Verbundprojekt:

Sicherheitsfor schung und Monitoring-Methoden zum Anbau von Bt-Mais

Tellprojekt:

Auswirkungen von Bt-Maispollen auf die Honigbiene —
M ethodenentwicklung zu Wirkungspr tifung und
Monitoring

Forder kennzeichen: 031631J

Schluf3bericht 2004

zu Nr. 3.3. BNest-BMBF 98

Friedrich-Schiller-Universitat Jena
Institut fir Ernéhrungswissenschaften
LB Apidologie
Am Steiger 3
07443 Jena

Projektleiter: Prof. Dr. Hans-Hinrich Kaatz
Martin-Luther-Universitat Halle
Institut fur Zoologie
Molekulare Okologie
Hoher Weg 4
06099 Halle

Forderungsbescheid vom 13.06.2001
Berichtszeitraum vom 30.6.2001 — 31.12.2004



I nhaltsver zeichnis

Seite

I U (70 = (= 1 10 o PSPPSR 1
[1. Eingehende Darstel lung — ErgebniSse ........cccvoiiiecece s 5
1. Modul 1: Prifung der Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienenim Labor ...... 5

2. Modul 2: Prifung der chronischen Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen ... 17
im Freiland

Bt 176
Mon810
3. Modul 3: AnbaubegleitendeSMONITONNG .....cccoeveriererererese e 39
11.4. VOraussi ChtliCNer NULZEN ........coiviiiiieeciseees e 43

[1.5. Fortschritt auf dem Gebiet bei anderen Stellen
11.6. Veroffentlichungen
T I L= = (R 44

Anlagen zum Schlussbericht
- Erfolgskontrollbericht
- Berichtsblatt BMBF 3831
- Document Control Sheet BMBF 3832



| . Kurzdarstellung

I.1. Aufgabenstellung

Bei zukUnftig zu erwartendem grof3fléachigen Anbau von Bt-Maisist Sorge zu tragen, dass das
gentechnische Pflanzenschutzprinzip tatsachlich niitzlingsschonende Eigenschaften besitzt. Am
Modell der Honigbiene, die als Bestauber eine tiberragende Bedeutung im Naturhaushalt und in
der Landwirtschaft hat, well sie etwa 70% aller Blitenpflanzen bestaubt, sollen folgende
Hypothesen widerlegt werden:

1. Der grof¥flachige Anbau von Bt-Mais hat Auswirkungen auf wichtige phytophage Nichtziel-
Organismen wie die Honigbiene.

2. DieWirkung der Bt-Endotoxine bei der Aufnahme mit dem Pollenist starker alsdie Wirkung
von schon seit Jahren im Pflanzenschutz eingesetzten Bt-Praparate.

Dazu soll im Rahmen des Fordervorhabens ,, Auswirkungen von Bt-Maispollen auf die
Honigbiene - Methoden zu Wirkungsprifung und Monitoring“ (FKZ BMBF 031631J) als Tell
desBMBF-Verbundprojektes ,, Sicherheitsforschung und M onitoring-M ethoden zum Anbau von
Bt-Mais* ein standardisiertes Verfahren von Langzeittests mit Labor- und Freilandversuchen
entwickelt werden., das erlaubt, auch langfristige Auswirkungen von Bt-Mais auf Honigbienen-
Volker zu prufen. So kdnnen eventuell auftretende Wirkungen, die sich nicht mit einfachen
Toxizitatsprifungen erfassen lassen, wiesie bei der Zulassung von Pflanzenschutzmitteln tiblich
sind, vorhergesagt und damit weitreichende Stérungen im Okosystem vermieden werden, die
durch ein mogliche Verminderung der Bestauberfunktion der Honigbiene ausgel 6st werden
konnten. Letztendlich soll ein Methodenprufplan zur Wirkungsprifung und zum Monitoring von
transgenen Pflanzen mit Honigbienen etabliert werden, der ggf. in zukinftige
Zulassungsverfahren fur transgene Pflanzen einbezogen werden kann..

[.2. Vorraussetzungen

Das Projekt wurde an den Universitéten Jena (L ehrbereich Bienenkunde) und Halle-Wittenberg
(Institut fir Zoologie, AG Molekulare Okologie) durchgefiihrt. Beide Einrichtungen verfiigen
Uber die notwenige Infrastruktur, Versuchstiere und Expertise, daschon zuvor Pilot-Versuchean
gentechnisch verandertem, herbizidresistentem Raps durchgefihrt wurden. Fir die
Untersuchungen erforderliche Bt-Mais-Versuchsflachen wurden im Rahmen des
V erbundprojektes 2001-2003 zur Verfligung gestelIt. Pollen fir dieim Jahr 2004 durchgefthrten
Experimente konnten aus Anbauflachen in Sachsen-Anhalt gewonnen werden.

|.3. Ablauf des Projektes

Die Versuche gliederten sich in drei aufeinander aufbauende Module:

1. Prifung der Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen im Labor.

2. Prafung der Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen im Freiland (kontrollierte
Flugzeltbedingungen)

3. Anbaubegleitendes Monitoring

Im Modul 1 wurde die Wirkung von Bt-Maispollen und des Bt-Toxins an Bienen
unterschiedlichen Altersgeprtift. In Modul 2 wurden auf Grundlage der Ergebnissevon Modul 1
von 2001 bis 2004 Wirkungspriufungen von Btl76 und Mon810 an freiliegenden
Kleinstbienenvolkern durchgefihrt. Fir diese Untersuchungen standen unsauf dem Versuchsfeld
bei Halle gesammelter Maispollen (Event Bt 176) und das vom V erbund-K ooperationspartner
Herrn Dr. Jehleund Mitarbeitern (SLFA Neustadt) gentechnisch aus E.coli erzeugtetrypsinierte
Toxin aus der Maispflanze zur Verfligung.

Dabel wurden Uber enen sechswdchigen Expositionszeitraum  kontinuierlich



Entwicklungsparameter der Bienenvolker gewonnen, ihre Brutpflege- und Sammelaktivitét
erfasst und am Ende des Versuches das Gewicht der schlipfenden Jungbienen und ihrer
Lebensdauer bestimmt. Der Versuchszeitraum erstreckte sich damit auf zwel
aufeinanderfolgende Brutzyklen und tragt damit in einer Art ,, worst-case" -Szenario dem Aspekt
biologischer Sicherheit besonders Rechnung. Maispollen steht Bienenvdlkern in der Natur oft nur
wenige Tage hochstens 2 Wochen as Eiweil3quelle zur Verfigung. Im Modul 3 wurde in
Freilandversuchen die Wirkung des natirlichen vorkommenden Bt-Pollens an freifliegenden
Grolvolkern am Standort bei Halle untersucht.

Das Tellprojekt wurde mit Schreiben vom 13.06.2001 bewilligt. In dem Jahr wurde auch die
Arbeit am Projekt begonnen . Erst im Februar 2003 wurde die Doktorandin Ellen A. Schliins
(geb. Frank) fur ein Jahr und 4 Monate eingestellt. Ferner haben die Kandidatinnen Judith Arlt
und Kathrin Neumann mitgearbeitet. Bei der manuellen Ernte von Bt-Maispollen und den
Freilandversuchen haben in Jenadie Mitarbeiterinnen Elke Woker (Imkermeisterin) und Heide
Becker (LTA) und in Halle eine Reihe von Studierenden mitgearbeitet. 2004 wurden die
Experimente mit der Arbeit zu Bt Mon 810 abgeschl ossen.

|.4. Stand der Forschung —Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Beginn des Projektes gab es nur wenige Publikationen zu negativen Wirkungen von Bt-
Endotoxinen auf den Model organismus Honigbiene. U.a. wurde die Sammel aktivitét der Bienen
(Picard-Nizou et a. 1997) und die Viabilitét der adulten Bienen (Vandenberg & Shimanuki 1986,
Malone et al. 1999) bei hoher Dosierung beeintréchtigt.

Modul 1: Prifung der Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen im Labor

e Toxizitét fir adulte Honigbienen

Das gentechnisch verénderte Bt-Toxin CrylAb (Event Nov 176) erwies selbst bei 100-fach
hoherer als der im Pollen nattirlich vorkommenden Dosis nicht als akut toxisch fir adulte
Honigbienen, wenn sie diesem in einem K&fig Uber einen Zeitraum von 4 Tagen kontnuierlich
ausgesetzt waren.

e Entwicklung einesL aborassays zur Prifung der chronischen Toxizitét an Postembryonal stadien
Fur die Profung der chronischen Toxizitét an Postembryonalstadien gibt es noch kein
Standardverfahren. Die bisherigen bel der Pflanzenschutzmittel-Prifung verwendeten Bruttests
fr akut toxische Toxizitdt sind fir Fragen zur chronischen Toxizitét nicht geeignet. Deshalb
sollte ein neues Verfahren entwickelt werden. Erst im Verlauf des Forschungsprojekts - als
Ergebnis aus den Freilandexperimenten - stellte sich heraus, dass fur eine hinreichend
aussagekraftige statistische Anayse der Brutpflegeaktivitdt mindestens 200 Brutzellen
individuell verfolgt werden missen, weil die Brutpflegeaktivitéat zwischen Kleinstvolkern trotz
identischer Ausgangsbedingungen erheblich variiert (vgl. Modul 2). Eine Reihe von
Einflu¥faktoren wie Koniginprdsenz, Bienenzahl, Temperatur, Wasserversorgung,
Honigaufnahme und WabengréRe fur die Aufzucht von 200 Larven wurde geprift. Bislang
lassen sich in K&figen noch keine ausreichenden Zahlen an Larven aufziehen. Dagegen gelingt
die Aufzucht von mehr als 200 Larven bis zum Ende ihrer Fressphase in freifliegenden
Kleinstvolkern mit 300 Bienen, unabhangig davon, ob konstant hohe Umgebungstemperaturen
(Brutschrank) oder tagesklimatische Schwankungen auftreten.. Fir die mangelnde
Brutpflegel ei stung in den K &figversuchen missen demnach weitere Faktoren verantwortlich sein.
In erster Linie kommen Flug- bzw. Sammelaktivitét, Defakation und Pollenversorgung in
Betracht. Sie missen in zukUnftigen Experimenten gepruft werden.




e chronische Toxizitét fir postembryonale Stadien der Honigbienen

Um dennoch Aussagen zur chronischen Toxizitét von CrylAb auf postembryonale Stadien der
Bienen treffen zu konnen, wurden Larven in vitro nach der Methode von Wittmann et al. (1981)
aufgezogen. Dabei wurde der halbsynthetische Larvenfuttersaft mit dem CrylAb Toxin versetzt.
DieLarven waren so wahrend ihrer gesamtem Fressphase dem Toxin ausgesetzt. Zum Vergleich
wurden Larven ohne Toxin in vitro aufgezogen. Die Zahl Uberlebender Larven unterschied sich
nicht zwischen den beiden Gruppen (n=540), so dass das Bt-Toxin CrylAb nicht als chronisch
toxisch fur Bienenlarven angesehen werden kann.

Modul 2: Prifung der chronischen Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen im Freiland
Die chronische Wirkung des Toxins aus Mai spflanzenpollen (Event Bt176 und Mon810) wurde
in Halbfreilandversuchen an Bienenvolkern im Fugzelt in vier aufeinanderfolgenden
Untersuchungsahren geprift. Dabei wurden Bienenvolker Gber einen Zeitraum von sechs
Wochen verschiedenen Bt-Pollen und Toxinmengen ausgesetzt. Bei der Sorte Novartis Bt176
wurden die im Feld gesammelten Maispollen sowie Maispollen, die mit doppelter und mit 10-
facher Toxinmenge versetzt wurden, untersucht. Bel der Sorte Mon810 wurde der frisch
gesammelte Pollen in den Versuchen eingesetzt.

Nach Exposition mit der 10-fach héheren als der im Maispollen auftretenden Dosis an CrylAb,
traten an Volkern, die durch den Befall mit dem Mikrosporidium Nosema apis geschwécht
waren, starke Verluste auf, die bei den Bt-Vdlkern signifikant hther waren. Die aufgrund der
Daten neu entstandene Frage, in welcher Weise durch Krankheitserreger geschwéachte Bienen
durch Bt-Toxine negativ beeinflusst werden, konnte in diesem Projekt nicht beantwortet werden.
Dieslag vor dlem daran, dass noch keine Methode existiert,mit der grof3e Mengen an Nosema-
Sporen fir eine gezielte Inokulation ganzer Bienenvolker erzeugt werden konnen. Initiale
Versuche mit der Arbeitsgruppe von Prof. Jacobs (Universitdt Gent, Belgien) zur
Massenvermehrung der Nosema in vitro schlugen fehl. Hier muss erst eine entsprechende
Technol ogie entwickelt werden. Sie wird Gegenstand el nes el genstandigen Forschungsprojektes
werden.

Bel gesunden oder mit dem Antibiotikum Fumagillin vor einer Nosematose geschitzten
Bienenvdlkern wurden bel Exposition mit der ein- und zweifachen Dosis von Bt176 und der
einfachen Dosis von Mon810 keine negativen Wirkungen beobachtet. Weder die Zahl adulter
Bienen oder Entwicklungsstadien, noch die Sammel- und Brutpflegeaktivitdt der Volker
unterschieden sich zwischen den Versuchsgruppen. Auch das Schlupfgewicht junger Bienen
unterschied sich nicht. D.h., dass gesunde Bienenvdlker selbst bel extremer Exposition mit Bt-
Maispollen Uber einen Zeitraum von sechs Wochen durch das Toxin in keiner der untersuchten
Vitafunktionen Volksstérke, Sammelaktivitdt, Brutpflegeaktivitdét und Entwicklung
beeintrachtigt werden.

