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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

AMPs: Antimikriobielle Peptide
DDT: Dichlordiphenyltrichlorethan
ESI: Elektrospray-lonisation

g: Gramm

GC-MS/MS: gekoppelte Gaschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie
GPS: Global Positioning System
Hs: Hauzenstein

K-Wachs:  Konventionelles Wachs, Wachs welches in der konventionellen Imkerei in
Deutschland zum Einsatz kommt.

K-Volk: Bienenvolk, welches mit Mittelwanden aus kontaminiertem Wachs ausgestattet
wurde.

Kg: Kilogramm

Km: Kilometer

LB-Agar: Lysogeny Broth-Agar

LC-MS/MS: gekoppelte Flissigchromatographie/ Tandem-Massenspektrometrie

LPS: Lipopolysaccharid

m: Meter

mm: Millimeter

MP: Megapixel

MS: Massenspektrometrie

N: Gesamtzahl einer Grundgesamtheit
n: Grolke der Stichprobe

NK-Wachs: Bio-Wachs, mit nur geringfugigen Ruckstanden.

NK-Volk: Bienenvolk, welches mit Mittelwanden aus Bio-Wachs ausgestattet wurde.

PER: proboscis extension reflex — Risselstreckreflex
SD: Standardabweichung
Mg: Mikrogramm
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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Der seit Jahren zu beobachtende Rlickgang von Insekten, insbesondere von Bienen, ist eines
der aktuell wichtigsten 6kologischen Probleme. Unter anderem gelten Umweltchemikalien als
madgliche Ursache fur die Populationsriickgénge - auch von Honigbienen. Bisher wenig beach-
tet wurde die Rolle des Bienenwachses der Waben, mit dem die Honigbienen in standigem
Kontakt sind und in dem sich die Larven entwickeln. Die Belastung der Landschaft mit Um-
weltchemikalien, aber vor allem auch imkerliche MaRnahmen (Behandlung gegen die Varro-
amilbe und Recycling von altem Wachs), kdnnten dazu flihren, dass sich Schadstoffe im
Wachs akkumulieren und die Entwicklung und Leistungsfahigkeit von Bienen beeinflussen.

In diesem Projekt untersuchten wir drei Aspekte der Wachskontamination und Bienengesund-
heit. Erstens wurden Wachsproben aus konventionell und biologisch arbeitenden Imkereien
aus ganz Bayern auf mogliche Rickstande von Umweltchemikalien untersucht. Zweitens sollte
die Hypothese getestet werden, dass in Uberwiegend konventionell bewirtschafteten Arealen
mehr Rickstande im Bienenwachs zu finden sind als auf iberwiegend dkologisch bewirtschaf-
teten Flachen. Drittens sollte die Hypothese getestet werden, dass sich erhéhte Kontaminati-
onen im Wachs auf die Leistungsfahigkeit und die Gesundheit der Bienenvdlker und die Leis-
tungsfahigkeit von einzelnen Arbeiterinnen auswirkt. Um solche Effekte von kontaminiertem
Bienenwachs auf Volker und Individuen untersuchen zu kénnen, wurden kombinierte Semi-
Feld- und Laborversuche durchgefuhrt.

Das bayernweite Monitoring der Kontaminationen des Bienenwachses zeigte, dass sich im
Wachs von Vdlkern konventionell bewirtschafteter Imkereien signifikant mehr anthropogene
Substanzen finden lassen als im Wachs von Bio-Imkereien. Im dritten Jahr des Projektes
zeigte sich erstmals ein signifikanter Unterschied bei den Gehalten von Pflanzenschutzmitteln
in Wachs, welches aus uberwiegend konventionell bewirtschafteten Arealen stammte. Bei dem
Vergleich von Volksentwicklung und Honigertrag zeigten sich zwischen konventionell und bio-
logisch bewirtschafteten Arealen keine signifikanten Unterschiede. Es wurden Labor- und
Feldexperimente zum Lernvermdgen, Heimfindevermoégen, der Immunkompetenz, der Flug-
leistung und der Eiablagerate der Konigin durchgefuhrt. Die Koniginnen legten, sofern sie eine
Wahl hatten, signifikant haufiger Eier auf einer Bio-Wabe ab, die Anzahl der gelegten Eier
unterschied sich hingegen nicht. Beim Lernvermdgen zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Bienen aus Bio- und konventionellem Wachs. Das gleiche gilt fur das Heim-
findevermdgen und die Flugleistung der Bienen. Bei der Inmunkompetenz zeigte sich, dass
bei Bienen, welche in konventionellem Wachs aufwuchsen, die antimikrobielle Aktivitat der
Hamolymphe signifikant erhoht war. Bei Experimenten zur Immunabwehr gegen Fremdkorper
und der Anzahl an Hamozyten wurden hingegen keine Unterschiede gefunden.
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Einleitung

2 Einleitung

Derzeit ist weltweit ein Riickgang der Abundanz und Diversitat von Insekten zu beobachten.
Dies gilt auch fiir natiirliche und landwirtschaftlich genutzte Okosysteme in Bayern. Neben wild-
lebenden Insekten sind auch die domestizierten Honigbienen betroffen, bei denen Imker immer
wieder Verluste ganzer Volker zu beklagen haben. Die Faktoren, die hierflr verantwortlich ge-
macht werden, sind vielfaltig. Jedoch gilt es als unbestritten, dass der intensive Einsatz von
Pflanzenschutzmitteln einen Beitrag zum so genannten ,Bienensterben® leistet. Da auch sub-
letale Dosen schon negative Effekte auf Honigbienen haben kénnen, muss dies zur Erklarung
der erhdhten Verluste von Bienenvdlkern mitberticksichtigt werden [16], [12], [15], [17], [21].

Bei den bisherigen Forschungsaktivitaten zur Bienenproblematik wurde die Tatsache, dass
Honigbienen im Verlauf inres gesamten Lebens auch Uber das Bienenwachs mit Pestizidriick-
stdnden und anderen von Menschen in die Umwelt gebrachten Chemikalien in Kontakt kom-
men kénnen, nur wenig beachtet [20], [27].

Teilprojekt 3 des Projektverbundes BayOkotox widmet sich diesem Aspekt nicht nur, um neue
Erkenntnisse zur Verbreitung und zu den Effekten von Verunreinigungen in Bienenwachs in
Bayern zu erlangen, sondern auch, um konkrete Handlungsempfehlungen fir Imker zu erar-
beiten. Diese Handlungsempfehlungen sollen es bayerischen Imkern ermoglichen, negative
Effekte aufgrund von Bienenwachskontaminationen zu verringern. Dies ist nicht nur fur die
Produktion von Honig und Bienenwachs bedeutsam, sondern auch entscheidend fiir die Be-
stdubung von Kulturpflanzen und somit ein wichtiger 6konomischer Faktor in der Landwirt-
schaft [4]. Zudem tragt die Honigbiene neben Wildbienenarten zur Bestaubung von Wildkrau-
tern, Baumen und Strauchern bei, was essenziell fir die Funktionsfahigkeit und Diversitat von
Okosystemen ist.

3 Aufgabenstellung

(1) In einem bayernweiten Monitoring sollte die Belastung von Bienenwachs aus konventio-
neller und Bio-Imkerei durch Schadstoffe erfasst werden.

(2) Es sollte der Einfluss der Bewirtschaftungsart (konventionell vs. Bio-) auf die Akkumulation
von anthropogenen Chemikalien in Bienenwachs untersucht werden.

