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(57) Die Erfindung betrifft die Verwendung

Bienenpopulation zur Gewinnung von Proben von
Pflanzen, die von diesen Bienen bestaubt werden,
wobei die Probengewinnung mittels einer von den
Bienen zu betretenden Laufstrecke vor dem Eingang
zu ihrer Behausung erfolgt, mit dem Kennzeichen,
dass als Bienenpopulation eine oder mehrere
Bienenarten eingesetzt werden, die normalerweise
Populationen aus nicht mehr als 1.000 Individuen
bilden und deren jéhrliche Flugzeit im April oder
friher beginnt, und dass die zu gewinnende Probe

eine DNA-Probe ist.
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ZUSAMMENFASSUNG
Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Bienenpopulation zur Gewinnung von
Proben von Pflanzen, die von diesen Bienen bestdubt werden, wobei die Proben-
gewinnung mittels einer von den Bienen zu betretenden Laufstrecke vor dem Ein-
gang zu ihrer Behausung erfolgt, mit dem Kennzeichen, dass als Bienenpopulation
eine oder mehrere Bienenarten eingesetzt werden, die hormalerweise Populationen
aus nicht mehr als 1.000 Individuen bilden und deren jahrliche Flugzeit im April oder
friher beginnt, und dass die zu gewinnende Probe eine DNA-Probe ist.
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nung von Proben von Pflanzen, die von diesen Bienen bestaubt werden.

Es ist bekannt, Bienen am Eingang zum Bienenstock eine Laufstrecke, wie z.B. ein
Lochgitter, einen Kamm oder eine Folie, passieren zu lassen, um zu verschiedenen
Zwecken Proben der von diesen angeflogenen Bliten, z.B. Nekiar- oder Pollen-
proben, zu gewinnen, die am Lochgitter oder Kamm abgestreift werden und in einen
darunter montierten Auffangbehalter fallen oder DNA-Reste an den Tarsen, die an
einer Folie haften bieiben.

Um in kurzer Zeit ausreichend groRe Probenmengen zu erhalten, wird standardma-
Rig die Honigbiene als Bienenvolk fir die Probennahme gewahlt, die Staaten aus bis
zu 80.000 Individuen bildet.

Nachteilig ist hierbei jedoch die Tatsache, dass so gro3e Bienenpopulationen riesige
Gebiete abfliegen und dabei Pollen und Nektar zahlreicher unterschiedlicher Pflan-
zenarten sammeln. Die Analyse von Pollen einer spezifischen Planzenart ist dadurch

nahezu unmdglich, zumindest aber mit einem enormen Aufwand verbunden.

Weiters ist bekannt, Wildbienenstdmme zur Bestaubung von Pflanzen in einem defi-
nierten, begrenzten Areal, z.B. einer Obstplantage, einzusetzen. Wildbienen bilden,
wenn Uberhaupt, weitaus kleinere Staaten aus wenigen tausend oder auch nur hun-
derten Individuen, deren Fluggebiet in der Regel sehr eingeschrankt ist. Somit eig-
nen sie sich nur bedingt zur Probennahme, da in einem bestimmten Zeitraum nur

sehr geringe Probenmengen gewonnen werden kénnten.

Andererseits besteht ein dringendes Interesse daran, mdglichst friih Uber den even-
tuellen Befall einer Pflanzenart mit einem Erreger Bescheid zu wissen, um Gegen-
maRnahmen ergreifen zu kénnen. So ist etwa der Befall von Obstpflanzen mit dem
Feuerbranderreger ein stetiges Problem in der Landwirtschaft. Feuerbrand wird vom
gram-negativen Bakterium Erwinia amylovora hervorgerufen, das Pflanzen der Fami-

lie der Rosaceen befillt, besonders Gattungen der Unterfamilie Maloideae (Kemn-
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obstgehdlze), vor allem Apfel (Malus x domestica), Bifne'ny.rus..c'c;m.ﬁ?bn'ié) und
Quitte (Cydonia oblonga). Die Infektion erfolgt in der Regel liber die Blute (primarer
Feuerbrand). Im Gegensatz dazu werden Infektionen lber das Laub, spéter in der
Vegetationsperiode, als sekundarer Feuerbrand bezeichnet. Die Infektion der Blite
breitet sich (iber das Xylem aus und fuhrt zu einer im Holz fortschreitenden Nekrose.
Die Krankheit verursacht verheerende Schaden in Obstanlagen mit entsprechenden

wirtschaftlichen Verlusten.

