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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

1 Einleitung 

Mit rund 700 bekannten Wildbienen-Arten ist Österreich aufgrund seiner Vielzahl an unter-
schiedlichen Lebensräumen einer der Biodiversitäts-Hotspots für Wildbienen in Zentraleuro-
pa. Biodiversität umfasst jedoch nicht nur die Vielfalt von Arten in einem bestimmten Öko-
system sondern vor allem auch die Vielfalt innerhalb der einzelnen Arten. Das Ausmaß der 
innerartlichen Diversität lässt Rückschlüsse zu, ob Populationen in regelmäßigem Austausch 
stehen oder bereits isoliert sind - mit anderen Worten, ob Populationen längerfristig überle-
bensfähig oder zukünftig vom Aussterben bedroht sind. Ziel eines umfassenden Naturschutzes 
darf folglich nicht nur der Erhalt von Arten und Lebensräumen sein. Vielmehr müssen Natur-
schutzbemühungen auf die Konnektivität zwischen unterschiedlichen Habitaten und den re-
gelmäßigen Austausch von Populationen abzielen.  

Der Austausch von Populationen zwischen voneinander getrennten Habitaten ist von den vor-
handenen Ausbreitungsrouten abhängig. Die Art der Landnutzung und die Verfügbarkeit von 
Ressourcen (Nahrungs- und Nistplatzangebot) spielen dabei eine zentrale Rolle. Zudem sind 
viele Insektenarten, darunter auch Wildbienen, nicht in der Lage große Distanzen zwischen 
isoliert gelegenen Habitaten zu überwinden. Fehlen entsprechende Korridore und Trittstein-
biotope entlang denen sich Arten ausbreiten können, so kann es zur genetischen Verarmung 
von Populationen kommen. Folgen davon sind negative Auswirkungen auf die Vitalität der 
Arten und ihr Rückgang. Besonders davon betroffen sind agrarisch genutzte Gebiete. Durch 
die Intensivierung der Landwirtschaft, die zunehmende Versiegelung des Bodens und die 
Fragmentierung von Habitaten gibt es immer mehr Barrieren in der Landschaft.  

Ziel der vorliegenden Studie ist es, den Zustand der innerartlichen genetischen Diversität von 
jeweils einer ausgewählten Art der beiden artenreichen Gattungen Andrena (Andrena flavipes 
- Gewöhnliche Bindensandbiene) und Halictus (Halictus subauratus - Dichtpunktierte Gold-
furchenbiene) zu erfassen, um das Risiko für den Rückgang ihrer Populationen in Oberöster-
reich abzuschätzen. Dazu wurden 473 Proben (377 von A. flavipes, 96 von H. subauratus) an 
21 Standorten gesammelt und mittels eigens entwickelten DNA-Mikrosatelliten sowie mittels 
DNA-Barcoding unter der Verwendung des SSR-GBAS Ansatzes (Simple Sequence Repeat – 
Genotyping by Amplicon Sequencing) bzw. der Sanger-Methode genotypisiert. 
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

1.1 Mikrosatelliten 
DNA-Mikrosatelliten (oder SSR, STR) sind eine innovative Methode bei der mehrere hoch 
variable DNA-Abschnitte zur Unterscheidung von Individuen herangezogen werden, um ge-
netische Unterschiede von Populationen zu erheben. Es handelt sich um nichtcodierende 
DNA-Sequenzen von meist zwei bis sechs Nukleotiden, die sich am selben Locus im Genom 
10- bis 100-mal wiederholen (z.B. TCCTCCTCC). Mikrosatelliten weisen hohe Mutationsra-
ten auf und unterscheiden sich zwischen Individuen einer Art durch ihre Länge sowie durch 
einzelne Nukleotide (Ellegren 2004; Schlötterer 2000). Die flankierenden Sequenzen sind 
hingegen konserviert und können daher für die DNA-Amplifikation mit speziell hergestellten 
Primern verwendet werden (Kelkar et al. 2010; Selkoe and Toonen 2006). Bei dem SSR-
GBAS Ansatz werden zusätzlich zum Längenpolymorphismus auch noch einzelne Nukleotide 
bestimmt (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) (Curto et al. 2019). Dieser Ansatz eignet 
sich zudem besonders gut, wenn die Menge an DNA gering ist (Šarhanová et al. 2018), wie 
dies bei Wildbienen der Fall ist. Bisher gibt es nur sehr wenige populationsgenetische Studien 
über Wildbienen (z.B. für Andrena vaga (Černá et al. 2013), Andrena jacobi (Paxton et al. 
1996), Andrena fuscipes (Exeler et al. 2010)) und folglich stehen kaum bereits entwickelte 
Primer für die unterschiedlichen Arten zur Verfügung. 

1.2 DNA-Barcoding 
Barcoding ist eine Methode, bei der eine DNA-Sequenz des mitochondrialen Gens Cyto-
chrome C Oxidase 1 (COI) herangezogen wird, um Arten zu unterscheiden (Herbert et al. 
2003). Näher verwandte Arten und Individuen besitzen dabei ähnlichere Sequenzen. Als 
Standard werden die Primer LCO1490 und HCO2198 verwendet (Folmer et al. 1994), welche 
PCR-Produkte mit einer Länge von 658 Basenpaare produziert. Barcoding kann jedoch nicht 
nur verwendet werden, um Arten zu unterscheiden, sondern auch Populationen. Dabei können 
unterschiedliche Populationen, unterschiedlichen Haplotypen zugeordnet werden.  
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

2 Material und Methodik 

2.1 Proben-Aufsammlung 
Die ausgewählten Arten wurden auf insgesamt 21 Probeflächen in Oberösterreich gesammelt 
(Tab. 1). Sie erstrecken sich von Geretsberg im Westen bis Bad Zell im Osten, sowie von 
Hansberg im Norden bis Diethaming im Süden. Die zwei ausgewählten Bienenarten eignen 
sich besonders gut für eine populationsgenetische Studie auf Landschaftsebene, da sie auf fast 
allen Probeflächen mit unterschiedlichen Nutzungsintensitäten gesammelt werden konnten. 
Dies macht sie zu guten Modellorganismen, um Effekte der Landnutzung auf die genetische 
Diversität und auf den Genfluss zu studieren.  