(3) Parameter der Leistungsfahigkeit von Bienenvolkern sowie von Bienenarbeiterinnen, die
sich in mit Umweltchemikalien kontaminiertem Wachs (K-Wachs) oder in nicht kontaminiertem
Wachs (NK-Wachs) entwickelt hatten, sollte verglichen werden. Dazu sollten der Parasitenbe-
fall, die Volksgrofie und der Honigertrag von Volkern, deren Waben mit entsprechendem
Wachs ausgestattet wurden, ermittelt werden. Auf der Ebene der individuellen Honigbienen
sollten Heimfinde-, Lern- und Flugvermdgen sowie verschiedene Aspekte der Immunkompe-
tenz der Arbeiterinnen verglichen werden.
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Vorgehensweise

4 Vorgehensweise

4.1 Arbeitspaket 1: Monitoring von Bienenwachskontaminanten

Es wurden Wachsproben aus konventionell und biologisch arbeitenden Imkereien aus ganz Bay-
ern auf mogliche Ruckstande von Umweltchemikalien untersucht. Die Probenahme erfolgte in
standardisierter Weise (Probengréfie 3x5 cm einer Brutwabe, Probenaufarbeitung von jeweils
1 g). Die Analyse erfolgte durch ein rickstandsanalytisches Labor mit einer akkreditierten Multi-
methode. Die Rickstande anthropogener Kontaminationen (abgedeckt werden durch die Me-
thode ca. 850 Substanzen) wurden aus der Probe durch Zugabe von Acetonitril extrahiert. Nach
Abtrennung der Acetonitrilphase erfolgten der Nachweis und die Quantifizierung der anthropo-
genen Kontaminationen direkt mittels GC-MS/MS. Fir die Messung mittels LC-MS/MS wurden
die Proben zuvor in Methanol ,umgel6st®. Die Detektion erfolgte nach Elektrospray-lonisation
(ESI) mittels Tandem-Massenspektrometrie im MRM-Modus. Beide Verfahren sind in der Lage,
Ruckstande mit einer Bestimmungsgrenze von 1 pg/kg gesichert nachzuweisen.

4.2 Arbeitspaket 2: Feldversuche zur Verbreitung und Wirkung
anthropogener Kontaminanten in Bienenwachs

Es sollte die Hypothese getestet werden, dass sich Kontaminationen in Bienenwachs auf tber-
wiegend konventionell bewirtschafteten Arealen starker anreichern als auf Gberwiegend dko-
logisch bewirtschafteten Flachen und dass sich dies auf die Leistungsfahigkeit und die Ge-
sundheit der Bienenvolker auswirkt. Bio-Imker von zwdlf Gber ganz Bayern verteilten Standor-
ten kooperierten mit uns innerhalb des Projektes (Tabelle 1). Es wurden zu Beginn des Pro-
jektes pro Imker vier neue und baugleiche (chemisch unbelastete) Bienenbeuten aufgestellt,
und zwar je zwei in (a) einem Uberwiegend biologisch bewirtschafteten und (b) einem Uber-
wiegend konventionell bewirtschafteten Areal innerhalb des Standorts (Abbildung 1). Die Mit-
telwande je einer Beute pro Paar in einem Areal wurden aus nicht kontaminiertem (im Folgen-
den ,NK*) Bio-Wachs hergestellt, die Mittelwande der anderen aus kontaminiertem (im Fol-
genden ,K*), mehrfach recyceltem Bienenwachs aus konventioneller Produktion (chemische
Analyse siehe Tabelle 2). Die an dem Projekt beteiligten Imker wurden mittels detaillierter
Standardarbeitsanweisungen dahingehend instruiert, dass beztiglich der Datenaufnahme eine
maximale Vergleichbarkeit der verschiedenen Standorte gegeben war. Da aber andere Fak-
toren zwischen den Standorten variieren kénnen, wurden grundsatzlich gepaarte Untersu-
chungsdesigns gewahlt, bei denen sich eine erhdhte Varianz zwischen den Standorten/Paa-
ren nicht auf die Teststarke auswirkt.

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 3 6



Vorgehensweise

Abbildung 1:

Tabelle 1:

12 Standorte/Imker, 2 Jahre = 24 Paarvergleiche

Areal Bio

1x K 1x NK Wachs

Areal Konventionell

1x NK Wachs

zum Teil fur Arbeitspaket 3

Schema des Versuchsdesigns der Feldversuche fir Arbeitspaket 2 und

Standorte der Versuchsbeuten bei den Kooperationsimkern. Aufgelistet sind
Bezeichnung des Imkers/Standorts, GPS-Koordinaten, Arealeinordnung sowie
die durch die Imker geschatzte Arealabdeckung (bezogen auf einen Radius
von ca. 3 km um die jeweiligen Volker, Bio/Kon: biologisch/konventionell be-
wirtschaftet; bei den restlichen Flachen keine genauere Zuordnung méglich).

Imker |GPS Areal Areal in %
16 49.0814901, 12.0171312 Bio 80 Wald, 20 Agrar
2 49.421301, 11.123809 Bio 50 Wald, 50 Bebauung und Garten
23 49.073906, 11.472230 Bio 50 Wald, 50 Agrar (30 Bio/20 Kon)
25 49.765572, 10.760089 Bio 35 Wald, 40 Agrar, 25 Wiese
3 49.658138, 11.208645 Bio 40 Wald, 10 Obst, 30 Agrar, 20 Wiese
4 49.575491, 11.638372 Bio 30 Wald, 40 Griinland, 30 Acker
5 48.9974394, 12.0199734 Bio 50 Agrar, 50 Wald
6 49.2017032, 12.2016578 Bio 70 Agrar, 15 Wald, 15 Streuobst
7 48.2666047, 12.6649088 Bio 60 Wald, 20 Wiese, 20 Agrar
8 49.079211, 12.024928 Bio 40 Wald, 20 Brache, 40 Agrar (20 Bio/20 Kon)
9 48.9728248, 11.8822986 Bio 3 Wiese, 97 Wald, vereinzelt Obst (Bio)
24 49.3039654, 12.1574600 Bio 50 Wiese (Klee), 10 Wald, 40 Agrar
16 49.108173, 11.972739 Kon 50 Wald, 30 Agrar, 20 Garten
2 49.469477,11.115706 Kon 40 Park, 30 Kleingarten, 30 Garten
23 49.190802, 11.327783 Kon 80 Agrar, 20 Wald
24 49.2231324, 12.3951276 Kon 90 Wald, 10 Wiese
25 49.759239, 10.748061 Kon 35 Wald, 50 Agrar, 15 Wiese
3 49.637030, 11.313229 Kon 80 Agrar, 5 Wiese, 15 Wald
4 49.688312,11.128488 Kon 15 Obst, 15 Wald, 20 Wiese, 50 Agrar
5 49.0051968, 11.9308573 Kon 66 Agar, 34 Wald
6 49.2268962, 12.2085977 Kon 50 Agrar, 50 Wald
7 48.3039858, 12.5655957 Kon 30 Wald, 20 Wiese, 50 Agrar (5 Bio/45 K)
8 49.1075409, 11.9249179 Kon 50 Wald, 20 Wiese, 30 Agrar
9 48.9823116, 11.7876354 Kon 60 Agrar (10 Bio), 40 Wald

Projektverbund BayOkotox
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Vorgehensweise

Es wurden jeweils zum Ende der Saison Bienenwachsproben der urspriinglich mit NK-Wachs
bestlckten Beuten genommen, chemisch analysiert und verglichen. Die Ergebnisse wurden
mit den Analysen des NK-Wachses vor Versuchsbeginn verglichen, und es wurde auf mogli-
che Unterschiede in der Anreicherung anthropogener Kontaminationen zwischen konventio-
nell und dkologisch bewirtschafteten Arealen getestet. Diese Vergleiche wurden einmal fir die
Gesamtmenge anthropogener Eintrage und einmal fir in der Landwirtschaft genutzte Pestizide
(Insektizide, Fungizide, Herbizide) durchgeflihrt.

