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Abkurzungsverzeichnis

fr feldrealistisch

frr10  zehnfach hoher als feldrealistisch

GLM  generalized linear model

GLMM generalized linear mixed model

PSM  Pflanzenschutzmittel

PER  Russelstreckantwort (englisch: proboscis extension response)
RFID radio frequency identification

SBI Sterol-Biosynthese inhibierend
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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Im Teilprojekt 2 ,Honig- und Wildbienen unter Stress® wurden synergistische Effekte von Mi-
schungen aus Insektiziden und Fungiziden auf die Mortalitat, das Verhalten, die Entwicklung
und den Polleneintrag von Honig- und Wildbienen untersucht. Besonders im Fokus standen
Auswirkungen auf Geschmack, Lernverhalten und Orientierungs- bzw. Sammelflugverhalten
der Honig- und Wildbienen. Zudem wurde der Einfluss der Pflanzenschutzmittel-Kombination
auf die Entwicklung von Honigbienen betrachtet. Die mogliche Kompensation negativer Aus-
wirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischungen auf Honigbienen in artenreichen Landschaften
wurde in einem Feldversuch untersucht.

Die héhere Konzentration der Pflanzenschutzmittel zeigte negative Effekte auf die Sterblich-
keit, die kognitiven Fahigkeiten, die Flugaktivitat und die Larvenentwicklung der Honigbienen.
Bei den Hummeln konnten hingegen keine negativen Auswirkungen nachgewiesen werden.

Mit unserem Projekt leisten wir einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der Wirkung multipler
Stressoren (Insektizid-Fungizid-Mischungen) auf das Verhalten, die Individualentwicklung und
den Polleneintrag von Honig- und Wildbienen. Es kann als Pilotprojekt fir die Aufklarung von
Stress durch Pflanzenschutzmittel bei anderen Insekten dienen. Durch die Optimierung und
Etablierung unserer Methoden sollen des Weiteren Méglichkeiten geschaffen werden, die Be-
wertung der Mischtoxizitat, zum Beispiel in Zulassungsverfahren, zu unterstitzen.

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 2 5



Einleitung

2 Einleitung

Insekten leisten einen zentralen Beitrag als Bestauber von Feldfriichten und Wildpflanzen, al-
lerdings sind sie stark bedroht [1]. Als einer der Hauptfaktoren, der zu einem Ruckgang von
Honigbienen und Wildbienen fuhrt, gilt der groRflachige Einsatz von Pflanzenschutzmitteln
(PSM) in der Landwirtschaft [2, 3]. Die Honigbiene wird bereits als Modellorganismus fiir Un-
tersuchungen zur Wirkung einzelner Insektizide oder Fungizide verwendet, wahrend es zu
Wildbienen deutlich weniger Studien gibt [4].

Fungizide werden allgemein als fur Bienen unschadlich eingestuft, obwohl ihre Wirkung auf
Insekten nicht in gleichem Male erforscht ist wie die der Insektizide [5]. Auf welche Weise
Fungizide jedoch im Zielorganismus wirken, ist meist bekannt. Da einige Fungizide die
Atmungskette in Pilzen hemmen, kénnte eine dhnliche Wirkungsweise im Insekt zu negativen
Effekten fuhren, weil durch das Stéren der Atmungskette die nétige Energie fir verschiedene
Aktivitaten nicht bereitgestellt werden kann [6].

Die Mischung verschiedener PSM wird wahrend der Zulassung meist nicht untersucht. Aller-
dings treten im Feld hdufig Mischungen von beispielsweise Insektiziden und Fungiziden auf.
Die verschiedenen PSM kénnen sowohl in der Blite als auch im eingelagerten Bienenbrot, mit
dem die Larven geflttert werden, aufeinandertreffen. Uber die Gruppe der Sterol-Biosynthese
inhibierenden Fungizide (SBI Fungizide) ist bereits bekannt, dass sie zwar gegenuber Honig-
bienen nur gering toxisch wirken, allerdings kénnen sie in Kombination die Toxizitat von Insek-
tiziden um ein Vielfaches erhéhen, da SBI Fungizide den Entgiftungsmechanismus der Honig-
bienen modulieren kénnen und dadurch der geregelte Abbau des Insektizids gestort wird [4].
Inzwischen ist das kombinierte Ausbringen von Neonikotinoiden und SBI Fungiziden in
Deutschland verboten, da bereits derartige synergistische Effekte von Neonikotinoiden und
SBI Fungiziden gezeigt wurden [7]. Welche Auswirkungen die Kombination aus Neonikotinoi-
den und Nicht-SBI Fungiziden auf Bienen hat, ist véllig unbekannt und soll deshalb im Rahmen
dieses Projektes untersucht werden.

Die PSM, die in dieser Studie auf mogliche synergistische Effekte auf Honig- und Wildbienen
untersucht werden sollen, werden zeitnah in die Rapsblite gespritzt. Da Raps eine Massen-
tracht fir Honig- und Wildbienen darstellt, fihrt dieser Ansatz zu einer hohen Praxisrelevanz
fur die Bestauber [8]. Es wurde das Insektizid Mospilan® (Nisso Chemical Europe GmbH,
Dusseldorf, Germany) mit dem PSM-Wirkstoff Acetamiprid gewahlt, da es das letzte in
Deutschland noch zugelassene Neonikotinoid ist [9]. Als Ersatz fir das mittlerweile verbotene
Thiacloprid wird Acetamiprid vermutlich in den nachsten Jahren vermehrt verwendet werden.
Als Fungizid wurde Cantus® Gold verwendet (ein Nicht-SBI Fungizid) (BASF SE, Ludwigsha-
fen, Germany), da dessen PSM-Wirkstoffe Boscalid und Dimoxystrobin haufig im Bienenbrot
nachgewiesen wurden [10]. Zu Projektbeginn gab es noch keine Daten zur kombinierten Wir-
kung dieser PSM auf Honig- und Wildbienen.
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Aufgabenstellung

3 Aufgabenstellung

3.1 Arbeitspaket 1: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Mortalitat und das Verhalten von Honigbienen und
Hummeln im Labor und Freiland

In diesem Arbeitspaket wurde der Einfluss einer Insektizid- oder einer Fungizid-Behandlung
sowie deren Mischung auf die Mortalitat, die Empfindlichkeit fiir Zuckerwasser, die Kognition
und das Flug- und Sammelverhalten von Honig- und Wildbienen untersucht.

Es wurde die Hypothese getestet, dass die Toxizitat durch eine Insektizid-Fungizid-Mischung
bei Honig- und Wildbienen hoher ist als die der einzelnen PSM allein. Zudem wurde unter-
sucht, ob unsere Verhaltensparadigmen, die die Empfindlichkeit fir Zuckerwasser und die
Kognition testen, auch geringe Effekte von einzelnen PSM oder deren Mischung aufdecken.
Dadurch kénnen Standard-Verhaltenstests zur Untersuchung von PSM-Wirkungen auf Bienen
etabliert werden. Es wurde getestet, ob durch den kombinierten Stress durch ein Insektizid
und ein Fungizid der Geschmack und das Lernverhalten von Honig- und Wildbienen negativ
beeinflusst werden. Zudem wurden mdgliche synergistische Effekte der Insektizid-Fungizid-
Mischung auf das Flugverhalten untersucht.

Erste Hypothese: Das Uberleben und das Verhalten von Honig- und Wildbienen kann durch
synergistische Effekte zugelassener Insektizide und Fungizide beeinflusst werden, auch wenn
die einzelnen PSM zu keinen negativen Auswirkungen fihren.

Zweite Hypothese: Auch minimale negative Folgen von Insektiziden, Fungiziden oder deren
Kombination auf das Verhalten von Honig- und Wildbienen kénnen mit Hilfe unserer empfind-
lichen und realitdtsnahen Verhaltensassays aufgedeckt werden, auch wenn die Stoffe bisher
als bienenfreundlich eingestuft sind.

Dritte Hypothese: Die Sammelaktivitat bzw. die Orientierung von Honigbienen und Hummeln
wird wahrend ihrer Lebenszeit durch subletale Insektizid- und Fungizid-Konzentrationen ne-
gativ beeinflusst.

3.2 Arbeitspaket 2: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Honigbienenentwicklung

Hier wurde untersucht, wie sich die Larvenentwicklung in vitro und die Morphologie der adulten
Bienen nach Verfltterung von Insektizid, Fungizid und deren Kombination andert.

Vierte Hypothese: Subletale Insektizid- und Fungizid-Konzentrationen flihren zu negativen
Effekten auf Larven und adulte Honigbienen (erhéhte Mortalitat, geringere Korpergrofde).

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 2 7



Vorgehensweise

3.3 Arbeitspaket 3: Wirkung von Insektizid-Fungizid-Mischungen
auf die Volksentwicklung und den Polleneintrag in neun realen
Agrarlandschaften Bayerns mit unterschiedlicher Nutzungsin-
tensitat und Blluten-Ressourcen-Verfugbarkeit

Die Effekte der PSM-Kombinationen wurden auf standardisierte Volkseinheiten in neun realen
Agrarlandschaften untersucht. Es wurden Landschaftsrdume mit unterschiedlichen Anteilen
von Ackerland und halbnatirlichen Habitatelementen ausgewahlt, um die PSM-Effekte entlang
eines Gradienten in der Nahrungsversorgung (Artenvielfalt von Pollen- und Nektarpflanzen)
untersuchen zu kénnen. Damit wurde die Hypothese untersucht, dass die Resilienz von Ho-
nigbienen gegenuber PSM durch eine gute Nahrungsversorgung erhéht wird.

Fiinfte Hypothese: Die Volksvitalitat in realen Landschaften wird durch Insektizid-Fungizid-
Mischungen subletaler Dosen herabgesetzt.

Sechste Hypothese: Die Resilienz von Honigbienenvélkern gegeniiber PSM wird durch eine
gute Nahrungsversorgung (vielfaltige Pollen- und Nektarquellen) erhéht.

4 Vorgehensweise

4.1 Planung und Ablauf der Arbeiten

Nach anfanglichen Anpassungen konnten wir den aktualisierten Zeitplan unseres Projektes
gut einhalten (Tabelle 1).

Tabelle 1: Aktualisierter zeitlicher Ablauf des Projekts.

Arbeitspakete (APs) Zeitlicher Ablauf

AP 1 Verhalten 02/20-12/20 01/21-12/21 01/22-01/23

A1 Mortalitat

A2 Empfindlichkeit f. Zuckerwasser

A3 Kognition

A4 Sammelverhalten

AP 2 Larvalentwicklung 02/20-12/20 01/21-12/21 01/22-01/23

A1 Larvenaufzucht in vitro | | | | | | | | |

AP 3 Volksentwicklung 02/20-12/20 01/21-12/21 01/22-01/23

A1 Volksentwicklung

A2 Pollenproben

A3 Flugzeitenerfassung

Die Mortalitatsstudien wurden nach den ersten Ansatzen 2020 auch im Jahr 2021 weiterfort-
gefuhrt, um alle Konzentrationen sowohl mit der Honigbiene als auch mit der Hummel zu tes-
ten. Auch die Tests zur Empfindlichkeit fiir Zuckerwasser wurden 2021 erweitert, da diese mit
der Hummel deutlich mehr Zeit beanspruchten als geplant. Die Lernversuche konnten wie ge-
plant ablaufen und auch die Experimente zum Sammelverhalten fanden wie vorgesehen jeden
Sommer statt. Der Beginn dieser Versuche mit der Hummel musste jedoch etwas nach hinten
verschoben werden, bis ein passendes Setup entwickelt wurde. Die Larvenaufzucht konnte
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Vorgehensweise

wie geplant stattfinden, wobei die Auswertung der Daten mehr Zeit beanspruchte als urspriing-
lich erwartet. Auch der Vélkerversuch konnte planmafig abgeschlossen werden. Um die auf
Grund von Lieferengpassen fehlende Flugzeitenerfassung auszugleichen, wurden die Vélker-
schatzungen engmaschiger und genauer durchgefiihrt.

4.2 Ubersicht der Pflanzenschutzmittel und derer Wirkstoffe

PSM werden zum Schutz vor Schadlingen, Unkraut, Pilzen oder anderen Schadorganismen
eingesetzt. Man unterscheidet sie daher z.B. in Insektizide (gegen Insekten) oder Fungizide
(gegen Pilze). Neben dem aktiven Wirkstoff beinhaltet das formulierte PSM noch weitere Bei-
stoffe zur Optimierung seiner Wirkung. In einem PSM koénnen ein oder mehrere aktive Wirk-
stoffe enthalten sein [11, 12].

Die in dieser Studie verwendeten PSM Cantus® Gold und Mospilan® wurden in der Regel als
Formulierung getestet. Die Larvenaufzucht stellte eine Ausnahme dar. Hier wurden nur die
aktiven Wirkstoffe betrachtet. Die Exposition bei Larven erfolgt im Gegensatz zu Versuchsan-
satzen mit adulten Tieren indirekt, da sie Uber einen Futtersaft ernahrt werden, der von Am-
menbienen produziert wird. Bei der Herstellung dieses Futtersaftes ist ein Filterungseffekt der
PSM-Beistoffe moglich, wie es z.B. fir in Pollen enthaltende sekundare Pflanzen-Metabolite
nachgewiesen wurde [13]. Trotzdem wurden PSM-Wirkstoffe im Futtersaft gefunden [14]. Um
unter der Berlcksichtigung des potenziellen Vorfilterungseffekts der Beistoffe eine realistische
Aussage Uber den Einfluss auf die Larven tatigen zu kénnen, wurden nur Wirkstoffe in dem fir
die Larvenaufzucht kiinstlich hergestellten Futtersaft betrachtet.

Eine Ubersicht der verwendeten Substanzen ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Ubersicht der Pflanzenschutzmittel und aktiven Wirkstoffe.

Anwendungsgebiet | Typ Pflanzenschutzmittel Aktiver Wirkstoff
Rapsanbau Insektizid Mospilan® Acetamiprid
Rapsanbau Fungizid Cantus® Gold Boscalid und Dimoxystrobin

Die verwendeten Konzentrationen der PSM (bzw. der PSM-Wirkstoffe) wurden basierend auf
Ruckstandswerten aus dem Feld berechnet und sollten sich feldrealistischen Dosen annahern.
Ruckstande des Wirkstoffs Acetamiprid wurden bislang in Hohe von 71 ug/kg im Bienenbrot
[15], 134 pg/kg im Pollen (USA) [16] und 72,5 pg/kg im Honig [17] nachgewiesen. Fur Boscalid
wurden Mengen im Bienenbrot von 503 ug/kg [15], im Pollen in der Konzentration 964 ug/kg
(USA) [16] und im Honig in H6he von 5 pg/kg [18] nachgewiesen. Dimoxystrobin wurde im
Bienenbrot in der Dosis 487 ug/kg [15] und im Honig in der Konzentration 5 pg/kg [18] detek-
tiert. Die fir die entsprechenden Futterlésungen verwendeten Riickstande sind im Anhang

Tabelle S 1 aufgefihrt. AuRerdem wurde neben der feldrealistischen Dosis in einigen Experi-
menten eine weitere Konzentration untersucht, die einer zehnfach héheren Dosis entsprach.
Diese kann jedoch aus verschiedenen Griinden trotzdem als relevant und realistisch bezeich-
net werden. In einzelnen Bienenbrot-Proben konnten bereits bis zu 25 verschiedene PSM
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Vorgehensweise

nachgewiesen werden, was dazu flihrt, dass Bienen in der Regel mit einer Vielzahl an Sub-
stanzen in Kontakt kommen. Diese Kombinationen kénnen als gleichwertig mit den hohen Do-
sen einzelner PSM aus unseren Versuchen angesehen werden [19, 10, 20]. Zudem kdnnen
Anwendungsfehler und stark schwankende Rulckstandswerte eine hohere Dosis umweltrele-
vant machen. Auch der Standort der Bienenvdlker oder der Hummelkolonien kann die Aufnah-
memenge von bestimmten PSM stark beeinflussen, da in der direkten Nahe zu Rapsfeldern
besonders Rapspestizide in grolien Mengen aufgenommen werden [20, 10]. Zudem kann der
Abbau der Wirkstoffe nach dem Ausbringen dazu fihren, dass die Konzentration direkt nach
dem Ausbringen deutlich héher war als anschlielend im Labor nachgewiesen werden konnte
[21].