Die Apfel- und Birnenblute beginnt in Mitteleuropa Gblicherweise im April, in wameren
Regionen mitunter schon Ende Marz. Die zu dieser Zeit herrschenden Durchschnitts-
temperaturen sind fir Honigbienen jedoch an vielen Tagen zu niedrig, um normales

Flugverhalten zu zeigen.

Ziel der Erfindung war vor diesem Hintergrund die Entwicklung einer Methode, wie zu
einem moglichst frithen Zeitpunkt im Jahr ausreichende Informationen Uber einen po-

tenziellen Befall von Nutzpflanzen mit bestimmten Erregern erhalten werden kénnen.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG
Dieses Ziel erreichen die Erfinder in einem ersten Aspekt durch die Verwendung
einer Bienenpopulation zur Gewinnung von Proben von Pflanzen, die von diesen Bie-
nen bestaubt werden, wobei die Probengewinnung mittels einer von den Bienen zu
betretenden Laufstrecke vor dem Eingang zu ihrer Behausung erfolgt, das dadurch
gekennzeichnet ist, dass
a) als Bienenpopulation eine oder mehrere Bienenarien eingesetzt werden, die
i} normalerweise Populationen aus nicht mehr ais 1.000 Individuen bilden und
ii) deren jahrliche Flugzeit im April oder friiher beginnt; und

b) die zu gewinnende Probe eine DNA-Probe ist.

Auf diese Weise ist gewéahrleistet, dass von den Bienen ein relativ begrenztes Gebiet
abgeflogen wird und dabei Pollen und Nektar von nur wenigen Pflanzenarten gesam-
melt werden, wodurch die DNA-Probe einen relativ geringen Verdinnungs- bzw.
Kontaminationsgrad aufweist, und dass die Analyse zu einem frithen Zeitpunkt, idea-
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lerweise unmittelbar nach dem Beginn der Bliite des jeweiligen Pflanzenart, durchge-
fuhrt werden kann. Eine solch kleine Bienenpopulation ist darliber hinaus wesentlich

einfacher handzuhaben und zu transportieren.

Die eingangs erwdhnte Tatsache, dass von so kleinen Bienenpopulationen in einem
bestimmten Zeitraum nur sehr geringe Probenmengen gewonnen werden kdnnen,
stellt fur die Erfinder keine Einschrankung dar, da sie vor kurzem, namlich in der
Osterreichischen Patentanmeldung A 640/2011, ein Verfahren zum Nachweisen von
Erwinia amylovora in einer Probe unter Anwendung der LAMP-Methode beschrieben,
haben das unter Verwendung einer genomischen Sequenz des Feuerbranderregers
als Referenzsequenz und eines darauf basierenden, hochspezifischen Primersatzes
zur Amplifikation der Erwinia amylovora-DNA durchgefiihit wird. Mittels dieses Ver-
fahrens konnten sogar Probenmengen von nur 80 bis 100 fg an Erwinia amylovora-
DNA zuverlassig und reproduzierbar nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde
der Primersatz von den Erfindern aufwandig optimiert, um Artefakte aufgrund von
kontaminierender DNA moglichst auszuschieflen.

Die in der AT A 640/2011 offenbarten Primer sind die folgenden:

Bez. Primer-Typ Sequenz (5-3" Orientierung)

15-F3 forward outer CTTTTTTAAGAGAGGCAGCA

15-B3 backward outer TTGTCTGAATCCAGATGTCT

15-FIP | forward inner GGAGACCGATCTTTTACAGACTTTATTCGACGAACGTTTATACGA
15-BIP | backward inner GAGCTTCGAACATAGTCAAGGGGAAGATTTATGCCTTCCAGAAG
15-LF loop forward CAGAACTTACCATATAATCA

15-L.B loop backward ACGGCGCAAAAAAT J

Daher kann eine gemaf vorliegender Erfindung ausgewahlte Bienenart auch Popula-
tionen aus nicht mehr als 500 oder sogar unter 100 Individuen bilden, ohne dass die

Gefahr besteht, dass keine ausreichenden DNA-Mengen gesammelt werden kénnen.