Tabelle 2: Ausgangsgehalte (Marz 2020) der zur Herstellung der Mittelwande verwen-
deten stark (K-Wachs) bzw. geringfligig (NK-Wachs) kontaminierten Bienen-
wachse. Angegeben sind die Wirkstoffkonzentrationen (ug/kg, die Bestim-
mungsgrenze aller Verbindungen lag bei 1 ug/kg). Leere Felder bedeuten Ge-
halte unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Name des Wirkstoffs Stoffklasse K-Wachs NK-Wachs
2-n-Octyl-4-isothiazolin-3-on F 2
4-Chlor-3-methylphenol (Chlorkresol) D 2

Anthrachinon M 8 5
Azoxystrobin F 9

Boscalid F 8

Brompropylat Vv 81 5
Chlorbenzilat Vv 13

Chlorpyrifos | 7

Chlorthalonil F 3

Coumaphos \ 410 4
Cyprodinil F 6

DDT-p,p | 7

Dichlobenil H 2

Dichlofluanid F 6

Dicofol, o,p- A 13
Dimoxystrobin F 7

Diphenylamin M 3

Fenpyroximat I/A 8

Fluazifop (freie Sdure) H 2

Fluopyram F 6

HCH-gamma (Lindan) | 12

Isopyrazam F 2
N,N-Diethyl-m-toluamid (DEET) R 66
ortho-Phenylphenol M 8 4
Pentachlorphenol F 8

Permethrin (cis-/trans-) I 60 4
Piperonylbutoxid (PBO) | 170
Pirimiphos-methyl | 3

Propiconazol F 3
Prothioconazol (Prothioconazol-desthio) F 7

Tau-Fluvalinat Vv 240 10
Tebuconazol F 8

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 3 8
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Name des Wirkstoffs Stoffklasse K-Wachs NK-Wachs
Tetramethrin | 76

Thymol \Y 240000 1400
Tolylfluanid F 3

Gesamt (ohne Thymol) 1269 35

VolksgroéfRe, Honigertrag und Varroabefall wurden quantifiziert. Die Bestimmung der Volks-
grole erfolgte gravimetrisch durch sogenanntes ,Abschlagen® der Waben. Daneben wurden
die Test- und Kontrollvolker auf typische Bienenparasiten und Krankheiten hin untersucht. Der
Varroabefall wurde nach Akarizidbehandlung (Thymol) durch Auszahlen der toten Milben
quantifiziert [9]. Auf Nosemose, eine Darmerkrankung durch parasitare, einzellige Pilze, wurde
durch Quantifizierung der Sporenzahl (Zahlkammer) unter dem Phasenkontrastmikroskop ge-
testet [13]. Je nach Beschaffenheit dieser Daten wurden sie mittels Vorzeichentest oder Wil-
coxon-Test fur Paardifferenzen analysiert.

4.3 Arbeitspaket 3: Semi-Feld- und Laborversuche zu den Effekten
kontaminierten Bienenwachses

Um moégliche Effekte von kontaminiertem Bienenwachs auf Honigbienen unter kontrollierten
Bedingungen untersuchen zu kdénnen, wurden kombinierte Semi-Feld- und Laborversuche
durchgefihrt. Hierzu wurden jeweils sechs Paare von Bienenbeuten mit NK-Wachs und K-
Wachs in einem dkologisch bewirtschafteten Areal aufgestellt. Die jeweiligen Paare wurden aus
einem Ursprungsvolk gebildet und enthielten Schwestern gleichen Alters als Koniginnen. Das
Verhalten und einige generelle biologische Parameter wurden untersucht. Das Schwarmen der
Bienen wurde zu einer erhdhten Varianz in verschiedenen Parametern fihren. Um dies zu ver-
hindern, wurden Kéniginnenbrutzellen in den Beuten vor dem Schlupf entfernt [8]. Es wurden
zudem das verwendete Wachs, Larven und daraus geschllipfte Bienen chemisch analysiert,
um zu Uberprifen ob Wirkstoffe in detektierbaren Mengen auf die Bienen Ubergehen.

4.3.1 Eiablagerate der Koniginnen, Entwicklungsdauer und Mortalitat der Larven, Bau-
leistung der Arbeiterinnen

Die Messungen erfolgten auf der Basis der Angaben von Delaplane et al. [8]. Zur Quantifizie-
rung der Eiablagerate wurde die Konigin fir 48 Stunden in eine Bannwabe mit zwei frisch
ausgebauten, unbestifteten Waben gesperrt und wieder ins Volk gebracht (Abbildung 3). In
Teilversuch A war die Wabe ausschlieBlich mit NK- oder K-Wachs bestlickt (no-choice), in
Teilversuch B konnte die Kénigin zwischen einer Wabe aus NK und K-Wachs wahlen (choice).
Anschliel3end wurden alle gelegten Eier auf den Waben ausgezahlt. Hierzu wurde eine trans-
parente Folie aufgelegt und jedes Ei mit einem Punkt markiert (Abbildung 2). Die Folien wur-
den anschlieRend mit Hilfe der Software Image J ausgezahlt. Des Weiteren wurden hochauf-
geldste Digitalfotos von markierten Waben gemacht. Die weitere Entwicklung und eventuelle
Mortalitat sollte im Anschluss in einem vorher definierten Bereich (100cm?®) ermittelt werden.
Alle 2 Tage bis zum Zeitpunkt der Verdeckung wurde die Larvenentwicklung dokumentiert
(Abbildung 3).

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 3 9
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Abbildung 2: Links: Brutwabe mit der ersten Brut, Mittelwand hier aus K-Wachs.
Rechts: Larvenentwicklung. Markierungen auf Folie (Kreis = 100 cm?) zur
Bestimmung der Larvenentwicklung. Unterschieden wurden funf
Larvenstadien, hier zu sehen Ei (blau), kleine Larve nach dem Schlupf
(rot).

Abbildung 3: Bannwabe zur Separierung der Konigin (links). Beute mit Bannwabe zur
Bestimmung der Eiablagerate und Entwicklungsgeschwindigkeit (Mitte).
Brutzellen mit frisch gelegten Eiern (rechts).

4.3.2 Immunkompetenz

Das Immunsystem von Honigbienen ist von zentraler Bedeutung fir das Uberleben der Kolo-
nie. Anfalligkeit fir Krankheiten und Parasiten kénnen die individuelle Lebensdauer der Arbei-
terinnen reduzieren, was letztlich zu einer Schwachung der gesamten Kolonie flihren kann.
Zudem koénnen sich durch das enge Zusammenleben von nahe verwandten Individuen Krank-
heiten sehr schnell ausbreiten [18], [7], [11].

Umweltchemikalien, wie z.B. Neonicotinoide, kdnnen die Immunkompetenz von Arbeiterinnen
beeintrachtigen [3]. Es wurden im Laufe des Projektes drei Parameter des Immunsystems
nach Brandt et al. [3] jeweils im Doppelblindversuch und mittels Paarvergleich (K vs. NK an
denselben Tagen) untersucht.

Erstens wurde ein Einkapselungstest (Implantierung eines Nylonfadens und Analyse des Gra-
des der Einkapselungsreaktion mittels mikroskopischer Digitalbilder) durchgeflhrt. Ein trans-
parenter Nylonfaden (Durchmesser 0,15 mm) wurde mit einem Skalpell in 2 mm lange Stiicke
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geschnitten und in Ethanol (299,8 %) desinfiziert. Das Nylonfadenstick wurde einer Biene auf
der rechten Seite des Abdomens durch die Intersegmentalhaut zwischen dem 4. und 5. Tergit
1 mm weit implantiert. Je 7-9 behandelte Bienen wurden dann in einem Gefal} mit ausreichend
Zuckerlosung fur 4 Stunden im Dunkeln bei 27°C gehalten. Faden von Bienen, die nach der
Inkubationszeit gestorben waren (4 von insgesamt 404 Bienen), wurden nicht in die Auswer-
tung einbezogen. Nach der Inkubationszeit wurden die Bienen durch Einfrieren bei —21°C ge-
totet, und der Nylonfaden wurde mit einer Pinzette aus der Biene gezogen, in Ethanol gewa-
schen und jeweils zusammen mit einem nicht implantierten, 2 mm langen Kontrollfaden auf
einem Objekttrager eingebettet. Dann wurden digitale Mikroskop-Aufnahmen der Faden an-
gefertigt. Die Auswertung der Fotos erfolgte mit Hilfe von Image J. Der Grad der Melanisierung
(Beispiele in Abbildung 5) wurde anhand des Grauwertes des Fadens bestimmt und sowohl
als Mittelwert als auch als Median ausgewertet. Dazu wurde jeweils der implantierte Bereich
abziglich 0,05 mm von jeder Seite und mit einer festen Breite von 0,13 mm gemessen (Abbil-
dung 4, Abbildung 5). Dadurch wurde gewahrleistet, dass keine Reaktion an den uneinheitli-
chen Kanten des Fadens oder am Wundverschluss am Ubergang zur KérperauRenseite ge-
messen wurde. Befanden sich Fremdkdérper (z.B. Tracheolen, Haare, Gewebe) auf dem Fa-
den, so wurden diese Bereiche aus dem auszuwertenden Bereich ausgeschnitten.

implantierter Bereich

[ |

| ( -

L
0,05 mm 0,05 mm

Abbildung 4: Schematische Darstellung zur Auswertung der Faden. Der Grauwert des
Fadens wurde innerhalb einer rechteckigen Flache im implantierten Be-
reich bestimmt.