Abb. 1: Übersichtskarte mit der Lage der Probeflächen. 
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

Während es sich bei A. flavipes um eine größere, solitäre Wildbienenart handelt, die oftmals 
an das Vorhandensein von Feldgehölzen gebunden ist, lebt H. subauratus sozial, ist kleiner 
und tritt oft als Pionierart auf Ruderalstellen in Erscheinung. Beiden ist gemein, dass sie ihre 
Nester im Boden anlegen und polylektisch sind, also unterschiedliche Blütenpflanzen zur Er-
nährung ihrer Brut anfliegen (A. flavipes: 17 Pflanzenfamilien, H. subauratus: 4 Pflanzenfa-
milien). Alle Belege wurden anhand morphologischer Merkmale identifiziert (Schmid-Egger 
& Scheuchl 1997, Ebmer 1969). Die gesammelten Bienen wurden mit Essigäther abgetötet. 
Am selben Tag wurden 1 oder 2 Beine mit einer sterilen Pinzette entnommen und in separa-
ten, mit 96% unvergälltem Ethanol befüllten Röhrchen in der Tiefkühltruhe bis zur weiteren 
Verarbeitung aufbewahrt. 

Tab. 1: Liste der Probeflächen in Oberösterreich inkl. Angabe der Koordinaten. 

Ortsname Kürzel Koordinaten

Diethaming 35 N47°58‘41‘‘ E13°51‘59‘‘

Frankenburg am Hausruck 44 N48°3‘14‘‘ E13°29‘56‘‘

Geretsberg 46 N48°4‘50‘‘ E12°56‘20‘‘

Plaik 53 N48°7‘27‘‘ E14°27‘29‘‘

Thening 74 N48°15‘12‘‘ E14°9‘28‘‘

St. Martin im Innkreis 80 N48°18‘11‘‘ E13°25‘34‘‘

Bad Zell 86 N48°20‘35‘‘ E14°41‘5‘‘

Kopfing im Innkreis 87 N48°25‘31‘‘ E13°40‘39‘‘

Waldkirchen am Wesen 92 N48°26‘57‘‘ E13°47‘35‘‘

Hansberg 96 N48°28‘16‘‘ E14°7‘53‘‘

Humpelmühle 36 N47°58‘34‘‘ E14°18‘35‘‘

Großendorf 43 N48°1‘36‘‘ E14°2‘36‘‘

Sattledt 47 N48°4‘36‘‘ E14°5‘12‘'

Schwödiau 52 N48°7‘44‘‘ E14°25‘18‘‘

Weißkirchen an der Traun 58 N48°9‘2‘‘ E14°7‘17‘‘

Hub 65 N48°10‘37‘‘ E13°11‘50‘‘

Hilling 71 N48°13‘37‘‘ E13°58‘52‘‘

Geinberg 76 N48°16‘45‘‘ E13°16‘28‘‘

Blindendorf 79 N48°16‘21‘‘ E14°29‘38‘‘

Altschwendt 84 N48°19‘38‘‘ E13°41‘9‘‘

Hochstraß 85 N48°19‘13‘‘ E14°31‘55‘‘
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

Abb. 2-3: Probeflächen in Humpelmühle und in Großendorf. 
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

Abb. 4-5: Probeflächen in Weißkirchen an der Traun und Hochstrass. 
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

2.2 Primer-Entwicklung 
Für jede der ausgewählten Bienenarten wurden artspezifische Marker entwickelt, mit Hilfe 
derer folglich Populationen unterschieden sowie die innerartliche Variabilität gemessen und 
verglichen werden sollte. Mithilfe des Programms „Primer3Plus“ wurden 24 Primer für And-
rena flavipes entwickelt und 20 Primer für H. subauratus (Tab. 2). Die Mikrosatelliten setzten 
sich aus Wiederholungen von 3-5 Nukleotiden zusammen. Die Primer wurden 1:100 verdünnt 
und bei A. flavipes zu 2 Primer-Mischungen (PM-AF1, PM-AF2) mit jeweils 12 Primern für 
die Mulitplex-PCR zusammengemischt. Für die Sequenzierung mittels Illumina-Technik 
wurden die Primer mit den „Adapters“ P5 (TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT) 
vorwärts und P7 (CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT) rückwärts verlängert. 
Die Anwendbarkeit der Marker wurde an mehreren Belegen getestet. 

Tab. 2: Liste der Primer, welche für die Mikrosatelliten-Analyse entwickelt wurden (AF=Andrena 
flavipes, HASU=Halictus subauratus).  