Abgesehen von der Groe der Population und ihrer Flugzeit ab April oder friiher sind
die Bienenarten nicht speziell eingeschrankt. Unter Population ist hierin im weitesten
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Sinne jede Art von Bienengemeinschaft in einem beg.r'e'nzfén Areéﬂéuﬁeréiehen,
also sowohl entsprechend kleine "Staaten" oder Kolonien in einem Bienenstock oder
einem unterirdischen Nest als auch eine entsprechende Anzah! an Bienen auf einer
bestimmten Bodenflache, z.B. von einigen Quadratmetern. Theoretisch kommen
daher auch Solitérbienen fur die vorliegende Erfindung in Frage, d.h. Bienen, die
jeweils alleine in unterirdischen Nestern oder Mauerspalten leben und dort ihre
Nachkommen aufziehen, solange eine gréRere Anzahl von ihnen pro Quadratmeter
anzutreffen ist. Es muss lediglich vor jedem Eingang zu ihren Behausungen eine ent-
sprechende Laufstrecke, z.B. eine Folie, vorgesehen werden, und am Ende der Pro-
bennahme werden die mittels alier Laufstrecken gesammelten Proben einfach kom-
biniert.

Vorzugsweise werden jedoch soziale Bienenarten verwendet, die eine gemeinsame
Behausung, d.h. in einem Stock oder Nest, nutzen, um die Anzahl an erforderlichen
Laufstrecken gering zu halten und dennoch in kurzer Zeit die notwendige Proben-
menge sammeln zu kénnen. GemaRk der Erfindung kénnen den Bienen auch Nisthil-
fen zur Verfigung gestellt werden, d.h. vorgefertigte Stécke oder Nester, wobei unter
Letzteren auch eine gréflere Anzah!l an Nistréhren fur Solitarbienen auf einer Flache

von wenigen Quadratmetern zu versehen ist.

Der Fachmann wird ohne ibermaRiges Experimentieren in der Lage sein, die fir den
jeweiligen Zweck am besten geeigneten Bienenarten auszuwéhien, wobei vor allem
die gecgrafische Lage, das dortige Klima, die Bodenbeschaffenheit und natirlich die
zu bestdubende und zu untersuchende Pflanzenart zu berlicksichtigen ist. Vorzugs-
weise ist die Bienenart aus den Gattungen Hummel, Sandbiene und Mauerbiene
ausgewahlt, wobei noch bevorzugter eine Hummelart eingesetzt wird. Deren Flugzeit
beginnt typischerweise im Marz, bei manchen Sandbienenarten sogar schon im Feb-
ruar, und Hummeln sind besonders friih im Jahr unterwegs, wie nachstehend noch

ausfuhrlicher erlautert wird.

Von den zahireichen Hummel-, Sandbienen- und Mauerbienenarten — in Mitteleuropa
kommen etwa 40 Hummel-, 150 Sandbienen- und etwa 50 Mauerbienenarten vor -
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sind die meisten Solitdrbienen. Allerdings ist auch eine soziale Lébe;fs:v.veisé, (.ZI..F]. ein
gemeinsames Nest, mancher der eigentlich als Solitarbienen bekannten Bienenarten
bekannt. Wird daher in einem bestimmten Gebiet, wie z.B. einer Obstplantage, ein
Nest mit einer Laufsirecke am Nesteingang als Nisthilfe bereitgestellt, kann es von

einer dort gezielt ausgesetzten Bienenart gemeinsam genuizt werden.