A B C e

Abbildung 5: Beispiele flir unterschiedlich starke Melanisierung (A) Schwache bis mit-
telstarke Melanisierung. (B) Starke Melanisierung (C) Schwache Melani-
sierung mit Organfragment (blaue Markierung), das von der Auswertung
ausgeschlossen wurde.
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Zweitens wurde nach einer Immunaktivierung (Injektion inaktivierter Escherichia coli-Bakte-
rien) durch Hemmhoftests die Aktivitat der Hamolymphe gegen ein gram-positives (Micrococ-
cus luteus) Testbakterium ermittelt. Zur Stimulierung des Immunsystems der Honigbienen
wurde in Insekten-Ringer gel6stes Lipopolysaccharid (LPS) von Escherichia coli eingesetzt.
Fur den Inhibition-Zone-Assay wurde gefriergetrockneter M. lysodeikticus Cohn und
Lysogeny-Broth-Agar (LB-Agar) verwendet.

Die Biene wurde mit einer Pinzette festgehalten, und es wurde eine Injektion von 2 ul LPS in
das Hamocoel, Uber das Abdomen zwischen dem vierten und funften Tergit, vorgenommen.
Durch diese Injektion wird dem Immunsystem eine Infektion vorgetauscht, und es wird akti-
viert. Vortests zeigten, dass ohne das vorherige Anregen des Immunsystems keine auswert-
baren Hemmhofe ausgebildet wurden. In einem Plastikgefal® wurden die Bienen fur etwa 20
Stunden gehalten und danach die Hamolymphe abgenommen (Abbildung 6). Konnte am Ab-
domen nicht gentigend Hamolymphe abgenommen werden, wurde diese dorsal am punktier-
ten Hals abgenommen. Es wurde darauf geachtet, dass die entnommene Flissigkeit durch-
sichtig bis klar-gelblich war und keine direkt ersichtliche Trubung aufwies.

Abbildung 6: Entnahme von Hamolymphe tber das Abdomen. (A) Die Biene wurde mit
einer Pinzette fixiert und mit einer Insulinspritze zwischen dem zweiten
und dritten Tergit punktiert. (B) Hamolymphe war in Form eines austreten-
den Tropfens sichtbar. (C) Die Hadmolymphe wurde mit einer Pasteurpi-
pette aufgenommen (klar und leicht gelblich).

Die M. lysodeikticus-Suspension wurde auf einer Agarplatte (@ 9 cm) ausplattiert (200 pl mit
einer Verdlinnung von 1:4 der urspringlichen Bakteriensuspension), und es wurden 2 Locher
in den Agar gestanzt. In eines der Lécher wurde die abgenommene Hamolymphe von jeweils
2 Bienen aus einem NK- und in das andere die abgenommene Hamolymphe von 2 Bienen
eines K-Volks gegeben (das Volumen an gewonnener Hamolymphe betrug zwischen 6 und
14 ul pro Biene). Somit war auf einer Agarplatte ein direkter Paarvergleich mdglich (Abbildung
7).

Drittens wurde die Zahl der Hamozyten mikroskopisch bestimmt. An jedem Versuchstag wur-
den 6-15 Bienen von 2 gepaarten K- und NK-Vélkern (je N=6 Volker flr K/NK) getestet. Fir
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die Versuche wurden die Bienen aus dem Brutraum entnommen und in einem Kafig in das
Labor an die Universitat Regensburg gebracht. Die Bienen wurden noch am selben oder da-
rauffolgenden Tag getestet. Am Versuchstag wurde, wie in Abbildung 6 gezeigt und zuvor
beschrieben, die Hamolymphe abgenommen. Zum Auszahlen der Hdmozyten wurde die un-
verdiinnte Hamolymphe in eine Zahlkammer pipettiert. War zu wenig Hamolymphe einer Biene
vorhanden, um die Zahlkammer komplett zu fullen (i.d.R. < 6ul), so wurde diese Probe von
der Auswertung ausgeschlossen. Die Auszahlung der Hamozyten erfolgte bei 400-facher Ver-
gréRerung unter einem Interferenzkontrast-Mikroskop, wobei 5 Gruppenquadrate in der Dia-
gonale ausgezahlt wurden und so ein Mittelwert der Hamozytenzahl pro pl fir jede Biene be-
rechnet wurde (Abbildung 7). Insgesamt wurden 272 Hamolymphproben mit ausreichender
Hamolymphmenge ausgezahlt und gewertet (n= 20-30 pro Volk).

Abbildung 7: Abschnitt einer Zahlkammer. Grolies Quadrat (Dreifachlinien) entspricht
dem Volumen 1/25 pl. Zu sehen sind zahlreiche Hamozyten

4.3.3 Assoziatives Lernvermogen

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass Umweltchemikalien (z.B. Chlothianidin, Imidacloprid)
das Lernvermégen und die Gedachtnisleistung von Honigbienen herabsetzen kénnen [24].
Daher wurde das assoziative Lernvermoégen und die Gedachtnisleistung sowohl in der Saison
2021 als auch in der Saison 2022 an allen Vélkern mittels Russelstreckreflex (proboscis ex-
tension reflex = PER) nach Piiroinen und Goulson [24] im Doppelblindversuch untersucht. Es
wurde getestet, ob Bienen, welche aus NK-Voélkern stammten, sich in ihrer Lern- und Gedacht-
nisleistung signifikant von Bienen, welche aus K-Vdlkern stammten, unterschieden. Bienen,
welche im Vortest keine PER-Reaktion auf die Gabe von Zuckerwasser zeigten, wurden nicht
getestet. Es wurden 5 Lernrunden, in denen die Bienen im Abstand von 10 Minuten auf den
Geruchsstoff Hexanal konditioniert wurden, durchgefihrt. Als Belohnung wurde eine Saccha-
roseldsung (50%) gegeben. AnschlielRend wurden die Bienen nach 1, 3, 6 und 24 Stunden
erneut daraufhin getestet, ob sie weiterhin einen PER auf den konditionierten Reiz Hexanal
zeigten.
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4.3.4 Flugleistung

Umweltchemikalien kénnen auch die Flugleistung von Honigbienen herabsetzen (z.B.
Imidacloprid [2]). Daher wurde diese in der Saison 2021 an jeweils 50 Arbeiterinnen aus K-
und NK-Vdlkern mittels einer "Flugmuhle" bestimmt (Abbildung 9). Dazu wurden Sammelbie-
nen am Stock abgefangen und ins Labor gebracht. Sie wurden durch Kiihlen immobilisiert und
anschlief3end fixiert. Dann wurde ihnen ein kleines Metallplattchen auf den Thorax geklebt (&
2mm, Abbildung 8).

Abbildung 8: Bienen mit einem auf dem Thorax angeklebten Metallplattchen (& 2 mm)
zum Fixieren an der Flugmuhle.

Abbildung 9: Biene am Auslegerarm einer Flugmuhle (links). Flugmuhle (magnetgela-
gert) von oben, eine Umdrehung betragt einen Meter (rechts).

Am folgenden Tage wurde das Flugexperiment durchgefuhrt. Den Bienen wurde direkt vor
dem Flug eine Zuckerwasserldsung (50%) angeboten, um gleiche Ausgangsbedingungen zu
schaffen. AnschlieRend wurden sie durch Herunterkihlen immobilisiert und dann mithilfe eines
Magneten an einem Auslegearm der Flugmuhle befestigt. Die Bienen bekamen nach dem Auf-
warmen ein Zeitfenster von 20 Minuten, um mit dem Fliegen zu beginnen. Die Anzahl der
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geflogenen Runden wurde mittels einer Lichtschranke gemessen und aufgezeichnet. So konn-
ten die geflogene Strecke und die Geschwindigkeit ermittelt werden. Dieser Versuch wurde
ebenfalls als Doppelblindversuch durchgefihrt.