Fir eine eindeutige Kennzeichnung der Konzentrationen wird im Folgenden von feldrealisti-
scher (fr) Dosis und zehnfach héherer Konzentration (fr*10) gesprochen. Beide Dosen eignen
sich hervorragend, um unsere Verhaltensassays zu testen.

Die Konzentrationen der verwendeten Futterldsungen wurden immer auf Basis von RUck-
standswerten bei Honigbienen berechnet. Zudem stellte sich heraus, dass der Ansatz Riick-
standswerte aus Honig anstelle von Pollen zu nutzen als erheblich realistischer fiir die Bienen-
exposition von PSM eingestuft werden kann: Nur Larven konsumieren durch den Futtersaft
Pollen, weshalb die Aufnahme von PSM uber den Nektar bzw. Honig fur Verhaltensversuche
mit adulten Tieren deutlich aussagekraftiger ist. Fur die Larvenaufzucht und den Vélkerversuch
bleibt die Berechnung auf Basis von Rickstandswerten im Pollen jedoch realitdtsnaher. Je
nach Versuch wurden der tagliche Honig- bzw. Pollenkonsum einer Biene unter Beachtung
der Fltterungsart (akut/chronisch) und geeignete Rickstandswerte in die Berechnungen mit
einbezogen (siehe

Tabelle S 1im Anhang). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden fir Honigbienen und Hummeln
in ahnlichen Versuchsaufbauten die gleichen Berechnungen zu Grunde gelegt. Aus prakti-
schen Grunden konnte fur die Hummel in den Verhaltensversuchen immer nur die hohere
Konzentration getestet werden.

4.3 Arbeitspaket 1: Auswirkungen von einer Insektizid-Fungizid-Mi-
schung auf die Mortalitat und das Verhalten von Honigbienen
und Hummeln im Labor und Freiland

4.3.1 Aufgabe 1: Mortalitat von Honigbienen und Hummeln unter kombiniertem Stress
durch Insektizid und Fungizid

Um die Mortalitat der Honigbienen und Hummeln unter kombiniertem Stress durch Insektizid
und Fungizid zu untersuchen und um die berechneten Futterldsungen fir die folgenden Ver-
suche als geeignet definieren zu kénnen, wurden Mortalitatsstudien durchgefiihrt. Dabei wur-
den die Honigbienen und Hummeln in vier Behandlungsgruppen aufgeteilt und in Kafige bzw.
Brutboxen Uberfiuhrt (Abbildung 1). Die Futterlésungen wurden Uber praparierte Eppendorfge-
fale bzw. Zentrifugenréhrchen angeboten und taglich gewechselt. Die Behandlungsdauer be-
trug sieben Tage. Jeden Tag wurden tote Individuen gezahlt und entfernt. Um eine erfolgreiche
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Vorgehensweise

Versuchsdurchfliihrung gewahrleisten zu kénnen, wurde den Hummeln zusatzlich eine kleine
Menge Pollen angeboten.

Die chronischen Behandlungen flir die folgenden Verhaltenstests mit der Honigbiene wurden
in der Regel auf die gleiche Art und Weise durchgefiihrt. Die Behandlung einer Hummelkolonie
wird unter Punkt 4.3.2 erlautert.

Abbildung 1: A. Honigbienen in K&fig und B. Hummeln in Brutbox fir Mortalitatsstudien.
Uber FuttergefalRe wurde die entsprechende Futterldsung angeboten.

4.3.2 Aufgabe 2: Empfindlichkeit fiir Zuckerwasser von Honigbienen und Hummeln un-
ter kombiniertem Stress durch Insektizid und Fungizid

Fur die chronische Behandlung einer Hummelkolonie musste zuerst eine geeignete Methode
entwickelt werden. Da es bisher keine Untersuchungen mit Hummelkolonien gab, in denen
vier verschiedene Behandlungen gleichzeitig stattfanden, war dies eine grofte Herausforde-
rung. Die Vierteilung einer Kolonie war notwendig, da es zwischen einzelnen Kolonien grof3e
Unterschiede geben kann [22, 23]. Nachdem die Stammkolonie eine ausreichende GrolRe er-
reicht hatte, wurde die Anzahl der Arbeiterinnen und der Brutraum in vier anndhernd gleiche
Teile separiert. Diese konnten in einer geviertelten Box untergebracht werden (Abbildung 2
(blau)). Die Koénigin wurde regelmalig umgesetzt, um eine gleichmalige Weiterentwicklung
der Teilkolonien gewahrleisten zu konnen. Jedes Viertel hatte Zugang zu einer Futterkammer,
in der die entsprechende Futterldsung angeboten werden konnte (Abbildung 2 (rot)). Die Fut-
terungsdauer einzelner Individuen konnte durch Farbmarkierungen auf dem Thorax der Hum-
meln Gberwacht werden. Die Brutbox befand sich wahrend der gesamten Futterungsdauer in
Dunkelheit.

Abbildung 2: Neue Methode zur Vierteilung einer Hummelkolonie fiir die chronische
Futterung. Die vier neuen Brutkammern werden in blau gezeigt. Sowohl
Arbeiterinnen als auch Brut wurden gleichmaRig auf die Viertel verteilt. In
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rot sind die Futterkammern markiert. Jede Teilkolonie hat Zugang zu einer
Futterkammer, in der die Futterldsung angeboten werden kann. In den
Brutkammern herrscht wahrend der Fltterungsdauer Dunkelheit.

Nach der chronischen Behandlung mit den entsprechenden Futterlésungen (Kontrolle, Insek-
tizid, Fungizid, Mischung) wurden die Honigbienen und Hummeln in geeignete Halterungen
eingespannt (Abbildung 3A und B). AnschlieRend wurde der Test zur Empfindlichkeit fur Zu-
ckerwasser durchgefiihrt. Die Antennen der Tiere wurden mit einer aufsteigenden Reihe von
Zuckerwasser-Konzentration berthrt. Es wurde notiert, ob die Tiere auf die Stimulation mit der
Lésung mit einer Risselstreckantwort (PER) reagierten.

4.3.3 Aufgabe 3: Kognitive Fahigkeiten von Honigbienen und Hummeln unter kombi-
niertem Stress durch Insektizid und Fungizid

4.3.3.1 Laborlernen Honigbiene

Far die Lernversuche mit der Honigbiene im Labor wurden die Tiere chronisch im Kafig gefut-
tert (Kontrolle, Insektizid, Fungizid, Mischung) und anschlieRend in Halterungen eingespannt
(siehe 4.3.2). Fir die differentielle Konditionierung wurde ein mit Zuckerwasser belohnter und
ein mit Chinin bestrafter Duft verwendet. Die Dufte wurden dem immer gleichen Schema fol-
gend im Wechsel angeboten (Abbildung 3C und D).

Zuerst wurde der Duft allein fir drei Sekunden an den Antennen angeboten. Anschliel’end
fand die gleichzeitige Stimulation mit Duft und Belohnung/Bestrafung fur finf Sekunden statt.
Falls die Honigbiene in diesem Zeitraum eine PER zeigte, durfte sie im Anschluss weitere zwei
Sekunden von der entsprechenden Lésung trinken. Jeder Duft wurde flinfmal prasentiert, be-
vor die Duftstimuli fir das Umlernen getauscht wurden. Das Umlernen wurde nach dem glei-
chen Protokoll wie der Lerndurchgang durchgefihrt.

C
us-s- [ I I I I .
cs+es- | | 1 | | | |

o 1 2 3 4 S5 & T 8 9 10
Zeitin (s)

= ™ " -
Abbildung 3: Fixierte A. Honigbiene und B. Hummel, die auf die Stimulation der Anten-
nen mit Zuckerwasser eine Risselantwort (PER) zeigen. C. Zeitlicher Ab-
lauf der differentiellen Konditionierung. Konditionierter Stimulus (CS+ (be-
lohnter Duft)/CS- (bestrafter Duft)) und unkonditionierter Stimulus (US+
(Belohnung)/US- (Bestrafung)) wurden nach einem genauen Protokoll
prasentiert. D. Die fixierte Biene erfahrt die gleichzeitige Stimulation mit
dem konditionierten Stimulus (Duft) und dem unkonditionierten Stimulus
(L6sung) und antwortet mit einer PER.
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4.3.3.2 Freifluglernen Honigbiene

Das Lernvermdgen der Bienen unter PSM-Einfluss wurde auch bei frei fliegenden Tieren ge-
testet. Hierfir wurden die Bienen akut mit der taglichen Aufnahmemenge der PSM (Kontrolle,
Insektizid, Fungizid, Mischung) mit einer fr*10 Konzentration gefittert. Diese kann in

Tabelle S 1 im Anhang eingesehen werden. Alle Bienen stammten aus einem Volk, daher war
eine chronische Fltterung nicht moglich. Der Versuch war sehr zeitaufwandig, da die Trai-
ningszeit pro Biene mehrere Stunden betrug. Somit konnten maximal zwei Bienen pro Tag
getestet werden. Die Behandlung wurde in Zuckerwasser gel6st verabreicht und die markier-
ten Bienen fir 20 Minuten gekafigt, damit die Wirkstoffe verdaut und nicht bei der Rickkehr
ins Volk an die anderen Bienen weitergegeben wurden. Als die Bienen freigelassen wurden,
flogen sie ins Volk zurlick. Nach Rickkehr der Bienen zum Trainingsort begann das Lernpa-
radigma.

Die Bienen wurden mit Hilfe eines Rotating Screens (Abbildung 4A) differentiell auf zwei sehr
ahnliche Gelbtdne konditioniert. Hierbei wurde ein Gelbton mit Zuckerwasser belohnt und der
andere mit einer bitteren Chininldsung bestraft. Diese wurden auf der Landeplattform der Ha-
nger angeboten (Abbildung 4B). Die Honigbiene wurde nach dem Probieren der Chininldsung
(taucht nur kurz die Zunge in den Tropfen) oder Aufnahme der Zuckerlésung mit einem weite-
ren Zuckertropfen auf einen Loéffel gelockt und vom Screen weggehoben. Wahrend sie auf
dem Loffel sal’, wurde der Zuckertropfenhanger wieder aufgefullt und der Rotating Screen
gedreht. Die Hanger haben somit ihre Position vollstandig verandert und richten sich immer
automatisch mit der Landeplattform senkrecht nach unten aus. Das Erlernen einer bestimmten
Position wurde somit ausgeschlossen. Dann wurde die Biene vom Loéffel abgeschuttelt und
durfte einen neuen Anflug auf den Screen vornehmen. Wenn sie genug Zuckerwasser aufge-
nommen und zum Bienenvolk zurickgekehrt war, wurden alle Hanger mit Ethanol von magli-
chen Duftmarkierungen gereinigt und mit neuen Chinin- und Zuckerwassertropfen bestlckt.

Nach 30 Entscheidungen der Biene wurde der Lerntest durchgefihrt. Hierbei wurden die Ha-
nger mit den gleichen Farben angeboten, dieses Mal jedoch ohne Zuckerwasser und Chinin-
I6sung. Es wurden 20 angeflogene Farben aufgenommen. Danach startete die Umlernphase:
Die belohnte und unbelohnte Farbe wurde getauscht und die Bienen mussten innerhalb von
weiteren 30 Entscheidungen umlernen [24]. Danach wurde ebenfalls ein Test mit 20 Anfliigen
durchgeflihrt.

Abbildung 4: Differentielle Konditionierung von Honigbienen und Umlernen unter PSM-
Einfluss. A. Rotating Screen mit sehr ahnlichen Gelbtdnen (obere zwei
Hanger hellgelb, untere zwei Hanger dunkelgelb). Die Position der Hanger
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kann durch die verschiedenen Aufhangungen und Drehen des Screens
beliebig verandert werden. Hierbei richteten sich die Landeplattformen au-
tomatisch zum Boden aus. B. Auf den Landeplattformen wurde jeweils ein
Gelbton entweder belohnt (Zuckerlésung) oder bestraft (bittere Chininld-
sung). Die Biene sollte lernen, die Gelbtdne zu unterscheiden.

4.3.3.3 Freifluglernen Hummel

Das Lernverhalten der Hummeln wurde in einer Flugarena untersucht. Fir die chronische Be-
handlung vor Versuchsstart wurde die Hummelkolonie in vier Teile geteilt (siehe 4.3.2) und mit
der jeweiligen Losung (Kontrolle, Insektizid, Fungizid, Mischung) gefuttert.

Anschlielend wurden die Hummeln in einer Arena differentiell auf zwei Blauténe (tlrkis und
blau) trainiert. Zunachst wurde die Farbpraferenz der Hummeln bestimmt und anschlief3end
die nicht-praferierte Farbe mit Zuckerwasser belohnt, wahrend die praferierte Farbe mit Was-
ser bestraft wurde. Sobald die erste belohnte Farbe angeflogen wurde, wurden die folgenden
30 Anflige notiert. Die Hummeln sollten lernen, die beiden Farbtdne voneinander zu unter-
scheiden.

4.3.4 Aufgabe 4: Sammelverhalten von Honigbienen und Hummeln unter kombinier-
tem Stress durch Insektizid und Fungizid

Auswirkungen der PSM-Behandlung auf das Sammelverhalten der Bienen, wurden mit Hilfe
der RFID (radio frequency identification)-Technologie untersucht. Auf dem Thorax frisch ge-
schlUpfter Bienen wurde dazu ein kleiner RFID-Tag befestigt (Abbildung 5A). Anschliel3end
wurden die Bienen in Kafige Uberfuhrt, sodass die Fitterung im Volk stattfand (Abbildung
5B). Nach einer Woche wurden die Bienen in das Volk entlassen. Die Flugaktivitat der Honig-
bienen wurde durch zwei Scanner am Stockeingang aufgenommen (Abbildung 5C).

B Sl B8 -
Abbildung 5: A. Junge Biene mit RFID-Tag. B. Kafige wurden fir die Futterungsdauer
im Volk platziert, um die Akzeptanzrate zu steigern. C. Scanner-Paare zur

Aufnahme der Flugaktivitat der Honigbienen am Stockeingang.