Markername Multi-
plex-

Sequenz (5’->3’)  
vorwärts Sequenz (5’->3’) rückwärts

AF1_AGTG PM-AF1 AGTCTAGTTTATCGGATCGC TACAGGTACGTCTCTGTACA

AF2_GGAA PM-AF2 TATAGGCAAAAGCATACCGA AATATTGGATATGGCACCCC

AF3_AAGA PM-AF1 CGTTCTGGACGTCATAATGA TCGTGGACTCTTTAGACAGA

AF4_GTCTC PM-AF2 ACGGTAACTGCGAAAATTTA ATCGCGAGCAATTCCTATG

AF5_GAGC PM-AF1 GACGGGAACATCTAGGTTC TTCGTAGAGTTTGTAGGCG

AF6_TCGTA PM-AF2 ACGAAGGATCTGGAGCTG ACTTGGACTCTTCCCAAAAT

AF7_CTTC PM-AF1 TTCAAAAGAATGCGGATGTC AGGAGGAGGCAGCATTTA

AF8_CGCCA PM-AF2 ACGTACGAGGAGTAAAGCTA CGGTAGGACGAACGTTTATT

AF9_GATT PM-AF1 GACCACAAAGGCGATAATTC CACATCACCTAACGATAAAGC

AF10_TGCC PM-AF2 CTCCCCATCGACGGTAAC TAACACGGCGATCGACAA

AF12_TTTC PM-AF2 GGCCTATTGTGTTCGAAATT TTCGTACAAGTTACAATTCACC

AF13_TAAT PM-AF1 TCGTGTCCCTCTACCAATTA AAAGAATCGAATCGAATCGG

AF14_TGAC PM-AF2 TGCGCTTTTTGCAATGTG CTTTTTCATTCCTTTGGGGG

AF16_GCGCG PM-AF1 GACTCCAGCGATAAAGTAGG CGCTGATCAATAGGAGGAC

AF18_ACGC PM-AF2 AATGGTTGACAACATCCAGT AAAAACGGCCACAAAACAG

AF19_ATTT PM-AF1 ATACAACGACAATTACTCCAG TAGATTAACGACGAACGAGC

AF20_CTAAA PM-AF2 AGGTATACATAAATGCCCCG TGCGCCAAATCTACGTTAAA

AF21_GGAGT PM-AF1 CAACTTCATTAAGCGGAGCC AAAAATAAGATCCCACCCGG

AF22_ACAG PM-AF2 ATACCTTGGAGCACTGATCA ACAGTTTCAGTAGCGACTTT

AF23_TTCT PM-AF1 TCCTCCTCGTGTCTTAGCTC ATCCCGTAGGATTCTAGAGTC

AF24_ACTCG PM-AF2 CGATGGAACGTGTAACTCG CCTCCGCTGCTTCTTATTTA
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

Tab. 3: Mitochondriale Primer, welche für die Amplifikation der COI-Region (mtDNA) bei Halictus 
subauratus verwendet wurden. 

AF25_AAAT PM-AF1 GGTAGCGATGGATTTGAGAA TTCCTGCCCATCAAATTCTT

AF26_AAATA PM-AF2 GCCCCAATTATTCCGTAGAC CAGTGTGAGTGGTGAGAAAT

AF27_TCGC PM-AF1 GTCCTTGTTCTCGCTTCC TAATTACCGACGAGGGCTT

HASU1 AGGCAGGGAATTTAGACAAG CCTCCATGTGACAGTGTTTA

HASU2 TGGAGGTTCCTCAGAAGTTA TCTCCCTTCCCATATGTTTG

HASU3 TAGAGGAACCTAATGGGAGG GGAATGAGCTTTACTGGCTT

HASU4 GTGAGGAGGTGTGTATGTTG TCCCTCTGAAACCAGTTAGA

HASU5 GGTCCTTTGCTAAAAGACTG ATGTGTGAAAGCACCACTTA

HASU6 TGTCATTGTTCTGAAAAGCG CTATTTTCGGGTCCGTTGTT

HASU7 CGGAAACATGAGTGAAAAAGT CGTGTGGAATCTAAAACGTC

HASU8 CCGCTACTTTCAGTGCTTAT ACTTACCATCTGCAATCACT

HASU9 CATTTCTGTGCTAAGCCAAG AAGACAAGCTGTAGAATGGG

HASU10 TTTTGGTGTGGGAAGTTCAA TAAAGCCTCCAAATGCATGA

HASU11 AAGAGTTTGACTTGGGATGC TCTCTGAATTCCTGTCTCCT

HASU12 AGGTGCTTCATGGAACTAAG ATGAAAAGTGGATGCCAAAC

HASU13 TTTTCTTACCCTCCAAAACG TTTGTGGTCTGTCTTGACAA

HASU14 AAACAAGGTCTTGGAGACAA TAGATAGGGCAGAGAAGGAG

HASU15 CTGTGAGGCGTACTTTCTAA AGAATCTGTCAACACGAAGG

HASU16 TGTCTTCACACAAAAATGCC GGGAAACAAGCTGAGAGTTA

HASU17 TCACGTCGATAAAGCTGAAT TTGATATAATTGGCCGAGGG

HASU18 CGAAGACAGATGCTAACTGA CAGCTCCATTAGTCTGATCC

HASU19 ACACAATCTACAAAGGGCAT TGTTGATTCCCTCTAATGTGT

HASU20 GTACACATTGACAGACAGGT TGGTTTAATAGTACTCTCGGA

Markername Sequenz (5’->3’), vorwärts Richtung

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Vorwärts

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Rückwärts
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

Abb. 6: Einzel-Primer-Test bei einer Probe von Andrena flavipes (Ergebnisse der Gel-Elektrophorese). 
Die Primer AF11, AF15 und AF17 erbrachten bei den meisten Proben keine Ergebnisse und wurden 
daher ausgeschieden. 
 

Abb. 7: Einzel-Primer-Test bei zwei Proben von Halictus subauratus (Ergebnisse der Gel-Elektropho-
rese). Nur 2 der 20 entwickelten Primer lieferten Ergebnisse, weshalb die COI-Region sequenziert 
wurde. 

Nach dem Entwickeln und Testen der Primer waren mehrere Schritte notwendig, bevor die 
Proben sequenziert werden konnten. Zuerst wurde (1) die DNA von den Beinen extrahiert und 
(2) ein Qualitätscheck mittels Gel-Elektrophorese vorgenommen. (3) PCRs wurden mit den 
entwickelten Primern durchgeführt und die Produkte abermals mittels Gel-Elektrophorese 
überprüft. Danach wurden (4) die PCR-Produkte gereinigt und (5) mit den „Adapters” inde-
xiert. Die einzelnen Schritte werden folgend genauer dargestellt. 
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Vernetzung ausgewählter Wildbienen-Arten in Oberösterreich

2.3 DNA-Extraktion und Optimierung 
Optimierung: Zuerst wurden unterschiedliche Methoden der DNA-Extraktion angewendet, 
um die Methodik für Bienen-Beine zu optimieren. Zum einen wurden die Beine mit (a) Zir-
konium-Kugeln, (b) Glas-Kugeln, (c) Zirkonium- und Glaskugeln unter Verwendung einer (d) 
Retsch-Mühle sowie einer (e) Collomix-Maschine zerkleinert. Die Bindung der DNA erfolgte 
mit (f) Metallkügelchen (sogenannte „beads“) oder (g) EconoSpin-Röhrchen mit einer Silizi-
um-Membran. Die weiteren DNA-Extraktionen erfolgten unter Beigabe von Zirkoniumku-
geln, der Verwendung der Collomix-Maschine und von Ecospin-Platten, da dies die besten 
Ergebnisse brachte. 

