf erhaltene Pollen-
(hoschen)extrakte an. Dabei sind die
analytischen Workflows fiir die Erfas-
sung von Fingerabdriicken auf organi-
sche Molekiile in von Bienen gesammel-
ten Pollen optimiert. Die Auswerte-
strategie fiihrt (iber eine teilweise Iden-
tifizierung der Molekiile zu datenspezifi-
scher Erfassung pflanzlicher Biodiversi-
tat (Abbildung 4).

Der Partner CIT entwickelt zeitgleich
iiber QR-Codierung ein zentrales Infor-
mations- und Datenauswertesystem,
das samtliche Analyseverfahren imple-
mentiert und dabei die Pollenproben-
ahme sowie Wetter-, GIS- und weitere
Metadaten erfasst und spater durch
Blockchain-Technologie miteinander in
Konstellation bringt (Abbildung 5).

Erste Ergebnisse

Die Ergebnisse in der ersten Projekt-
hélfte der Projektstudie zeigen erfolg-
und informationsreiche Erkenntnisse
und stellen sich wie folgt dar:

Es gibt nun ein Verfahren mit Probe-
nahme und Analysentechnik, das es er-
laubt, ein flachen- und zeitabhangiges
Biodiversitats-Kataster fiir (bliihende)
Pflanzen zu etablieren. Der Einbau von
ersten kommerziellen Pollensammlern
an ausgewadhlten Bienenstdcken ist er-
folgt und liefert eine reproduzierbare
Sammlung von Probenmaterial. Die Pro-
benvorbereitung von Pollen zur Nutz-
barkeit fiir die analytischen Methoden
der drei Labore wurde untersucht, ange-

genden Projektzeitraum daran festge-
halten werden kann.

Mikroskopische Untersuchung von Pol-
len in den ersten beiden ,Sammelperio-
den’ fiihren zum Aufbau einer ersten
bildgestiitzten Datenbank fiir standardi-
sierte Erkennung.

Die Entwicklung einer standardisierten
Methode zur Erfassung der Pollen-
diversitat und des Pollenmikrobioms in-
klusive Krankheitserreger fiir Bienen
(mittels Hochdurchsatzsequenzierung
von spezifischen Amplikons aus der
Pollen-DNA und mikrobieller DNA und
gPCR) wurde gestartet und erfolgreich
etabliert. Dabei wurde in den ersten zwei
Sammelperioden an zwei Standorten die
Diversitat der Pflanzen und der mikro-
biellen Besiedlung der gesammelten
Pollen bestimmt und die Diversitats-
analyse der Pflanzen mit der klassischen
mikroskopischen Methode zur Pollen-
identifizierung verifiziert.

Die Weiterentwicklung einer polaritats-
erweiterten Non-Taget Screening (NTS)
Analyse mittels RPLC-HILIC-MS/MS fiir
Pollenextrakte wurde durchgefiihrt und
ist abgeschlossen, so dass diese im wei-
teren Projektzeitraum Anwendung fin-
det. Ebenso wurden Messstrategien im-
plementiert, die zukiinftig einen erhéh-
ten Probendurchsatz erlauben. Auswer-
testrategien (zur potentiellen Identifi-
zierung und statistischen Nutzung spe-
ziesspezifischer Molekiile der unter-
schiedlichen Pflanzenmetabolome) wur-
den konzipiert und zur weiteren Nutzung
etabliert. So ist die Zuordnung dieser
'Pollenmetabolom‘-Ergebnisse zu Pflan-
zenspezies grundsatzlich moglich und
schlieBlich zur spateren Katastererfas-
sung nutzbar. Die Ergebnisse der ersten
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Abb.5: Schematische Skizze des Proben- und Labormanagementsystems mit QR-Codes und
unter Nutzung der BlockChain Methode (fiir alle drei eingebundenen Labore).
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Erkenntnisse, die im dritten Jahr Eingang
finden.

Der Aufbau einer Plattform zum digita-
len Abgleich samtlicher erfasster Daten,
Ergebnisse sowie Erkenntnisse wurde
konzipiert und gestartet. Diese Platt-
form bildet die Basis zur Erstellung eines
Pflanzenkatasters und die Charakteri-
sierung der pflanzlichen Biodiversitat in
den erfassten Regionen.

Die Bildung eines Netzwerks mit Imkern,
Forschungseinrichtungen und Verban-
den wurde gestartet und soll auch zu-
kiinftig aktiv forciert werden. Dabei wer-
den diese Uber die Projektlaufzeit (und
dariiber hinaus) die Studie mit ihren
Bienenvdlkern unterstiitzen und ihre
Beobachtungen zur Bienengesundheit
(Faulbrut und Nosema: Koloniebefall so-
wie Mortalitat) erfassen und dem Kon-
sortium mitteilen.

Zusammenfassung

Durch Bienen gesammelte Pollen sollen
als Indikatormatrix zur Katastererfas-
sung pflanzlicher Biodiversitat heran-
gezogen werden. Die Untersuchung der
Pollen unterschiedlicher Pflanzen mit
modernen Analysetechniken eréffnet
einen detaillierten Blick auf die Biodiver-
sitdt der Flora in dem definierten Radius.
Schwerpunkte liegen hierbei wahrend
der gesamten Laufzeit auf automati-
scher Pollensammlung, Analysetechni-
ken wie Mikroskopie, genetischer Mole-
kularanalytik und massenspektrometri-
schem Non-Target-Screening. Alles zu-
sammen wird verknipft durch moderne
Datenerfassung tiber QR-Codes und de-
ren Nutzung in Blockchain-Technologie.

Die bisherigen Erkenntnisse sollen im
zweiten Projektabschnitt verstarkt zur
professionellen Erfassung genutzt und
etabliert werden, so dass die Kataster-
erfassung als Idee auch nachhaltig in der
Realitdt umgesetzt werden kann.

Wir freuen uns uber Kontaktaufnahme
und Diskussionen.
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