Das Sammelverhalten der Hummeln wurde ebenfalls mit RFID untersucht. Die Versuche fan-
den in einer Flugarena statt. Zunachst wurde die Hummelkolonie geteilt (siehe 4.3.2), um die
vier Behandlungsgruppen zu ermdglichen. Dann wurden Sammlerinnen abgefangen und mit
einem RFID-Tag beklebt (Abbildung 6A). Vor dem Eingang zur Flugarena wurden die Scan-
ner installiert. Jede Teilkolonie hatte Gber die Futterkammer unbegrenzt Zugang zur Fluga-
rena, in der die Futterlésungen dauerhaft angeboten wurden (Abbildung 6B).

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 2 14



Vorgehensweise

Abbildung 6: A. Mit einem RFID-Tag beklebte Hummel. B. Aufbau des RFID-Versuchs:
Die Stammkolonie wurde auf die vier Brutkammern (blau) aufgeteilt. Jede
Teilkolonie hatte Uber die Futterkammern (rot) Zugang zur Flugarena, in
der die Futterlésungen angeboten wurden. Am Zugang zur Flugarena wur-
den die Scanner-Paare angebracht, um die Hummeln zu erfassen.

4.4 Arbeitspaket 2: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Honigbienenentwicklung

Es wurden Honigbienen kontrolliert in-vitro per Hand im Labor aufgezogen. Hierbei erhielten
sie PSM-Wirkstoffe mit der Zielsetzung deren potenzielle Einflisse auf die Entwicklung, sowie
Gewicht und GroRe der Tiere zu untersuchen.

In-vitro Larvenaufzucht

Die Methode der in-vitro Larvenaufzucht ist leicht abgewandelt von Schmehl et al. [25] in un-
serem Labor gut etabliert. Eine Ubersicht tber die Honigbienenentwicklung, sowie Fotos in
den verschiedenen Stadien sind in Abbildung 7A - E dargestellt.

A ! !
Ei ! Larve | Puppe
| |
| 2y
! D !
i A A K K
| |
i i
! !
Tag 1 2 3!4 5 6 7 8 9 !10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
| |

Abbildung 7: A. Entwicklung einer Honigbiene in der in-vitro Larvenaufzucht. An Tag 1-
3 waren die Eier auf dem Jenter-Zuchtsystem. Die Larven wurden an Tag
4 in Nicot-Napfchen auf Larvenplatten (48-Well-Plates) mit vier Futter-
Events (Tag 4, 7, 8 und 9) umgesetzt, wobei die letzten drei PSM-Wirk-
stoffe enthielten. Als Streckmade (Tag 10) wurden die Larven in Puppen-
platten zur weiteren Entwicklung umgesetzt. Der Schlupf erfolgte an Tag
21. B. Larve kurz nach dem Umsetzen an Tag 5, C. Larve kurz vor der
Streckung an Tag 8, D. Bienen kurz vor dem Schlupf an Tag 20 und E.
Geschlupfte Bienen an Tag 21.
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Bienenkoéniginnen aus gesunden Voélkern wurden auf das Jenter-Zuchtsystem gekafigt. Dies
ist ein Kafig, welcher in Bienenwaben integriert werden kann und herausnehmbare Einsteck-
zellen enthalt. Auf diese wurden die Eier gelegt und konnten entnommen werden. Die Ein-
steckzellen wurden entnommen und bis zum Schlupf in einer Klimakammer unter konstanten
Bedingungen (35°C) gehalten. Die an Tag 4 geschlipften Larven wurden individuell in Nicot-
Weiselnapfchen umgesetzt und auf 48-Well-Plates (,Larvenplatten®) angeordnet. Das Umset-
zen erfolgte in die bereits in die Weiselnapfchen eingeflllte erste Futterlosung (20 pl Futtermi-
schung A, siehe Tabelle 3). Die ndchsten Futterevents fanden an Tag 7-9 (30-50 ul Futtermi-
schung C1-C3 mit PSM-Wirkstoffzusatz, siehe Tabelle 3) statt. Die Entwicklung der Larven
erfolgte im Brutschrank bei konstanter Luftfeuchte von 94%.

Nach Aufnahme der letzten Futtermischung und Streckung der Larven im Alter von 9 Tagen
wurden diese in frische Nicot-Weiselnapfchen auf neue 48-Well-Plates (,Puppenplatten®) um-
gesetzt. Dies entspricht dem Alter, ab dem die Zellen der Larven in einem Honigbienenvolk
verdeckelt und nicht weiter gefttert werden. Die Larven verblieben wahrend ihrer Verpuppung
(Abbildung 7D) bis zum Schlupf auf den Puppenplatten. Die Verpuppungsperiode erfolgte in
einem Brutschrank bei 75% Luftfeuchte. Die Honigbienen schlipften an Entwicklungstag 21
(Abbildung 7E) und wurden anschlielend in Kéfige gemeinsam mit Tieren aus der gleichen
Behandlungsgruppe umgesetzt. Die Tiere erhielten von diesem Zeitpunkt an 50%iges Zucker-
wasser ad libitum. Nachdem 80% der adulten Tiere in einem Ké&fig verstorben waren, wurde
der entsprechende Versuchsdurchlauf beendet.

Datenerhebung

Die Tiere wurden engmaschig begleitet und tote Individuen wahrend der Entwicklung und im
adulten Stadium taglich notiert und entfernt. Zudem wurden die Bienen direkt nach dem
Schlupf gewogen. Nach Beendigung des Versuchs wurde zusatzlich der Intertegularabstand
(Fliigelabstand) vermessen. Visuelle Anomalien konnten nicht festgestellt werden.

Behandlungsgruppen und Flitterungsmanagement

Es wurden finf Behandlungen in mehrfachen Replikaten durchgefiihrt. Die Behandlungen ent-
hielten den isolierten PSM-Wirkstoff und wurden folgendermaf3en durchgefuhrt:

Insektizid (Acetamiprid als alleiniger Wirkstoff)

Fungizid (Boscalid und Dimoxystrobin als alleinige Wirkstoffe)

Mischung (Boscalid, Dimoxystrobin, Acetamiprid als alleinige Wirkstoffe)
Wasserkontrolle

Acetonkontrolle

O O O O O

Die alleinigen PSM-Wirkstoffe sind schlecht wasserlslich und mussten somit in Aceton vor-
geldst werden. Die Kontrollgruppe fur die Wirkstoffbehandlungen wurde mit der gleichen
Menge Aceton versetzt. Zudem gab es eine Wasserkontrolle, um potenzielle negative Effekte
durch das zugesetzte Aceton ausschlie3en zu kdnnen.

Die Larven wurden im Alter von vier bis neun Tagen mit einer auf ihren Entwicklungszustand
angepassten Futterlésung (A, B und C) mit ansteigender Menge geflttert (leicht abgewandelt
nach Schmehl et al. [25]). Die Wirkstoffe waren ab dem zweiten Fitterungstag enthalten (siehe
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Tabelle 3, Abbildung 7A). Die jeweilige Konzentration orientiert sich an einer 10-fach héheren
Dosis als feldrealistisch und ist in

Tabelle S 1 im Anhang dargestellt. Dies simuliert das Eintreten von Anwendungsfehlern. Zu-
dem kdnnen die in diesem Versuch verwendeten Wirkstoffe eine ahnliche Wirkweise wie wei-
tere Wirkstoffe besitzen, welche durch Bienen in das Volk eingetragen, in diesem Versuch
jedoch nicht bericksichtigt wurden. Die Ergebnisse einer 10-fach héheren Dosierung besitzen
somit eine hohe Praxisrelevanz.

Tabelle 3: Futterungsplan, abgeleitet von Schmehl et al. [25]; sowie Inhalt der verwen-
deten Futtermischungen (A, B und C).

Larvenalter [Tag] Futtermischung Menge Inhalt
4 A 20 pl Futterldsung A
6 B 20 pl Futterldsung B und PSM-Wirkstoff
7 C1 30 pl Futterlosung C und PSM-Wirkstoff
8 C2 40 ul Futterlosung C und PSM-Wirkstoff
9 C3 50 pl Futterlésung C und PSM-Wirkstoff

4.5 Arbeitspaket 3: Wirkung von Insektizid-Fungizid-Mischungen
auf die Volksentwicklung und den Polleneintrag in 9 realen Ag-
rarlandschaften Bayerns mit unterschiedlicher Nutzungsintensi-
tat und Bluten-Ressourcen-Verfiigbarkeit

Mitte Juni 2021 wurden 36 Bienenvdlker in Zanderbeuten etabliert, jeweils vier Volker an ins-
gesamt neun Standorten. Bis 2022 wurde die Wirkung der PSM auf die Vélker untersucht.

Auswahl der Landschaften

Die Umgebung im Umkreis von 100 km um Wrzburg wurde im Programm QGis systematisch
auf Landschaftskategorien untersucht: Ausgerdumte, mittlere und eingerdumte Standorte. In
jeder Kategorie befanden sich drei unabhangige Standorte. Hierbei wurde der Radius von zwei
Kilometern um einen potenziellen Standort ausgewertet. In einer vorhergehenden Studie wur-
den mehr als 96% der Sammelfliige fir diesen Radius dekodiert [26].

Die Standorte wurden mit sinkenden Agrarflachenanteilen und steigenden Bluhflachenanteilen
selektiert. Ausgeraumte Landschaften wurden mit dem Fokus auf groRe Agrarflachen ausge-
wahlt (Abbildung 8). Somit ergab sich eine hohe Habitathomogenitat. Eingerdumte Land-
schaften sind hingegen durch viele kleinstrukturierte Flachen mit deutlich weniger Agrarantei-
len charakterisiert. Diese Standorte hatten eine hohe Habitatheterogenitat. Die mittlere Kate-
gorie lag zwischen der ausgeraumten und eingeraumten Landschaftskategorie.
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Dies ermdglichte uns die Untersuchung von PSM Effekten in verschiedenen Landschaftskate-
gorien mit unterschiedlichem Qualitatsgradienten bezuglich der Nahrungsversorgung (Arten-
vielfalt von Pollen- und Nektarpflanzen). Wir wollten hiermit die Hypothese testen, ob eine gute
Nahrungsmittelversorgung die Resilienz von Honigbienen gegentiber PSM erhdht [27].

Beispielprofile der

Landschaftskategorien
(Radius 2 km, Agrarflichen = weil)

ausgerdumt:

Landschaft mit hoher
Habitathomogenitat

mittel:

Mischung

eingerdumt

Landschaft mit hoher
Habitatheterogenitat

Abbildung 8: Beispiele der Landschaftsprofile im Voélkerversuch. In weil} sind Agrarfla-
chen dargestellt. Einteilung in Landschaftskategorien: ,ausgeraumt®
(viele groRe Agrarflachen), ,mittel* und ,eingeraumt” (wenig Agrarflachen,
viele kleine andere Flachenanteile)

Behandlung mit PSM

An jedem der neun Standorte wurden Mitte Juni 2021 jeweils vier Volker durch 2 kg schwere
Kunstschwarme etabliert. Die Koniginnen waren alle Schwestern (Carnica Reinzucht) aus dem
Jahr 2020. Ab Juli wurden die Bienenvoélker fur sechs Wochen mit PSM behandelt.

Die PSM wurden uber eine individuelle Fiitterung der Vélker den Bienen zugefihrt: Kontrolle
(keine PSM-Zuséatze), Insektizid (PSM Mospilan mit dem aktiven Wirkstoff Acetamiprid), Fun-
gizid (PSM Cantus Gold mit den aktiven Wirkstoffen Boscalid und Dimoxystrobin) und der Mi-
schung (PSM Mospilan und Cantus Gold). Die Zuteilung der Behandlungsart erfolgte zufallig
fur jeden Standort (Beispiel in Abbildung 9A). Als Grundlage fir die feldrealistisch kon-
zentrierte Fltterung wurden gefundene Rickstéande im Pollen verwendet (siehe

Tabelle S 1 im Anhang).

Fir maximal realistische Bedingungen wurde unsere Behandlung mit dem jeweiligen Eigen-
pollen der Vdlker verabreicht. Hierbei wurde ein Pollenbrei angesetzt und auf die nachgewie-
sene Konzentration angereichert. Er enthielt 40% Eigenpollen, 25% Puderzucker und 35%
Zuckerldsung (Apiinvert), wobei die Zielkonzentration durch die in der Zuckerlésung geldsten
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PSM erreicht wurde. Der Pollen wurde mit Pollenfallen gesammelt (Abbildung 9B), wobei das
Flugloch des Bienenvolkes mit einem Lochgitter (Abbildung 9C) versehen und die Pollenhs-
chen beim Durchschreiten abgestreift wurden. Diese fielen durch ein Bodengitter in eine
Schublade und konnten entnommen werden. Nach Ansetzen des Behandlungs-Pollenbreis
wurde dieser auf die Obertrager der Rahmchen in den Voélkern aufgetragen (Abbildung 9D).
Nach drei Tagen war die Fltterung von den Bienen vollstandig aufgenommen worden.

Die Vélker erhielten somit, angepasst an die eigene Volksstarke sowie die Pollenverfligbarkeit
am Standort, passende totale Mengen an PSM, wahrend die Grundbelastung (Konzentration
der PSM im Pollenbrei) fur alle identisch war. Es war uns somit moglich, mit unserem Ver-
suchsdesign maximal auf die individuellen Vélker und die jeweiligen Standorte einzugehen.

= 14

Abbildung 9: A. Beispielhafte Aufteilung der Behandlungsarten (Kontrolle, Insektizid,
Fungizid und Mischung) an einem Standort. B. Pollenfalle vor einem Volk
mit C. Lochgitter, damit die Pollenhéschen beim Durschreiten abgestreift
werden und in die darunter befindliche Schublade fallen. D. Fitterung der
Pflanzenschutzmittel in einem mit PSM angereicherten Pollenbrei aus
dem volkeigenen Pollen durch Auftragen auf die Obertrager der Rahm-
chen.

Datenerhebung und Voélkerfiihrung

Fur die Bestimmung der Pollenressourcen per Pollenmetabarcoding und der PSM-Rickstande
der jeweiligen Standorte wurden Pollenproben verwendet. Diese wurden wahrend der PSM-
Fltterungszeit jeden dritten Tag Uber einen Zeitraum von sechs Wochen (Mitte Juli bis Ende
August 2021) von jedem Volk genommen und bei -20°C gelagert.

Zu Beginn und wahrend der PSM Futterung fanden vier Volkerschatzungen in zweiwdchentli-
chem Abstand statt. Nach der Behandlungsphase wurden weitere drei Vélkerschatzungen im
gleichen Intervall vorgenommen. Hierbei wurde jedes R&hmchen gezogen und der Inhalt an-
hand der Liebefelderschatzmethode erhoben: Die Wabe wurde durch Auflegen eines Gitters
(leeres Hilfsrahmchen mit Schnuren) in acht gleichgrof3e Einheiten geteilt, was eine konsis-
tente Orientierung bei der Schatzung von verdeckelter Brut, Honig und Nektar ermoglichte.

Jedes Volk stand auf einer eigenen Stockwaage (Apigraph 4.0 von Wolfwaagen). Diese er-
fasste das Gewicht laufend in finf-Minutenintervallen und sendete die Gewichte gemeinsam
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mit Luftfeuchte- und Temperaturdaten an das dazugehorige Onlineportal. Hier standen die
Daten immer aktuell zum Download bereit.