4.3.5 Heimfindevermégen

Das Heimfindevermdgen (homing) von Honigbienen ist eine Komplexleistung, an der Lernen,
Gedachtnis und Flugleistung beteiligt sind. Durch einfache Versetzungsexperimente [22] kann
das Heimfindevermdgen von Honigbienen getestet werden. Dazu wurden jeweils 15 zurtick-
kehrende Sammlerinnen abgefangen und ohne Betdubung markiert. In kleinen Kafigen (mit
etwas Honig) wurden die Bienen anschlieRend 500 bzw. 1000 m von ihrem Stock entfernt
ausgesetzt. Dieses Experiment wurde immer im Paarvergleich mit einem NK und einem K Volk
durchgefuhrt, da sich die dufteren Umstande wie Sonnenstand, Wetter usw. von Tag zu Tag
unterscheiden konnten. Insgesamt wurden 300 Bienen markiert und ausgesetzt. Durch Video-
Uberwachung des Nesteingangs konnte im Anschluss die Dauer bis zur Rickkehr ermittelt
werden (Abbildung 10). Es wurden jeweils die Mediane eines Versuchstages (Anzahl der
heimkehrenden Bienen und die Zeit bis zur Heimkehr) paarweise sowohl fiir 500 als auch flr
1000 Meter verglichen (Wilcoxon-Test).

Abbildung 10: Versuch zum Heimfindevermdgen: (A) Bienen werden mit einem Lackstift
auf dem Thorax markiert; (B) Markierte Bienen werden auf der Videoauf-
nahme identifiziert.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Im Laufe des Projektzeitraums 2020 bis 2023 wurden Versuche zum Heimfindevermdgen,
dem Lernvermdgen (PER), der Flugleistung, der Immunabwehrreaktion, der Eiablagerate so-
wie der Larvenentwicklung durchgefuhrt. Des Weiteren wurden sowohl bei den eigenen Ver-
suchsvdlkern als auch bei den Voélkern der Kooperationsimker Wachsproben genommen, der
Honigertrag und die Bienenmasse bestimmt sowie der Schadlingsbefall Uberpruft.

Kam es in der Saison 2020 noch zu Corona-bedingten Problemen und Verzégerungen, sorgte
in der Saison 2021 das Wetter flr zahlreiche Probleme und Verzégerungen. Im Winter 2021/22
gingen zudem elf der zwolf eigenen Versuchsvolker ein. Diese mussten dann am Anfang der
Saison 2022 wieder mit neuen Kunstschwarmen sowie neuen Koéniginnen zu vollwertigen Vol-
kern aufgebaut werden. Auch eingegangene Volker der Kooperationsimker wurden im Frih-
jahr ersetzt. Des Weiteren wurden alle Volker mit neuen, jungen Geschwisterkoniginnen aus-
gestattet. Damit verzdgerte sich der Start der Experimente. Auch die anhaltende Trockenheit
im Sommer 2022 machte den Bienenvélkern zu schaffen und erschwerte die Experimente. Es
wurden Methoden von Saison zu Saison verfeinert und optimiert. Trotz der zahlreichen Prob-
leme konnte eine Vielzahl von Labor- sowie Freilandexperimenten durchgeflhrt werden.

5.1 Arbeitspaket 1: Monitoring von Bienenwachskontaminanten

Im Projektzeitraum wurden insgesamt 20 Proben bei Bio-Imkern und 19 bei konventionellen
Imkern genommen und vom Labor Friedle GmbH (Tegernheim) analysiert. Die Analysendaten
des Monitorings (Tabelle 4 sowie Abbildung 19 und Tabelle 7 im Anhang) zeigen generell eine
erhdhte Kontamination in konventionellem Wachs. Insgesamt wurden 73 anthropogene Sub-
stanzen in den Proben in Gehalten > 1 pg/kg nachgewiesen. Darunter befanden sich 29 Fun-
gizide, 26 Insektizide/Akarizide, 4 Herbizide, 1 Desinfektionsmittel, 8 derzeit oder friher in der
Imkerei als Varroazide oder Repellentien eingesetzte Substanzen und 5 Verbindungen, die
aus verschiedenen Quellen stammen kénnen (multiple source compounds). In den konventio-
nellen Wachsproben fanden sich signifikant mehr Kontaminanten (70 Verbindungen, 4-32
Wirkstoffe pro Probe, Median: 18) als in Wachsproben aus Bio-Imkereien (39 Verbindungen,
2-25 Wirkstoffe pro Probe, Median: 8,5; Mann-Whitney U-Test: p<0.001). Auffallend waren in
allen Proben die hohen Gehalte an Thymol, welches sowohl in der konventionellen als auch
in der Bio-Imkerei zur Bekampfung der Varroa-Milbe eingesetzt wird, wobei die Gehalte bei
konventioneller Imkerei (41-52.000 ug/kg, Median: 10.000 pg/kg) signifikant héher waren als
bei Bio-Imkern (8-150 ug/kg, Median: 100 pug/kg; Mann-Whitney U-Test: p<0,001). Derzeit sind
in der Bio-Imkerei Thymol (auch in Kombination mit Menthol, Eukalyptusdl und Campher) so-
wie die organischen Sauren Ameisen-, Milch-, und Oxalsaure zugelassen [10], in der konven-
tionellen Imkerei zusatzlich noch Flumethrin (nicht in unserem Parameterumfang enthalten)
und Amitraz. Alle anderen Varroazide (Brompropylat, Chlorbenzilat, Coumaphos und Tau-
Fluvalinat), die zusammen mit Thymol in konventionellem Wachs 88,2 + 13,5% und in Bio-
wachs 75,5 + 19,7% (Mann-Whitney-U-test: p=0,0363) der gefundenen Wirkstoffmengen aus-
machten, sind daher als ,Altlasten“ aus dem Wachskreislauf zu betrachten. Auch die Gesamt-
menge der Wirkstoffe ohne Einbeziehung von Thymol war bei den Proben aus konventioneller
Imkerei (23-2.378 pg/kg, Median: 304 pg/kg) signifikant héher als bei den Bio-Proben (6-511
pa/kg, Median: 37 pg/kg; Mann-Whitney U-Test: p<0.001). Betrachtet man nur die aus der
Landwirtschaft stammenden Pestizide (konventionell: 0-480 pg/kg, Median: 88; Bio: 0-99
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Ma/kg, Median: 11,5 ug/kg), so waren auch hier die Proben aus konventioneller Imkerei starker
belastet (Mann-Whitney-U-Test: p<0,001). Hierbei dominierten Insektizide (konventionell: 0-
395 ug/kg, Median: 28 pg/kg; Bio: 0-53 ug/kg, Median: 2 ug/kg; Mann-Whitney-U-Test:
p<0,001) und -gerade nicht mehr signifikant- Fungizide (konventionell: 0-109 pg/kg, Median:
20; Bio: 0-49 pg/kg, Median: 6 ug/kg; Mann-Whitney-U-Test: p=0,052), wahrend Herbizide
(konventionell: 0-15 pg/kg, Median: 0 ug/kg; Bio: 0-3 ug/kg, Median: 0 pg/kg, Mann-Whitney-
U-Test: p=0,25) nur in geringer Zahl und Menge gefunden wurden. Ein Vergleich der Daten
aus dem Monitoring mit Literaturwerten ist nicht unproblematisch, da Nachweisgrenzen und
Parameterumfang meist stark variieren (Tabelle 3). Die in diesem Projekt zur Verfigung ste-
hende Parameterumfang von Uber 850 Wirkstoffen bei einer einheitlichen Bestimmungsgrenze
von 1 pg/kg ist beispiellos. Insofern deutet ein Nachweis von 73 Wirkstoffen im Wachsmonito-
ring nicht unbedingt darauf hin, dass bayerisches Bienenwachs besonders belastet ist, son-
dern dass viele Spurenkomponenten durch unsere empfindlichen Analysenbedingungen tber-
haupt erst nachgewiesen werden konnten. Eine kirzlich erschienene Vergleichsstudie in der
deutschlandweit 25 Wachsproben analysiert wurden, berichtet von 38 Wirkstoffen (16-20 pro
Probe), wobei auch hier die von den Imkern selbst eingebrachten Varroazide klar dominierten
[28]. Eine Studie aus Belgien [29] fand nur 18 Pestizide (3-13 pro Probe), auch hier gehdrten
die Hauptkontaminanten zu den Varroaziden. Eine umfangreiche Studie aus den USA [30]
erbrachte den Nachweis von 89 Wirkstoffen in Proben aus Nordamerika mit z.T. extremen
Gehalten von nicht naturstoffbasierten Varroaziden wie z.B. Fluvalinat (7470+970 pg/kg, Mit-
telwert + SD), Coumaphos (3300+500 ug/kg) und Amitraz (2200+570 ug/kg). Jedoch fanden
sich in den untersuchten Proben auch aus der Landwirtschaft stammende Pestizide wie z.B.
Chlorothalonil (1070+450 pg/kg), Aldicarb (306+48 pg/kg) oder Boscalid (110£21 pg/kg) in
Gehalten deutlich Gber den in unserer Studie selbst in konventionellem Wachs gefundenen
Gehalten.