DNA-Extraktion: Für die DNA-Isolierung wurden die in Ethanol aufbewahrten Beine ge-
trocknet und jeweils in ein 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen überführt. Anschließend wurden 4-5 
Zirkonium Kugeln hinzugegeben und die Beine im Röhrchen mit der Collomix-Maschine 15 
Minuten lang zerkleinert. Danach wurden die Röhrchen 1 Minute lang bei 2000 rpm zentrifu-
giert. 180 μl von „pre-lysis buffer T1” (Macherey Nagel) und 10 μl Proteinase K (10 mg/ml) 
wurden beigemengt und in der Zentrifuge bei 1000 rpm 1 Minute lang vermischt. Den Proben 
wurde „Proteinase K Enzym“ hinzugefügt und anschließend auf einem Heizblock (PEQLAB) 
über Nacht bei 56°C und 300 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Röhrchen bei 1000 
rpm für 1 Minute zentrifugiert.  
10 μl of RNase (10 mg/ml) wurde beigemengt und für 15 Minuten, bei 300 rpm und 37°C auf 
die Heizplatte gestellt. Danach wurden 180 μl von „Buffer B3” (Macherey Nagel) beigemengt 
und die Röhrchen noch einmal für 10 Minuten, bei 300 rpm und 70°C auf die Heizplatte ge-
stellt. Die Röhrchen wurden zweimal bei 4000 rpm für 2 Minuten zentrifugiert, um die zer-
mörserten Beine von der Flüssigkeit abzusondern. 360 μl von der Flüssigkeit sowie 180 μl 
von absolutem Ethanol wurden auf eine 2-ml Deep-Well-Platte pipettiert. Für die Negativ- 
Kontrollen wurden mindestens 2 Felder der 96er-Platte freigelassen. Die insgesamt 540 μl 
wurden auf eine EconoSpin-Platte mit Silizium-Membran transferiert. Die Flüssigkeit wurde 
in der Zentrifuge bei 2000-4000 rpm 1 Minute lang durch die Membran transferiert, wobei die 
DNA in der Membran verblieb.  
Der folgende Waschprozess gliedert sich in zwei Teile: Im ersten Schritt wurden 600 μl von 
80% Ethanol auf die Silizium-Membran pipettiert und bei 4000 rpm 1 Minute lang und bei 
6000 rpm 2 Minuten lang zentrifugiert. Die Flüssigkeit wurde entsorgt und der Vorgang mit 
300 μl von 80% Ethanol wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation bei 6000 rpm für 2 Mi-
nuten wurde die EconoSpin-Platte für 30-60 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. 
Nach der Trocknung wurde die EconoSpin-Platte auf eine 96er-Platte gelegt und 30 μl von 
dem vorgewärmten (65°C) „elution buffer“ (10 mM Tris elution buffer, pH 8,3) auf die Mem-
bran pipettiert. Nach 3 Minuten wurde die Platte bei 6000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert, um 
die erste Elution zu erhalten. Für die zweite Elution wurde der Prozess mit 50 μl „elution buf-
fer“ wiederholt. 
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2.4 Gelelektrophorese 
Ein 1,5% Agarose-Gel wurde hergestellt, um die Qualität der extrahierten DNA zu überprü-
fen. Die Mischung wurde aufgewärmt bis sich das darin enthaltene Pulver vollständig aufge-
löst hatte. In leicht gekühltem Zustand wurde das Färbemittel HDGreen hinzugefügt. Das 
flüssige Gel wurde in die Elektrophorese-Kammer gefüllt. 2 μl des “6x loading buffer” wurde 
mit 5 μl DNA gemischt und auf das Gel geladen. Zusätzlich wurde 4 μl des “ladder” (Lambda 
DNA/EcoRI+Hind III) auf das Gel geladen, um die Längen der DNA-Abschnitte zu verglei-
chen. Das Gel lief bei 80 Volt für 30 Minuten mit der ENDURO Power Supplies, 300v (Lab-
net International Inc.) Das Gerät INTAS Science Imaging wurde für die Anfertigung von Fo-
tos des Gels unter UV-Licht verwendet, um die Qualität der DNA visuell zu beurteilen.  

2.5 Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR) 
Für jede Mulitplex-PCR-Reaktion (A. flavipes) wurden 2,5 μl „mastermix” (Qiagen), 0,5 μl 
Microsatellite-Primer-Mix und 2 μl DNA miteinander vermengt. Da die Menge an extrahier-
ter DNA vergleichsweise gering war, wurde die DNA vor der PCR nicht verdünnt. Die PCR 
wurde in 384er-Platten mit der Hilfe eines Roboters (Liquid Handling Station), welcher die 
notwendigen Pipettier-Schritte ausführte, durchgeführt. Nach den Pipettier-Schritten wurde 
die 384er-Platte bei 1000 rpm 1 Minute lang zentrifugiert und danach in die PCR-Maschine 
(BIO-RAD T100) gestellt (siehe Tab. 4). Alle Primer wurden mit einer „Annealing“-Tempera-
tur von 52°C entwickelt. Nach der PCR wurde die Platte ein weiteres Mal bei 1000 rpm 1 
Minute lang zentrifugiert und dann bei -20°C im Kühlschrank bis zur weiteren Verarbeitung 
aufbewahrt. Bei der PCR für H. subauratus wurden die Primer LCO1490 und HCO2198 ver-
wendet. Die enzymatische Aufreinigung erfolgte mit 0.4 μl Exonuclease I und 1.6 μl SAP 
(Shrimps Alkaline Phosphatase) und wurde für 15 Minuten bei 37°C  und 15 min bei 80°C in 
der PCR-Maschine inkubiert. 

Tab. 4: Die einzelnen Schritte der Mulitplex-PCR mit den jeweiligen Temperaturen. Die Schritte 2-4 wurden 35 
Mal durchgeführt. 

Schritt Funktion Tempe-
ratur 

Dauer 
(min) Anmerkung

1 Polymerase Aktivierung 95 15:00

2 Denaturierung 95 00:30

3 Anbindung („annealing“) 52 01:00

4 Verlängerung 72 01:00 Zurück zu Schritt 2 (34 x)

5 Finale Verlängerung 72 10:00

6 Verweilzeit 10 unbegrenzt
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2.6 Gelelektrophorese der PCR-Produkte 
Zuerst wurden die Produkte der PCR-Reaktionen jedes Primer-Mix zusammengeführt („Poo-
ling“: PM-AF1: 2,3 μl, PM-AF2: 2,3 μl). Danach wurden die PCR-Produkte auf einem 1,8% 
Agarose-Gel einer Qualitätsprüfung unterzogen. 4 μl „loading buffer“ wurden gemeinsam mit 
2 μl des PCR-Produkts auf das Gel geladen. Als Referenz wurde zudem 6 μl „ladder 100bp 
gold“ geladen, um damit die Länge der PCR-Produkte zu eruieren. Das Gel lief bei 80 Volt 
für 20 Minuten und wurde danach unter UV-Licht fotografiert. 