Die Volker wurden im September fir den Winter aufgeflttert, sowie mit Ameisensaure per
Nassenheider Verdunster gegen die Varroamilbe behandelt. Eine Restentmilbung mit Oxal-
saure, sowie die Erfassung der Volksstarke fand im Dezember statt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Arbeitspaket 1: Auswirkungen von einer Insektizid-Fungizid-Mi-
schung auf die Mortalitat und das Verhalten von Honigbienen
und Hummeln im Labor und Freiland

5.1.1 Aufgabe 1: Mortalitat von Honigbienen und Hummeln unter kombiniertem Stress
durch Insektizid und Fungizid

Die Mortalitdtsdaten der Honigbienen und Hummeln werden in Abbildung 10A-D dargestellt.
Die Uberlebensrate der Hummeln war fiir beide in den Verhaltenstests untersuchten Konzent-
rationen sehr hoch. Es wurden keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und
der Kontrolle festgestellt. Bei den Mortalitatsstudien mit der Honigbiene wurde ein synergisti-
scher Effekt durch die hohere Konzentration deutlich, da im Vergleich zur Kontrolle mehr Mix-
Tiere starben. Die Uberlebensraten waren dennoch recht hoch, weshalb sich die hier verwen-
deten Konzentrationen hervorragend fir weitere Experimente zur Untersuchung subletaler Ef-
fekte eigneten.

Die weitere Untersuchung dieser Konzentrationen ist zudem notwendig und auch Ziel dieser
Studie, da wahrend der Zulassung meist nur Mortalitdtsdaten beachtet werden. Sollten jedoch
keine Unterschiede in der Mortalitat auftreten, aber subletale Effekte sichtbar werden, konnte
die Anwendung bestimmter zugelassener PSM zu weitreichenden negativen Auswirkungen
auf Bestauber fuhren.
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Abbildung 10: Uberlebensraten der A, B. Honigbienen (ny = 100/Behandlung; ns1o =
100/Behandlung) und C, D. Hummeln (ns = 80/Behandlung; ns+10 = 80/Be-
handlung). Die Uberlebensrate der Bienen war sowohl bei der Behandlung
mit der feldrealistischen Konzentration als auch bei der Ftterung mit der
zehnfach hoéheren Dosis hoch. Signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen und der Kontrolle konnten nur bei der héheren Kon-
zentration im Versuch mit der Honigbiene festgestellt werden (Fisher’s
Exact Test flr paarweise Vergleiche, Honigbiene: fr: pkontrolie vs Insektizid >
0,017; pKontroIIe vs Fungizid > 0,017, pKontroIIe vs Mischung > 0,017, fr*10: pKontroIIe Vs
insektizid > 0,017 Pkontrolle vs Fungizid > 0,017 Pkontrolie vs Mischung < 0,017 (*) (ange-
passte p-Werte auf Grund Mehrfachvergleiche: p < 0,017 (*), p < 0,003
(**)1 p < 010003 (***)); Hummel: fr: PKontrolle vs Insektizid > 0,01 7, PKontrolle vs Fungizid
> 0,017; PKontrolle vs Mischung = 0,017; fr*10: PKontrolle vs Insektizid > 0,017; PKontrolle vs
Fungizid > 0,01 7; pKontroIIe vs Mischung > 0,01 7)

Informationen zur Veréffentlichung der Daten aus Kapitel 5.1.1 sind unter 8. Veréffentlichun-
gen zu finden.

5.1.2 Aufgabe 2: Empfindlichkeit fir Zuckerwasser von Honigbienen und Hummeln un-
ter kombiniertem Stress durch Insektizid und Fungizid

Die Reaktionsbereitschaft gegenlber Zuckerwasser wies sowohl bei den Honigbienen (Abbil-
dung 11A, B) als auch bei den Hummeln (Abbildung 11C) keine Unterschiede zwischen den
Gruppen auf. Zur Analyse wurde der gustatory response score (GRS) ausgewertet, der die
Summe aller Reaktionen auf die verschiedenen Zuckerwasser-Konzentrationen darstellt. Aus
praktischen Griinden wurden bei den Honigbienen nur Individuen betrachtet, die anschlieRend
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konditioniert wurden. Bei den Hummeln wurden alle Tiere eingeschlossen, die auf ihnre Reak-
tionsbereitschaft gegenlber Zuckerwasser getestet wurden.

Da die Empfindlichkeit fir Zuckerwasser eine grof3e Rolle bei der Bewertung von Nektarquel-
len spielt, ist sie eine bedeutende Eigenschaft der Bienen [28, 29]. Ein negativer Effekt der
PSM auf diese Fahigkeit kdnnte zu direkten Folgen fur Individuen fuhren, da pro Sammelflug
weniger aufgenommen wird. Es kénnte aber auch Auswirkungen auf das gesamte Volk bzw.
die Kolonie nach sich ziehen, da die Sammeleffektivitat und damit der Eintrag durch die Arbei-
terinnen deutlich sinken wirde. Die Versuche dieser Studie zeigten keine negativen Effekte
auf die Empfindlichkeit fur Zuckerwasser, jedoch kénnen Effekte im Feld aufgrund weiterer
Stressoren und abweichender Konzentrationen nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Honigbiene Honigbiene Hummel
A feldrealistisch B feldrealistisch*10 C feldrealistisch*10

GRS

o = N W a2 o0 O
GRS

SRR R
GRS

o = N W & o0 O

@ > >
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Abbildung 11: A, B. Gustatory response scores (GRS) der Honigbienen nach chroni-
scher Behandlung mit der feldrealistischen oder der zehnfach héheren
Konzentration. Es wurde kein Behandlungs-Effekt sichtbar (Kruskal-Wallis
Test, Honigbiene: px > 0,05; ps+10> 0,05) (fr: Nkontrolie: 44, Ninsekiizid: 46, NFun-
gizid- 41, NMischung- 39; fr*10: Nkontrolle: 92, Ninsektizia: 48, NFungizid- 43, NMischung-
45). C. GRS der Hummeln nach chronischer Behandlung. Es wurde kein
Effekt der Behandlung sichtbar (Kruskal-Wallis Test, Hummel: ps+10> 0,05)
(nKontroIIe: 104, Ninsektizid- 104, nFungizid: 112, nMischung: 103)

Informationen zur Veroffentlichung der Daten aus Kapitel 5.1.2 sind unter 8. Veroffentlichun-
gen zu finden.

5.1.3 Aufgabe 3: Kognitive Fahigkeiten von Honigbienen und Hummeln unter kombi-
niertem Stress durch Insektizid und Fungizid

5.1.3.1 Laborlernen Honigbiene

Um in einem komplexen Labor-Experiment die kognitiven Fahigkeiten der Honigbienen zu tes-
ten, wurde ein Lernversuch mit anschlie®endem Umlernen genutzt. Es wurde deutlich, dass
die Tiere in der Lage waren die Verknlpfung zwischen einem Duft und einer Zuckerwasser-
Belohnung zu erlernen, was an den Lern-Scores zu erkennen ist. Die Honigbienen reagierten
haufiger auf den belohnten Duft (CS+) als auf den bestraften Duft (CS-). Ein Unterschied zwi-
schen den Behandlungsgruppen beider Konzentrationen und der Kontrolle konnte dabei nicht
festgestellt werden (Abbildung 12A und C). Die Honigbienen waren auch in der Lage nach
der Konditionierung umzulernen, selbst wenn die Umlern-Scores keine komplette Umkehr der
Antworten auf die Dufte zeigten. Es ist jedoch zu erkennen, dass die Anzahl der Antworten auf
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den neu belohnten Duft (jetzt CS+, zuvor CS-) anstiegen. Auch beim Umlernen wurden keine
Effekte der Behandlungen deutlich (Abbildung 12B und D).

Im Feld ist eine gute Lernleistung der Bienen enorm wichtig, da dadurch die Sammelleistung
bzw. der Sammelerfolg gesteigert werden kann. Bienen sind in der Lage sich Eigenschaften
von verschiedenen Bliten, wie die Farbe oder den Duft, zu merken und die Informationen Gber
geeignete Futterquellen auch an Artgenossen weiterzugeben [30]. Da diese Lernprozesse
durchaus komplex sein kdnnen, testete unser Lernversuch, der mit Umlernen kombiniert
wurde, ein realistisches Szenario. Das Ausbleiben von Behandlungseffekten in beiden Kon-
zentrationen zeigte, dass in unseren Versuchen die Lernleistung nicht beeintrachtigt wurde,
jedoch kénnen daraus nicht allgemein jegliche Effekte ausgeschlossen werden. Bei abwei-
chenden Konzentrationen und veranderten Mischungen kénnen durchaus andere Ergebnisse
resultieren.
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Abbildung 12: A. Lern-Scores der Honigbienen nach feldrealistischer Behandlung. Die
Anzahl an Reaktionen auf den CS+ war hoher als die Anzahl der Reakti-
onen auf den CS-. Ein Behandlungs-Effekt wurde nicht sichtbar (Kruskal-
Wallis Test: pcs+> 0,05; pcs-> 0,05) (Nkontrolie: 44, Ninsektizid: 46, NFungizia: 41,
Nmischung: 39). B. Umlern-Scores der Honigbienen nach feldrealistischer
Behandlung. Die Anzahl der Reaktionen auf den zuvor bestraften und jetzt
belohnten Duft nahm zu. Ein Behandlungs-Effekt wurde nicht sichtbar
(Kruskal-Wallis Test: pcs+> 0,05; pcs-> 0,05) (Nkontrolle: 29, Ninsektizid: 22, NFun-
gizid: 26, Nmischung: 19). C. Lern-Scores der Honigbienen nach zehnfach ho-
herer Behandlung. Die Anzahl an Reaktionen auf den CS+ war héher als
die Anzahl der Reaktionen auf den CS-. Ein Behandlungs-Effekt wurde
nicht sichtbar (Kruskal-Wallis Test: pcs+ > 0,05; pcs-> 0,05) (Nkontrolle: 52,
Ninsektizid: 48, NFungizia: 43, Nwmischung: 45). D. Umlern-Scores der Honigbienen
nach zehnfach héherer Behandlung. Die Anzahl der Reaktionen auf den
zuvor bestraften und jetzt belohnten Duft nahm zu. Ein Behandlungs-Ef-
fekt wurde nicht sichtbar (Kruskal-Wallis Test: pcs+ > 0,05; pcs-> 0,05)
(nKontroIIe: 24, Ninsektizid: 25, NFungizid- 19, NMischung- 17)
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Informationen zur Veroffentlichung der Daten aus Kapitel 5.1.3 sind unter 8. Veréffentlichun-
gen zu finden.

5.1.3.2 Freifluglernen Honigbiene

Wir haben die Bienen unter akuter PSM-Fitterung (fr*10) freifiegend am Rotating Screen trai-
niert, zwei sehr ahnliche Gelbtdne zu unterscheiden. Fast alle Behandlungsgruppen (Kontrolle,
Insektizid und Fungizid) lernten erfolgreich in der ersten Lernphase (Differentielle Konditionie-
rung), belohntes von unbelohntem Gelb zu unterscheiden (Abbildung 13A). Nur Bienen, wel-
che die Mischung verabreicht bekommen hatten, lernten nicht.

Es konnte jedoch keine der Behandlungsgruppen umlernen, als die Gelbtone flr belohnt und
unbelohnt getauscht wurden.
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Abbildung 13: Freifluglernen mit Honigbienen am Rotating Screen unter Einfluss von
Pflanzenschutzmitteln (PSM, feldrealistisch*10). Die Bienen (n pro
Gruppe = 20) sollten lernen zwei sehr ahnliche Gelbtone zu unterscheiden
und wurden nach der Lernphase bzw. Umlernphase mit 20 Anfligen ge-
testet (CS+ (Conditioned Stimulus, belohnte Farbe angeflogen), CS- (be-
strafte Farbe angeflogen) A. Differentielle Konditionierung: alle bis auf die
Bienen, welche die PSM Mischung erhalten hatten, lernten die belohnte
Farbe zu erkennen (Wilcoxon machted-pairs signed rank test,** p < 0.01,
*** p < 0.001) B. Nach der Umlernphase mit dem Tausch der Farben auf
belohnt bzw. unbelohnt lernte keine Behandlungsgruppe um (Wilcoxon
machted-pairs signed rank test, p > 0.05).

Unsere Bienen konnten differentiell konditioniert werden und haben gelernt zwei sehr ahnliche
Farbtone zu unterscheiden. Dass Bienen differentiell konditionierbar sind, wurde in dhnlichen
freifliegenden Experimenten bereits untersucht [31, 32]. Hierbei ist besonders interessant,
dass alle unsere Behandlungsgruppen (Kontrolle, Insektizid und Fungizid) die Diskriminierung
zwischen Farben erlernen konnten, lediglich Bienen, welche die Mischung erhalten hatten,
konnten dies nicht. Da die Einzelbehandlungen der PSM keinen Einfluss auf die Lernleistung
hatten, kdnnen wir hierbei von einem synergistischen Effekt der beiden PSM ausgehen. Eine
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Beeintrachtigung in der Natur Farben zu unterscheiden kénnte Probleme bei der Sammelleis-
tung und somit auch fir den Nektar- und Polleneintrag in dem Volk zur Folge haben und ist
demnach von grof3er Bedeutung.

Keine Behandlungsgruppe schaffte es umzulernen. Es ist jedoch mdéglich, dass Bienen die
vorerst unbelohnte Farbe nun als belohnt erlernen [24]. Die Lern- und Testphasen pro Bienen
dauern jedoch sehr lange. Es ist moglich, dass die Lichtverhaltnisse sich zum Nachteil der
Biene entwickelt haben und die Unterscheidung der sehr dhnlichen Gelbtdéne somit erheblich
erschwert wurde. Ein erfolgreiches Umlernen konnten wir in keiner Behandlungsgruppe zei-
gen, demnach kénnen wir auch keine Rickschlisse auf eine mdgliche Beeintrachtigung durch
PSM-Einflisse ziehen.

5.1.3.3 Freifluglernen Hummel

Das Lernverhalten der Hummeln wurde in einer Flugarena untersucht. Vor der Konditionierung
zeigten alle Behandlungsgruppen und die Kontrolle eine Farbpraferenz fir tirkis, weshalb die
blauen Bliten wahrend der Konditionierung belohnt wurden (Wilcoxon Test, pkontrole < 0,0001;
Pinsektizid < 0,0001; prungizia = 0,0001; pmischung < 0,01). Wahrend des Lernversuchs wurde deut-
lich, dass die Anzahl an belohnten Blatenbesuchen mit steigendem Lerndurchgang in allen
Gruppen zunahm (GLM: Durchgangseffekt: p = 0,000). Ein Unterschied zwischen den Be-
handlungsgruppen und der Kontrolle konnte hierbei nicht festgestellt werden (Abbildung 14).

In der Natur besitzen viele Bienen eine angeborene Farbpraferenz [33]. Dies bringt einige Vor-
teile, da sie so gezielt Bluten anfliegen konnen, die sich fur ihre Nahrungssuche eignen. Auch
in unserem Test vor der Konditionierung konnte eine Farbpraferenz festgestellt werden. Dass
aber auch das Erlernen einer neuen Farbe mdglich ist, zeigte unser Lernversuch, in dem die
nicht-praferierte Farbe belohnt und von den Hummeln erlernt wurde.