Verschiedene Hummelarten bilden allerdings auch Kolonien oder Staaten aus etwa
50 bis 600, mitunter bis zu 1.000 Tieren und einer Kénigin. Fir Hummeln reicht be-
reits eine Mindesttemperatur von nur 8-9 °C aus, um ausfliegen zu kénnen (bei Kéni-
ginnen sogar nur 2 °C), da sie ein dichtes Haarkleid besitzen, vor allem aber ihre
Korpertemperatur durch Vibrationen der Brustmuskulatur, wobei die Flugel abgekop-
pelt werden, selbst erhéhen kénnen. Diese Fahigkeit ist unter den verschiedenen Bie-
nengattungen einzigartig. Zum Vergleich benétigen Honigbienen ublicherweise 10-
15 °C. Darliber hinaus sind Hummeln weitaus effizientere Bestauber und damit Pro-
bensammler als andere Bienengattungen, insbesondere als die Honigbiene. So pro-
duziert beispielsweise ein Hummelstaat bis zu 15-mal so viel Honig wie ein gleich
grolier Staat der Honigbiene.

Die zu gewinnende DNA ist vorzugsweise Schédlings-DNA, insbesondere Erwinia
amylovora-DNA, die dann beispielsweise nach dem in der AT A 640/2011 offenbar-

ten Verfahren amplifiziert und analysiert werden kann,

Demgemal stellt die vorliegende Erfindung in einem zweiten Aspekt ein Set zur Ver-
wendung gemal dem ersten Aspekt der Erfindung bereit, das Folgendes umfasst:
a) eine transportsicher verpackte Bienenpopulation wie oben beschrieben und

b) Mittel zum Analysieren der in der zu gewinnenden Probe enthaltenen DNA.

Mittels eines solchen Sets kénnen die gemanl vorliegender Erfindung gewonnenen
DNA-Proben vor Ort, also z.B. direkt in einer Obstplantage, analysiert werden. Die
Analysenmittel umfassen dabei vorzugsweise Mittel zum Amplifizieren der DNA mit-
tels PCR- oder LAMP-Verfahren, wodurch — beispielsweise im Vergleich mit ELISA-
Methoden - auch sehr geringe Probenmengen ausreichen, um die DNA zuverlassig
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analysieren zu kénnen. Noch bevorzugter umfassen dié.Arﬁblifi.katiéﬁ.srﬁi't'tel.instru~
mente zur DurchfGhrung eines LAMP-Verfahrens, da LAMP (“Joop-mediated isother-
mal amplification") im Vergleich mit PCR- ("polymerase chain reaction") Amplifikation
keine Thermocycler erfordern.

Die Analysenmittel des Sets umfassen daher vorzugsweise weiters spezifische Pri-
mer fir die LAMP-Reaktion, sowie gegebenenfalls eine Heizvorrichtung und/oder
Mittel zur Visualisierung von Produkten oder Nebenprodukten der Amplifikation, wo-
bei ein bevorzugtes Visualisierungsmittel der Farbindikator Hydroxynaphtholblau ist.
Auf diese Weise kénnen mit dem erfindungsgemaéfien Set beispielsweise Analysen
nach dem in der AT A 640/2011 offenbarten Verfahren der Erfinder durchgefihrt wer-

den.

Die optionale Heizvorrichtung braucht dabei vorzugsweise nur eine Temperatur von
60-65 °C zu erzeugen, da dies fur LAMP-Verfahren durchaus ausreicht und einen
mobilen Einsatz im Feld weiter vereinfacht: Fir diese Temperaturen reicht beispiels-
weise auch Heilwasser in einer Thermoskanne aus, die somit ebenfalis unter die
Definition der Heizvorrichtung fallt. Alternativ dazu kdnnen etwa batteriebetriebene
Widerstandsheizungen, als so genannte "Taschenwarmer” bekannte Systeme, die
beispielsweise auf der Oxidation von auf einem Trager (z.B. Watte) fein verteiltem
Eisenpulver oder auf frei werdender Kristalisationswérme nach mechanischer Auslé-
sung beruhen, oder auch Parabolspiegel zur Bindelung von Sonnenstahien einge-

setzt werden.