2.7 Reinigung (A. flavipes) 
Die Reinigung erfolgte mit Hilfe von AMPure XPB Kugeln, um Reste von Primern, Enzymen 
und kurzen PCR-Produkten zu entfernen. Eine 96er-Platte wurde mit jeweils 2,86 μl Ampure 
XPB Kügelchen gefüllt. 4 μl der zusammengeführten PCR-Produkte wurden beigemengt und 
mit den Kügelchen vermischt. Damit sich die DNA an die metallischen Kugeln binden konn-
te, wurde die Mixtur für 5 Minuten inkubiert. Danach wurde ein inverser magnetischer Sepe-
rator in die 96er-Platte unter zirkulierenden Bewegungen für 2 Minuten eingeführt. Dadurch 
konnten sich die Metall-Kügelchen mit der DNA an den Magneten binden. Beim ersten 
Waschschritt wurde der Magnetische Seperator auf eine andere Reinigungsplatte mit 80% 
Ethanol transferiert. Der Seperator wurde mit kreisenden Bewegungen für 45 Sekunden im 
Ethanol bewegt. Der zweite Waschschritt erfolgte in gleicher Weise mit einer neuen Reini-
gungsplatte. Danach wurde der Seperator für 5 Minuten getrocknet, damit der Ethanol ver-
dampfen konnte. In der Zwischenzeit wurde eine weitere Reinigungsplatte mit 20 μl „10 mM 
Tris-HCl elution buffer“ gefüllt. Der Seperator wurde in den Buffer eingeführt und der Ma-
gnet entfernt, sodass die Metall-Kugeln nicht mehr vom Magneten angezogen wurden und 
sich in der Flüssigkeit auflösen konnten. Die Reinigungsplatte beinhaltete nur noch den „elu-
tion buffer“ und die gereinigten PCR-Produkte. Die Reinigungsplatte wurde dann bei -20°C 
eingefroren. 

2.7 Index-PCR und Zusammenführung (A. flavipes) 
Bei der Index-PCR wurde jede Probe mit einer individuellen Index-Kombination ausgestattet. 
Die Index-Primer binden an das Ende der Primer der vorherigen PCRs. Die Pipettier-Schritte 
für die Index-PCR wurden ebenfalls mit der Hilfe des Roboters (Liquid Handling station) 
durchgeführt. 2,75 μl Mastermix+Forward index primer, 1,25 μl Reverse Index Primer und 1 
μl gereinigte PCR-Produkte wurden gemischt. Die Index-Platte wurde bei 1000 rpm 1 Minute 
lang zentrifugiert und in die PCR-Maschine überführt (siehe Tab. 5). Nach der Index-PCR 
wurde die Platte zentrifugiert und jeweils 2 μl in ein Eppendorf-Röhrchen überführt. Dieses 
wurde für die Illumina-Sequenzierung in das Labor des Departments für Genetik an der Uni-
versität LMU in München gesandt. 
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Tab. 5: Die einzelnen Schritte der Index-PCR mit den jeweiligen Temperaturen. Die Schritte 2-6 wur-
den 10 Mal durchgeführt. 

2.8 Bioinformatische Bearbeitung der Illumina & Sanger Sequenz-Daten 
Die Illumina Sequenz-Datei wurde im FASTA-Format mit zusätzlichen Informationen über 
die Qualität jedes Basenpaares abgespeichert. Es wurde jeweils eine FASTA-Datei für die 
Vorwärts-Sequenz und eine für die Rückwärts-Sequenz geliefert. Als erstes wurde die Qualität 
der Daten mit dem Programm FastQC 0.11.9 (Andrews 2010) überprüft. Eine eigens vom In-
stitut für Integrative Naturschutzforschung (BOKU) entwickelte Pipeline (Curto et al. 2019) 
wurde verwendet, um die Daten weiterzuverarbeiten. Die Pipeline verwendet die Software 
Trimmomatic 0.39, welche die „Adapters“ und jene Sequenzen, die nicht die Qualitätskritieri-
en erfüllen, ausschneidet (Bolger et al. 2014). Danach werden die Dateien an das Programm 
„usearch“ weitergeleitet, welche die Vorwärts- und Rückwärts-Sequenzen miteinander ver-
schneidet (Edgar 2010). Ein R-Script separiert nun die Sequenzen je nach Marker in unter-
schiedliche FASTA-Dateien und erstellt statistische Dateien und Grafiken mit den Längenver-
teilungen der DNA für jede Probe und jeden Marker. Die Marker-Grafiken wurden manuell 
überprüft, um duplizierte Regionen ausfindig zu machen. Marker, welche einen Peak bei einer 
bestimmten Fragmentlänge zeigten, wurden als homozygot (Abb. 8) betrachtet, jene Marker 
mit zwei Peaks als heterozygot (Abb. 9). Wenn die Marker mehrere Peaks zeigten, wurden sie 
von der weiteren Analyse ausgeschlossen. 
Danach wurde ein weiterer R-Script verwendet, um SNPs zu finden. Am Ende lieferte die 
Pipeline eine Liste aller Allele für jeden Marker sowie eine codominate Matrix mit den unter-
schiedlichen Allelen für jeden Marker und jede Probe. 
Die Sanger Sequenz-Datei wurde im ab1-Format in das Programm Geneious importiert (nur 
H. subauratus). Die Qualität der Vorwärts- und Rückwärts-Sequenzen wurde einzeln über-
prüft und die Primer herausgeschnitten. Bei fehlenden Nukleotiden wurde eine vollständige 
Sequenz als Referenz herangezogen, um die korrekte Base zu identifizieren.  

Schritt Funktion Tempe-
ratur 

Dauer 
(min) Anmerkung

1 Polymerase Aktivierung 95 15:00

2 Denaturierung 95 00:30

3 Anbindung („annealing“) 58 01:00

4 Verlängerung 72 01:00 Zurück zu Schritt 2 (9 x)

5 Finale Verlängerung 72 10:00

6 Verweilzeit 12 unbegrenzt
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Abb. 8: Beispiel einer Marker-Grafik mit der Anzahl an „Reads“ pro amplifizierter Länge. Die Mar-
ker-Grafik zeigt einen klaren Peak, welcher als homozygoter Locus klassifiziert wird. 