Modul 3: Anbau begleitendes Monitoring der Wirkung von Bt-Maispollen auf Bienenvolker

Schliefdich wurde die Entwicklung von Bienenvdlkern in der Nahe von Maisfeldern im Sinne
eines Monitoring verfolgt. Dazu wurden Bienenvolker 2003 in die Nahe der Bt-Mais-
Versuchsflachen bei Radegast (Sachsen-Anhalt) gestellt, um ihre Entwicklung wahrend und nach
der Maisblite unter natUrlichen Bedingungen zu verfolgen. Aulerdem wurde die
Sammelaktivitét der Bienen im Feld erfasst und der von den Voélkern gesammelte Pollen
quantifiziert. Die Kontrollvolker wurden an e nem nahegel egenen Standort mit konventionellem
Mais untersucht. An fiinf Untersuchungstagen wahrend der Mai sbl iite sammelten die Bienen nur
zu einem sehr geringen Tell Maispollen. Er betrégt am Bt-Feld lediglich 2,3%, am
Kontrollstandort 2,6% der mit Pollenfallen gewonnenen und mikroskopisch bestimmten
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Pollenhdschen. Negative Effekte von Bt-Maispollen auf die Zahl der Bienen und die
Entwicklung der Brut in den V dlkern traten nicht auf, belde Gruppen unterscheiden sichinihrer
Entwicklung wahrend des Spatsommers nicht. Auch die Uberwinterungsfahigkeit und die
Fruhjahrsentwicklung der Bienenvolker beider Gruppen unterschieden sich nicht.

Fazt

Generell kann aufgrund der Ergebnisse der Halbfreiland und Freilandversuche eine chronisch
toxische Wirkung von Bt-Mais der Sorten NovBt176 und Mon810 auf gesunde
Honigbienenvolker nicht nachgewiesen werden. Berticksichtigt man dazu noch die gegentiber
den herkdbmmlichen, gesetzlich vorgeschriebenen Pflanzenschutzmittel prifungen wesentlich
erhdhten Stichprobenzahlen und die extremen 6-wochigen Expositionen mit den Bt-Toxinen,
dann kann eine toxische Wirkung auf gesunde Bienen unter natiirlichen Bedingungen nach den
erfolgten umfangrei chen Untersuchungen mit grof3er Sicherheit ausgeschlossen werden. Dieses
zentrale Ergebnis wird noch dadurch untermauert, dass Honigbienen selbst in den ostdeutschen
Agrarrdumen mit grof3en Maisschlagen nur wenig Maispollen sammeln, wenn andere Pflanzen
as Pollenquellen zur Verfigung stehen. In unseren Untersuchungen betrug der Anteil an
Maispollen unter 5% des gesammelten Pollens. Selbst dann, wenn Bienenvolker ausschliefdlich
Pollen der 0.a. GV -Mai spflanzen sammeln wiirden, wieesin den Zetversuchen ssmuliert wurde,
kann mit der durch die Stichprobenzahl bedingten Power ausgeschl ossen werden, dass sich Bt-
Maispollen der Sorten Mon810 und Novartis Btl76 negativ auf gesunde Bienenvolker
auswirken.

Die eingangs aufgestellte Hypothese, dass der grof3fl&chige Anbau von Bt-Mais Auswirkungen
auf wichtige phytophage Nichtziel-Organismen wie die Honigbiene habe, kann durch durch das
vorliegende Datenmaterial nicht gestiitzt werden. Auch die Hypothese, dassdie Wirkung der Bt-
Endotoxine bei der Aufnahme mit dem Pollen stérker ist als die Wirkung von schon seit Jahren
im Pflanzenschutz eingesetzten Bt-Praparate, trifft angesichts der fehlenden Wirkung von Bt-
Toxinen auf gesunde Bienenvdlker nicht zu.

|. 5 Kooperationen

Das Projekt wurde als Teil projekt des V erbundproj ektes,, Sicherheitsforschung und M onitoring-
Methoden zum Anbau von Bt-Mais* durchgefiihrt, an dem neben der RWTH Aachen (Prof.
Schuphan, Lehrstuhl fir Biologie V) als Projektkoordinator, die Biologische Bundesanstalt mit
ihren Ingtituten in Darmstadt und Braunschweig, das MPI fir chemische Okologie, die
Universitdten Gottingen, Minchen, Trier, Minchen, und die Bayrische Landesanstalt fir
Bodenkultur und Pflanzenbau (LBP) beteiligt waren. Als ausgesprochen verlasslicher
Servicepartner stand die AG Jehle der SFLA Rheinland-Pfalz zur Verfigung und lieferte stets
prompt die gewiinschten Mengen an Bt-Toxinen. Uber die halbjahrlichen K oordinationstreffen
hinaus, die ein wesentliches, jaunverzichtbares Element fir notwendige techni sche Absprachen
und fur einen erforderlichen Gedankenaustausch darstellen, und .auf denen es auch gelang, die
jeweiligen Ansédtze kritisch zu beleuchten, ergaben sich auch kleinere Phasen konkreter
Zusammenarbeit mit Kooperationspartnern unseres Verbundes, die urspringlich nicht mit
eingeplant waren. Bei uns insbesondere mit der AG Einspanier (Weihenstephan) und der AG
Lang (LBP). Fir die initidlen Versuche zur Gewinnung von Sporen des Microsporidiums
Nosema apis kooperierten wir auf3erdem mit Prof. F. Jacobs (Universitat Gent, Belgien)



|1. Eingehende Dar stellung der Ergebnisse

[1.1. Modul 1:

Prifung der Wirkung von Bt-Maispollen auf Honigbienen im Labor.
Ziel desModuls1ist esdiechronische Toxizitét des Bt-Toxins Cryl Ab auf postembryonale und
adulte Stadien der Honigbiene im Labor abschdtzen zu kdnnen. Dazu soll ein Verfahren
entwickelt werden, dass die Aufzucht vielen Larven im Labor erlaubt.

I1.1.1. Toxizitat des CrylAb fur adulte Honigbienen

Zunéchst wurden K&figversucheim Labor mit adulten Bienen durchgeftihrt, denen Bt-Maispollen
nebst Zuckerwasser fur vier Tage als Nahrung zur Verfligung stand. Z.T. wurde der Maispollen
zusétzlich mit hdheren Dosen an Bt-Cryl Ab-Toxin versetzt. Mit diesem Experimenten sollte
vorab gepruft werden, ob sich das Toxin in hohen Dosen auf die Lebensfahigkeit und das
Futteraufnahmeverhalten der Bienen auswirkt. Zudem waren diese Experimente V orraussetzung
fur die Freilandversuche.

Altersstadien

Bel der Auswahl der adulten Bienen fur den Ké&figversuch wurden letztlich atersdefinierte
Jungbienen (0-1 Tag) verwendet. In einer Serie von Versuchen hatte sich herausgestellt, dass 1.
zuféllig ausgewéhlte Bienen aus einem Volk ebenso wie 2. die Gruppe der Sammlerinnen, und
damit der @lteren Bienen, und 3. die Gruppe der brutpflegenden Ammenbienen, und damit der
jingeren bisca. 14 Tage alten Bienen, bisweilen eine Mortalitét aufwiesen, die tiber dem von der
OECD akzeptierten Grenzwert von 10% in den unbehandelten Kontrollen lagen (vgl. Abb. 1).
Diese erhohte Mortalitét der Versuchsgruppen erklarte sich aus der gegentiber dem OECD-Test
um das Doppelte verlangerten Versuchsdauer. Dabel starben die Bienen verstarkt wahrend der
letzten beiden Versuchstage.
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Abb.1 Wirkung von Bacillusthuringiensis Toxin Cryl Ab auf die M ortalitat von Stockbienen
Durchschnittliche Mortalitét + SD in Prozent im K&figversuch bei Fiitterung mit dem Futterteig-Pollen-Gemisch 2:1
mit bzw. ohne Toxin; n = 4 K&fige mit je 10 Bienen; kein signifikanter Unterschied im U-Test, p>0,05.

Toxinwirkung

Selbst bel Toxinapplikationen, dieum das 100-fache Uber der im Maispollen vorkommenden und
von Herrn Jehle gemessenen Konzentration liegen, ist nach einer Exposition Uber vier Tage
weder eine erhdhte Mortalitét (Abb. 2) noch ein verandertes Futteraufnahmeverhalten der
Jungbienen hinsichtlich Pollenkonsum und der Aufnahme von Zuckerl 6sung nachweisbar (Abb.
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Abb.2 Wirkung von Bacillusthuringiensis Toxin CrylAb auf die Mortalitat von Jungbienen
Durchschnittliche Mortalitét bei Fiitterung mit dem Futterteig-Pollen-Gemisch 2:1 mit bzw. ohne Toxin +-SD in
Prozent im K&figversuch; n = 9 K&fige mit je 10 Bienen; U-Test nicht signifikant, a=0,05.
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Abb.3 Wirkungvon Bacillusthuringiensis Toxin Cryl Ab (100-fach)auf die Futteraufnahmevon Jungbienen
Durchschnittlicher Futterverbrauch vom Futtertei g-Pollen-Gemisch 2: 1 mit bzw. ohne Toxininmg + SD/Tag/Biene
im Ké&figversuch; n = 12 K&fige mit je 10 Bienen; U-Test nicht signifikant, a=0,05

Fazt: Das gentechnisch verénderte Toxin wirkt sich bei viertagiger Exposition hinsichtlich
Mortalitat und Futteraufnahme nicht negativ auf Jungbienen und andereadulte Altersstadien
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe aus. Die in der Pflanze (Bt 176)
vorkommende Menge an CrylAb kann also fur adulte Bienen als akut ungefahrlich
angesehen werden.



1. 1.2. Entwicklung enes Laborassays zur Toxizitatspriufung an
Kleinstvolkern

Die meisten bisherigen Untersuchungen Uber die Auswirkungen von genetisch verénderten
Pflanzen auf die Brutentwicklung und -pflege wurden meist an grofReren Volkern unter
natrlichen Umwel tbedingungen durchgefiihrt (Ma one & Pham-Delégue, 2001). Laborversuche
beschréankten sich darauf, die Auswirkung an einer kleinen Anzahl adulter Bienen zu
untersuchen. Um Aussagen tber chronische Wirkung des Toxinsvor allem auf die empfindlichen
Entwicklungsstadien der Honigbiene treffen zu kdnnen, wére die Entwicklung eines einfachen
Testverfahrens, bei dem die Wirkung von gentechnisch verdanderten Pflanzen auf
Brutentwicklung und Brutpflege im Labor untersucht werden kann, ein wesentlicher Fortschritt
in der Prifmethodik. Existierende Larventests, wie das von Wittmann (1981) entwickelte in
vitro-Verfahren mit manueller Fitterung der Larven zweimal taglich, sind als Routineverfahren
flr Testlabors viel zu aufwendig und kostenintensiv. Seit Mitte 2002 wurde deshalb an der
Entwicklung von Brutaufzuchtmethoden im Labor, d.h. der Aufzucht von Bienenbrut in Ein-
Wabeneinheiten im Brutschrank, gearbeitet. Ziel ist die Entwicklung eines standardisierten
Laborassays.

Die vorliegenden Versuche mit gekafigten Kleinstvdlkern bilden die ersten Schritte zu solch
einem Testverfahren und sollten die Rahmenbedingungen kléren , unter denen Arbeiterinnenin
der Lage sind, mindestens 200 Larven bis zum Ende der Fressphase zu pflegen, die mit der
Verdeckelung der Brutzellen abschlief3t.

Zunéchst wurden in einer Reihe von hier nicht néher ausgefiihrten Vorversuchen
Rahmenparameter fr einen Laborkafigtest entwickelt. Inshesondere wurdeninitia die Faktoren
Présenz der Konigin, Honigversorgung, Wasserversorgung und Wabenflache evaluiert, deren
Ergebnisse hier kurz aufgefthrt werden:

Konigin-Préasenz

Dabel stellte sich heraus, dass Kleinstvolker mit 500 Bienen ohne Konigin nur eine begrenzte
Anzahl von Larven bis zur Verdeckelung pflegen — es wurden maximal 3 verdeckelte Zellen
beobachtet. Gesperrte K 6niginnen auferhal b des Brutnestes hemmen zudem die Brutpflege der
Arbeiterinnen, denn letztere sammeln sich um die Konigin und vernachléssigen die Brut. Derzeit
erscheint eine auf der Wabe frei bewegliche Konigin unabdingbar fur die Pflege von mehr als
einhundert Larven zu sein. Ihr Ersatz durch einen Pheromon-Dummy kann erst nach der Analyse
der Bedeutung weiterer Faktoren in Betracht gezogen werden.

Honigversorgung

Der Honig wurde den Bienen ad libitum angeboten. Er wurdeteilweisein grof3en Mengenin den
Waben eingel agert. Gegen Ende der jeweils dreiwdchigen V ersuchsphasen nahmen die Bienenin
den Ké&figen signifikant weniger Honig ab. Dieskann als Zeichen flr eine Stérung desVerhatens
der gekéafigten Bienen gedeutet werden. In dessen Folge wird dann auch die Brutpflegeaktivitét
beeinflusst, da in Normalvolkern bei geringem Nahrungseintrag und —fluss die
Brutpflegeaktivitat signifikant zuriickgeht (Riessberger & Crailsheim,1997).

Wasser
Wasser wurde den Bienen wie der Honig ad libitum angeboten. Ein Zusammenhang zwischen
Wasserabnahme und Brutpflege konnte nicht festgestel It werden, denn es gab keine signifikanten



Unterschiede zwischen Volkern mit besserer Brutpflegeaktivitét und Volkern, die kaum
Brutpflege aufwiesen. D.h. Wasser stellt keinen limitierenden Faktor fur Brutpflege in den
Ké&figen dar.

Wabengrofie

Eine Korrelation der Brutpflegeaktivitdt mit der Wabengrofe konnte in diesen Vorversuchen
nicht festgestel It werden. Allerdings muss eine Mindestfl &che an Waben fir eine gegebene Zahl
an Bienen gewdhrleistet sein, sie sollte bei 500 Bienen 400 Zellen nicht unterschreiten. Bel
kleinerer Wabenflache (200 Zellen) war im Vergleich zu einer doppelt so grofRen Wabenflache
eine deutliche Reduktion der Brutpflegeaktivitdt zu verzeichnen. Zumal Arbeiterinnen bel
Platzmangel Brut entfernen, damit Honig eingel agert werden kann. Oberhalb dieser Schwelle hat
die Wabenflache keinen wesentlichen Einfluf3 auf die Brutpflege. Diese Tatsache wird auchin
einem nachfolgend beschriebenen Versuch bestétigt.