-—

o

o
I

o0}
o
1

- Kontrolle
Insektizid
Fungizid

- Mischung

Anteil belohnter Anflige (%)

1 1
0 5 10 15 20 25 30
Lerndurchgang

Abbildung 14: Anteil der Anflige auf belohnte Bliten wahrend der Konditionierung. Mit
steigendem Lerndurchgang nahm der Anteil der Anfliige auf belohnte Blu-
ten zu. Die Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht von der Kon-
trolle (GLM, p~> 0,05) (nKomroueZ 21, Ninsektizid- 21, NFungizid- 21, NMischung- 22)
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5.1.4 Aufgabe 4: Sammelverhalten von Honigbienen und Hummeln unter kombinier-
tem Stress durch Insektizid und Fungizid

Um das Sammelverhalten von Honigbienen und Hummeln zu untersuchen, wurden die Tiere
mit den entsprechenden L6sungen behandelt und die Flugaktivitat Uber einen langeren Zeit-
raum hinweg aufgenommen. Die Anzahl der Tage an denen gesammelt wurde, die Anzahl der
Flige pro Sammeltag und die Dauer der Sammelfllige unterschied sich dabei weder bei der
Honigbiene noch bei der Hummel zwischen den Behandlungen (Abbildung 15B, C, D und F,
G, H und Abbildung 16A-C). Fir die Honigbiene konnte zudem noch die Wahrscheinlichkeit
bestimmt werden, mit der die Bienen zu sammeln begannen (Abbildung 15A und E). Dies
war bei der Hummel nicht moglich, da aus praktischen Grinden bereits Sammlerinnen abge-
fangen wurden, die mit dem Tag beklebt wurden. Bei der Honigbiene konnte man allerdings
feststellen, dass sich die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Biene eine Sammlerin wurde, zwi-
schen der Kontrolle und der Insektizid- bzw. Fungizid-Gruppe unterschied, nachdem die Tiere
mit der zehnfach hoheren Dosis gefuttert wurden. Bei der Fungizid-Gruppe war die Wahr-
scheinlichkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe geringer. Eine mogliche Erklarung daftr ware,
dass durch die Aufnahme des Fungizids das Oberflachen-Mikrobiom der Bienen derart veran-
dert wurde, dass die behandelten Tiere durch die Artgenossen im Volk nicht mehr erkannt und
damit ausgestolien wurden. Zudem ware es moglich, dass durch die Fungizid-Aufnahme Pro-
zesse in der Biene beeinflusst wurden, weshalb die behandelten Tiere nicht mehr der Aufgabe
des Sammelns nachgingen, sondern nur Aktivitaten im Volk verfolgten. Die Wahrscheinlichkeit
des Sammelstarts bei der Insektizid-Gruppe war im Vergleich zur Kontrolle héher. Man kdnnte
vermuten, dass durch die Gabe des Insektizids eine Art von Hyperaktivitat ausgelost wurde
(was schon bei anderen Insektiziden beobachtet werden konnte [34]), weshalb die behandel-
ten Tiere vermehrt der Aufgabe des Sammelns nachgingen. Des Weiteren kdnnten interne
Prozesse, die die Arbeitsteilung der Honigbienen steuern, beeinflusst worden sein, weshalb
mehr behandelte Tiere zu Sammlerinnen wurden.

Eine geregelte Sammelaktivitat spielt fir das gesamte Volk eine wichtige Rolle, da dadurch
der Nahrungseintrag und somit das Uberleben des Volkes sichergestellt wird [30, 35, 36]. Soll-
ten die Dauer oder die Anzahl der Sammelflige durch die Aufnahme von PSM negativ beein-
flusst werden, konnte dies zu einer niedrigeren Sammeleffektivitat fihren. Neben der Dauer
oder der Anzahl der Fliige konnte jedoch auch die Wahrscheinlichkeit betrachtet werden wie
viele Bienen Uberhaupt zu Sammlerinnen wurden. Die Unterschiede, die wir nach der Gabe
der zehnfach héheren Dosis des Fungizids beobachten konnten, kénnten dazu flihren, dass
zu wenig Tiere mit der Sammelaktivitat beginnen und somit der Ertrag fur das Volk zu gering
ware. Die Effekte, die nach der Insektizid-Gabe sichtbar wurden, kdnnten ebenfalls zu einem
Mangel an Sammlerinnen fihren. Wenn ein Grof3teil der Bienen das Insektizid aufnimmt (z.B.
unmittelbar nach dem Spitzen auf ein Rapsfeld) und die Bienen vermehrt anfangen zu sam-
meln, kdnnte dies in einem nachfolgenden Fehlen von Sammlerinnen bzw. in einer verminder-
ten Anzahl an Arbeiterinnen im Volk resultieren, da die naturliche Entwicklung der Arbeiterin-
nen gestort wurde.
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Abbildung 15: A. Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat, B. Anzahl an aktiven Sammel-
tagen, C. Anzahl der Sammelfluge pro Sammeltag und D. Dauer pro Sam-
melflug der Honigbienen, die mit einer feldrealistischen Konzentration der
PSM geflttert wurden. Es wurden keine Behandlungs-Effekte festgestellt
(GLMM, pWahrscheinIichkeit > 0,05; pAnzahI Tage > 0,05; pFIUQe pro Tag > 0,05; pDauer pro
Flug > 0,05) (Nkontrolie: 77, Ninsektizid: 100, NFungizia: 86, Nwmischung: 88). E. Wahr-
scheinlichkeit der Sammelaktivitat, F. Anzahl an aktiven Sammeltagen, G.
Anzahl der Sammelflige pro Sammeltag und H. Dauer pro Sammelflug
der Honigbienen, die mit einer zehnfach héheren Konzentration der PSM
gefuttert wurden. Die Behandlung hatte keinen Effekt auf die Anzahl an
aktiven Sammeltagen, die Anzahl der Sammelflige pro Sammeltag und
die Dauer pro Sammelflug (GLMM, panzahi Tage > 0,05; Priige pro Tag > 0,05;
Ppauer pro Fiug > 0,05). Die Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat war bei
den Fungizid-Tieren niedriger und bei den Insektizid-Tieren hdher als bei
der Kontrolle (GLMM, Kontrolle/Insektizid pwanrscheiniichkeit < 0,05; Kon-
trolle/Fungizid: pwanrscheiniichkeit < 0,001) (Nkontrolle: 165, Ninsektizia: 164, NFungizid:
172, NMischung- 176).
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Abbildung 16: A. Anzahl an aktiven Sammeltagen, B. Anzahl der Sammelfliige pro Sam-
meltag und C. Dauer pro Sammelflug der Hummeln, die mit einer zehn-
fach héheren Konzentration der PSM geflttert wurden. Es wurden keine
Behandlungs-Effekte festgestellt (GLMM, panzani Tage > 0,05; Priige pro Tag >
0,05; ppaver pro Fiug> 0,05) (Nkontrolie: 76, Ninsektizid: 90, NFungizid: 75, NMischung: 92).

5.2 Arbeitspaket 2: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Honigbienenentwicklung

Honigbienenlarven wurden in-vitro aufgezogen. Bei drei Fitterungsevents wahrend des Lar-
venstadiums erhielten die Tiere ihre jeweilige Behandlung: Insektizid (Acetamiprid), Fungizid
(aktive PSM-Wirkstoffe Boscalid und Dimoxystrobin), die Kombination als Mischung in zehn-
fach héherer Konzentration als feldrealistisch. Da die aktiven Wirkstoffe in Aceton geldst wur-
den, gab es zwei Kontrollgruppen: Aceton-Kontrolle mit gleicher Menge Aceton wie die Wirk-
stoffgruppen und eine Wasser-Kontrolle mit gleicher Menge Wasser.

Bei der Uberlebensrate zeigten die Kontrollgruppen keine Unterschiede. Somit kann ange-
nommen werden, dass die verabreichte Menge Aceton keine Auswirkung auf das Uberleben
hatte. Die Uberlebensrate wahrend der Larven- (bis Tag 9) und Puppenentwicklung (bis Tag
21), sowie als adultes Tier ist in Abbildung 17 als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Es zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Ein paarweiser Vergleich ergab eine
signifikant reduzierte Lebensspanne von Mix-Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Mix-Tiere
zeigten ebenfalls eine erhéhte Mortalitat im Vergleich zur Insektizid-Gruppe.

Die Einzelbehandlungen mit Wirkstoffen zeigten keinen Unterschied zur Kontrollgruppe. Daher
gehen wir von einem negativen synergistischen Effekt der gemeinsamen Behandlung mit un-
seren fungiziden Wirkstoffen Boscalid und Dimoxystrobin mit dem insektiziden Wirkstoff Ace-
tamiprid aus.
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Abbildung 17: Uberlebensrate von Honigbienen unter Pflanzenschutzmitteleinfluss wah-
rend der Larvenentwicklung. Als Fungizid wurden die aktiven Wirkstoffe
Boscalid und Dimoxystrobin (n = 184), als Insektizid Acetamiprid (n = 194)
und in Kombination als Mischung (n = 191) verabreicht. Die Kontrolle (n =
189) erhielt die gleiche Menge Aceton, in welche die PSM-Wirkstoffe ge-
I6st wurden. Die Gruppen unterschieden sich signifikant voneinander
(GLMM, p < 0,001). Mischungstiere uberlebten signifikant schlechter als
die Kontrollgruppe (GLHT, ** p < 0,01) und im Vergleich zur Insektizid-
gruppe (GLHT,*™ p < 0,0001).

Die frisch geschlupften Honigbienen (Tag 21) wurden direkt nach ihrem Schlupf gewogen (Ab-
bildung 18). Die Gruppen unterschieden sich signifikant voneinander, wobei ein paarweiser
Vergleich signifikant leichtere Mischungs-Tiere im Vergleich zur Kontrolle, sowie zum Insekti-
zid ergab. Auch bei der Analyse des Schlupfgewichtes zeigten die Einzelbehandlungen keinen
Unterschied zur Kontrolle, wahrend Tiere, welche die Mischung erhalten hatten, signifikant
leichter waren. Somit zeichnet sich auch hier ein synergistischer Effekt von der gemeinsamen
Wirkung von Insektizid und Fungizid ab.
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Abbildung 18: Die Behandlung zeigte einen Effekt auf das Gewicht der adulten Bienen
(GLMM, p < 0,001). Das Gewicht der Mischungstiere war im Vergleich zur
Kontrolle niedriger (GLHT, *** p < 0,001) wahrend die Einzelbehandlun-
gen keinen Effekt im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Die Mischungstiere
waren ebenfalls leichter als die Insektizid-Tiere (GLHT, ** p < 0,01). (Nkon-
trolle: 181, NFungizia: 164, Ninsektizid: 196, Nwmix: 195).

Die GroBe der Bienen wurde mit Hilfe einer zuféalligen Stichprobe (n = 25 pro Behandlung)
untersucht. Es wurde der Fligelabstand gemessen (Abbildung 19). Hierbei zeigte die Behand-
lung keinen Effekt auf die GroRe.
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Abbildung 19: Die Flugelabstande einer zufalligen Stichprobe der Honigbienen wurde
vermessen (n = 25 pro Behandlung). Diese unterschieden sich nicht zwi-
schen den Behandlungsgruppen (GLMM, p > 0,05).
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In unserem Versuch waren Honigbienen, welche das Fungizid und Insektizid in Mischung er-
hielten, leichter und starben friher als Kontrolltiere. Wir gehen von einem negativen synergis-
tischen Langzeiteffekt der Wirkstoffe Acetamiprid (Neonikotinoid) und Boscalid mit Dimoxys-
robin (Nicht-SBI Fungzid) wahrend der Entwicklung aus.
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Synergistische Effekte verschiedener PSM-Kombinationen wurde bereits bei adulten Honig-
bienen nachgewiesen [37, 38]. Ebenso zeigten Bienen, welche einzelne PSM wahrend der
Larvenentwicklung erhalten hatten, eine reduzierte Lebenserwartung als adultes Tier [38—40].

Die kirzere Lebenserwartung kdnnte mit den Griinden des geringeren Gewichts zusammen-
hangen: Eine moégliche Ursache ist die Veranderung von Entgiftungs- und antioxidativen En-
zymen. Diese sind fir die Regulierung physiologischer Prozesse, wie den Stoffwechsel und
oxidativen Stress zustéandig und wurden bereits fiir die Ostliche Honigbiene (Apis cerana) unter
kombinierten Insektiziden und Fungiziden gezeigt. Zudem bendétigen Honigbienenlarven mehr
Energie, um PSM zu entgiften, was ein Grund fur das geringere Schlupfgewicht sein kénnte
[41, 42].

Des Weiteren zeigten Studien, dass das Darmmikrobiom, der Proteinmetabolismus, sowie die
Genexpression von Honigbienen unter PSM-Einfluss verandert sind. Der unterschiedliche
Stoffwechsel sowie der erhdhte Stress kdnnte eine weitere Erklarung fir die leichteren Tiere
und die Reduktion der Lebensspanne sein [43—45].

Die Kombination von Insektizid und Fungizid in unserem Versuch zeigte einen negativen sub-
letalen Langzeiteffekt auf die Honigbiene. Eine gesunde neue Generation ist eine wichtige
Voraussetzung fiur die Entwicklung eines Bienenvolkes. Die Mischung der Wirkstoffe Aceta-
miprid (Neonikotinoid) und Boscalid mit Dimoxystrobin (Nicht-SBI Fungzid), beide als B4 (bie-
nenfreundlich) klassifiziert, hat demnach das Potential, Bienenvdlker langfristig zu schadigen.

5.3 Arbeitspaket 3: Wirkung von Insektizid-Fungizid-Mischungen
auf die Volksentwicklung und den Polleneintrag in 9 realen Ag-
rarlandschaften Bayerns mit unterschiedlicher Nutzungsintensi-
tat und Bluten-Ressourcen-Verfiigbarkeit

Es wurden vier Bienenvolker an jeweils neun Standorten aufgestellt. Hierbei erhielt jedes Volk
ihre Behandlung in feldrealistischer Konzentration tber den eigenen Pollen: Kontrolle, Insek-
tizid, Fungizid und Mischung.

Uber den Behandlungszeitraum (sechs Wochen) wurde der Pollen gesammelt, gewogen und
mit PSM angereichert ins Volk zurtickgegeben. Hierbei wurden Proben fur die Analyse der
Pollenzusammensetzung durch Pollenmetabarcoding und PSM-Rickstanden genommen.
Des Weiteren wurde kontinuierlich die Gewichtsentwicklung jedes Volkes erfasst und die Ent-
wicklung durch Volksschatzungen dokumentiert.

5.3.1 Ressourcenangebot der verschiedenen Standorte
Die Pollenzusammensetzung unterschied sich zwischen den verschiedenen Standorten.