 

Abb. 9: Beispiel einer Marker-Grafik mit der Anzahl an „Reads“ pro amplifizierter Länge. Die Marker-Grafik 
zeigt zwei klare Peaks, welcher als heterozygoter Locus klassifiziert wird. 

 

Abb. 10: Beispiel einer Rückwärts- und Vorwärts-Sequenz der Sanger-Sequenzierung inkl. Consensus. 
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2.9 Auswertung 
Zur Berechnung wichtiger Parameter der Populationsgenetik (Na, Ne, He, Ho, F) für A. flavi-
pes, kam das Programm GenAlEx 6.51 (Genetic analysis for Excel) zum Einsatz. Ebenfalls 
wurde es dafür verwendet, um die genetischen Distanzen, welche für die „Principal Coordina-
te Analysis“ benötigt werden, zu berechnen (Peakall and Smouse 2012). Die codominante 
Matrix wurde dabei als Input-Datei verwendet. 
Das Programm STRUCTURE v. 2.3.4, welche die „Markov Chain Monte Carlo (MCMC) 
estimation“ anwendet, wurde für das genetische Clustering des Datensatzes verwendet (Por-
ras-Hurtado et al. 2013). Das Minimum-Kriterium von 10.000 für eine angemessene “burnin 
length” wurde angewendet, wie von Pritchard et al. (2010) vorgeschlagen. Die Anzahl an 
Wiederholungen wurde auf 3 festgesetzt, um lange Kalkulations-Zeiten zu vermeiden. Unter-
schiedliche K-Werte (2-7) wurden für die Berechnung verwendet. Je nach K-Wert weist das 
Programm STRUCTURE die Proben zu unterschiedlichen Populationsgruppen zu, welche 
eine ähnliche genetische Struktur aufweisen (Porras-Hurtado et al. 2013). Mit dem Programm 
PopART (Population Analysis with Reticulate Trees) (Leigh & Bryant 2015) wurde das 
Haplotypen-Netzwerk („Minimum Spannung Network“) berechnet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Ausschluss von Markern & Proben (A. flavipes) 
Zusätzlich zu den bereits ausgeschiedenen Markern (AF11, AF15, AF17), wurden folgende 
weitere Marker von der anschließenden Analyse ausgeschlossen: AF20 zeigte bei den meisten 
Proben (auch bei den Männchen) zwei klare Peaks, was auf duplizierte Regionen hindeutet. 
AF6 und AF21 zeigten keine eindeutigen Ergebnisse bei der Amplifikation. AF9 und AF26 
lieferte nur für wenige Proben Ergebnisse (repräsentative Marker-Grafiken werden in Abb. 
11-13 gezeigt). Für die weitere Analyse wurde zudem eine Probe (EO2010) mit 79% Null-Al-
lelen ausgeschieden. 

Tab. 6: Die Tabelle zeigt die Prozentsätze der Individuen pro Marker, welche genügend Informationen 
zu Genotypen enthielten. 

Marker Prozent (%)

AF1_AGTG 100

AF2_GGAA 100

AF3_AAGA 100

AF4_GTCTC 100

AF5_GAGC 100

AF7_CTTC 100

AF8_CGCCA 100

AF10_TGCC 100

AF12_TTTC 100

AF13_TAAT 100

AF14_TGAC 99

AF16_GCGCG 100

AF18_ACGC 100

AF19_ATTT 100

AF22_ACAG 100

AF23_TTCT 99

AF24_ACTCG 100

AF25_AAAT 100

AF27_TCGC 100
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Abb. 11-13: Beispielhafte Marker-Grafiken von ausgeschiedenen Markern (AF20, AF21, AF26). 

Von den Barcoding-Sequenzen von H. subauratus mussten 7 Proben ausgeschlossen werden, 
die keine eindeutigen Sequenzier-Ergebnisse lieferten und von schlechter Qualität waren 
(EO329, EO338, vEO521, EO701, EO725, EO841, EO893). 
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3.2 Analyse populationsgenetischer Parameter und statistische 
Auswertung 
Folgende populationsgenetischen Parameter wurden kalkuliert, um die Diversität der Popula-
tionen zu analysieren: Anzahl der Allele (Na), Anzahl effektiver Allele (Ne), erwartete Hete-
rozygotie (He), beobachtete Heterozygotie (Ho), Inzucht-Koeffizient (F) und Hardy-Wein-
berg-Gleichgewicht (HWE). Die Ergebnisse werden in Tabelle 7-8 gezeigt. Es konnte eine 
große Differenz zwischen Na und Ne bei A. flavipes festgestellt werden. Die Anzahl an Alle-
len war mit einem Median von 12 hoch, jedoch war Ne mit einem Median von 3,9 ver-
gleichsweise gering. Ho war viel niedriger als He für A. flavipes über die meisten Marker.  
Weist man die Proben je nach geografischer Lage drei unterschiedlichen Populationen zu 
(Traun, Ost oder Nordwest, Tab. 8), dann zeigte sich für die Nordwest-Population der größte 
Unterschied zwischen Ho und He, für die Traun-Population hingegen der geringste. Der In-
zucht-Koeffizient (F) war für die Nordwest-Population am höchsten. Die genetischen Unter-
schiede zwischen den drei Populationen waren gering (Fixation Index Fst < 0,017). 

Tab. 7: Anzahl der Allele (Na), Anzahl effektiver Allele (Ne), erwartete Heterozygotie (He), beobach-
tete Heterozygotie (Ho) und Inzucht-Koeffizient (F) für alle Marker (#NV = fehlender Wert). 