Nach den initialen Versuchen wurden weitergehende Experimente durchgefihrt, mit denen
weitere Faktoren fUr die Brutpflege im Labor evaluiert wurden.

Ermittlung der besten Bienenzahl fur Brutpflege im Kafig

Versuch 1: Brutpflege und Bienenzahl

Zunéchst wurden Kleinstvolker in Kéfigen mit 100 Bienen mit denen mit 300 Bienen verglichen
und Uber einen Zeitraum von 22 Tagen hinsichtlich ihrer Brutpflegeaktivitét, der Honig- und
Wasserabnahme und der Mortalitét der adulten Bienen untersucht. Volker mit 100 (Abb. 4.1.)
wieauch mit 300 Bienen (Abb. 4.2.) pflegen Brut biszur Verdeckelung. Dabel Uberraschte, dass
300 Bienen weniger Brutzellen pflegen als 100. In den V 6lkern mit 100 Arbeiterinnen wurden 13
bzw. 15 Larven bis zur Verdeckel ung gepflegt, in den Vdlkern mit 300 Bienen héchstenseine. In
allen Volkern entsprach die erzielte Brutmenge nicht der gewtnschten Anzahl von 200
Brutzellen, so dass Uberprift werden sollte, ob eine weiter Vergréf3erung der Wabe zu mehr
Brutzellen fhrt.

Volk 1 Volk 2

Entwicklungsstadien

Entwicklungsstadien

Abb. 4.1. Brutentwicklung in Kleinstvoélkern mit 100 Bienen
An 22 Versuchstagen wurde das VV orkommen der Entwicklungsstadien Ei (blau), der Larvenstadien L1 (violett), L2
(gelb), L3 (hellblau), L4 (rot) bisL5 (blau) erfasst
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Abb. 4.2. Brutentwicklung in Kleinstvolkern mit 300 Bienen
An 22 Versuchstagen wurde das VV orkommen der Entwicklungsstadien Ei (blau), der Larvenstadien L1 (violett), L2
(gelb), L3 (hellblau), L4 (rot) bisL5 (blau) erfasst

Versuch 2: Brutpflege, Bienenzahl und Wabengrdi3e

Dadie Brut in Kleinstvdlkern mit 100 Bienen besser gepflegt wurde as in Volkern mit 300
Bienen, wurde geprift, wie gut 200 Bienen im Vergleich dazu pflegen. Zusétzlich wurden
Wabengrolien variiert. Zwei Versuchskéfige (Volk 1 & 2) wurden mit je 100 Bienen und einer
Wabe mit ca. 688 Zellen bestlickt. In vier weiteren Kafigen wurden jeweils 200 Bienen
untergebracht, wobei die Volker 3 & 4 eine Wabengrofie von ca. 528 Zellen aufwiesen und den
Bienen der Volker 5 & 6 ca. 858 Zellen zur Verfigung standen. Aulerdem wurden zwel
Einwabenké&fige (Volk 7 & 8) mit je 300 Bienen und einer Wabe mit ca. 1360 Zellen aufgestel|t.

Alle Volker pflegten ihre Brut, jedoch erreichte keine einzige Larve das Stadium der
Verdeckelung (Abb. 5). Eswaren erheblicheindividuelle Schwankungen zwischen den Vélkern
zu verzeichnen. Sowaren lediglichin den Vélkern 2 und 8 Larven desletzten Larvenstadiumszu
beobachten. Der zuvor in Versuch 1 (und weiteren hier nicht ndher ausgefihrten
Wiederholungsexperimenten) beobachtete Zusammenhang zwischen Zahl der Bienen und
Brutpflegeaktivitat war hier nicht gegeben. Faktoren wie Honig- und Wasserabnahme, Mortalitét
der Arbeiterinnen konnten a's Determinanten ausgeschl ossen werden.
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Abb.5: Brutentwicklungin Kleinstvélkern mit 100 (Volk 1+2), 200 (3-6) und 300 (7 + 8) Bienen
An 23 Versuchstagen wurde das VV orkommen der Entwicklungsstadien Ei (blau), der Larvenstadien L1 (violett), L2
(gelb), L3 (hellblau), L4 (rot) bis L5 (blau) erfasst.
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Versuch 3: Ermittlung der optimalen Bienenzahl fir ca. 200 Brutzellen —
Experimente mit freifliegenden Kleinstvolkern

Dainsgesamt das Ziel von 200 verdeckelten Brutzellen in den K&figexperimenten verfehlt und
die Einflussfaktoren noch nicht identifiziert waren, wurde versucht, anhand im Freiland
stehender, freifliegender Kleinstvolker die minimale Zahl an Bienen zu ermitteln, diefir diese
Brutpflegeleistung erforderlich sind. Fir diesen Versuchsansatz wurden Kleinstkastchen aus
Styropor (Kirchhainer Begattungskastchen, KBK) verwendet und mit zwel kleinen Waben mit
insgesamt 1280 Zellen besttickt und mit je 700 Bienen (Volk A & B), 500 Bienen (Volk C & D)
bzw. 300 Bienen (Volk E & F) nebst Konigin versehen. Nach drei, zehn und 18 Tagen wurden
die Zahl der Bienen und der Brutzellen erfasst.

Die Anzahl der adulten Bienen nimmt innerhalb der drei WocheninalenValkern kontinuierlich
ab (vgl. Abb. 6). In den ersten Tagen variieren die Zahlen der Bienen in den Versuchsvolkern
stérker, ab zehn Tagen unterscheiden sich die Vdlker darinkaum. Trotz dieser Variationsind alle
hier verwendeten VdlkergrofRen im Prinzip in der Lage sind, 200 Brutzellen zu pflegen (vgl. Tab
1), weil in mindestens einem Volk der Versuchsgruppen mehr als 200 verdeckelte Brutzellen
vorkommen. Die durchschnittliche Brutpflegeleistung der Bienen, ausgedriickt in Zahl der
verdeckelten Zellen/Biene und Tag, lag bel 0,05 = 0,03. Schon 300 Bienen kénnen somit
innerhalb von drel Wochen 200 Zellen dlterer Brut pflegen. Diese Zahlen liegen damit deutlich
Uber denen der Versuche mit gekéafigten Bienen.

| +—VvA&B —=—VC&D - VE&F|

Anzahl der Bienen [ %]

-10 -5 0 5 10 15 20
t[d]

Abb.6 Abnahmeder Bienenzahl in Kleinstvolkern
Wahrend der Versuchsdauer wurden adulten Bienen in den Volkern
mit 700 Bienen (A&B), 500 Bienen (C&D) und 300 Bienen (E&F) gezéhit

Tab.1. Brutpflegeleistung von Vélkern mit unterschiedlicher Bienenzahl

Bienen/Volk | Zahl gedeckelter |Zahl gedeckelter
Zellen, Volk 1 Zellen, Volk 2
700 58 340
500 120 190
300 90 266
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Versuch 4 — Einflussder Wabengro3eim Freilland —
Vergleich von Zwei- mit Einwabenvolkern

Der erste Freilandversuch erfolgte mit Zwei-Wabenvdlkern. Da fir die Beobachtung von
Ké&figvolkern ein Blick auf die Wabenflache gewéhrleistet werden muss, sind folglich zwel
Waben hintereinandergereiht sehr unglnstig fur die Betrachtung. Deshab sollte in diesem
Versuch Uberprift werden, ob Unterschiede zwischen Ein- und Zwei-Wabenvolkern in der
Brutpflege bestehen.

Dazu wurden vier Kleinstvolker in Zweiwaben-KBK mit einer Wabengrofie von insgesamt ca.
1280 Zellen und vier weiterein Kastchen nur mit einer Wabe von ca. 2044 Zellen untergebracht.
DieMortalitét der adulten Bienen (vgl. Abb. 7) war in beiden Versuchsgruppen gleich (U-Test, o
= 0,05). In alen Volkern herrschte eine konstante Brutpflegeaktivitét, die auch als Zahl
gedeckelter Brutzellen pro Bienen und Tag ausgedriickt werden kann. Sie betrug in den
Zweiwabenvolkern 0,18 + 0,04, in den Einwabenvolkern 0,22 + 0,01. Bezogen auf die
dreiwochige Untersuchungsperiode zog jede adulte Biene mehr as 2,5 Larven bis zur
Verdeckelung auf (Zweiwaben 2,5 £ 0,9, Einwabenvdlker 3,1 £ 0,2). Die Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen sind statistisch nicht signifikant (U-Test, o =0,05). D.h. dassVdlker mit
nur einer Wabe ihre Bienen nicht schlechter pflegen as solche mit zwei Waben. Damit
Ubertreffen die Arbeiterinnen der Kleinstvolker dieses Versuchs die des Versuchs in der
Brutpflegeleistung um das dreifache.

150
50 |
0 5 10 15 20
Zeit [d]

Anzahl der Bienen [%]

Abb.7: Abnahme der Bienenzahlen in Ein- (blau) und Zweiwabenkéstchen (violett)
Versuch 5—Einfluss konstanter Temperatur auf Brutpflege

Allebisher untersuchten Freilandvolker pflegtenihre Brut und erreichten die gewlinschte Anzahl
von mindestens 200 Zellen dlterer Brutstadien ohne Probleme. Die mangelnde Brutpflege der
vorangegangenen K afigversuche diirfte deshal b durch die Hal tungsbedingungen im Brutschrank
bedingt sein. Eine der potentiellen 6kologischen Fehlfaktoren kénnte die konstant hohe
Temperatur sein. Deshalb wurde untersucht, ob konstante Temperaturen von 33°C die Brutpflege
beeinflussen. Vier KBK mit zwei Waben und etwa 300 Bienen wurden in einen Brutschrank mit
Offnung ins Freiland getestet. Bienenzahl und Brutentwicklung wurden am ersten, vierten,
neunten und 16. Tag erfasst.

Die Anzahl der Arbeiterinnen nahm innerhal b der ersten neun Tage um durchschnittlich 46 % ab
und blieb dann konstant (Abb. 8). Die Brut wurde in alen vier V6lkern kontinuierlich gepflegt.
Schon am Tag 9 waren die ersten verdeckelten Zellen vorhanden. Nach 16 Tagen waren im
Mittel 560 Brutzellen von durchschnittlich fast 200 Bienen aufgezogen worden (vgl. Tab. 2). Die
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Zahl gedeckelter Brutzellen/Tag unterscheidet sich mit 0,18 + 0,01 nicht von dem Wert unter
natUrlich schwankenden Umgebungstemperaturen mit 0,18 + 0,04 (Versuch 4). D.h. konstante
Temperaturen wirken sich unter den gegebenen Bedingungen weder negativ noch positiv auf die
Pflege der Brut aus.

400

350 -

300 -

250 -

200 -

Bienenzahl

150

100

50

0 5 10 15 20
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Abb. 8: Zahl der Bienen pro Volk wahrend
des Versuchsverlaufs. n=4, x + s.d.

Tab. 2: Brutpflegeleistung der Bienen

Zahl gedeckelter @ Bienenzahl Zahl gedeckelter Zahl gedeckelter
Zellen nach 16 Tg. Brutzellen/Biene | Brutzellen/Biene/Tag
Mittw. +s.d. 560 + 113 195+ 40 2,88+£0,16 0,18 + 0,01

Fazt

In freifliegenden Kleinstvolkern mit 300 Bienen gelingt die Aufzucht von mehr als 200
Larven bis zum Ende ihrer Fressphase. Eine konstante Temperatur von 33°C im
Brutschrank kann alsnegativer Einflussfaktor auf die Brutpflege ausgeschlossen wer den.
Damit sind als potentielle Einflussfaktoren auf die Brutpflege wie Koéniginpréasenz,
Bienenzahl, Temperatur, Wasser ver sorgung, Honigaufnahme und Wabengr 6i3e er fasst
worden. FUr die mangelnde Brutpflegeleistung in den Kafigen missen demnach weitere
Faktoren verantwortlich sein. Als weitere Faktoren kommen in Betracht: Flug- bzw.
Sammelaktivitét, Defakation, Pollenver sor gung, und nicht zu ver gessen die Saisonalitat der
Brutpflegeaktivitat .

Flugaktivitét

Offenbar wirkt sich die Moglichkeit, dass die Bienen wéhrend desV ersuches ausfliegen kénnen,
wesentlich auf den Brutpflegeerfolg aus. Wie aus dem Vergleich mit den Kafigversuchen
ersichtlich und wiedie Literatur (Riessberger & Crailsheim, 1997; Schmickl & Crailsheim, 2002)
anhand Untersuchungen wahrend Schlechtwetterperioden bestétigt, scheint das Verhindertsein
am Ausflug dramatische Konsequenzen fur die Brutpflege zu haben. Dieser Einflussfaktor wurde
in den K&figversuchen bislang unterschétzt.
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Deféakation

Jungbienen behalten den aufgenommenen Pollen solangeinihrem Enddarm, bissiedaserste Mal
ausfliegen. lhre ersten Orientierungsfliige etwa am 8. Lebenstag werden immer auch zum
Abkoten genutzt. Altere Bienen benttigen das tagliche Abkoten (Schmickl & Crailsheim, 2002).
Ihr Fehlen im K&fig kann sich folglich auch auf das Brutpflegeverhalten auswirken.

Pollen

Fur die Brutaufzucht ist Pollen als Hauptproteinlieferant von enormer Bedeutung (Herbert &
Schimanuki, 1982/83, Hellmich & Rothenbuhler 1986;; Schmickl & Crailsheim 2002). Der
Pollen wurde zwar ad libitum angeboten, dennoch ist es gut moglich, dassdie Versorgung nicht
ausreichte. Schmickl & Crailsheim (2002) fanden heraus, dass die Haufigkeit der Brutpflege mit
der Pollenmenge und der Menge der offenen Brut korreliert, was bedeutet, dass je mehr
Pollen/Larve verfiigbar ist, die Pflegevon jungen Larven (L1-3) ansteigt. Altere Larven (L4) sind
hingegen nicht von der Pollenmenge abhéngig, dasie bei Pollenknappheit den jiingeren Larven
vorgezogen werden. Allerdings widersprechen die publizierten Ergebnisse den in den K&figen
gewonnenen. Dort pflegten gekafigte Arbeiterinnen dltere Larven nicht eher asjunge, folglich
mussen hier andere Faktoren von Bedeutung sein.