Hydroxynaphtholblau ist als Visualisierungsmittel bevorzugt, da in Gegenwart von
Erdalkalimetallionen ein Farbumschlag von violett nach blau stattfindet, der mit blo-
Rem Auge gut zu erkennen ist. Die Erdalkalimetallionen stammen beispielsweise von
einem Magnesiumpyrophosphat-Niederschlag, der als Nebenprodukt der LAMP-Re-
aktion anfallt und eine Trlibung verursacht, die als solche ebenfalls zur Visualisierung
herangezogen werden kénnte. Der Farbumschiag ist jedoch schon bei geringeren
Mengen an Amplifikationsprodukten gut sichtbar und daher bevorzugt.
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Durch die erfindungsgemaRe Verwendung bestimmter, éb.e'r;'c;ef:iniéftb.r \'/\:Il’lciﬁfe.:nen-
arten, einschlielich der Gattung Hummel, zur DNA-Probengewinnung von Pflanzen,
insbesondere von Nutzpflanzen wie Obst- und Gemusepflanzen, kénnen Informatio-
nen Uber den Befall der jeweilige Pflanze mit einem Erreger bereits kurz nach Beginn
der Biiitezeit erlangt werden, was mehr Zeit fiir eventuell erforderliche Gegenmal-
nahmen zur Verfligung stellt. Vor allem bei Einsatz des Sets gemat dem zweiten As-
pekt der Erfindung, insbesondere in Kombination mit dem oben beschriebenen Pri-
mersatz, kdnnen auf zuverlassige Weise Informationen uUber die von den Bienen be-

staubten Pflanzen erhalten werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verwendung einer Bienenpopulation zur Gewinnung von Proben von Pflan-
zen, die von diesen Bienen bestdubt werden, wobei die Probengewinnung mittels
einer von den Bienen zu betretenden Laufstrecke vor dem Eingang zu ihrer Behau-
sung erfolgt,
dadurch gekennzeichnet, dass
a) als Bienenpopulation eine oder mehrere Bienenarten eingesetzt werden, die
i) normalerweise Populationen aus nicht mehr als 1.000 Individuen bilden und
ii) deren jahrliche Flugzeit im April oder friher beginnt; und
b) die zu gewinnende Probe eine DNA-Probe ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bienenart
Populationen aus nicht mehr als 500 Individuen bildet.

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Bienenart
Populationen aus nicht mehr als 100 Individuen bildet.

4, Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Flugzeit der Bienenart bereits im Méarz oder frither beginnt.

5. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine oder mehrere aus den Gattungen Hummel, Sandbiene und

Mauerbiene ausgewahlte Bienenart eingesetzt wird.

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass eine oder meh-

rere Hummelarten eingesetzt werden.

7. Verwendung nach einem der vorangegangenen Anspriche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die zu gewinnende DNA-Probe eine Schadlings-DNA ist.
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8.  Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die’ zu” gewin-
nende DNA-Probe Erwinia amylovora-DNA ist.
9. Set zur Verwendung nach einem der Anspriche 1 bis 8, Folgendes umfas-

send:
a) eine transportsicher verpackte Bienenpopulation wie in einem der An-
spriche 1 bis 6 definiert und

b) Mittel zum Analysieren der in der zu gewinnenden Probe enthaltenen DNA.

10.  Set nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Analysenmittel Mittel
zum Amplifizieren der DNA mittels PCR- oder LAMP-Verfahren umfassen.

11.  Set nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikationsmittel
tnstrumente zur Durchfiihrung eines LAMP-Verfahrens umfassen,

12.  Set nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Analysenmittel

weiters spezifische Primer fiir die LAMP-Amplifikation umfassen.

13. Set nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die
Analysenmittel eine Heizvorrichtung umfassen.

14.  Set nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Analysenmittel weiters Mittel zur Visualisierung von Produkten oder Nebenprodukten
der Amplifikation umfassen.

15.  Set nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass ein Visualisierungs-
mittel der Farbindikator Hydroxynaphtholblau ist.

Wien, am 27 jyii 20% Technigche Universitidty Wien
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