Pop Locus Na Ne Ho He F

Traun AF1_AGTG 23,000 10,667 0,563 0,906 0,379

AF10_TGCC 10,000 2,364 0,500 0,577 0,134

AF12_TTTC 31,000 9,501 0,688 0,895 0,232

AF13_TAAT 4,000 1,111 0,104 0,100 -0,039

AF14_TGAC 34,000 7,972 0,458 0,875 0,476

AF16_GCGCG 10,000 1,500 0,229 0,333 0,312

AF18_ACGC 16,000 6,796 0,667 0,853 0,218

AF19_ATTT 8,000 1,216 0,146 0,177 0,177

AF2_GGAA 32,000 11,350 0,688 0,912 0,246

AF22_ACAG 5,000 1,268 0,125 0,211 0,408

AF23_TTCT 52,000 19,862 0,771 0,950 0,188

AF24_ACTCG 28,000 11,104 0,688 0,910 0,244

AF25_AAAT 21,000 4,263 0,521 0,765 0,320

AF27_TCGC 5,000 1,162 0,104 0,139 0,251

AF3_AAGA 37,000 15,835 0,625 0,937 0,333

AF4_GTCTC 42,000 19,692 0,750 0,949 0,210

AF5_GAGC 5,000 2,100 0,417 0,524 0,205

AF7_CTTC 13,000 3,196 0,542 0,687 0,212

AF8_CGCCA 10,000 3,617 0,500 0,724 0,309
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Ost AF1_AGTG 30,000 15,716 0,373 0,936 0,602

AF10_TGCC 9,000 1,826 0,235 0,452 0,480

AF12_TTTC 24,000 4,624 0,392 0,784 0,500

AF13_TAAT 1,000 1,000 0,000 0,000 #NV

AF14_TGAC 35,000 8,876 0,429 0,887 0,517

AF16_GCGCG 9,000 1,686 0,216 0,407 0,470

AF18_ACGC 11,000 5,228 0,412 0,809 0,491

AF19_ATTT 4,000 1,083 0,039 0,076 0,486

AF2_GGAA 29,000 14,881 0,440 0,933 0,528

AF22_ACAG 2,000 1,040 0,039 0,038 -0,020

AF23_TTCT 37,000 18,727 0,420 0,947 0,556

AF24_ACTCG 32,000 9,705 0,412 0,897 0,541

AF25_AAAT 18,000 3,561 0,333 0,719 0,536

AF27_TCGC 4,000 1,107 0,060 0,096 0,378

AF3_AAGA 43,000 23,120 0,412 0,957 0,570

AF4_GTCTC 38,000 20,400 0,373 0,951 0,608

AF5_GAGC 9,000 2,421 0,235 0,587 0,599

AF7_CTTC 17,000 4,397 0,373 0,773 0,518

AF8_CGCCA 14,000 3,935 0,431 0,746 0,422

Nordwest AF1_AGTG 13,000 8,022 0,105 0,875 0,880

AF10_TGCC 6,000 2,022 0,105 0,506 0,792

AF12_TTTC 15,000 10,939 0,105 0,909 0,884

AF13_TAAT 1,000 1,000 0,000 0,000 #NV

AF14_TGAC 12,000 6,827 0,063 0,854 0,927

AF16_GCGCG 5,000 1,885 0,053 0,470 0,888

AF18_ACGC 9,000 3,209 0,105 0,688 0,847

AF19_ATTT 1,000 1,000 0,000 0,000 #NV

AF2_GGAA 16,000 11,281 0,105 0,911 0,884

AF22_ACAG 3,000 1,241 0,000 0,194 1,000

AF23_TTCT 15,000 10,286 0,056 0,903 0,938

AF24_ACTCG 11,000 6,067 0,105 0,835 0,874

AF25_AAAT 10,000 3,861 0,105 0,741 0,858

AF27_TCGC 2,000 1,111 0,000 0,100 1,000

AF3_AAGA 14,000 11,460 0,053 0,913 0,942

AF4_GTCTC 19,000 16,409 0,105 0,939 0,888
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Tab. 8: Anzahl der Allele (Na), Anzahl effektiver Allele (Ne), erwartete Heterozygotie (He), beobach-
tete Heterozygotie (Ho) und Inzucht-Koeffizient (F) für drei definierte Populationen. 

Ordinationsverfahren (Principal Coordinate Analysis, PCoA, Abb. 15) und eine STRUCTU-
RE-Analyse (Abb. 14) wurden angewendet, um die Populationen von A. flavipes zu analysie-
ren. Bei H. subauratus wurde eine „Minimum Spanning Network“ berechnet, um die Haplo-
typen zu veranschaulichen (Abb. 16). 

Die Cluster-Analyse, welche mit den Programmen STRUCTURE durchgeführt wurde, zeigte 
eine hohe genetische Variabilität bei A. flavipes (Abb. 14), welche sich bereits bei niedrigen 
K-Werten zeigte. Die Cluster-Analyse wurde mit K-Werten zwischen 2 und 8 berechnet. Es 
zeigte sich keine klare Struktur bei keinem der angewendeten K-Werte. Die Variabilität inner-
halb der Population war hoch. Die Traun- und Ost-Poplationen waren einander ähnlicher als 
die Nordwest-Population. 
Die PCoA von den A. flavipes-Proben (Abb. 15) zeigte keine klare Struktur oder Clusterbil-
dung von Populationen. Die drei Axen akkumuliert erklären 13,05 % der Variation.  

Für H. subauratus konnten 7 unterschiedliche Haplotypen festgestellt werden. Der Großteil 
der Proben wurde jedoch einem Haplotypen zugeordnet. Keine der gefunden Haplotypen war 
einzigartig für eine gewisse Testfläche oder eine der drei definierten Regionen. In Plaik und 
St. Martin waren jeweils 3 Haplotypen präsent, in Arbing, Hansberg und Diethaming jeweils 
2. 

AF5_GAGC 3,000 2,215 0,000 0,548 1,000

AF7_CTTC 8,000 3,684 0,105 0,729 0,856

AF8_CGCCA 6,000 3,072 0,053 0,675 0,922

Pop Na Ne Ho He F

Traun Mean 20,316 7,083 0,478 0,654 0,253

SE 3,320 1,436 0,053 0,071 0,026

Ost Mean 19,263 7,544 0,296 0,631 0,488

SE 3,147 1,688 0,035 0,079 0,032

Nordwest Mean 8,895 5,557 0,064 0,620 0,905

SE 1,279 1,054 0,010 0,074 0,013
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Abb. 14: Ergebnis von der STRUCTURE-Analyse für die K-Werte 3 (oben) und 7 (unten) für die drei 
definierten Populationen (1=Traun, 2=Ost, 3=Nordwest). 