Weiterhin befand sich der angebotene Pollen aulerhalb des,, Brutnestes® . Dieser hat eineweitaus
niedrigere Anziehungskraft auf Ammenbienen als Pollen, der in Brutnestnahe eingelagert ist
(Doull, 1974). Moglicherweise ist ein Anbieten von Pollen auf der Wabe effizienter.

In Zukunft missen die o.a. Faktoren in weiteren Experimenten abgeklart werden.

[1.1.3. Chronische Toxizitat fir postembryonale Stadien der Honigbienen
Um dennoch Aussagen zur chronischen Toxizitét von CrylAb auf postembryonale Stadien der
Bienen treffen zu konnen, wurden Larven in vitro nach der Methode von Wittmann (1981)
aufgezogen. Dabei wurde der halbsynthetische Larvenfuttersaft, der sich aus Gelee Royale,
Hefeextrakt, Zuckern und Wasser zusammmensetzt, mit dem CrylAb-Toxin versetzt. DieDosis
entsprach der im Pollen gemessenen Menge. Die Larven waren so wahrend ihrer gesamtem
Fressphase dem Toxin ausgesetzt und damit wesentlich langer alsunter nattirlichen Bedingungen
im Bienenvolk, danormalerweise erst die Larven desvierten Stadiums neben den proteinhal tigen
Sekreten der Hypopharynxdriisen von Ammenbienen auch Pollen als Nahrung erhalten.
Verglichen wurden je 60 mit CrylAb-Zusatz gefitterte Larven mit 60 Larven ohne Bt-Toxin als
Kontrolle. Die Larven stammten immer ausidentischen Ursprungsvolkern und wurden zweimal
taglich mit der o.a. Diét gefiittert. 5-6 Tage nach Beginn desV ersuchswurden die Larvenin neue
Gefale Uberfuhrt und dort bis zur Verpuppung und zum Imaginal schlupf weiter aufgezogen. Die
Mortalitét der Larven wurde in insgesamt 9 Ansdtzen a2 x 60 Larven verglichen (n=9, je2 x
540 Tiere). Die Zahl Uberlebender Larven betrug 60,4% bel den Kontrollen und 59,8% bel der
Bt-Gruppe (Abb. 9). Die Unterschiede sind weder im parameterfreien Mann-Whitney-U-Test
noch winkeltransformierten t-Test noch im paarweisen Vorzeichen-Test bel ener
[rrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05 signifikant voneinander unterschieden. D.h., dassdas Bt-
Toxin CrylAb nicht chronisch toxisch fur Bienenlarven ist (vgl. Abb.9).
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Abb. 9 Uberlebende Larven nach Exposition zu Bt-Toxin in vitro
Je 9 Ansétze a 60 Larven wurden verglichen
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[1.2. Modul 2:
Prufung der chronischen Wirkung von Bt-Maispollen
auf Honigbienen im Freiland

Vorbemerkung

Die Ergebnisse zur Toxizitdt des CrylAb (vgl. 11.1.1.) wurden fir die Untersuchungen zur
chronischen Toxizitét im Freiland herangezogen. Dadie 100-fache Dosis keine Auswirkungen
auf Mortalitdt und Futteraufnahme der adulten Bienen hatte, haben wir fir die ersten
Zeltversuche die 10-fache K onzentration eingesetzt, um einerseits reali stischere Konzentrationen
Zu testen und andererseits einen gentigenden Sicherheitsabstand gegeniiber der tatséchlich im
Pollen der Pflanze vorkommenden Konzentration zu haben. Die Erwartung aufgrund der
Toxizitétsvorversuche war, dass diese Konzentration nicht nur bei adulten Bienen sondern auch
bei den Brutstadien keine Wirkung ausiiben wirde und wir deshalb alle niedrigeren
Konzentrationen nicht mehr prifen mussten.

I1.2.1. Erste Freillandver suchsreihe

Um die Wirkung des Bacillus thuringiensis Toxins CrylAb auf Bienenvolker zu testen, wurden
zunéchst je acht Volker in Flugzelten auf einem Versuchsfeld aufgestellt. Die V6lker wurden
hinsichtlich Sammelaktivitéa (Pollen, Zuckerlésung), Brutpflegeaktivitdét und Bienenzahl
beobachtet. Zur V ereinfachung wird die Kontrollgruppe mit K sowie die Toxin-V ersuchsgruppe
mit T bezeichnet.

11.2.1.1. Entwicklung der Zahl adulter Bienen/\VVolk

Um eventuell auftretende Unterschiede bei der Mortalitdt von K und T festzustellen, wurden
wochentlich die Bienenzahlen je Volk bestimmt. Diese war in den ersten 14 Tagen in beiden
Gruppen gleich (Abb. 10). An Tag 23 haben die Bienenzahlen in beiden V ersuchsgruppen sehr
stark abgenommen. Die T-Volker sind signifikant schwécher als die K-Volker. Zu diesem
Zeitpunkt befanden sich vor und in den Voélkern erschreckend viele tote Bienen, bei den K-
V 6lkern durchschnittlich 5526, bei den T-Volkern 170£134.

Der signifikante Unterschied in der Zahl adulter Bienen verstérkt sich, am 28. Tag betragt die
durchschnittliche Bienenzahl der K-Gruppe 710/Volk , die der T-V6lker stattdessen nur noch
252/ olk. Auf Grund dieser geringen Zahl adulter Bienen wurde dieser Versuch vorzeitig nach
vier Wochen abgebrochen.
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Abb.10 Anzahl adulter Bienen/VVolk
n = 8 Volker; signifikant unterschiedlich am 23. und 28. Tag nach U-Test, 0=0,05

Infektion mit dem Mikrosporidium Nosema apis

Die grof3e Zahl toter oder sterbender Bienen vor den Voélkern und weitere Anzeichen wie
aufgetriebene Abdomina und ein unruhiger Sitz der Bienen auf den Waben wiesen auf einen
Befall der Volker mit dem Mikrosporidium Nosema apis (Zander und Bottcher 1984, Ritter
1994) hin. Um die Ursache des massiven Totenfalls in den Vélkern zu ergriinden, wurden die
Déarmevon 4-10 der toten Bienen/V olk stichprobenhaft im Labor prépariert und mikroskopisch
auf Nosema-Sporen untersucht. Schon die erste Biene hatte mehr als 100 Sporen des Erregersder
Darmkrankheit Nosematose im Darmpréparat. Daraufhin wurden aleanderen Tiereauch auf den
Erreger hin untersucht. Bei etwa40% der Proben konnten keine Sporen im Darm nachgewiesen
werden, bel etwa40% waren weniger als 100 Sporen, bel ca. 20% mehr als 100 Sporenim Darm
vorhanden (Abb.11). Kontroll- und Toxinvélker unterschieden sich in der Nachwel shaufigkeit
des Erregers nicht (CHI2-Test p<0,05). AuBlerdem waren in den Ddrmen der toten Bienen
auffallig viele Hefen a's Mikroorganismen vertreten, die a s Stresssymptome bel Bienen bekannt
sind (Gilliam 1977).
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Abb. 11 Vorkommen von Sporen des Mikrosporidiums Nosema apis
in Darmen von sterbenden und toten Bienen.
4 - 10Bienen/Volk aus mit Bt gefiitterten Bienenvdlkern und Kontrollbienenvélkern.
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Die Schwéchung der Bienenvolker ist also durch das Auftreten von Nosema apis in den
Bienenvolkern zu erkléren, dabel werden die Toxinvolker signifikant stérker durch den Erreger
dezimiert. Eine dhnliche Wechselwirkung zwischen Mikrosporidienbefal| und Bt-Toxin wurde
jungst fur die Mortalitét des Maisziinders Ostrinia nubialis beschrieben (Pierce et al., 2001).

Bel den kirzeren Experimenten im K&fig (vgl. 11.1.) waren Wirkungen von Nosema apis nicht
erkennbar, weil die Zeit zwischen Infektion und Auftreten von Symptomen zu lang ist.

11.2.1.2. Sammel aktivitdt der Bienen

Abnahme an Zucker|dsung

Die Abnahme an in den Versuchszelten ad libitum bereitgestellter Zuckerl6sung wurde alsMal3
fur die Sammelaktivitat verwendet und taglich erfasst. Sie verlief bis zum 17. Tag in beiden
Gruppen gleich (Abb.12). Beide V ersuchsgruppen nahmen in diesem Zeitraum taglich 100% der
angebotenen Zuckerl6sung ab. Ein Rickgang der Sammel aktivitét stellte sich zundchst bei den T-
Volkern (Tag 18) und zwei Tage verzogert auch bei den K-V dlkern ein. Kurz vor Abbruch des
Versuchs stellten ale Volker ihre Sammel aktivitét ein.
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Abb. 12 Abnahme an Zuckerlésung/V ersuchszelt
Versuch |, n=je 8 Volker

Pollensammel aktivitat

Wahrend der ersten Versuchstage wurden die Bienen mit Pollenwaben versorgt. Erst 10 Tage
nach Versuchsbeginn wurde Pollen in Schalen zum Sammeln auf3erhalb des Bienenstocks
angeboten. Die Pollenabnahme verlief anfangs in beiden Gruppen nahezu konstant (Abb.13).
Nach 18 Tagen nahm die Pollen-Sammelaktivitdt der T-Gruppe rapide ab, drel Tage spater
folgten die Kontrollvolker. Ab dem 22. (T) bzw. 23. Tag (K) wurde kein Pollen mehr gesammelt.
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Abb.13 Pollenabnahme/V ersuchszel t
Versuch |; n=8 Volker

Fazt: Die Sammelaktivitat fur Zucker und Pollen sinkt in den T-Vdlkern gleichermal3en ab
Tag 18, dieK-Volker folgen diesem Trend 2-3 Tage spéter. Obwohl Nektar und Pollen von
unter schiedlichen Bienen einer Population gesammelt wer den (Stanley and Linskens1985)
und deren Aktivitat im Volk verschieden reguliert wird (Seeley 1994), werden beide
Verhaltensweisen im gleichen Zeitfenster reduziert. Pollen wird von den Bienen nur bel
Bedarf gesammelt, dagegen Zuckerldsung solange, bis die daflir vorgesehenen Zellen
geflllt sind. DiezeitlicheKoinzidenz der Verhaltensanderungen kann alsein Indizfur eine
Stérung der normalen Entwicklung der Bienenvdlker gewertet werden und dirfte Folge
der Nosema-Infektion sein.

11.2.1.3. Brutpflegeaktivitét

Die Brutpflegeaktivitét wurde durch wdchentliche Bonitierung erfasst. Dabel wurde die
Gesamtzahl der Brutzellen photographisch dokumentiert und anschlief3end ausgewertet und die
Entwicklung einzelner Brutstadien anhand von 100 Brutzellen/Volk individuell verfolgt.

A Gesamte Brutpflegeaktivitat

Die durchschnittliche Anzahl aller Brutzellen weist in den ersten 14 Versuchstagen bel T und K
keine wesentlichen Unterschiede auf (Abb.14). Sie ereicht nach 14 Tagen in beiden
V ersuchsgruppen ihren Hohepunkt, bel K mit 1391 + 276 Zellen/Volk und bei T mit 1520 + 357
Zellen/Volk. Nach 23 Tagen beginnt sich die Anzahl der Brutzellen in beiden Gruppen
schlagartig zu verringern. Am 28. Tag besitzen die K-Vdlker noch 713 + 167 Brutzellen/Volk,
wahrend der Wert bel T auf signifikant niedrigere Werte von 315 + 86 Brutzellen/Volk
abgesunken ist.
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Abb.14 Gesamtzahl an Brutzellen/V olk
Versuch I; n = 8 Bienenvolker; signifikant unterschiedlich
am 28. Tag nach U-Test, 0=0,05

B Offene Brut

Bel der offenen Brut (Eier und Larven) kommt es zu einer relativ dhnlichen Entwicklung bel K
und T (Abb. 15). In beiden V ersuchsgruppen nimmt die Zahl offener Brutzellen biszum 14.Tag
zu und geht dann drastisch zurtick. Am 28. Versuchstag besal3en die K-V 6lker durchschnittlich
397 + 81 Zellen offene Brut, wéhrend esbei T mit 82 £ 111 Zellen signifikant weniger waren.
Zwei Volker der T-Gruppe hatten sogar keine offene Brut mehr.
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Abb.15 Offene Brutzellen/Volk
Versuch I; n = 8 Bienenvolker; signifikant unterschiedlich am 28. Tag nach U-Test, p<0,05

C Verdeckelte Brut

Verdeckelte Brut, d.h. Larven in der Spinnphase und Puppen, trat erst am 14. Versuchstag auf.
An diesem Tag hatten die T-Vdlker signifikant weniger. Die Zahl der Brutzellen nahm bis zum
néchsten Beobachtungstag deutlich zu und war am 28. Tag in beiden Gruppen signifikant
gesunken (U-Test, 0=0,05). Wenngleich die T-V 6lker im Durchschnitt weniger verdeckelte Brut
hatten, so unterschieden sich die Vergleichsgruppen am 23. und 28. Tag nicht.
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Abb.16 Verdeckelte Brut/Volk
Versuch I; n = 8 Bienenvélker; signifikant unterschiedlich nur am 14. Tag nach U-Test, p<0,05

D Aufzucht einzelner Brutstadien

Die Aufzuchtsraten der Brutstadien wurde anhand von 100 markierten Brutzellen bestimmt, um
Informationen Uber die einzelnen Tétigkeiten in der Brutpflege der Bienenvdlker zu erhalten.
Dazu wurden Eier, Larvenstadien und verdeckelte Brut Uber die Zeit erfasst.