Abbildung 20 zeigt exemplarisch Pollenproben von jeweils einem Standort aus der Kategorie
ausgeraumte, mittlere und eingerdumte Landschaften hinsichtlich Pollenspezies und PSM-
Ruckstanden. Hierbei zeigte sich, dass die Bienen am Agrarstandort in der Kategorie ,,ausge-
raumt“ auch weniger verschiedene Pollenspezies (n = 13) sammelten. Im Vergleich mit den
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anderen Landschaftskategorien wurden hierbei auch am wenigsten verschiedenen PSM-Wirk-
stoffe (n = 4) detektiert. An einem ,eingerdumten” Standort wurden die meisten Pollenspezies
(n= 21) jedoch auch die meisten verschiedenen PSM-Wirkstoffe (n = 14) gefunden.

- - N
o o S
>

Anzahl Pollenspezies im Pollen
o

o
Anzahl aktive Wirkstoffe im Pollen

ausgeraumt mittel eingerdumt ausgerdaumt mittel eingerdumt
Abbildung 20: A. Steigende Anzahl von Pollenspezies entlang der Landschaftskatego-
rien an jeweils einem der Standorte fir ausgeraumt (n = 13), mittel (n =
15) und eingeraumte (n = 21) Landschaften. B. Die Anzahl der PSM-Ruick-
sténde in den gleichen Pollenproben stieg von der Kategorie ausgeraumt
(n =4), mittel (n = 6) bis eingeraumt (n = 14) an.

Wahrend der PSM-Behandlung wurde jeden dritten Tag (15 x pro Volk), der Pollen gesammelt
und gewogen (Abbildung 21 A). Der durchschnittliche Polleintrag betrug ber alle Vélker ge-
mittelt 36,3 Gramm pro Tag.

Die Pollengewichte unterschieden sich nicht zwischen den Landschaftskategorien eingeraumt,
mittel und ausgeraumt (Abbildung 21B). In der mittleren Kategorie hatte die PSM-Behandlung
einen Einfluss auf die Pollensammelleistung. Fungizidbienen sammelten mehr Pollen als In-
sektizid- und Mix-Bienen (Abbildung 21C).

Wahrend der PSM Behandlung (sechs Wochen) und dartber hinaus (vier Wochen) wurde die
Vélkerentwicklung durch regelmafige Schatzungen des Wabeninhalts aufgenommen. Hierbei
wurden auch die Honig- und Nektarflachen erhoben (Abbildung 21D). Durchschnittlich besa-
Ren die Volker wahrend einer Schatzung 1,5 volle Rahmchen mit Honig und Nektar.

Hierbei gab es Unterschiede zwischen den Landschaftskategorien ausgeraumt, mittel und ein-
geraumt (Abbildung 21E). Bienen in eingerdumten Landschaften hatten im Durchschnitt mehr
Vorrate als in Mittleren und Ausgeraumten. Der Stressor PSM konnte in allen Landschaftska-
tegorien kompensiert werden und hatte keinen Einfluss auf die eingelagerten Honig- und Nek-
tarmengen (Abbildung 21F).

5.3.2 Volksentwicklung

Die Brutflachen wurden zeitgleich mit den Honig- und Nektarressourcen in zweiwdchentlichen
Intervallen Uber zehn Wochen (sechs Wochen wahrend der PSM Behandlung und die vier
Folgewochen) erhoben (Abbildung 22A). Im Durchschnitt hatten die Volker (gemittelt Gber
zehn Wochen) wahrend einer Schatzung 1,2 volle Brutwaben.

Anders als bei den Honig- und Nektarflachen hatten die Landschaftskategorien ausgeraumt,
mittel und eingerdumt keinen Einfluss auf die GroRe des durchschnittlichen Brutnests pro

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 2 33



Ergebnisse und Diskussion

Schatzung (Abbildung 22B). Der Stressor PSM konnte ebenfalls in allen Landschaftskatego-
rien von den Bienen kompensiert werden (Abbildung 22C)

Wahrend der PSM-Behandlung wurde die Gewichtsveranderung eines jeden einzelnen Volkes
mit der Hilfe von Stockwaagen alle funf Minuten aufgezeichnet. Abbildung 22E zeigt eine
Ubersicht (iber die durchschnittliche Gewichtsveranderung innerhalb der zweiwdchentlichen
Schatzintervallen. Die Gewichtsentwicklung war weder durch die Landschaftskategorie noch
durch die PSM-Behandlung innerhalb der Kategorien (Abbildung 22F) beeinflusst.
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Abbildung 21: Ubersicht Gber die fir die Bienen gesammelten Ressourcen: Pollen, Nek-

tar und Honig. A. Pollenhdschen verschiedener Blitenherkunft. B. Der
durchschnittliche Polleneintrag [g/Tag] war nicht unterschiedlich zwischen
den Landschaftskategorien ausgeraumt, mittel und eingeraumt (Kruskal-
Wallis, p < 0.05, n = 179 pro Kategorie). C. In der mittleren Landschafts-
kategorie hatte die PSM Behandlung einen Einfluss auf den Polleneintrag
(Kruskal-Wallis, p < 0.05, n = 45 pro Behandlungsgruppe). Hierbei trug die
Fungizidgruppe mehr Pollen ein als die Insektizid- und Mischungsgruppe
(Paarweiser Wilcox-Test, jeweils * p < 0.05). D. Der Inhalt einer Waben-
seite umfasst eine Oberflache von 800 cm? (gestrichelter Kasten, mintfar-
ben). Ein Bienenvolk enthalt 20 Wabenseiten. Honigflachen sind weil} ver-
deckelt (gelber Kasten) E. Honig- und Nektarflachen wurden zusammen-
addiert und werden als vollstandig geflillte Rahmchen angegeben. Darge-
stellt ist die Anzahl der durchschnittlich vollstandig gefillten Rahmchen
gemittelt Gber alle Schatzungen. Die Menge an Honig und Nektar unter-
schied sich zwischen den Landschaftskategorien (ANOVA, p < 0.001, n=
72 pro Landschaftskategorie). Bienen in eingerdumten Landschaften hat-
ten mehr Honig und Nektar im Vergleich zur mittleren Kategorie (Tukey-
hsd, *** p < 0.001) und ausgeraumten Landschaften (Tukey-hsd, * p <
0.05). F. Die Behandlung mit PSM hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Menge des gesammelten Honigs und Nektars (ANOVA, p > 0.05). n.s. =
nicht signifikant

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 2

34



Ergebnisse und Diskussion

n.s.

SRR

w
.3
B

0.2

v

[S)

zwischen den Schéatzintervallen

Anzahl durchschnittlich mit Brut
vollstindig gefiillter R&hmchen (beidseitig)

Durchschnittliche Gewichtsverinderung

c mlttel F Landschaftskategorie
02 ns. . n.s” ns.
J Behandlung
0.1 - 1 . Kontrolle
1 L. - B Insekizid
00 + $ # + * =N * == ma B3 Fungizid
1+— —1 ‘ Mischung
01 +

Abblldung 22: Ubersicht Uber die Entwicklung der Bienenvélker: Brutflaichen und Ge-
wichtsveranderung A. Der Inhalt einer Wabenseite umfasst eine Oberfla-
che von 800 cm? (gestrichelter Kasten, mintfarben). Ein Bienenvolk enthalt
20 Wabenseiten. Brutflachen sind braunlich verdeckelt (gelber Kasten). B.
Brutflachen wurden zusammenaddiert und werden als vollstandig gefillte
Rahmchen angegeben. Dargestellt ist die Anzahl der durchschnittlich voll-
standig gefullten Brutrahmchen gemittelt GUber alle Schatzungen. Diese
wurden durch die Landschaftskategorien nicht beeinflusst (ANOVA, p >
0.05, n= 72 pro Landschaftskategorie). C. Die Behandlung mit PSM hatte
ebenfalls keinen Einfluss auf die angelegten Brutflachen in den verschie-
denen Landschaften (ANOVA, p > 0.05, n = 18 pro Behandlung in jeder
Landschaftskategorie). D. Stockwaage (Apigraph 4.0 von Wolfwaagen),
welche die Gewichtsveranderung eines Bienenvolkes aufnimmt. E. Dar-
gestellt ist die durchschnittliche Gewichtsveranderung zwischen den
Schatzintervallen. Hierbei hatte die Landschaftskategorie keinen Einfluss
auf die Gewichtsentwicklung (ANOVA, p > 0.05, n = 58 pro Landschafts-
kategorie). F. Die Behandlung mit PSM hatte ebenfalls keinen Effekt auf
die Gewichte der Vélker (ANOVA, n = 15 pro Behandlungsgruppe in jeder
Landschaftskategorie). n.s. = nicht signifikant

5.3.3 Diskussion Volkerversuch

Wir haben durch unseren groRangelegten Vélkerversuch die Wirkung von Insektizid-Fungizid-
Mischungen auf Volksentwicklung und Polleneintrag in verschiedenen Landschaftskategorien
(ausgeraumt, mittel und eingerdumt) mit verschiedenen Agraranteilen sowie BlUhangebot un-
tersucht.

Hierbei zeigte sich, dass an verschiedenen Standorten unterschiedlich viele Pollenspezies
eingetragen wurden. Demnach unterschied sich, wie von uns beabsichtigt, das Blihangebot
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und somit auch die Nahrstoffzusammensetzung des verfligbaren Pollens an den verschiede-
nen Standorten. Studien zeigten, dass die Bienengesundheit durch einen héheren Nahrwert
des Pollens beeinflusst wird. So ist die Mortalitdt von mit einer Pollensorte mangelernahrten
Bienen hoher als die der Vergleichsgruppe mit gemischtem Pollen [21]. Anhand des Pollen-
metabarcodings konnten wir die Annahme unterschiedlicher Pollenressourcen validieren.

Mit zunehmender Anzahl der Pollenspezies stieg auch die Anzahl der gefundenen PSM-Wirk-
stoffe aus der Umgebung. Der gezeigte Standort in einer ausgeraumten Landschaft hatte im
Vergleich zur eingerdumten Landschaft innerhalb des Flugradius der Honigbienen deutlich
groRere und weniger Ackerflachen. Hierbei ist ein gro¥flachiger Einsatz mit den gleichen PSM-
Wirkstoffen mdglich. Bei einer hdheren Anzahl verschiedener Ackerflachen steigt die Moglich-
keit des Einsatzes einer Vielzahl unterschiedlicher PSM. Des Weiteren war der Stadt-Anteil in
der eingeraumten Landschaftskategorie héher. Der Einsatz von PSM in Hausgarten durch Pri-
vatpersonen kénnte ebenfalls zum Eintrag der hdheren Anzahl verschiedener PSM-Wirkstoffe
beigetragen haben.

Trotz unterschiedlicher Bluhressourcen trugen die Bienen unabhangig von der Landschafts-
kategorie (eingeraumt, mittel und ausgeraumt) vergleichbare Pollenmengen pro Tag ein. Der
Polleneintrag wurde nur in der mittleren Landschaftskategorie durch die PSM-Behandlung be-
einflusst: Bienen, welche Fungizid verabreicht bekamen, sammelten mehr Pollen als Volker
unter Einfluss von Insektizid oder der Mischung.

Pollen wird bedarfsgerecht fur Brut und junge Bienen gesammelt [47]. Die grélReren Pollen-
mengen der mit Fungizid gefltterten Bienen in der mittleren Diversitat I&sst sich jedoch nicht
durch eine grofRere Brutflache erklaren. Die Brutflachen unterschieden sich nicht zwischen
den Landschaftskategorien. Die Bienen konnten in den verschiedenen Landschaftstypen
durchschnittlich die gleiche Brutmenge grof3ziehen, fur welche sie vergleichbar viel Pollen be-
notigten. Der Stressor PSM hatte keinen Einfluss auf die durchschnittlichen Brutflachen. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen aus unserem Larvenversuch: die Larven- und Puppensterb-
lichkeit schien unter PSM-Einfluss nicht erhdht zu sein, adulte Tiere, welche die Mischung
wahrend ihrer Entwicklung erhalten hatten, starben jedoch friiher.

Bienen in eingeraumten Landschaften besafen durchschnittlich mehr Honig- und Nektarfla-
chen als in mittleren und ausgerdumten Landschaften. Hierbei wurde ihre Sammelleistung
jedoch nicht durch zugefiitterte PSM reduziert. Bei anhaltend besseren Blihangeboten in der
nahen Umgebung ware von einer gréReren Gewichtszunahme der Voélker auszugehen. Die
durchschnittliche Gewichtsveranderung zwischen den Schéatzintervallen der Wabeninhalte
unterschied sich jedoch nicht zwischen den Landschaftskategorien. Alle Volker hielten ihr Ge-
wicht, ohne durchschnittlich zwischen den Schéatzintervallen Uber einen Zeitraum von zehn
Wochen zu- oder abzunehmen. Dies spricht dafiir, dass Vélker in eingeraumten Landschaften
in der Etablierung vor der Datenerhebung weniger von ihren Startressourcen verbraucht haben
als die anderen Volker.

Eingeraumte Standorte schienen die Bienen in ihrer sehr energieintensiven und anfalligen Auf-
bauphase (neuer Wabenbau, Pollen- und Nektareintrag, erste grof3e Brutpflege, ...) unterstitzt
zu haben. Méglicherweise bestand in eingerdumten Landschaften zu diesem Zeitpunkt mehr
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Blihangebot im naheren Umkreis um die Bienenvdlker im Vergleich zu ausgeraumten Land-
schaften. Dies wirde sich mit den Bllihzeitpunkten der Massentrachten decken: der Raps in
ausgeraumten Landschaften war bereits verbliht und die Blite der Sonnenblume hatte noch
nicht begonnen. Der kirzere Sammelweg in eingeraumten Landschaften und das potenziell
groliere Blihangebot konnte den Bienen in dieser Zeit geholfen haben, mehr Vorrate anzule-
gen, bzw. kénnten lange Sammelwege in ausgeraumten Landschaften die Bienen mehr Ener-
gie und somit Startressourcen gekostet haben. Eingeraumte Blihflachen haben in unserem
Versuch somit die Bienen unterstutzt.

Zusammenfassend wurden die zugefutterten PSM Uberwiegend in allen Landschaftskatego-
rien kompensiert. Die von uns verabreichte Konzentration orientierte sich an real gefundenen
Ruckstanden im Bienenbrot [10]. Im Allgemeinen ist dies eine sehr niedrige Konzentration. Es
ist mdglich, dass vor allem kurz nach der Ausbringung der PSM im Feld deutlich héhere Kon-
zentrationen in grof3en Mengen eingetragen werden und unsere Referenzkonzentration durch
eine langere Lagerung und Durchmischung mit weiterem Pollen bereits reduziert wurde. Die
von uns untersuchten PSM werden beim Rapsanbau genutzt und dieser ist eine stark beflo-
genen Massentracht flr die Biene. Demnach waren weitere Studien sinnvoll, welche Kontakt-
szenarien mit hdheren Dosen auf die Vdlkervitalitat untersuchen.
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6 Zusammenfassung

6.1 Arbeitspaket 1: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Mortalitat und das Verhalten von Honigbienen und
Hummeln im Labor und Freiland

Die Mortalitatsstudien, in denen die feldrealistische Konzentration der PSM auf das Uberle-
ben von Honigbienen und Hummeln getestet wurde, zeigten keine negativen Effekte. Die Un-
tersuchungen mit der héheren Konzentration wiesen bei der Hummel ebenfalls keine Effekte
auf. Diese Konzentration flihrte jedoch bei der Honigbiene zu einem synergistischen Effekt, da
im Vergleich zur Kontrolle mehr mit der PSM-Mischung behandelte Tiere starben. Dennoch
war die Uberlebensrate in allen Ansatzen sehr hoch, weshalb die weitere Untersuchung mit
der gewahlten Konzentration richtig war, um subletale Effekte zu erforschen.