Sieben der konventionellen Wachsproben aus dem Wachsmonitoring stammten aus der Hal-
lertau, einem intensiv bewirtschafteten Hopfenanbaugebiet. Interessant ist, dass diese Proben
generell fast doppelt so viele Kontaminanten (26,4+2,5) enthielten als die restlichen Proben
aus konventioneller Imkerei (13,6+1,7). Zudem fanden sich ausschlief3lich in diesen Proben
Wirkstoffe wie das Insektizid Imidacloprid (10+2 ug/kg) sowie die Fungizide Dimethomorph
(51 pg/kg) und Metrafenon (1445 ug/kg), die im Hopfenanbau eingesetzt werden oder wurden
(Imidacloprid). Dies deutet darauf hin, dass sich lokale Praktiken im Pflanzenschutz im Bie-
nenwachs widerspiegeln.

Tabelle 3: Literaturangaben zu analytischen Parametern bei der Riickstandsanalytik von
Bienenwachsproben

Land Anzahl LOQ 0 Detektierte | Wirkstoffe Referenz
Parameter | (ug/kg) Wirkstoffe | pro Probe
Deutschland 850 1 39 73 2-32 diese Studie
Deutschland 147 ? 25 38 16-20 [28]
Belgien 293 10-70 10 18 3-13 [29]
Frankreich 13 1-50 83 6 0-3 [30]
Mexico 75-93 0,2-1 52 20 1-7 [31]
Nord-Amerika 200 0,1-50 | 238 87 1-39 [32]

Projektverbund BayOkotox

Teilprojekt 3

17



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4: Ergebnisse der chemischen Analysen der Wachsproben aus dem Monitoring
(in pg/kg ohne Thymol). Es wurden >850 Stoffe mit einer Bestimmungsgrenze
von jeweils 1 pg/kg erfasst. Die Auswertung wurde einmal fur alle anthropo-
genen Substanzen und einmal nur fur Pestizide (Insektizide, Fungizide und

Herbizide) durchgefihrt.
Anthropogene Substanzen gesamt Pestizide
Probe Gesamtgehalte Anzahl Gesamtgehalte Anzahl
(Hg/kg) (Hg/kg)
kqnven- Bio kqnven- Bio kqnven- Bio kqnven- Bio
tionell tionell tionell tionell

1 635 511 31 25 480 80 19 17
2 151 103 24 11 71 18 15 6
3 122 21 14 5 38 4 8 2
4 319 40 32 8 122 2 23 2
5 270 43 29 10 88 27 20 6
6 212 8 23 2 101 0 16 0
7 304 13 32 4 123 1 23 1
8 134 19 9 7 32 6 4 5
9 341 27 21 4 50 14 11 4
10 101 72 11 13 35 67 5 11
11 23 106 5 10 0 21 0 6
12 40 29 4 6 38 9 2 4
13 478 34 17 8 150 4 12 4
14 1265 61 17 12 69 43 11 9
15 477 6 10 2 11 0 5 1
16 2378 69 19 13 61 50 12 10
17 1008 12 18 4 103 8 12 3
18 616 32 21 9 408 8 16 6
19 272 66 11 10 19 15 7 7
20 116 15 99 12

Median 304 37 18 8,5 69 11,5 12 55

p-Wert

(Mann-Whit- <0.001 <0.001 <0.001 0.006
ney U-Test)

5.2 Arbeitspaket 2: Feldversuche zur Verbreitung und Wirkung anth-
ropogener Kontaminanten in Bienenwachs

Am Ende jeder Bienensaison wurden in den Jahren 2020-2022 Wachsproben der mit ur-
sprunglich nur geringfiigig kontaminiertem Bienenwachs (NK-Wachs) bestiickten Bienenbeu-
ten, die an Uberwiegend konventionell oder liberwiegend 6kologisch bewirtschafteten Arealen
(Tabelle 1) positioniert waren, genommen und chemisch analysiert. Da wir die Bienenvolker in
der Saison 2020 Corona-bedingt erst sehr spat aufstellen konnten, kam es in diesem Jahr
kaum zu Schadstoffeintragen durch die Bienen (Ergebnisse nicht dargestellt). In den Jahren
2021 und 2022 standen die Bienenvolker jeweils die gesamte Saison an den ausgewahlten
Standorten, sodass es hier zu merklichen Eintragen von anthropogenen Chemikalien kam.
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Die Ergebnisse der chemischen Analysen des letzten Jahres (2022) sind in Tabelle 5 und
Tabelle 6 zusammengefasst. Die entsprechenden Ergebnisse der Analysen aus dem Jahr
2021 befinden im Anhang (Tabelle 9 und Tabelle 10 im Anhang).

In der Saison 2021 wurden 37 anthropogene Kontaminanten in Konzentrationen >1 ug/kg de-
tektiert. Darunter befanden sich 13 Fungizide, 9 Insektizide/Akarizide, 4 Herbizide, 1 Desin-
fektionsmittel, 6 derzeit oder friiher in der Imkerei als Varroazide oder Repellentien eingesetzte
Substanzen und 4 Verbindungen, die aus verschiedenen Quellen stammen kénnen (multiple
source compounds). In der Saison 2022 erhéhte sich die Anzahl der Kontaminationen auf 63
(=21 pg/kg). Es handelte sich um 23 Fungizide, 16 Insektizide, 9 Herbizide, 1 Desinfektionsmit-
tel, 7 Varroazide, 1 Nematizid sowie 3 multiple source compounds (Tabelle 6).

Ein Grol3teil der urspringlich in dem NK-Wachs unvermeidbar in geringfiigigen Mengen vor-
handenen Substanzen wurden durch den Ausbau der Waben mit neu produziertem Bienen-
wachs ,verdinnt®, sodass sich deren Gehalte verringerten oder sie gar nicht mehr detektierbar
waren. Das Varroazid Thymol nahm hingegen signifikant zu (die Versuchsvoélker wurden auch
mit diesem behandelt). Dies betraf sowohl die konventionellen als auch die Bio-Standorte. An
einzelnen Standorten fanden sich im Bienenwachs relativ hohe Gehalte von >10 ug/kg von
derzeit zugelassenen Pflanzenschutzmitteln, vor allem Fungizide wie Azoxystrobin, Boscalid,
Cyprodinil, Dimoxystrobin, Fluopyram oder Trifloxystrobin, sodass die jeweiligen Wachspro-
ben vermutlich den aktuellen Status eines Standortes bezliglich des Pestizideinsatzes sehr
gut widerspiegeln. Jedoch fanden sich vereinzelt auch Wirkstoffe, die in der Landwirtschaft
nicht mehr zugelassen sind wie das Fungizid Carbendazim oder das schon lange verbotene
DDT. Carbendazim wird auch als Biozid in Holzschutzmitteln verwendet. Das Bio-Areal, in dem
der Wirkstoff nachgewiesen wurde, grenzt an ein historisches Anwesen mit alten Holzbauten,
was den Eintrag erklaren konnte. Das Wachs mit DDT-Rickstanden stammte aus dem Stadt-
gebiet von Nurnberg, umgeben von zahlreichen Privatgarten, wo z.B. die Nutzung von Altbe-
stédnden durch Anwohner nicht ausgeschlossen werden kann.