DieZahl der Eier, dienach 7 Tagen a's Larven wiedergefunden wurden, wurde als Aufzuchtsrate
der Eier definiert. An Tag 23. wurden bei K-Voélkern durchschnittlich 47,7% der Eier
aufgezogen, stattdessen waren es bei T nur 9,6% und damit signifikant weniger. Nach 28
V ersuchstagen betrug die mittlere Aufzuchtsrate bei K noch 14,5%, bel T wurden dagegen keine
Eier mehr aufgezogen.
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Abb.17 Aufzuchtsrate der Eier
Versuch I; n =8 Vdlker, signifikant unterschiedlich am 23. und 28. Tag nach U-Test, a=0,05

Bel der Erfassung der Aufzuchtsrate der L ar ven, wurden alle Larvenstadien zusammengefasst.
Fur eine differenziertere Darstellung, z.B. einer Einteilung in die Larvenstadien L1-L.3 und L4-
L5, fehlten aufgrund der grof3en Unterschiede zwischen den Voélkern und ihrer geringen
Brutpflegeleistung ausreichende Datenmengen. Hier muss in Zukunft die Zahl individuell
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verfolgter Brutzellen erhoht werden. Wiebel Eiernist die Aufzuchtsratebel Larvenam 23. Tag
mit 58,8% bei T und 67,4% bei K wesentlich hoher als die nach vier Wochen mit 36,1% bel K
und nur 6,7% bei T (Abb. 18).

100
_ CaK
S T
© 754
S LI I ]
5
£ 504
O
>
N .o
‘.5 25_
<

; -

.23 ...28

Abb.18 Aufzuchtsrate der Larven
Versuch |; n =8 Vdlker, nicht signifikant unterschiedlich nach U-Test, p<0,05

Die Uberlebensrate der ver deckelten Brut liegt mit tiber 80% in beiden Gruppen deutlich tiber
den Werten fir Eier und Larven. Sie unterscheidet sich auch zwischen den Vergleichsgruppen
nicht signifikant. D.h. dass T- und K- Volker, wie schon aus Abb. 16 erkennbar, die bis zum
Verdeckeln aufgezogenen Larven gleichermal3en welterpflegen.

Fazt

Die Ammenbienen der T-V 6lker versorgten in der dritten Versuchswocheweniger Eier dsdieK-
Volker und in der darauffolgenden Woche auch die schon herangewachsenen Larven in
geringerem Mal3e alsdie der K-V olker. Der wesentliche Unterschied in der Brutpflegeaktivitét
der Versuchsvolker liegt somit in der aktuellen Ammenpflege von Larven. Einmal biszum Ende
ihrer Fressphase versorgte Larven miissen nur noch gewarmt werden - wie das gesamte Zentrum
eines Bienenvolks. Diese Pflegeleistung schafften beide Vergleichgruppen offenbar
gleichermalien.

11.2.1.4. Abgel eitete Parameter
Aus den demographischen Daten der Bienenvdlker konnen eine Reihe von Parametern abgel eitet
werden, die Aufschluss Uber den Zustand der Bienenvdlker geben (Buhlmann, 1976). So werden
in der Regel
- der Anteil der Brut an der Gesamtpopulation als Mal3 fur das Brutgeschehen und das
kurzfristige Entwicklungspotential eines Bienenvolkes genutzt,
- die Anzahl pflegebedurftiger Brutzellen/100 Bienen als Mal3 fur die Pflegebelastung
eines Bienenvolkes verwendet,
- der Anteil offener Brut an der Gesamtbrut als Mal3 fur die V olksentwicklung genutzt,
- die,Bienentage" errechnet, d.h. die Summe der téglichen Zahl adulter Bienen in einem
Intervall, die RuckschlUsse auf das Leistungspotential eines Volkes erlauben.
- der Zuwachs und die Bienentage/Zuwachs erfasst.

Die Analyse der Daten, die hier nicht im Einzelnen aufgefihrt werden, ergibt, dass sich der
Antell der Brut an der Gesamtpopulation zwischen den Gruppen nicht unterscheidet. Beide
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Gruppen produzieren also in gleichem Verhdtnis Nachwuchs. Diesist nicht alzu Uberraschend,
dafir beide Gruppen die gleichen klimatischen Bedingungen und Nahrungsangebote herrschen.
Die beobachtete Nosematose wirkt sich hier nicht erkennbar aus.

Die Pflegebel astung der Bienenvdlker bleibtinallen V olkern Gber drei Wochen gleich, erstin der
letzten Versuchswoche sinkt siein den T-V 6lkern stérker, weil deutlich weniger Larven von den
Bienen aufgezogen werden. Das Leistungspotential, an der Anzahl Bienentage erfasst, sinkt in
beiden Vergleichsgruppen, in der dritten und vierten Woche vor allem bei den T-Voélkern
signifikant stérker als in der Kontrolle. Dies ist die Folge des starkeren Verlustes an adulten
Bienen.

Zusammenfassung

Die erste fur sechs Wochen geplante Versuchsrethe musste nach vier Wochen abgebrochen
werden, weil in den Bienenvolkern eine Infektion durch das Mikrosporidium Nosema apis
ausbrach. Der Darmparasit fihrte zum Tod vieler adulter Bienen. Die mit der 10-fachen der im
Pollen vorkommenden CrylAb-Menge gefitterten Bienenvolker waren statistisch signifikant
stérker betroffen als die Kontrollvolker. Krankheitsbedingt stellten die Bienen ihre
Sammelaktivitét ein - dabei ale Toxinvolker friher as die Kontrollvolker. Die
Brutpflegeaktivitét insbesondere der jungen Larven durch Ammenbienen wurde stark reduziert,
bei den mit Toxin behandelten Volkern stérker alsin den Kontrollvolkern. Verdeckelte Zellen
wurden in beiden Volkern jedoch in gleichem Mal3 weiter gepflegt.

Die signifikanten Unterschiede in Auftreten und Wirkung der Darmkrankheit spricht fur eine
Wechselwirkung von Toxin und Pathogen auf die Honigbiene. Dieswar tiberraschend und bisher
noch nicht beschrieben worden. Lediglich die Arbeit von Pierce et a. (2001) beschrieb eine
erhohte Mortalitdt des Maisziinders bel Auftreten einer Mikrosporidieninfektion. Der
zugrundeliegende Wirkungsmechanismus und der funktionelle Zusammenhang zwischen
Darmparasiten und Toxin, die beide auf die Epithelzellen des Darms als Ziel zellen wirken, ist
unbekannt.

I1.2.2. Zweite Freilandver suchsreithe zur Priifung der chronischen Toxizitét von Bt-Toxin

Nach dem Abbruch des ersten Hal bfreilandversuches wegen der Nosema-Infektion wurde 2002
ein neuer Versuch gestartet. Zur Verhinderung elnes erneuten Nosema-Befallswurden die Bienen
prophylaktisch von Beginn an medikamentdés mit dem Antibiotikum Fumidil B (Wirkstoff
Fumagillin, keine Zulassung in BRD) behandelt, um einen Verlust adulter Bienen durch die
Krankheit zu verhindern. Die Toxin-Volker wurden wie im ersten Versuch mit der 10-fachen
Menge an Cryl Ab behandelt. AulRerdem wurden die Bienenvdlker aus Jungbienen (sog. single-
cohort-colonies) zusammengestellt, um eventuelle Unterschiede im Altersaufbau der
Bienenvdlker auszuschlief3en.

11.2.2.1. Entwicklung der Zahl adulter Bienen

Die Anzahl adulter Bienen hattein beiden V ersuchsgruppen schon nach einer Woche dramatisch
abgenommen (Abb.19). Toxin-V6lker (T) enthielten signifikant weniger Bienen asdie Kontroll-
Volker (K). Auch in den néchsten drel Wochen nahmen die Bienenzahlen immer weiter ab und
waren bel T stets signifikant niedriger als bel K. Erst in der funften und sechsten Woche
unterschieden sich die Werte nicht mehr signifikant voneinander. Die Zahl adulter Bienen
erreichtein der sechsten Wochein der Kontrollgruppe einen Wert von 320 + 63 Bienen/VVolk, in
den T-Volkern befanden sich durchschnittlich noch 260 + 59 Bienen.
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Abb.19 Anzahl adulter Bienen/Volk £ SD in Versuch |1
n = 8 Volker; signifikant unterschiedlicham 7., 14., 21. und 28. Tag nach U-Test, p>0,05

11.2.2.2. Sammel aktivitét

Die Sammelaktivitét der Volker begann erst am 10. Versuchstag, dadie Dressur der Jungbienen
auf Zuckerl6sung mehr Zeit in Anspruch nahm alsbei den dlteren Bienen und die Transition von
der Stockbiene zur Sammlerin einige Tage in Anspruch nimmt. Die Abnahme an Zuckerl 6sung
zeigt bel T und K diegleichen Tendenzen, wobei die Sammel aktivitét der K-Gruppe meist hoher
war alsdie der T-Gruppe (Abb.20). Nach 32 Tagen fallt die Zuckerl 6sungsaufnahme in beiden
Versuchsgruppen stark ab. Die gravierenden Schwankungen von Tag zu Tag sind auf die
Wetterbedingungen zurtickzufihren. Diesgilt in gleicher Weisefir das Pollensammel verhalten
(Abb. 20). Beide Vergleichsgruppen unterscheiden sich im Sammelverhalten nicht.
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Abb. 20 Sammelaktivitét der Bienenvdlker in Versuch 11
Abnahme an Zuckerl6sung/Zelt/Tag + SD und Pollen in g/Tag/Zelt
n =4 Zelte mit je 2 Bienenvolkern
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[1.2.2.3. Brutpflegeaktivitat

Gesamte Brut
Nach der ersten Woche besalen die K-V dlker durchschnittlich 1005 + 347 Zdllen Brut und die T-

Volker 1210 + 492 Zellen (Abb.21). In der dritten Woche sank die Zahl der Brutzellen um ca.
40% und blieb dann fir die restliche Versuchszeit konstant. Die durchschnittliche Anzahl der
Brutzellen beider Versuchsgruppen unterschied sich in keiner der sechs Wochen signifikant.
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Abb21 Brut/Volk £ SD
Versuch I1; n =8 Vélker; nicht signifikant unterschiedlich nach U-Test, p<0,05

Die Entwicklung der Anzahl offener Brutzellen verlief in beiden Versuchsgruppen dhnlich und
unterschied sich nicht signifikant (ohne Abb.). Der Entwicklungsverlauf war dem der gesamten
Brut sehr ahnlich.

Die Zahl der verdeckelten Brutzellen stieg in beiden Gruppen biszum 28. Versuchstag an (Abb.
22). Sieerreichte dort mit 203 + 53 (K-V 6lker) bzw. 157 + 36 (T-V 6lker) ihren Hohepunkt. Die
Zahl produzierter Zellen reichte alerdings nicht aus, um die Verluste an Adultbienen
auszugleichen. Danach fiel siekontinuierlich bisauf unter 100 Zellen/Volk ab. Inden T-Vdlkern
wurden durchschnittlich 25% weniger adulte Bienen aufgezogen, signifikante Unterschiede

ergaben sich nur am 21. und 42. Tag.
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Abb.22 Verdeckelte Brut + SD
Versuch I1; n = 8 Volker; signifikant unterschiedlich am 21. und 42. Tag nach U-Test, p<0,05
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11.2.2.4. Aufzuchtsrate der Brut

Die Aufzuchtsrate der Eier war wegen der grof3en individuellen Schwankungen innerhalb der
V olkergruppen in keiner der Wochen signifikant verschieden (Abb.23). Sielagmit 10,8% (min.)
und 29,8% (max.) generell recht niedrig.
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Abb.23 Aufzuchtsrate der Eier £ SD
Versuch I1; n =8 Vélker; nicht signifikant verschieden nach U-Test; p<0,05

Bel der Aufzuchtsrate von Larven unterschieden sich diejiingeren Larvenstadien L1-L3 von den
dlteren L4-L5. Sie wurden deshalb getrennt ausgewertet.

Die Aufzuchtsrate der Larvenstadien L1-L 3 unterschied sich zwischen beiden Versuchsgruppen
nur am 21. Tag signifikant voneinander (Abb. 24). In dieser dritten Woche zogen die Bienen bei
K durchschnittlich 40 % der Larven L1-L3 auf, bei T waren es nur 7,2 %.
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Abb.24 Aufzuchtsrate Larven L1-L3 + SD Abb.25 Aufzuchtsrate Larven L4-L5 + SD

Die Aufzuchtraten der dlteren Larven waren an alen Untersuchungstagen deutlich héher alsdie
der jungen Larven L1-L.3 (Abb.25). Sie unterschieden sich aufgrund der grof3en Variabilitét nicht
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zwischen den Vergleichsgruppen. Der Signifikanztest konnte am 42. Tag nicht angewendet
werden, weil nur zwel T-Volker die fir einen Vergleich ausreichende Menge an &lteren
Larvenstadien vorweisen konnten.

Die Aufzuchtsrate der ver deckelten Brut konnte erstmalig nach 3 Wochen bestimmt werden, da
die Bienen in der zweiten Woche noch keine Brutzellen verdeckelt hatten. Wahrend die
verdeckelten Zellen in der dritten Woche kaum gepflegt wurden (K: 11 % und T: 16,6 %),
Uberlebten in den folgenden drei Wochen nahezu alle verdeckelten Brutzellen. Deren
Aufzuchtraten lagen zwischen 89,6% und 100%. Die Werte unterschieden sich in beiden
V ersuchsgruppen nicht signifikant (U-Test, p<0,05).

Fazit

Die Aufzuchtsrate der Brut steigt mit fortgeschrittenerem Entwicklungsstadium an. Lasst die
Brutpflegeleistung in den Vdlkern nach, werden nur noch wenige bzw. verstérkt die dlteren
Larven aufgezogen. Die Pflegeleistung wird nun insbesondere zum Erwarmen der verdeckelten
Brut genutzt, die zu 89,6% (min.) bis 100% weitergepflegt wird. Die Brutpflegeaktivitat
unterscheidet sich zwischen Toxin- und Kontrollvolkern nicht. Der einzigen Ausnahme am 21.
Tag, an dem in K-V 6lkern mehr Brutzellen des Larvenstadiums L1 bis L3 aufgezogen wurden,
wird wegen des singuléren Ereignisses kel ne Bedeutung zugemessen, zumal dieses Phanomenim
ersten Feldversuch nicht auftrat. Generell kann man konstatieren, dass die Aufzuchtraten in
diesem Versuch besser sind alsim ersten Versuch. Die Unterschiede durften auf die Wirkung der
Nosematose zurtickzuf ihren sein.