Die Untersuchungen zur Empfindlichkeit fiir Zuckerwasser zeigten keine negativen Effekte
der PSM auf Honigbienen und Hummeln. Tiere aller Behandlungsgruppen zeigten mit steigen-
der Zuckerwasserkonzentration vermehrt Risselreaktionen. Effekte auf die Empfindlichkeit im
Feld kénnen aufgrund von unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen dennoch
nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

In den Laborlernversuchen mit der Honigbiene wurden keine negativen PSM-Effekte deut-
lich, jedoch zeigten die Freifluglernversuche mit der Honigbiene eine schlechtere Lernleis-
tung der mit PSM-Mischung behandelten Tiere. Die Konditionierung mit der Hummel zeigte
keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppen.

Die RFID-Versuche mit der Honigbiene und der Hummel lieferten gute Daten zum Orientie-
rungs- und Sammelflugverhalten der Tiere. Die Anzahl der Sammeltage, die Anzahl der
Flige pro Sammeltag und die Dauer pro Flug unterschieden sich weder bei der Honigbiene
noch bei der Hummel zwischen den verschiedenen Gruppen. Jedoch konnte bei der Honig-
biene eine veranderte Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat zwischen der Kontroll-, der In-
sektizid- und der Fungizid-Gruppe festgestellt werden, was zu Auswirkungen auf das kom-
plette Volk fuhren kann.

Die erste Hypothese, dass das Uberleben und das Verhalten von Honig- und Wildbienen
durch synergistische Effekte zugelassener Fungizide und Insektizide beeinflusst werden kann,
auch wenn die einzelnen PSM zu keinen negativen Auswirkungen flhren, konnte durch unsere
Mortalitats- und Verhaltensstudien teilweise bestatigt werden. Effekte von PSM auf diese Ver-
haltensweisen kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

Die zweite Hypothese, dass auch minimale negative Folgen von Insektiziden, Fungiziden
oder deren Kombination auf das Verhalten von Honig- und Wildbienen mit Hilfe unserer emp-
findlichen und realitatsnahen Verhaltensassays aufgedeckt werden kdénnen, wurde bestatigt.
Auch wenn wir in den meisten Verhaltenstests keine PSM-Effekte nachweisen konnten, wurde
deutlich, dass sich die gewahlten Assays sehr gut eignen, um mogliche Auswirkungen von
PSM auf Bestauber zu untersuchen.
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Die dritte Hypothese, dass die Sammelaktivitat bzw. die Orientierung von Honigbienen und
Hummeln wahrend ihrer Lebenszeit durch subletale Insektizid- und Fungizid-Konzentrationen
negativ beeinflusst wird, konnte durch diese Studie nicht bestatigt werden. Lediglich die Wahr-
scheinlichkeit, mit der eine Arbeiterin eine Sammlerin wurde, unterschied sich in einem Teil-
versuch. Effekte von PSM auf die Sammelaktivitdt und die Orientierung kénnen jedoch durch
andere im Feld vorkommende Konzentrationen und Mischungen nicht ausgeschlossen wer-
den.

6.2 Arbeitspaket 2: Auswirkungen von Insektizid-Fungizid-Mischun-
gen auf die Honigbienenentwicklung

Es wurden Honigbienen in-vitro per Hand im Labor aufgezogen. Die Larven bekamen unter-
schiedliche PSM Behandlungen, wobei unsere vierte Hypothese, dass subletale Effekte der
Insektizid-Fungizid-Mischung auftreten, bestatigt werden konnte. Honigbienen unter diesem
Einfluss waren leichter und starben friher. Es ist moglich, dass ebenso der Beitrag dieser
Bienen zur Volksstarke (Pflege, Sammelleistung, ...) beeintrachtigt ist und diese subletalen
Effekte eine Auswirkung auf das ganze Volk haben.

6.3 Arbeitspaket 3: Wirkung von Insektizid-Fungizid-Mischungen
auf die Volksentwicklung und den Polleneintrag in 9 realen Ag-
rarlandschaften Bayerns mit unterschiedlicher Nutzungsintensi-
tat und Bluten-Ressourcen-Verfiigbarkeit

Wir haben die Auswirkung der PSM-Behandlungen auf Vollvdlker in 9 verschiedenen Land-
schaften untersucht. Hierbei haben wir verschiedene Daten erhoben, wie Volksentwicklung
durch Wabenschatzungen, Gewichtsentwicklung, Polleneintrag, sowie Diversitat und
PSM-Riickstande im Pollen in den unterschiedlichen Umgebungen.

Die funfte Hypothese, dass die Volksvitalitat in realen Landschaften durch unsere Insektizid-
Fungizid-Mischung herabgesetzt wird, konnte nicht bestatigt werden. Die Bienenvdlker konn-
ten den Stressor PSM kompensieren und zeigten keinen Vitalitatsverlust in der untersuchten
Zeitspanne.

Die sechste Hypothese, dass die Resilienz von Honigbienenvdlkern gegeniber PSM durch
eine gute Nahrungsversorgung (vielfaltige Pollen- und Nektarquellen) erhdht wird, konnten wir
aufgrund der Kompensation der Pflanzenschutzmitteleffekte nicht bestatigen. Dennoch hatten
Volker in eingerdumten Landschaften mit einem heterogenen Habitat eine hohere Pollendiver-
sitat zur Verfugung und hatten einen effizienteren Energieverbrauch.

Die Versuche mit den PSM Mospilan® und Cantus® Gold sowie deren Kombination zur Mor-
talitdt und zu den verschiedenen Verhaltensweisen wie der Empfindlichkeit fiir Zuckerwasser,
den kognitiven Fahigkeiten und dem Orientierungs- und Sammelflugverhalten wurden erfolg-
reich abgeschlossen. Auch die Effekte auf die Larven- und Volkerentwicklung konnten ab-
schlieffend untersucht werden.
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7 Ausblick

Die Berechnungen der im Projekt verwendeten Konzentrationen basieren auf Rickstandswer-
ten aus dem Feld. Da es hierbei oft zu starken Schwankungen kommt, sollten in Zukunft wei-
tere realistische Dosen berechnet und getestet werden [10, 21]. Zudem stellen die PSM-An-
wendungen ein dynamisches Feld dar, da sich Zulassungen haufig andern oder Notfallzulas-
sungen in Kraft treten. Aullerdem gibt es zwischen verschiedenen Landern, innerhalb aber
auch auBerhalb der EU, grofe Unterschiede was Zulassungen verschiedener PSM betrifft.
Aus diesen Griunden ist es sinnvoll auch andere Kombinationen, als die hier getestete Mi-
schung aus Neonikotinoid und Nicht-SBI Fungizid zu untersuchen. Es gibt eine Vielzahl an
PSM und eine enorme Menge an Kombinationsmoglichkeiten. Auch das Einbeziehen von
mehr als zwei PSM oder das Kombinieren weiterer Stressoren sollte in Zukunft weiter unter-
sucht werden, um die Sicherheit fr Nicht-Zielorganismen zu optimieren. Um diese Komplexitat
bewaltigen zu konnen, konnte u.a. maschinelles Lernen mit einbezogen werden.

Ein weiterer Punkt, der zukiinftig verfolgt werden sollte, ist die Erforschung moglicher Effekte
auf Wildbienen. In dieser Studie konnten schon einige Versuche mit der Hummel als Vertreter
der Wildbienen durchgefiihrt werden. Nichtsdestotrotz sollten in Zukunft diese Versuche noch
weiter optimiert werden, sodass sie beispielsweise im Freiland und mit mehreren Konzentrati-
onen durchgeflihrt werden kénnen. Zudem sollten dringend auch andere, vor allem solitéare
Wildbienen untersucht werden, da diese wichtige Unterschiede in der Okologie im Vergleich
zu Honigbienen oder sozialen Wildbienen aufweisen und dadurch starker von PSM-Effekten
betroffen sein kénnten [48].

Mit dem Abschluss der Daten-Auswertung sollen die Ergebnisse in wissenschaftlichen Jour-
nalen veroffentlicht werden.

8 Veroffentlichungen

Ein Teil der im Bericht gezeigten Daten wurde in wissenschaftlichen Journals unter einer Cre-
ative Commons Lizenz (Link zu Creative Commons Lizenz) veréffentlicht (angepasste Statistik
und Abbildungen).

Fur Daten aus Kapitel 5.1.2 siehe:

Schuhmann, A., Schmid, A. P., Manzer, S., Schulte, J., Scheiner, R. (2022). Interaction of
Insecticides and Fungicides in Bees. Front. Insect Sci. 1, 1-14. doi:
10.3389/finsc.2021.808335.

Fur Daten aus Kapitel 5.1.1, 5.1.2 und 5.1.3 siehe:

Schuhmann, A., Scheiner, R. (2023). A combination of the frequent fungicides boscalid and
dimoxystrobin with the neonicotinoid acetamiprid in field-realistic concentrations does not af-
fect sucrose responsiveness and learning behavior of honeybees. Ecotoxicology and Environ-
mental Safety. 256, 114850. doi: 10.1016/j.ecoenv.2023.114850.
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A. Honigbienen in Kéfig und B. Hummeln in Brutbox fir Mortalitatsstudien.
Uber FuttergefalRe wurde die entsprechende Futterldsung angeboten........

Neue Methode zur Vierteilung einer Hummelkolonie fur die chronische
Futterung. Die vier neuen Brutkammern werden in blau gezeigt. Sowohl
Arbeiterinnen als auch Brut wurden gleichmaRig auf die Viertel verteilt. In
rot sind die Futterkammern markiert. Jede Teilkolonie hat Zugang zu einer
Futterkammer, in der die Futterldésung angeboten werden kann. In den
Brutkammern herrscht wahrend der Futterungsdauer Dunkelheit. ..............

Fixierte A. Honigbiene und B. Hummel, die auf die Stimulation der
Antennen mit Zuckerwasser eine RUsselantwort (PER) zeigen. C.
Zeitlicher Ablauf der differentiellen Konditionierung. Konditionierter
Stimulus (CS+ (belohnter  Duft)/CS- (bestrafter Duft)) und
unkonditionierter Stimulus (US+ (Belohnung)/US- (Bestrafung)) wurden
nach einem genauen Protokoll prasentiert. D. Die fixierte Biene erfahrt die
gleichzeitige Stimulation mit dem konditionierten Stimulus (Duft) und dem
unkonditionierten Stimulus (L6sung) und antwortet mit einer PER...............

Differentielle Konditionierung von Honigbienen und Umlernen unter PSM-
Einfluss. A. Rotating Screen mit sehr ahnlichen Gelbtonen (obere zwei
Hanger hellgelb, untere zwei Hanger dunkelgelb). Die Position der Hanger
kann durch die verschiedenen Aufhangungen und Drehen des Screens
beliebig verandert werden. Hierbei richteten sich die Landeplattformen
automatisch zum Boden aus. B. Auf den Landeplattformen wurde jeweils
ein Gelbton entweder belohnt (Zuckerldsung) oder bestraft (bittere
Chininldsung). Die Biene sollte lernen, die Gelbtdne zu unterscheiden.......

A. Junge Biene mit RFID-Tag. B. Kafige wurden fur die Futterungsdauer
im Volk platziert, um die Akzeptanzrate zu steigern. C. Scanner-Paare zur
Aufnahme der Flugaktivitat der Honigbienen am Stockeingang. .................

A. Mit einem RFID-Tag beklebte Hummel. B. Aufbau des RFID-Versuchs:
Die Stammkolonie wurde auf die vier Brutkammern (blau) aufgeteilt. Jede
Teilkolonie hatte Uber die Futterkammern (rot) Zugang zur Flugarena, in
der die Futterldsungen angeboten wurden. Am Zugang zur Flugarena
wurden die Scanner-Paare angebracht, um die Hummeln zu erfassen.......

A. Entwicklung einer Honigbiene in der in-vitro Larvenaufzucht. An Tag 1-
3 waren die Eier auf dem Jenter-Zuchtsystem. Die Larven wurden an Tag
4 in Nicot-Napfchen auf Larvenplatten (48-Well-Plates) mit vier Futter-
Events (Tag 4, 7, 8 und 9) umgesetzt, wobei die letzten drei PSM-
Wirkstoffe enthielten. Als Streckmade (Tag 10) wurden die Larven in
Puppenplatten zur weiteren Entwicklung umgesetzt. Der Schlupf erfolgte
an Tag 21. B. Larve kurz nach dem Umsetzen an Tag 5, C. Larve kurz
vor der Streckung an Tag 8, D. Bienen kurz vor dem Schlupf an Tag 20

und E. Geschlipfte Bienenan Tag 21. ........oooimiiiiiiiiieiecee e,
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Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Beispiele der Landschaftsprofile im Volkerversuch. In weil3 sind
Agrarflachen  dargestellt. Einteilung in Landschaftskategorien:
~-ausgeraumt* (viele grof3e Agrarflachen), ,mittel“ und ,eingerdumt* (wenig
Agrarflachen, viele kleine andere Flachenanteile).............ccccccoiiin.

A. Beispielhafte Aufteilung der Behandlungsarten (Kontrolle, Insektizid,
Fungizid und Mischung) an einem Standort. B. Pollenfalle vor einem Volk
mit C. Lochgitter, damit die Pollenhéschen beim Durschreiten abgestreift
werden und in die darunter befindliche Schublade fallen. D. Fitterung der
Pflanzenschutzmittel in einem mit PSM angereicherten Pollenbrei aus
dem volkeigenen Pollen durch Auftragen auf die Obertrager der
RENMCNEN. ...

Uberlebensraten der A, B. Honigbienen (nr = 100/Behandlung; ns1o
100/Behandlung) und C, D. Hummeln (ny = 80/Behandlung; ns 1o
80/Behandlung). Die Uberlebensrate der Bienen war sowohl bei der
Behandlung mit der feldrealistischen Konzentration als auch bei der
Futterung mit der zehnfach hoéheren Dosis hoch. Signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrolle
konnten nur bei der hdheren Konzentration im Versuch mit der Honigbiene
festgestellt werden (Fisher's Exact Test flr paarweise Vergleiche,
Honigbiene: fr: PKontrolle vs Insektizid = 0,017, PKontrolle vs Fungizid = 0,017, PKontrolle vs
Mischung > 0,017; fr*10: PkKontrolle vs Insektizid = 0,017; PKontrolle vs Fungizid =~ 0,017,
Pkontrolle vs Mischung < 0,017 (*) (angepasste p-Werte auf Grund
Mehrfachvergleiche: p < 0,017 (*), p < 0,003 (**), p < 0,0003 (***));
Hummel: fr: prontrolle vs Insektizid > 0,017; Pkontrole vs Fungizid =~ 0,017; Pxontrolie vs
Mischung > 0,017; fr*10: PkKontrolle vs Insektizid = 0,017; PKontrolle vs Fungizid =~ 0,017,
pKontroIIe vs Mischung > 0,01 7) ..............................................................................