Die in das Bienenwachs neu eingetragenen Mengen an anthropogenen Kontaminanten (ohne
Thymol berechnet) lagen innerhalb von drei Jahren (Ende der Saison 2022) zwischen 10 und
425 pg/kg (Tabelle 5). Im Jahr 2021 lief3en sich bei den paarweisen Vergleichen weder bei der
Gesamtmenge noch bei der Zahl der eingetragenen Wirkstoffe signifikante Unterschiede zwi-
schen Uberwiegend konventionell und 6kologisch bewirtschafteten Arealen feststellen. In der
Saison 2022 gab es hingegen signifikante Unterschiede zwischen konventionellen und Bio-
Arealen, wenn nur die Gehalte der eingetragenen Pflanzenschutzmittel (Insektizide/Akarizide,
Herbizide und Fungizide) betrachtet wurden (Kon: 7-233 pg/kg, Median: 42 ug/kg; Bio: 4-80
Ma/kg, Median: 15,5 ug/kg, Wilcoxon-Test: p=0,0408, Tabelle 5). Bei der Anzahl eingetragener
Pflanzenschutzmittel sowie der Gesamtmenge an anthropogenen Substanzen im Wachs gab
es hingegen auch 2022 keine signifikanten Unterschiede. Die insgesamt eher geringen Unter-
schiede zwischen konventionellen und Bio-Arealen beim Eintrag anthropogener Substanzen
sind vermutlich durch den groRen Flugradius der Bienen zu erklaren (Sammelflige regelmaRig
2-3 km, vereinzelt sogar bis zu 6 km [6]), sodass sich deren Sammelaktivitat oftmals kaum auf
die 6kologisch bewirtschafteten Areale beschranken lasst. Gemal EU-VO 2018/848 [10] sind
.[...] Bienenstocke [...] so aufzustellen, dass im Umkreis von drei Kilometern um den Standort
Nektar- und Pollentrachten im Wesentlichen aus 6kologischen/biologischen Kulturen oder
Wildpflanzen oder Kulturen bestehen, die nach Methoden mit geringer Umweltauswirkung be-
handelt werden.“ ,Im Wesentlichen® impliziert, dass dies in der Praxis kaum zu 100% umsetz-
bar ist, sodass sich die Unterschiede zwischen konventioneller und Bio-Imkerei insbesondere
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durch das imkerliche Handeln manifestieren. Details hierzu finden sich in den Richtlinien der
Verbande, in denen sich Bio-Imker zusammengeschlossen haben (z.B. [1]).

Die Ergebnisse zum Eintrag von Kontaminanten unter Freilandbedingungen scheinen auf den
ersten Blick den Ergebnissen des Monitorings zu widersprechen, bei denen die konventionel-
len Wachsproben in Bezug auf alle Vergleiche deutlich starker belastet waren als die Biowach-
sproben. Hierbei ist jedoch zu berilicksichtigen, dass bei den Feldversuchen der Eintrag nur
wahrend der Projektlaufzeit untersucht wurde. Beim Monitoring hingegen macht sich der Ein-
fluss des imkerlichen Handelns Uber Jahre hinweg viel starker bemerkbar. Hier ist es in der
konventionellen Imkerei Ublich, einen geschlossenen Wachskreislauf zu betreiben, d.h.,
Wachs aus dem Vorjahr wird eingeschmolzen und zur Herstellung neuer Mittelwande verwen-
det. Dadurch kommt es Gber Jahre hinweg zu einer Anreicherung von Kontaminanten. Bei der
Bio-Imkerei hingegen werden Mittelwande ausschlieBlich aus so genanntem Verdeckelungs-
wachs (Wachs, das von den Bienen zum Verdeckeln der Honigwaben neu produziert und vom
Imker bei der Honiggewinnung gesammelt wird) und Wachs aus Naturwabenbau (Wachs aus
Waben, die von den Bienen ohne Verwendung von Mittelwanden neu angelegt wurden) ge-
wonnen [1]. Somit ist hier der Anreicherungseffekt sehr viel geringer.

Tabelle 5: Gesamtgehalte und Anzahl neu hinzugekommener oder in erhdhter Menge
(ohne Berlcksichtigung des Varroazids Thymol) im Vergleich zum Ausgangs-
wachs vorkommender Kontaminanten im NK-Wachs der Kooperationsimker
an Uberwiegend konventionell oder 6kologisch bewirtschafteten (Bio) Stand-
orten (Saison 2022). Die Auswertung wurde einmal fir alle anthropogenen
Substanzen und einmal nur fur Pestizide (Insektizide/Akarizide, Fungizide und

Herbizide) durchgefihrt.
Anthropogene Substanzen gesamt Pestizide
Gesamtgehalte Anzahl Gesamtgehalte Anzahl
(Mg/kg) (Mg/kg)
Imker-Kir- | konven- . konven- . konven- Bio konven- Bio
. Bio . Bio . .
zel tionell tionell tionell tionell
2 43 55 12 11 31 8 4 4
3 425 67 24 11 233 32 16 7
4 119 22 21 9 110 12 16 5
5 68 41 25 16 44 27 17 10
6 15 22 9 8 8 13 5 5
7 52 24 9 12 40 10 4 7
8 12 46 5 13 7 39 2 9
9 37 10 14 8 21 4 8 4
16 86 87 13 12 80 80 9 9
23 18 31 9 22 11 18 6 13
24 133 32 13 11 119 11 8 5
25 211 34 14 13 204 20 9 7
Median 60 33 13 11,5 42 15,5 8 7
p-Wert (Wil- 0,0994 0,2875 0,0408 0,3411
coxon-Test)
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Tabelle 6: Ergebnisse der chemischen Analysen des NK-Wachses aus den Feldversu-
chen bei den Kooperationsimkern. Angegeben sind die Wirkstoffkonzentrati-
onen (pg/kg) in dem fur die Herstellung der Mittelwande verwendeten, nur ge-
ringflgig kontaminierten Wachs (NK-Wachs, Marz 2020) sowie die Konzent-
rationen der Stoffe in den ausgebauten Waben am Saisonende (Herbst 2022);
Bio: Uberwiegend 6kologisch bewirtschaftetes Areal, Kon: tGiberwiegend kon-
ventionell bewirtschaftetes Areal (Mittelwert der Gehalte oberhalb der Bestim-
mungsgrenze + SD, pg/kg). Grun: Konzentrationen dieser Substanzen blie-
ben unverdndert oder nahmen ab; hellblau: Konzentrationen dieser Substan-
zen nahmen zu; rot: Substanzen wurden neu detektiert. Die Spalten ,n/12¢
geben die Zahl positiver Proben von 12 gemessenen Proben an. Es wurden
>850 Stoffe mit einer Bestimmungsgrenze von jeweils 1 ug/kg erfasst. Leere
Felder bedeuten Gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Wirk- NK-

Herbst 2022
Verbindung stoff- V,\\/Aa;rt;s orbet 20
klasse 2020 Bio n/12 Kon n/12

4-Chlor-3-methylphenol D 1,3+ 0,5 7 1,3+0,4 8
6-Chlornicotinsaure * I 2,0 2 2,0 2
Amitraz Metabolit | V 26,0 1

Amitraz Metabolit Il \% 6,5+£9,0 4 38,3+64,5 4
Anthrachinon M 5 1,4+£0,5 8 2,117 9
Azoxystrobin F 4,0+ 1,2 4 19,7 £ 16,9 3
Bixafen F 1,0 1
Boscalid F 6,0 +£6,0 5 32,7 £48,7 7
Brompropylat V 5 1,0 1 1,7+£0,9 3
Carbendazim F 1,0 1