11.2.2.5. Schlupfgewicht

Das Schlupfgewicht hat sich in Voruntersuchungen als ein sehr selektiver Parameter in der
Wirkungsprifung herausgestellt. Es ist zudem ein Mald fur die Vitalitdt der Bienen.
Untergewichtige Bienen haben eine geringere Lebenserwartung. Fur die Ermittlung der
Schlupfgewichte wurden bei K 64 und bei T 35 frisch geschlUpfte Bienen gewogen. Bel
schltpfenden Bienen konnte zum Teil Befall durch durch die parasitische Milbe Varroa
destructor beobachtet werden. Deshab wurden die Bienen bei der Bestimmung des
Schlupfgewichts in vier Gruppen eingeteilt: die Kontrollgruppe, die Kontrollgruppe mit
Varroabefall, die Toxingruppe, sowie die Toxingruppe mit Varroabefall (Tab. 3).

Die Gewichte der frisch geschlUpften Bienen waren bei Varroabefall unabhangig von ihrer
Herkunft aus T- oder K-V 6lkern um mehr als 13% signifikant niedriger. Dagegen unterschieden
sie sich zwischen den beiden V ersuchsgruppen nicht signifikant voneinander. Das bedeutet, dass
die Bienen nicht durch das Bt-Toxin in ihrer Gewichtsentwicklung beeintrachtigt werden. Die
deutlichen Gewichtsverluste der Brutstadien werden lediglich durch die Parasitierung
hervorgerufen. Offenbar werden digjenigen Larven, die sich weiter bis zum adulten Tier
entwickeln, nicht vom Bt-Toxin beeinflusst.

Tab.3 Vergleich der Schlupfgewichte der Bienen aus Kontrolle und Toxin-Vélkern

n Xinmg S v
K 31 110,32 45 41 %
T 32 111,82 8 7,2%
K + Varroa 33 95,6° 7,4 77%
T + Varroa 3 08,8 5 5,1 %

n = Stichprobenzahl, x = Mittelwert, s= Standardabweichung, v = Varianz; a, b signifikant unterschiedlich nach U-
Test bzw. t-Test, p<0,05

27



11.2.2.6. L ebensdauer

Um die Lebensdauer der adulten Bienen zu erfassen, wurden 104 Bienen der K-Gruppe und 85
Bienen der T-Versuchsgruppe am Tag ihres Schlupfes aus der Brutzelle markiert und ale
zusammen mit einer Konigin in einem Versuchskafig im Brutschrank untergebracht. Die Bienen
erhielten nun keinen transgenen Pollen mehr, sondern lediglich Futterteig aus einem Honig-
Zucker-Gemisch und im Freiland gesammelten Pollen verschiedener Pflanzen in der Wabe.
Das durchschnittliche Lebensalter von T unterschied sich mit 27+3 d im t-Test (¢=0,05) nicht
signifikant von dem der Kontrollgruppen-Bienen mit 263 K-Gruppe. Auch die Verteilung der
Lebensalter beider Versuchsgruppen unterscheidet sich nicht (Abb.26).
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Abb.26 Lebensdauer der adulten Bienen im Vergleich
Versuch I1; ng = 104 Bienen, ny = 85 Bienen

[1.2.2.7. Abgel eitete Parameter

Der Brutanteil an der Gesamtpopulation unterscheidet sich zwischen T und K nicht signifikant
(Abb.27). Er bleibt tber einen Beobachtungszeitraum relativ konstant und liegt bei K zwischen
47,9% + 5,5 % und 67,2 % £ 7,3 %, bei T zwischen 52,7 % + 13,7 % und 67,1 % + 15,8 %.
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Abb.27 Brutanteil an der Gesamtpopulation/Volk + SD
Versuch I1; n =8 Volker, nicht signifikant unterschiedlich nach U-Test, p<0,05
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Idealerweise sollte der Anteil offener Brut an der Gesamtbrut 43 % und der Anteil an
verdeckelter Brut 57 % betragen, da die Entwicklung der offenen Arbeiterinnenbrut 9 Tage und
die der verdeckelten 12 Tage dauert. Im gesamten Versuchszeitraum war der Anteil an offener
Brut jedoch wesentlich hoher (Abb. 22). Diesist auf eine gleichméaliige Legel e stung der Konigin
und eine niedrige Aufzuchtsrate der Eier und Larven zurtckzufihren.

Am 21. Versuchstag besitzt T mit 79,2 + 5,2 Zellen/V olk signifikant mehr offene Brutzellen als
K, die 86,6 + 3,1 Zelen/Volk aufwiesen. An den anderen Versuchstagen traten keine
signifikanten Unterschiede hervor.
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Abb.22 Anteil der offenen Brut an der Gesamtbrut/Volk £ SD
Versuch I1; n =8 Vélker; signifikant unterschiedlich am 21. Tag nach U-Test, p<0,05

Fazt Brutpflegeaktivitat

Sowohl beim Brutanteil an der Gesamtpopulation als auch beim Anteil offener Brut an der
Gesamtzahl der Brut ergeben sich zwischen K und T keine signifikanten Unterschiede. Der
Brutanteil bleibt in beiden Versuchsgruppen Uber den gesamten Versuchszeitraum relativ
konstant. Die Brutpflegeaktivitét ist also in beiden Testgruppen gleich. Vergleicht man das
Verhdtnis zwischen offener und verdeckelter Brut wird bei T und K deutlich, dassdie Eier und
Larven einen wesentlich hoheren Anteil einnehmen. Einem optimalen Prozentsatz von 57 %
verdeckelter Brut, kannin keiner der sechs Wochen entsprochen werden. Wéahrend die Konigin
eine gute Legeleistung vollbringt, ist die Aufzuchtsrate der Eier und Larven geringer als unter
normalen V olksbedingungen. Allerdings unterscheiden sich beide V erglel chsgruppen darin nicht.
Der Grund fir die schlechten Pflegeleistungen bei der offenen Brut kann in beiden
Versuchsgruppen in der zu geringen Anzahl adulter Bienen liegen.

Fazt Versuch 2:

Wenn ein Ausbruch der Nosematose durch prophylaktische Antibiotika-Behandlung verhindert
wird, zeigen Toxin-V 6lker das gleiche Sammel- und Brutpflegeverhalten wiedie Kontrollvolker.
Weder Lebensdauer noch Schlupfgewicht der adulten Bienen, die nur als Larven dem Bt-Toxin
ausgesetzt waren, werden durch das Bt-Toxin beeinflusst. Die Ergebnisse der
Halbfreilandversuche belegen, dass die Larven der Bienen vom Toxin in ihrer Entwicklung
unbeeinflusst bleiben. Berlicksichtigt man, dass nur die dteren Larvenstadien (L4 und L5) mit
Pollenbeimengungen in ihrer Nahrung geflttert werden, alle jingeren Stadien jedoch
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ausschliefdlich Sekrete der Futtersaftdriisen erhalten, dannist dieses Ergebnisnicht Uberraschend.
Eine Toxin-Wirkung ist unter natirlichen Bedingungen daher eher auf der Seite der adulten
Bienen zu erwarten. In der Tat sinkt die Zahl adulter Bienen in den Toxin-Voélkernin den ersten
vier Wochen stérker ab als in den Kontrollvolkern. Moglicherweise wird bel chronischer
Exposition mit der zehnfachen der im Pollen vorkommenden Cryl Ab-Dosisdie Lebensdauer der
exponierten adulten Bienen beeintréchtigt. Ein Wirkmechanismusist bel Bienen nicht bekannt.

11.2.3. Dritte Freilandver suchsreihe zur Prifung der chronischen Toxizitat von Bt-Toxin
mit Pollen von Bt176-M aispflanzen

Im Versuchgahr 2003 wurde aufgrund der Vorarbeiten mit der 10-fach erhdhten Bt-
Konzentration (vgl. 11.2.2.) gepriift, ob chronische Effekte auf adulte Bienen bel der natlrlichen
Bt-Konzentration im Maispollen auftreten. Dazu wurden wiederum Halbfreilandversuche in
freistehenden Versuchszelten aus Gaze (4 x 6 x2,5 m) mit Kleinvdlkern (Mini-Plus-Magazine)
Uber einen Zeitraum von sechs Wochen durchgefuhrt. Die Volker wurden téglich mit
Zuckerlbsung gefittert und erhielten zweimal am Tag Bt-Pollen. Kontrollvolker erhielten Bt-
freien Pollen. Kontinuierlich wurden Sammel aktivitét (Pollen, Zuckerl6sung), Brutpflegeaktivitét
und Bienenzahl und Zahl der Brutzellen erfasst. Nach Abschluf3 des Experimentes wurden als
Endpunkt-Analysen Schlupfgewicht und Lebensdauer der Bienen bestimmit.

11.2.3.1. Entwicklung der Zahl adulter Bienen/VVolk

Um eventuell auftretende Unterschiede in der Mortalitét zwischen Kontrolle (K) und Bt-
Toxingruppe (Bt)von K und T festzustellen, wurden wdchentlich die BienenzahlenjeVolk nach
der Liebefelder Schétzmethode bestimmt. Uber den Versuchszeitraum von sechs Wochen
unterschieden sich die Volksstérken in den Vergleichsgruppen (Abb. 23) nicht statistisch
signifikant (ANOV A mit Messwiederholungen, N1=N2=9; P>0,05). D.h. Das Bt-Toxin wirkt
sich nicht negativ auf die Zahl adulter Bienen aus.

Zahl adulter Bienen
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—a— K
900
600
300t
O N H N H N H
12 19 26 33 40 47

Zeit [d]

Abb. 23 Anzahl adulter Bienen/Volk wahrend des Ver suchszeitraums, n=9
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11.2.3.2. Sammel aktivitét der Bienen

Als ein Mal3 fur die Sammelaktivité der Bienenvolker wurde die Abnahme der in den
Versuchszelten ad libitum bereitgestel Iten 50%-igen Zuckerl 6sung und die Abnahme destéglich
zweimal angebotenen Pollens genutzt.

Die Abnahme an Zuckerwasser verlief in den beiden Versuchsgruppen bemerkenswert gleich
(Abb. 24). Zu Versuchsbeginn nahmen alle Volker das Zuckerwasser gleichermalien ab. Die
Hdchstmengen wurden jedoch im Verlauf des Versuchs reduziert, um zu verhindern, dass sich
die Bienen angesichts eines zu Uppigen Futterangebots beim Sammeln unnotig aufreiben. Dies
hangt damit zusammen, dass Honigbienen beim Nektarsammeln bedarfsunabhangig bisan die
Maximalkapazitdt von Ressourcen sammeln. Pollen wird hingegegn nur soviel gesammelt, bis
der augenblickliche Bedarf gedeckt ist. Dementsprechend lagern Bienenvolker grol3e
Honigreserven aber nur kleine Pollenreserven.Es gegen Ende desV ersuchszeitraum sammeln die
Bienen witterunsbedingt (Regen, niedrigere Temperaturen) weniger Zuckerlosung. Die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen sind nicht signifikant (ANOVA mit
Messwiederholungen, p > 0,05).

Sammelaktivitat Zuckerwasser [ml]

120} T Mittelwert +/- Stdabw.

—m— K

100 |

80 ¢

60 |

40 |

20}

ml 50% Zuckerwasser/Volk + d

5 12 19 26 33 40 47
Zeit [d]
Abb. 24 Sammelaktivitat gemessen an der Abnahme an Zuckerldsung/V er suchszelt

Die Pollensammelaktivitéat der Volker (Abb. 25) schwankt wahrend des Versuchszeitraumes
stark.. Maximal wurden 10 g Pollen/Tag und V olk gesammelt, des 6fteren wurden weniger als 1
g/Tagund Volk gesammelt. Das Sammel muster dhnelt sichin beiden Versuchsgruppen (ANOV A
mit Messwiederholungen, p > 0,05) auf3erordentlich. Trotz des téglich gleichbleibenden
Angebots sinkt die Pollensammel aktivitét wahrend des Versuchszeitraums. Diesist sicherlich
dem reduzierten Bedarf anzul asten, denn vor allem fir junge Arbeiterinnen und fur die Aufzucht
von Brut wird viel Pollen benttigt (Riessberger & Crailsheim, 1997). Da sich zudem
Alterstruktur  und Brutpflegeaktivitét in alen Volkern dhneln, spiegelt das Muster der
Pollensammel aktivitét vor allem auch den Einfluf3klimatischer Bedingungen wider, dieauf ale
Versuchsvolker gleichermalden wirken.
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Abb. 25 Sammelaktivitat gemessen an der Pollenabnahme/Ver suchszelt

Fazt:

Die Sammelaktivitat fur Zuckerwasser und Pollen unterscheidet sich zwischen den
Kontrollvolkern und den Bt-exponierten Volker n nicht. Diegleichverlaufenden Muster der
Sammelaktivitat sind in erster Linie durch klimatische Faktoren bedingt.

11.2.3.3. Brutpflegeaktivitat

Die Brutpflegeaktivitét wurde durch wdchentliche Bonitierung erfasst. Dabel wurde die
Gesamtzahl der Brutzellen photographisch dokumentiert und anschlief3end ausgewertet.
AulRerdem wurde die Entwicklung einzelner Brutstadien anhand von etwa 200 Brutzellen/V olk
individuell im wochentlichen Turnus verfolgt.

Die Zahl offener Brutzellen, d.h. Zellen mit Eiern oder Larven, nahm zu Beginn des Versuchs
stark zu, erreichte nach 2 Wochen ihren Héhepunkt und nahm dann kontinuierlich ab (Abb. 26).
In beiden Versuchgruppen verlief diese Entwicklung gleich. Es sind keine Unterschiede
nachweisbar (ANOVA mit Messwiederholungen, n;=n,=9, p > 0,05). Obwohl es sich um
Geschwisterkoniginnen in den V 6lkern handelte und die Arbeiterinnen einem Pool entnommen
worden waren, entwickelten sich die einzelnen Vélker sehr unterschiedlich. Dementsprechend
liegt der Variationskoeffizient bei den offenen Brutzellen in den Bt-V 6lkern zwischen 0,84 und
0,97 und bel den Kontrollvolkern zwischen 0,54 und 1,05. Ganz offensichtlich ist dieser
Parameter fUr einen scharfen Vergleich eher weniger geeignet.