A, B. Gustatory response scores (GRS) der Honigbienen nach
chronischer Behandlung mit der feldrealistischen oder der zehnfach
hoéheren Konzentration. Es wurde kein Behandlungs-Effekt sichtbar
(Kruskal-Wallis Test, Honigbiene: ps# > 0,05; ps+10> 0,05) (fr: Nkontrotie: 44,
Ninsektizid: 46, NFungizid: 41, NMischung: 39; fr*10: Nkontrolle: 52, Ninsektizid: 48, NFungizid:
43, Nmischung: 45). C. GRS der Hummeln nach chronischer Behandlung. Es
wurde kein Effekt der Behandlung sichtbar (Kruskal-Wallis Test, Hummel:
pfr*10> 0,05) (nKontroneZ 104, Ninsektizid- 104, NFungizid- 112, NMischung- 103). ...........

A. Lern-Scores der Honigbienen nach feldrealistischer Behandlung. Die
Anzahl an Reaktionen auf den CS+ war hoher als die Anzahl der
Reaktionen auf den CS-. Ein Behandlungs-Effekt wurde nicht sichtbar
(Kruskal-Wallis Test: pcs+ > 0,05; pcs- > 0,05) (Nkontrolle: 44, Ninsextizid: 46,
Nrungizid: 41, Nmischung: 39). B. Umlern-Scores der Honigbienen nach
feldrealistischer Behandlung. Die Anzahl der Reaktionen auf den zuvor
bestraften und jetzt belohnten Duft nahm zu. Ein Behandlungs-Effekt
wurde nicht sichtbar (Kruskal-Wallis Test: pcs+> 0,05; pcs-> 0,05) (Nkontrolie:
29, Ninsektizid: 22, NFungizid: 26, Nmischung: 19). C. Lern-Scores der Honigbienen
nach zehnfach héherer Behandlung. Die Anzahl an Reaktionen auf den
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Abbildung 13:
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Abbildung 16:

CS+ war hoher als die Anzahl der Reaktionen auf den CS-. Ein
Behandlungs-Effekt wurde nicht sichtbar (Kruskal-Wallis Test: pcs+> 0,05;
pcs-> 0,05) (Nkontrolle: 52, Ninsektizid: 48, NFungizid: 43, NMischung: 45). D. Umlern-
Scores der Honigbienen nach zehnfach héherer Behandlung. Die Anzahl
der Reaktionen auf den zuvor bestraften und jetzt belohnten Duft nahm
zu. Ein Behandlungs-Effekt wurde nicht sichtbar (Kruskal-Wallis Test:
pcs+> 0,05; pcs-> 0,05) (Nkontrolie: 24, Ninsektizid: 25, NFungizid: 19, NMischung: 17).

Freifluglernen mit Honigbienen am Rotating Screen unter Einfluss von
Pflanzenschutzmitteln (PSM, feldrealistisch*10). Die Bienen (n pro
Gruppe = 20) sollten lernen zwei sehr ahnliche Gelbtdne zu unterscheiden
und wurden nach der Lernphase bzw. Umlernphase mit 20 Anfligen
getestet (CS+ (Conditioned Stimulus, belohnte Farbe angeflogen), CS-
(bestrafte Farbe angeflogen) A. Differentielle Konditionierung: alle bis auf
die Bienen, welche die PSM Mischung erhalten hatten, lernten die
belohnte Farbe zu erkennen (Wilcoxon machted-pairs signed rank test,**
p < 0.01, *** p < 0.001) B. Nach der Umlernphase mit dem Tausch der
Farben auf belohnt bzw. unbelohnt lernte keine Behandlungsgruppe um
(Wilcoxon machted-pairs signed rank test, p > 0.05)........ccccccceeiiieiiiiiiiinnnnnn.

Anteil der Anflige auf belohnte Bliten wahrend der Konditionierung. Mit
steigendem Lerndurchgang nahm der Anteil der Anflige auf belohnte
Bliten zu. Die Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht von der
Kontrolle (GLM, p > 0,05) (Nkontrotie: 21, Ninsektizid: 21, NFungizia: 21, Nwmischung:
) TR

A. Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat, B. Anzahl an aktiven
Sammeltagen, C. Anzahl der Sammelflige pro Sammeltag und D. Dauer
pro Sammelflug der Honigbienen, die mit einer feldrealistischen
Konzentration der PSM gefiittert wurden. Es wurden keine Behandlungs-
Effekte festgestellt (GLMM, pwanrscheiniichkeit > 0,05; panzani Tage =~ 0,05; Priige
pro Tag > 0,05; Poaver pro Flug > 0,05) (Nkontrolie: 77, Ninsektizia: 100, NFungizia: 86,
Nmischung: 88). E. Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat, F. Anzahl an
aktiven Sammeltagen, G. Anzahl der Sammelfliige pro Sammeltag und H.
Dauer pro Sammelflug der Honigbienen, die mit einer zehnfach héheren
Konzentration der PSM geflttert wurden. Die Behandlung hatte keinen
Effekt auf die Anzahl an aktiven Sammeltagen, die Anzahl der
Sammelflige pro Sammeltag und die Dauer pro Sammelflug (GLMM,
pAnzahI Tage > 0,05; pFIUge pro Tag > 0,05; pDauer pro Flug > 0,05) D|e
Wahrscheinlichkeit der Sammelaktivitat war bei den Fungizid-Tieren
niedriger und bei den Insektizid-Tieren hoher als bei der Kontrolle (GLMM,
Kontrolle/Insektizid pwanrscheinichkeit < 0,05; Kontrolle/Fungizid: pwanrscheiniichkeit
< 0,001) (nKontroueZ 165, Ninsekiizid: 164, NFungizid- 172, NMischung- 176) ..................

A. Anzahl an aktiven Sammeltagen, B. Anzahl der Sammelflige pro
Sammeltag und C. Dauer pro Sammelflug der Hummeln, die mit einer
zehnfach héheren Konzentration der PSM geflttert wurden. Es wurden
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Abbildung 17:
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keine Behandlungs-Effekte festgestellt (GLMM, panzani Tage > 0,05; priage pro
Tag > 0,05; Ppauer pro Flug > 0,05) (nKontroIIe: 76, Ninsektizid: 90, NFungizid- 75, NMischung-

02). ettt et e e e eee e 29

Uberlebensrate von Honigbienen unter Pflanzenschutzmitteleinfluss
wahrend der Larvenentwicklung. Als Fungizid wurden die aktiven
Wirkstoffe Boscalid und Dimoxystrobin (n = 184), als Insektizid
Acetamiprid (n = 194) und in Kombination als Mischung (n = 191)
verabreicht. Die Kontrolle (n = 189) erhielt die gleiche Menge Aceton, in
welche die PSM-Wirkstoffe geldst wurden. Die Gruppen unterschieden
sich signifikant voneinander (GLMM, p < 0,001). Mischungstiere
Uberlebten signifikant schlechter als die Kontroligruppe (GLHT, ** p <
0,01) und im Vergleich zur Insektizidgruppe (GLHT,*** p < 0,0001)............

Die Behandlung zeigte einen Effekt auf das Gewicht der adulten Bienen
(GLMM, p <0,001). Das Gewicht der Mischungstiere war im Vergleich zur
Kontrolle niedriger (GLHT, *** p < 0,001) wahrend die
Einzelbehandlungen keinen Effekt im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Die
Mischungstiere waren ebenfalls leichter als die Insektizid-Tiere (GLHT, **
p < 0,01). (nKommue: 181, NFungizid- 164, Ninsektizid- 196, NMix- 195) ......................

Die Fligelabstande einer zufalligen Stichprobe der Honigbienen wurde
vermessen (n = 25 pro Behandlung). Diese unterschieden sich nicht
zwischen den Behandlungsgruppen (GLMM, p > 0,05).......ccccooviiiiiiiiennnnn.

A. Steigende Anzahl von Pollenspezies entlang der
Landschaftskategorien an jeweils einem der Standorte fur ausgeraumt (n
= 13), mittel (n = 15) und eingerdumte (n = 21) Landschaften. B. Die
Anzahl der PSM-Rickstande in den gleichen Pollenproben stieg von der
Kategorie ausgeraumt (n = 4), mittel (n = 6) bis eingerdumt (n = 14) an. ....

Ubersicht Uber die fiir die Bienen gesammelten Ressourcen: Pollen,
Nektar und Honig. A. Pollenhéschen verschiedener Blitenherkunft. B. Der
durchschnittliche Polleneintrag [g/Tag] war nicht unterschiedlich zwischen
den Landschaftskategorien ausgeraumt, mittel und eingeraumt (Kruskal-
Wallis, p < 0.05 n = 179 pro Kategorie). C. In der mittleren
Landschaftskategorie hatte die PSM Behandlung einen Einfluss auf den
Polleneintrag (Kruskal-Wallis, p < 0.05, n = 45 pro Behandlungsgruppe).
Hierbei trug die Fungizidgruppe mehr Pollen ein als die Insektizid- und
Mischungsgruppe (Paarweiser Wilcox-Test, jeweils * p < 0.05). D. Der
Inhalt einer Wabenseite umfasst eine Oberflaiche von 800 cm?
(gestrichelter Kasten, mintfarben). Ein Bienenvolk enthalt 20
Wabenseiten. Honigflachen sind weil® verdeckelt (gelber Kasten) E.
Honig- und Nektarflachen wurden zusammenaddiert und werden als
vollstéandig gefullte R&hmchen angegeben. Dargestellt ist die Anzahl der
durchschnittlich vollstandig gefillten Rahmchen gemittelt Uber alle
Schatzungen. Die Menge an Honig und Nektar unterschied sich zwischen
den Landschaftskategorien (ANOVA, p < 0.001, n = 72 pro
Landschaftskategorie). Bienen in eingeraumten Landschaften hatten
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Abbildung 22:

mehr Honig und Nektar im Vergleich zur mittleren Kategorie (Tukey-hsd,
*** p < 0.001) und ausgeraumten Landschaften (Tukey-hsd, * p < 0.05).
F. Die Behandlung mit PSM hatte jedoch keinen Einfluss auf die Menge
des gesammelten Honigs und Nektars (ANOVA, p > 0.05). n.s. = nicht
SIGNITIKANT. ... e

Ubersicht Uber die Entwicklung der Bienenvolker: Brutflachen und
Gewichtsveranderung A. Der Inhalt einer Wabenseite umfasst eine
Oberflache von 800 cm? (gestrichelter Kasten, mintfarben). Ein Bienenvolk
enthalt 20 Wabenseiten. Brutflachen sind braunlich verdeckelt (gelber
Kasten). B. Brutflaichen wurden zusammenaddiert und werden als
vollstandig geflllte Ra&hmchen angegeben. Dargestellt ist die Anzahl der
durchschnittlich vollstandig gefullten Brutrahmchen gemittelt Gber alle
Schatzungen. Diese wurden durch die Landschaftskategorien nicht
beeinflusst (ANOVA, p > 0.05, n= 72 pro Landschaftskategorie). C. Die
Behandlung mit PSM hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die angelegten
Brutflachen in den verschiedenen Landschaften (ANOVA, p > 0.05,n =18
pro Behandlung in jeder Landschaftskategorie). D. Stockwaage (Apigraph
4.0 von Wolfwaagen), welche die Gewichtsveranderung eines
Bienenvolkes aufnimmt. E. Dargestellt ist die durchschnittliche
Gewichtsveranderung zwischen den Schatzintervallen. Hierbei hatte die
Landschaftskategorie keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung
(ANOVA, p > 0.05, n = 58 pro Landschaftskategorie). F. Die Behandlung
mit PSM hatte ebenfalls keinen Effekt auf die Gewichte der Volker
(ANOVA, n = 15 pro Behandlungsgruppe in jeder Landschaftskategorie).
Nn.s. = nicht signifikant ...
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Anhang

Die Tabellen S 1 bis S 3 zeigen eine Ubersicht tiber die in unseren Versuchen verwendeten
Konzentrationen und ihre Berechnungsgrundlage fur die Wirkstoffe der verwendeten PSM.
Das Runden einiger Ergebnisse war nétig, um geeignete Futter-Konzentrationen zu erhalten.

Tabelle S 1:

Konzentrationen und ihre Berechnungen auf Basis des Honigkonsums
(Mortalitat, Empfindlichkeit f. Zuckerwasser, Lernen, Sammelverhalten)

der Ohe, 2018) feldrealistisch

Riickstands- Chronische Fiitterung Akute Fiitterung
werte (ad libitum gefiittert) (10pl gefiittert)
Aktiver Wirk- Aktlve.r Wirk- . Vera}breu:hter Konzentration Zucker- Konzentration Zucker-
stoff stoff in 1kg Realitatsbezug Wirkstoff/ wasser [ug/l] wasser [ug/l]
Honig Biene/Tag [ug] g Hg
72,5ug Feldrealistisch 0,01 200 820
Acetamiprid (EI-Nahhal, Zehnerpotenz Gber
2020) feldrealistisch 0.1 2000 8200
5ug Feldrealistisch 0,0006 10 60
Boscalid (Luken und von Zehnerpotenz Uber
der Ohe, 2018) feldrealistisch 0,006 100 600
5ug Feldrealistisch 0,0006 10 60
Dimoxystrobin (Luken und von Zehnerpotenz Uber 0,006 100 600

Tabelle S 2: Konzentrationen und ihre Berechnungen auf Basis des Pollenkonsums
(Larvenaufzucht)
Riickstands- Chronische Fiitterung Akute Fitterung
werte (ad libitum gefiittert)
Aktiver Wirk- Aktlve.r Wirk- . Vera}breu:hter Konzentration Futterlo-
stoff stoff in 1kg Realitatsbezug Wirkstoff/ sung [ug/l]
Pollen Biene/Tag [ug] 9 lrg
~ 70 ug Feldrealistisch 0,001 20 nicht angewandt
Acetamiprid (Rosenkranz et Zehnerpotenz Gber .
al.,, 2019) feldrealistisch 0,01 200 nicht angewandt
~ 500 pg Feldrealistisch 0,006 100 nicht angewandt
Boscalid (Rosenkranz et Zehnerpotenz Uber .
al.,, 2019) feldrealistisch 0,06 1000 nicht angewandt
~ 500 pg Feldrealistisch 0,006 100 nicht angewandt
Dimoxystrobin (Rosenkranz et Zehnerpotenz Uber .
al., 2019) feldrealistisch 0,06 1000 nicht angewandt

Tabelle S 3:

Konzentrationen und ihre Berechnungen auf Basis des Pollenkonsums

(Voélkerversuch)

Riickstands- Chronische Fiitterung Akute Fitterung
werte (ad libitum gefiittert)
Aktiver Wirk- Aktlve.r Wirk- fone Vera}breu:hter Konzentration Futterlo-
stoff stoff in 1kg Realitiatsbezug Wirkstoff/ sung [ug/kg]
Pollen Biene/Tag [ug]
~ 70 pg
Acetamiprid (Rosenkranz et Feldrealistisch nicht berechnet 70 nicht angewandt
al., 2019)
~ 500 ug
Boscalid (Rosenkranz et Feldrealistisch nicht berechnet 500 nicht angewandt
al., 2019)
~ 500 ug
Dimoxystrobin (Rosenkranz et Feldrealistisch nicht berechnet 500 nicht angewandt
al., 2019)
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