 

Abb. 15: PCoA von A. flavipes-Individuen. Die drei definierten Populationen (Traun, Ost, Nordwest) 
zeigen keine Clusterbildung und die Populationen dürften somit in regelmäßigem Austausch stehen. 
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Abb. 16: Haplotypen-Netzwerk der COI Barcoding Region von Halictus subauratus. Die Untersuchungsflächen 
sind durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet. Die Kreise verweisen auf die Haplotypen, die Größe der 
Kreise auf die Anzahl an Individuen. Die Querlinien zeigen die Nukleotid-Unterschiede zwischen den Haploty-
pen. 
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4 Diskussion 

Die Marker, die speziell für die Art Andrena flavipes entwickelt wurden, haben sehr gut funk-
tioniert. Von den 27 designten Primern mussten 8 ausgeschlossen werden. Von den 20 Mar-
kern, die für die Art Halictus subauratus entwickelt wurden, haben hingegen nur 2 funktio-
niert. Da ein Fehler in der „library“ vermutet wurde, wurden anstatt der Mikrosatelliten, die 
COI-Region sequenziert und Haplotypen berechnet. Die Amplifikation der COI-Region war 
erfolgreich. 

Bei Andrena flavipes war die beobachtete Heterozygosität (Ho) viel niedriger als zu erwarten 
(He). Die Ursache dafür können entweder Veränderungen in der Populationsgröße, stark aus-
geprägte Subpopulationen oder Inzucht sein, was insbesondere auf die Nordwest-Population 
zutraf. Der Inzucht-Faktor war in der Traun-Population am geringsten. Hohe Inzucht-Koeffi-
zienten konnten auch in anderen Studien an Wildbienen nachgewiesen werden (z.B. Exeler et 
al. 2008) und dürfte mit der generellen, niedrigen effektiven Populationsgröße bei haplodiplo-
iden Organismen zu tun haben (Packer & Owen 2001). Die meisten Loci wichen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht ab, welches eine ideale Population ohne stattfindende Evolution 
(konstante Populationsgröße, zufällige Paarungen, keine natürliche Selektion, keine Mutation, 
keine Migration, keine Inzucht) voraussetzt. Die Anzahl effektiver Allele (Ne) war geringer 
als die Anzahl an Allelen (Na). Daher verpaaren sich nur wenige Individuen und tragen zum 
Genpool der nächsten Generation bei. 
Es war keine genetische Struktur zwischen den Untersuchungsflächen bzw. zwischen den drei 
Populationen erkennbar, was durch die niedrigen Fst-Werte bestätigt wurde. Dies ist im Ein-
klang mit Studien an A. vaga und A. fuscipes (Exeler et al. 2008, Černá et al. 2013). Da es 
sich bei der Art A. flavipes um eine häufige, unspezialisierte Art handelt und eine weite Ver-
breitung aufweist, ist ein Allelaustausch über die Populationen wahrscheinlich. Dies könnte 
das hohe Level an genetischer Diversität erklären, wie dies auch eine andere Studie anhand 
der Haplotypen-Diversität bei A. flavipes feststellte (Villalta et al. 2021). Ingesamt zeigte sich, 
dass die Populationen gut vernetzt sind und in regelmäßigem Austausch stehen. Die gute Aus-
breitungsfähigkeit dieser Art dürfte mögliche Barrieren in der Landschaft bzw. das Vorhan-
densein instabiler Habitate kompensieren. Ein hoher Genfluss wurde auch bei Hummel-Popu-
lationen festgestellt, die aufgrund ihrer Körpergröße weite Flugdistanzen zurücklegen können 
(Chapman et al. 2003). Exeler et al. (2008) stellte wiederum die Hypothese auf, dass Popula-
tionen, welche aufgrund instabiler Habitate immer wieder lokal aussterben, eine höhere Aus-
breitungstendenz besitzen. Vollständig isolierte Populationen dürften in Oberösterreich un-
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wahrscheinlich sein, wenngleich z.B. Populationen in höheren Lagen der Kalkalpen, welche 
hier nicht untersucht wurden, eine andere genetische Struktur aufweisen könnten.  

Bei Halictus subauratus konnten unterschiedliche Haplotypen festgestellt werden, allerdings 
gehörten die meisten Proben einem Haplotypus an. Auch bei dieser Art zeigte sich folglich, 
dass die Populationen in regelmäßigem Austausch stehen und offenbar nicht durch Barrieren 
in der Landschaft, die den Genfluss einschränken, voneinander getrennt sind. Anders als bei 
A. flavipes, zeigte sich aber eine geringe genetische Diversität, wie das auch z.B. beim heimi-
schen Erdhummel-Komplex der Fall ist (Bossert et al. 2016). Der hohe Anteil eines Haploty-
pen in der Gesamtpopulation, der sich wiederum nur durch ein oder zwei Nukleotid-Positio-
nen von anderen Haplotypen unterscheidet, deutet auf eine plötzliche und rasche Ausbreitung 
einer früher kleineren Population hin. Da Halictus subauratus eine wärmeliebende Art ist, 
könnten wärmere Temperaturen eine Ausbreitung in jüngster Zeit begünstigt haben.  
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5 Zusammenfassung 

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Zustand der innerartlichen genetischen Diversität 
von zwei ausgewählten Arten der artenreichen Gattungen Andrena (Sandbienen) und Halictus  
(Furchenbienen) zu erfassen, um das Risiko für den Rückgang ihrer Populationen exempla-
risch in Oberösterreich abzuschätzen. Dazu wurden an 21 ausgewählten Standorten insgesamt 
473 Proben gesammelt und mittels eigens entwickelten DNA-Mikrosatelliten sowie mittels 
DNA-Barcoding unter der Verwendung des SSR-GBAS Ansatzes (Simple Sequence Repeat – 
Genotyping by Amplicon Sequencing) bzw. der Sanger-Methode genotypisiert. 

Bei Andrena flavipes (Gewöhnliche Bindensandbiene) funktionierten die entwickelten Primer 
sehr gut. Es zeigte sich ein hohes Level an genetischer Diversität innerhalb der Art, was auf 
keine isolierten Populationen schließen lässt. Bei Halictus subauratus (Dichtpunktierte Gold-
furchenbiene) funktionierten die entwickelten Primer kaum, weshalb die COI-Region sequen-
ziert wurde. Die Analyse des Haplotypen-Netzwerks zeigte, dass ein Großteil der Individuen 
einem Haplotypen zugeordnet werden können. Die Populationen dürften gut vernetzt und in 
jüngster Zeit in Ausbreitung begriffen sein. 

Die entwickelten Mikrosatelliten-Marker wurden zusätzlich auch erfolgreich an weiteren 
Sandbienen-Arten getestet. Die Marker können daher auch für ein zukünftiges, genetisches 
Monitoring an Sandbienen verwendet werden, um die genetische Diversität von Populationen 
und Arten zu studieren. 
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