Betrachtet man die Zahl der von den Arbeiterinnen verdeckelten Brutzellen (Abb. 27), so ergibt
sichinder Tendenz dasgleiche Bild: Statistisch unterscheiden sich die beiden V ergleichsgruppen
nicht (ANOV A mit Messwiederholungen, n;=n,=9, p > 0,09), die Zahl der Zellen steigt wéhrend
der ersten Versuchshélfte und nimmt dann in der zweiten ab, dabel schwanken sie Zahlen
zwischen den einzelnen Volkern deutlich, wie es an den Variationskoeffizienten fur die
Kontrollvdlker zwischen 0,58 und 1,01 und fir die Bt-Voélker sogar 0,84 und 2,38 erkennbar
wird. Auch dieser Parameter scheint fUr einen scharfen Vergleich eher ungeeignet.
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Abb. 26 Zahl an Eiern und Larven in den Kleinvélkern (n;=n,=9)

Zahl verdeckelter Brutzellen
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Abb. 27 Zahl an verdeckelten Brutzellen (Puppenstadien)
in den Kleinvdlkern (n;=n,=9)

Neben der Gesamtzahl an gepflegter Brut wurden auch pro Volk etwa 200 einzelne Brutzellen
wochentlich in ihrer Entwicklung verfolgt. Dabel zeigt sich, dass Eier und Larven in beiden
Versuchsgruppen in Abhangigkeit von ihrem Entwicklungsstadium unterschiedlich gut gepflegt
werden (Abb. 28) (Kruskal-WallissANOVA, p<0,05). Eier werden lediglich zu 25% von den
Arbeiterinnen weitergepflegt, die jingsten Larvenstadien (L1) zu 40%, L2-Larven zu ca. 60%,
L3-Larven zu Uber 70% und die gréften Larven (L4 und L5) zu mehr als 80%. Vergleicht man
die Brutpflege einzelner Stadien zwischen Bt- und Kontrollvolkern, so unterscheiden siesich bei
paarweise Vergleichen nicht (Kolmogorov-Smirnov-Test, p>0,05 fiur ale Stadien). D.h.
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unabhéngig von der Prasenz des Toxins werden die Brutstadien in allen Volkern auf gleiche
Weise gepflegt: Jingere Stadien werden schlechter, dltere vor allem die L4- und L5-Stadien
werden zu Uber 80% weiter gepflegt. D.h. je mehr von den Arbeiterinnen in die Brutpflege
investiert wurde, desto eher werden sie Larven weitergepflegt, je junger die Stadien sind , desto
eher werden sie kannibalisiert. Diestrifft besondersfir die Eier zu. DieV ariationskoeffizienten
schwanken in den Kontrollen zwischen 0,19 und 0,79 und bel den Bt-V 6lkern zwischen 0,29 und
0,82. Sie sind im Mittel deutlich niedriger als die bel den Brutzellzahlen. Fir einen schérferen
Vergleich der Volker ist letzterer Parameter zweifel sohne besser geeignet alsdiereine Zahl der
Brutzellen.

K Bt
. . 12 — ; .
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Abb. 28 Anteil weiter gepflegter Eier und Larvenstadien L1-L5.
Kontrollvolker (grin): ng =878 ,n_ ;=95 ,n ,=111 ,n ;=73 ,n 4=91 n =67
Bt-Volker (blau): ng =1168 , n =124 ,n »=177 ,n. =101 ,n_4=124 n =90
Fazt

Mit fortgeschrittenerem Entwicklungsalter steigt die Aufzuchtrate der Larven an — nur
etwa 25% der gelegten Eier wer den biszum Puppenstadium weiter gepflegt, eineLarvedes
vor letzten (L 4) Stadiumshat demgegeniiber eine Uber lebenswahr scheinlichtkeit von tiber
85% . Dabel unterscheidet sich die Brutpflegeaktivitét der Bt-Volker nicht von der der
Kontrollvolker. Von den drei Untersuchungsparametern Zahl offener Zellen, Zahl
verdeckelter Zellen und Analyse der Uberlebenswahrscheinlich einzelner Stadien ist
letzterer angesichts der vergleichsweise niedrigsten Variationskoeffizienten der
aussagekr aftigste. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe decken sich in der Tendenz mit
denen der ersten beiden.

11.2.3.4. Schlupfgewicht




Am Ende des Versuchszeitraums wurden zwei Endpunkt-Analysen durchgefthrt, die
Bestimmung des Schlupfgewichtes junger Arbeiterinnen und deren Lebensdauer. Das
Schlupfgewicht hat sich in Voruntersuchungen as ein sehr selektiver Parameter in der
Wirkungsprifung herausgestellt. Es ist zudem ein Mali fur die Vitalitét der adulten Bienen:
Untergewichtige Bienen haben eine geringere Lebenserwartung als normalgewichtige. Fir die
Ermittlung der Schlupfgewichte wurden 64 bzw. 62 frisch geschllpfte Bienen gewogen. Im
Mittel wogen die Bienen 107 mg (Bt) bzw. 108 mg (Kontrolle) (Abb. 29). Die Unterschiedesind
statistisch nicht signifikant. Da die Bienen in ihrem Gewicht denen anderer Untersuchungen
entsprechen, entwickelten sich die Bienen offenbar normal. Das bedeutet, dass die Bienen nicht
durch das Bt-Toxin in ihrer Gewichtsentwicklung beeinflusst werden.

Schlupfgewicht
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=
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Abb. 29 Schlupfgewichte adulter Bienen in Kontroll- und Bt-Volkern
(nBt=62, nK=64; t-Test: P>0,05

[1.2.3.5. Lebensdauer

Um die Lebensdauer der adulten Bienen zu erfassen, wurden 67 Bienen der Kontroll-Gruppe und
63 Bienen der Bt-Versuchsgruppe am Tag ihres Schlupfes aus der Brutzelle markiert und alle
zusammen in ein Schauvolk mit K 6nigin und anderen Arbeiterinnen eingebracht, damit sie unter
exakt gleichen Bedingungen aufwachsen. Alle drei Tage wurden die Vdlker durch die
Glasscheibe auf dasV orkommen an Bienen untersucht. Der Versuch dauerte biszum 11.3.2004.
Wahrend dieser Zeit erhielten die Bienen keinen transgenen Pollen mehr.

Uberraschenderweise unterschied sich durchschnittliche Lebensalter der Bienen aus den Bt-
Volkern signifikant von denen der Kontrollvolker (24 Tage bei Bt vs. 29 bei den
Kontrollvolkern, t-Test p<0,05). Auch die Survival-Analyse (Abb. 30) mit dem log-Rank-Test
wiesauf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen hin. Diese Ergebnisse waren insofern
Uberraschend, weil die Uberlebensstatistik 2002 selbst bei starkerer Exposition keinerlei
Unterschiede auswies. Diese Differenzen sind nicht erklérbar. Erklarungsmoglichkeiten wéren
eine zu geringe Stichprobenzahl, das Problem genetischer Unterschiede zwischen den
Versuchsvoélkern und das Problem, dass Bienen in ein Schauvolk eingefligt wurden, das sich
genetisch von den Ausgangsvolkern unterscheidet. M dglicherwei se wurden die fremden Bienen
nicht so gut gepflegt. Angesichts der Ergebnisse aus den anderen Experimenten, insbesondere
auch aus den Versuchen zur Mortalitét der adulten Bienen (vgl. 11.2.3.1) und der dteren

35



Larvenstadien (vgl. 11.2.3.3.), wo sich keine Unterschiede erkennen lief3en, wird diesem Ergebnis
ein eher zufélliger Charakter beigemessen.

Kumulierte Uberlebensanteile (Kaplan-Meier)
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Abb. 30 Uberlebensstatistik von Bienen aus Bt- und Kontrollvélkern
(nBt=63 nK =67, Log-Rank-Test p<0,05)
Zusammenfassung

Honigbienen werden weder in ihrer Sammelaktivitét noch ihrer Brutpflegeleistung durch
sechswdchige Exposition zu Bt-Toxin aus GV-Maispollen mit dem Event Bt 176
beeinflusst. Auch die Schlupfgewichte der Jungbienen unterscheiden sich nicht. Eine
chronische Exposition Uber Zeitraume, die die BliUhphase von Mais welit tUberschreiten,
fuhrt zu keiner nachtelligen Entwicklung der Bienenvdlker. Das Bt-Toxin aus
Maispflanzen kann demnach alsfur Bienen unbedenklich eingestuft werden.

Dieim Jahr 2002 beobachtete Wechsel wirkung von um das 10-fache erhdhten Bt-Dosen und dem
Parasiten Nosema apis trat bel der natlrlichen Exposition nicht auf. Gesunde Bienen werden
offenbar nicht durch das Bt-Toxin beeinflusst. Ob diesauch fir erkrankte und damit geschwéchte
Bienen zutrifft, konnte bisher nicht weiter untersucht werden, weil die dafiir bentétigten grof3en
Mengen an Nosema-Sporen nicht zur Verfligung standen und ein entsprechendes V erfahren noch
nicht entwickelt ist. .
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I1.2.4. Vierte Freilandver suchsreihe zur Prifung der chronischen Toxizitat von Bt-Toxin
mit Pollen von Bt176-M aispflanzen.

Daim Pollen von Mais grof3ere Variationen in der Expression des Bt-Gens auftreten (Stanley-
Horn et a. 2001, http://www.epa.gov/pesticides/factssheets/fs006458t.htm, Jehle pers.
Mitteilung) und die gentechnische Sicherheit eine wie auch bel Pflanzenschutzmittel prifung
Ubliche Sicherheitsmarge der doppelten Aufwandsmenge wiinschenswert macht, wurde der
Pollen der Bt-Maissorte NovBt176 zusétzlich mit der einfachenim Pollen vorkommenden Dosis
des Toxins behandelt und fur 6 Wochen an Bienen unter Hal bfreilandbedingungen verfittert. Die
Kontrollvolker bekamen Pollen der isogenen, nicht gentechnisch veranderten Sorte.

Wie in alen Versuchsreihen zuvor wurden neben der Zahl der adulten Bienen und Brutstadien
auch die Sammelaktivitdt und Brutpflegeaktivitdt erfasst. Am Ende der Versuches wurde das
Schlupfgewicht adulter Arbeiterinnen und deren Uberlebensdauer erfasst.

Aus der erhobenen Datenmenge wird hier nur der Parameter Bienenzahl dargestellt, dasichin
den anderen Versuchen an dessen Veradnderungen auch eine Fulle an Veranderungen in den
anderen erhobenen Parametern ablesen liel3—insbesondereist die Zahl der Bienen wesentlich fir
den Umfang an Brut- und Sammelaktivitét (vgl. 11.2.2.). Die Zahl der Bienen nahm von initial
1900 Bienen/Volk Uber den gesamten V ersuchszeitraum kontinuierlich ab (Abb. 31). DieWerte
unterscheiden sich die Zahl der Bienen zwischen beiden Gruppen nicht (ANOVA mit
Messwiederholungen, N1=N2=9; P>0,05). D.h. Das Bt-Toxin wirkt sich nicht negativ auf die
Zahl adulter Bienen aus.

c 2000 K
2 —_—T
Q0
0
(3
> 10004 1 I
K
° e |
- \I
©
N
0 T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42

Tage

Abb. 31 Zahl adulter Bienen wéahrend des Versuchszeitraums von 6 Wochen, n=9

Der Endpunktparameter Schlupfgewicht unterscheidet sich zwischen beiden Versuchsgruppen
nicht (Abb. 32). Wie schon in den Versuchen zuvor zeigen beide Gruppen Schlupfgewichte mit
geringer Variation, was auf hinreichende, stérungsfreie Brutpflege in den Bienenvolkern
hinweist.
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Abb. 32 Schlupfgewichte adulter Arbeiterinnen am Ende des 6-wdchigen Versuchs
Ng:=156, Nk ontrole=161

Fazt

Maispollen der Sorte NovBt176 wirkt sich auch in doppelter als der natirlich
vorkommenden Dosis bel langer Exposition von 6 Wochen nicht negativ auf die
Entwicklung der Bienenvdlker aus. Deren Sammel- und Brutpflegeaktivitat unter scheidet
sich nicht von denen der Kontrollvolker und auch die Uberlebensdauer der Bienen ist
gleich. D.h. das die doppelte Dosis des Bt-Toxins selbst unter den o.a. worst-case-
Bedingungen als bienenungefahrlich angesehen werden.

[1.2.5. Finfte Freilandver suchsreihe zur Prifung der chronischen Toxizitat von Bt-Toxin
mit Pollen von M on810-M aispflanzen

Im Jahr 2004 wurde die bisher nicht berticksichtigte Maispflanze mit dem Event Mon810 mit
einem deutlich niedrigeren Gehalt an Bt-Toxin (Jehle, pers. Mitteilung) in die Versuche mit
einbezogen. Der Bt-Pollen stammte von einem Anbaufeld bei 1den (Sachsen-Anhalt) und wurde
neun Kleinvolkern verfuttert, die neun Kontrollvolker erhielten Maispollen ohne Bt. Uber einen
Zeitraum von 6 Wochen wurden wie schon bisher die Parameter Bienenzahl, Zahl offener
Brutzellen, Zahl geschlossener Brutzellen, Brutpflege- und Sammelaktivitét erfasst und als
Endpunktbestimmungen das Schlupfgewicht adulter Arbeiterinnen und ihre Lebensdauer
gemessen. Von den erhobenen Daten werden hier nur die aussagekréftigsten aufgefihrt. Die Zahl
adulter Bienen nimmt Uber den Versuchszeitraum voninitial 1800 Bienen/V olk kontinuierlich ab
(Abb.33). Die beiden Versuchsgruppen unterscheiden sich beziiglich dieses Parameters nicht
(ANOVA mit Messwiederholungen, N1=N2=9; P>0,05). D.h., dasBt-Toxin ausMaispollenvon
Mon810 wirkt sich nicht negativ auf die Zahl adulter Bienen aus. Auch alle anderen Parameter
zur Brutpflege wie Zahl der Eier, Larven und verdeckelten Brutzellen unterscheiden sich
zwischen der Gruppen nicht. Die Pollen.- und Nektarsammel aktivitédt unterscheidet sich zwischen
den Gruppen nicht, siereflektiert vielmehr die schon aus allen anderen Experimenten bekannte
mikroklimatische Situation.
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Abb. 33 Zahl adulter Bienen wahrend des Ver suchszeitraums von 6 Wochen, n=9

Das Schlupfgewicht der Bienen ist zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant
unterschiedlich (t-Test, p < 0,05) und variiert nur marginal (Abb.34). Der geringe
V ariationskoeffizient weist auf stabile Brutpflegebedingungeninden Volkern hin. Stérungenwie
z.B. eineParasitierung durch die Varroa-Milbe wirken sich drastisch auf das Schlupfgewicht aus
(vgl. 11.2.2.), so dass
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Abb.34 Schlupfgewicht adulter Arbeiterinnen am Versuchsende
Ng¢= 126, Nk ontro1e=146

Fazt
Maispollen der Sorte Mon810 wirkt sich auch bel langer Exposition von 6 Wochen nicht
negativ auf die Entwicklung der Bienenvdlker, ihre Sammel- und Brutpflegeaktivitat und

das Uberleben der Bienen aus. Dietransgene M aissorte kann demnach selbst unter wor st-
case-Bedingungen als bienenungefahrlich angesehen werden.

[11.3. Anbaubegleitendes M onitoring

Im Jahr 2003 wurden 9 Volker in unmittelbare Nahe des Bt-Maisfeldes bel Halle (Ragegast)
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transportiert, neun Kontrollvolker standen an einem nahen Standort, aber aul3erhalb einesRadius
von 5 km an einen Feld mit nicht-transgenen Mais, um eine Uberlappung der Sammellareal e der
V 6lkergruppen zu vermeiden. und gleichzeitig weitestgehend glei che klimatische Bedingungen
zu gewdhrleisten. Im Maisfeld wurde wahrend der Maisbl Gite der Beflug der Mai spflanzen durch
Honigbienen erfasst. Dazu wurden je 10 2 x 2 m grol3e Parzellen stiindlich Uber einen Zeitraum
von 10 Minuten beobachtet. Dies geschah an funf verschiedenen aufeinanderfolgenden
Sonnentagen. Zudem wurde der Beflug auch an den Ackerrandstreifen erfasst.

AulRerdem wurden an diesen Beobachtungstagen Pollenfallen in die Bienenvdlker eingebracht,
die eine durchschnittliche Effizienz von etwa 60% aufweisen. Mittels mikroskopischer
Pollenanalyse wurde der Anteil an Maispollen an den Pollenhdschen in der Falle ermittelt.
Aul¥erdem wurden die Bienenvolker hinsichtlich der Entwicklung ihrer Bienenzahl und ihrer
Brutaktivitdt evauiert. Im Frihjahr 2004 wurde zudem die Volksstdrke und
Uberwinterungsfahigkeit der Bienenvolker nach Bt-Maispollen-Exposition untersucht.

Sammel aktivitat im Maisfeld

Wahrend der Untersuchungstage stellte sich eine deutliche Rhythmizitét in der Sammel aktivitét
dar. Honigbienen sowie Hummeln waren nur am friihen Morgen im Maisfeld anzutreffen. Nach
10 Uhr konnte in keiner der Untersuchungsparzellen noch eine Honigbiene Pollen sammelnd
angetroffen werden. Lediglich zwischen 8 und 10 Uhr fanden sich vereinzelt Honigbienen.
Hummeln insbesondere Bombus terrestris und Bombus lapidarius waren auch noch bisin die
Mittagszeit vereinzelt in den Parzellen anzutreffen. Dagegen waren Honigbienen, Hummelnund
andere Wildbienen wéhrend des gesamten Tages an den Randstreifen der Maisfelder zu
beobachten. Deren Flugaktivitat wurden wahrend der Mittagsstunden geringer und stieg am
Nachmittag gegen 14:00 Uhr wieder an. In der Tagessumme lag die Sammelhaufigkeit in den
Randstreifen um das 28-fache héher alsim Maisfeld. Bei den Hummeln betrug das Verhaltnis
13:1 —sie sind damit deutlich haufiger im Maisfeld anzutreffen al's die Honigbienen.

Maispollen in den Pollenfallen

An den funf Untersuchungstagen wurden im Durchschnitt nur 2,3 + 1,6% Maispollen in den
Fallen der V6lker am Maisversuchsfeld gefunden, in den Fallen der Kontrollvolker wurden 2,6 +
2,3% Maispollen gefunden. Die Sammelaktivitét in den Maisfeldern ist damit ausgesprochen
gering und schwankt zudem deutlich zwischen den einzelnen Bienenvolkern, obwohl sie
aufgereiht nebeneinander standen.

Ein Problem in der Aussagekraft dieses Monitoring-Experimentes liegt darin, dass die
Honigbienenvolker bel einem durchschnittlichen Flugradius 2,5 km etwa 20 gkm grof3e Areale
befliegen (Seeley, 1997), sich alsoim Versuchsfeld sowohl in den transgenen Varianten sowiein
den Parzellen mit den isogenen Kontrollpflanzen und in der Mantel saat finden lassen. Somit lag
die tatsachliche Exposition zum Bt-Toxin aus Maispollen noch niedriger als aus den
Prozentzahlen des Eintrags an Maispollen ersichtlich wird. Auf die Bestimmung der tatséchlich
gesammelten einzelnen Bt-Sorten z.B. via sortenspezifischer PCR wurde angesichts der
niedrigen Beflugzahlen und angesichts des besonderen Parzellenaufbaus, der nicht der
zukUnftigen Anbaupraxis entspricht, verzichtet.

Vol ksentwicklung und Uberwinterung

Vor Versuchsbeginn und drel Wochen nach V ersuchsbeginn wurden Volksstérke und Brutfl&che
in den Bienenvdlkern nach dem Liebefelder Schétzverfahren erfasst. Daauch die Ergebnisseder
Auswinterung dieses Versuchstells von Bedeutung sind, wurden alle Bienenvoélker nach dem
Versuch bei Radegast an den gleichen Uberwinterungsstandort nach Halletransportiert, um sie
nach der unterschiedlichen Mais-Exposition alle gleichen mikroklimatischen Bedingungen

40



auszusetzen. Die V dlker unterschieden sich vor der Exposition nicht signifikant voneinander (t-
Test, p<0,05). Nach drei Wochen hatte die Zahl der Bienen saison- und trachtbedingt in beiden
Gruppen abgenommen (Abb. 35), trotzdem war auch hier kein signifikanter Unterschied zu
erkennen (t-Test, p<0,05). Wenn man diejeweilige Abnahme der Bienenzahl inden Volkernas
Vergleichsmalistab nimmt, unterscheiden sich Kontroll- und Bt-Vdlker auch darin nicht
signifikant.

Uberwinterung

Alle Vdlker wurden nach der zweiten V olksschdtzung solange mit Zucker gefittert, bisin allen
Volkern eine Futtermenge von 25 + 15 kg/Volk am Ende der Auffltterung fur die
Uberwinterung vorhanden war. Alle Vélker wurden glei chermafRen und zum gleichen Zeitpunkt
mit Ameisensdure zur Bekampfung der Varroose behandelt und dann bis zum Frihjahr nicht
mehr gestort. Im der zweiten Aprilwoche wurden die Volker bonitiert. Alle Volker hatten den
Winter Uberstanden. Auch in der Zahl adulter Bienen nach der Auswinterung unterscheiden sich
diebeiden Versuchsgruppen nicht (vgl. Abb. 35). Das bedeutet, dass bei der Uberwinterungvon
Bienenvilkern und der o.a. geringen Exposition zu Bt-Maispollen keine negativen
Langzeiteffekte nachwei sbar sind.
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Abb. 35 Monitoring: Entwicklung der Bienenvélker im Mais und nach der Uberwinterung
n=9, Mittelwert + s.d.

Fazit Monitoring bei freifliegenden Bienenvilkern

Freifliegende Bienenvdlker wurden an Maisfelder wahrend deren Blite gestellt, um sie as
Monitoren fur negative Wirkungen von Bt-Toxinen zu nutzen. Estraten weder negative Effekte
von Bt-Maispollen auf die Zahl der Bienen und noch die Entwicklung der Brut in freifliegenden
Bienenvdlkern auf. Weder in der Entwicklung der Volker im Spdtsommer nach der Maisbl tite
noch in Uberwinterungsfahigkeit und Friihjahrsentwicklung unterscheiden sich die beiden
Versuchsgruppen voneinander. D.h., dass die Volksentwicklung der Bienenvolker keinerlei
Hinwelse auf negative Wirkungen durch das Bt-Toxin ergibt. Dabel ist zu berticksichtigen, dass
die Bienenvolker in diesem Versuch mit weniger as 3% Pollenanteil Mais nur in geringem
Umfang a's Trachtpflanze nutzten und somit eine Bt-Toxinexposition auch nur entsprechend
gering war.
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Zusammenfassung

Generel kann aufgrund der Ergebnisse der Halbfreiland und Freilandversuche eine
chronisch toxische Wirkung von Bt-Maisder Sorten NovBt176 und M on810 auf gesunde
Honigbienenvolker nicht nachgewiesen werden. Berlcksichtigt man dazu noch die
gegenuber den herkdmmlichen, gesetzlich vorgeschriebenen Pflanzenschutz-
mittelprifungen wesentlich erhdhten Stichprobenzahlen und die extremen 6-wo6chigen
Expositionen mit den Bt-Toxinen, dann kann eine toxische Wirkung auf gesunde Bienen
unter naturlichen Bedingungen nach den erfolgten umfangreichen Unter suchungen mit
grolRer Sicherheit ausgeschlossen werden. Dieses zentrale Ergebnis wird noch dadurch
untermauert, dass Honigbienen selbst in den ostdeutschen Agraraumen mit grof3en
M aisschlagen nur wenig M aispollen sammeln, wenn ander e Pflanzen als Pollenquellen zur
Verflgung stehen. I n unseren Unter suchungen betrug der Anteil an Maispollen unter 5%
des gesammelten Pollens. Selbst dann, wenn Bienenvolker ausschliefdlich Pollen der o.a.
GV-Maispflanzen sammeln wiirden, wieesin den Zeltver suchen smuliert wurde, kann mit
der durch die Stichprobenzahl bedingten Power ausgeschlossen werden, dass sich Bt-
Maispollen der Sorten Mon810 und Novartis Bt176 negativ auf gesunde Bienenvolker
auswirken.

Die eingangs aufgestellte Hypothese, dass der grof3flachige Anbau von Bt-Mais
Auswirkungen auf wichtige phytophage Nichtziel-Or ganismen wie die Honigbiene habe,
kann durch durch das vorliegende Datenmaterial nicht gestitzt werden. Auch die
Hypothese, dassdie Wirkung der Bt-Endotoxinebei der Aufnahmemit dem Pollen stérker
ist als die Wirkung von schon seit Jahren im Pflanzenschutz eingesetzten Bt-Prapar ate,
trifft angesichtsder fenlenden Wirkung von Bt-T oxinen auf gesunde Bienenvolker nicht zu.
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[1.4. Voraussichtlicher Nutzen
Dieim Schlufbericht zusammenfassend dargestel lten Ergebnisse kdnnen in mehrerer Hinsicht
genutzt werden:

1. Zum einen belegen die Daten, das Bt-Mais der Sorten NovBt176 und Mon810 fir die
Honigbiene als Nutzinsekt und bedeutendstem Bestéuber auch unter extremen ,,worst-
case“-Szenarien wie sie hier zum Einsatz kamen und weit Uber das reale Mass einer
»hatdrlichen* Exposition hinausgehen, keine negativen Wirkungen auf gesunde
Bienenvdlker haben und damit nicht toxischer a's vergleichbare Bt-Praparate sind. Die
Ergebnisse sind sowohl fir die duRerst sensiblen Imker als auch fir die Offentlichkeit
generell und fur politische Entscheidungen auch angesichts des Modellcharakters der
Honigbiene von herausragender Bedeutung. Selbstverstandich haben die Ergebnisseauch
Auswirkungen auf die Diskussion und Entscheidungen im Zusammenhang mit der
Freigabe des Anbaus von Bt-Mais.

2. Esist weiterhin davon auszugehen, dass unsere Methodenentwicklungen vor allem die
detailierten Ansdtze fUr das Halbfreiland Eingang in zukinftige international
standardisierte Prifmethoden finden. Dazu ist die bisherige Zusammenarbeit im
Forschungsverbund eine wichtige V oraussetzung. In der Zwischenzeit bin ich aufgrund
unserer Arbeiten in eine Kommission fir Fragen der M ethodenentwicklung zur Prifung
von GV P auf Honigbienen berufen worden. Die Ergebnissewerden auch ininternationale
Gremien und entsprechende Prifrichtlinien (OECD) finden.

3. Die Ergebnisse zur Wirkung von Bt-Toxinen auf an Mikrosporidien erkrankte Bienen
mussen in einem zukinftigen Forschungsansatz Eingang finden und dort untersucht
werden. Gerade die aktuelle Diskussion subletaler Wirkungen verschiedenen Noxen
findet in den im Teilprojekt gewonnenen Erkenntnissen zusétzliche Fakten.

[1.5. Fortschritt auf dem Gebiet bei anderen Stellen

Es sind wahrend der Projektlaufzeit bis zur Berichterstattung keine Veréffentlichungen zum
Themaerschienen, die Uber die gangigen Datenbanksysteme (Current Contents, Biosis, Medline,
Web of Science) zuganglich sind, die die hier aufgefiihrten Daten tangieren oder erganzen.

[1. 6. Veroffentlichungen
Uber die im Projekt erzielten Ergebnisse sind zwei Manuskripte in Vorbereitung. Uber die
Ergebnisse wurde bislang auf Fachtagungen (IOBC) und internationalen Kongressen (Eurbee

2004, Int. Congress of Entomology 2004, Brisbane) berichtet. Auf die Forderung durch das
BMBF wurde in den Zusammenfassungen und wird auch in Zukunft hingewiesen.
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