Chlorbenzilat \Y 1,0 1 2,0 1
Chlorpyrifos | 2,0 1 2,0 1
Chlorthalonil F 2,0 1

Clopyralid H 4,0 1 4,0 1
Coumaphos V 4 1,3+£0,4 4 2,0+£0,6 6
Cyantraniliprol I 2,0 1
Cypermethrin | 2,0 1 1,5+£0,5 2
Cyprodinil F 1,0 1 25,7+ 21,0 3
DDD-p,p I 1,0 1 1,0 1
DDE-o,p I 1,0 1
DDE-p,p I 1,0 1 2,0 1
DDT-o,p I 2,0 1
DDT-p,p I 3,0 1
DEET R 3 1,0 2

Difenoconazol F 1,0 2 7,041 3
Dimoxystrobin F 2614 7 12,3 + 26,0 8
Diphenylamin F 1,8+0,9 10 54+10,5 9
Diuron H 3,0 1
Fenamiphos N 2,0 1
Fenhexamid F 1,0 1 8,0+1,0 2
Fenpyroximat I/A 4,0 1
Fluazifop (freie Saure) H 1,0 2 72+7,0 6
Fludioxonil F 15,5+ 14,5 2 8,56+6,7 4
Fluopyram F 3,3+3,5 6 70+55 7
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Wirk- NK-

Verbindung Stoff- V:\’Aa;r';s Herbst 2022

klasse 2020 Bio n/12 Kon n/12
HCH-gamma (Lindan) I 3,0 1 5,0 1
Indoxacarb I 12,0 1
Isofetamid F 1,0 1
Isopyrazam F 2,3+£0,9 3 1,0 1
Isoxaben H 3,0 1 1,0 1
Mecoprop (MCPP) H 2,0 1
Myclobutanil F 1,0 1
ortho-Phenylphenol M 4 1,1+£0,3 9 1,8+1,0 9
Paclobutrazol F 3,0 1
Pentachlorphenol F 1,0 2 8,0 1
Permethrin (cis-/trans-) | 4 1,4+£0,5 9 1,9+1,0 7
Piperonylbutoxid | 2,0 1 7,0+£5,0 2
Pirimiphos-methyl I 3 1,0 2 2,0 1
Prothioconazol F 48+45 5 40+£1,2 4
Pyraclostrobin F 1,0 1 6,0+ 3,0 2
Spiroxamin F 1,0 1
Tau-Fluvalinat \% 10 8,81+4,0 12 78%+6,3 12
Tebuconazol F 6,8 £ 9,6 6 6,7 £ 9,1 6
Tebufenozid I 18,0 £ 10,0 2
Terbuthylazin H 1,0 1
Thymol \% 1400 12901 £ 15793 | 12 | 12964 + 19368 | 12
Triadimenol F 9,0 1
Trifloxystrobin F 4020 2 11,0+ 6,4 3

Wirkstoffklassen: A = Akarizid, D = Desinfektionsmittel, F = Fungoid, H = Herbizid, | = Insekti-
zid, V = Varroazid, M = multiple source compound, N = Nematizid, R = Repellent

Honigertrag, Bienenmasse und Schadlingsbefall

Honigertrag und Bienenmasse der Volker mit K- bzw. NK-Wachs sowie an konventionell und
biologisch bewirtschafteten Arealen sind fur die Saison 2021 sowie 2022 in Tabelle 7 zusam-
mengefasst. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die Daten weisen eine sehr
hohe Streuung auf. So variiert der Honigertrag zwischen 0 und 47,1 kg pro Volk und die Bien-
enmasse zwischen 1,4 und 6,9 kg pro Volk. Dass die Ergebnisse knapp nicht signifikant sind,
liegt unter anderem an der relativen gro3en Varianz innerhalb der Stichproben. Diese war in
den schlechten Bienenjahren vermutlich vornehmlich auf das Wetter zurtickzuflihren, so dass
sich trotz des gepaarten Designs zufallige Unterschiede im Erfolg der Stocke stark auswirkten.
In der Saison 2022 kam es durch die lange anhaltende Dirre im Sommer dazu, dass die Bie-
nen einen Grolfiteil der eingetragenen Honigreserven bis zum Ende der Saison wieder selbst
verbraucht hatten und bei zahlreichen Voélkern gar kein Honigertrag erwirtschaftet werden
konnte. Mit einer groReren Stichprobe Uber mehrere Jahre kdnnten sich validere Aussagen
treffen lassen.

Die Varroabelastung der eigenen Vdlker (Hauzenstein) zeigte einen Trend (geringere Varroa-
belastung bei NK-Vdlkern), auch wenn die Werte keinen signifikanten Unterschied zeigten
(Wilcoxon-Test p=0,0625, n = 6). Die Belastung mit Nosema (einem typischen Darmparasiten)
war zu gering, um sie statistisch auswerten zu kénnen. Lediglich vier Volker waren betroffen,
davon drei mit einem starken und eines mit einem leichten Befall.
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Tabelle 7: Honigertrag und Bienenmasse (jeweils in kg) flr den Vergleich zwischen K
und NK-Wachs (unabhangig vom Areal), sowie zwischen biologisch (Bio) und
konventionell bewirtschafteten (Kon) Arealen (unabhangig vom Wachs). Fur
die Standorte steht ,Imker* fiir die beteiligten Kooperationsimker und ,,Hs* fiir
Hauzenstein (eigene Versuchsvolker). Angegeben sind jeweils die Stichpro-
bengréflie (n), Median und Quartile, sowie das exakte p fur den Paarvergleich
mittels Wilcoxon-Tests.

Saison 2022
Vergleich | Standort n Mild}'(an QUSE'IG Median K | Quartile K P
Honigertrag Imker 20 4,3 0-15 3,4 0-17,5 0,99
Hs 6 2,8 0,8-4,5 1,5 0-45 0,38
alle 26 3,8 0-7.1 2,3 0-14,9 0,75
Bienen- Imker | 20 2,5 2,1-3,0 2,7 2-32 0,70
masse
Hs 6 3,1 2,6-3,6 2,2 1,3-3,1 0,06
alle 26 2,8 2,1-3,3 2,6 2-31 0,39
. Median Quartile Median Quartile
Vergleich Areal n Bio Bio Kon Kon p
Honigertrag | Bio/Konv 20 4.8 0-15,8 2,8 0-17,8 0,79
Bienen- | pio/konv | 20 2,6 2,1-35 2,8 2,1-3,1 0,44
masse
Saison 2021
Vergleich | Standort n Mild}'(an Qus:(tlle Median K | Quartile K p
Honigertrag Imker 10 11,1 48-16 6,4 0-12,3 0,1
Hs 5 19 55-24 11,5 6,5-12 0,31
alle 15 12,4 5-20,7 7,9 5-12 0,07
Bienen- Imker 19 2,3 2,1-29 2,3 1,6-2,7 0,24
masse
Hs 5 5,8 41-6,8 4.7 3,1-4,7 0,12
alle 24 2,5 2,1-4.4 2,6 1,7-3.2 0,052
. Median Quartile Median Quartile
Vergleich Areal n Bio Bio Kon Kon p
Honigertrag | Bio/Konv 9 5 0-13,9 11,2 4,7 -15 0,16
Bienen- | pio/konv | 18 2,3 2-27 2,2 1,8-2,9 0,87
masse
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5.3 Arbeitspaket 3: Semi-Feld- und Laborversuche zu den Effekten
kontaminierten Bienenwachses

5.3.1 Eiablagerate der Kéniginnen, Entwicklungsdauer und Mortalitéit der Larven, Bau-
leistung der Arbeiterinnen

Die Koniginnen entschieden sich in allen Fallen nur fur eine Wabe, welche sie bestifteten. Sie
legten zwischen 255 bis 2925 Eiern in zwei Tagen. Kéniginnen aus K- und NK- Vdlkern zeigten
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der gelegten Eier (n=8, p=0,078, exakter Wil-
coxon-Test, Abbildung 11), wobei zumindest ein Trend zu erkennen ist, dass Kéniginnen aus
K Volkern mehr Eier legen. Bei der Wahl des Wachses zeigte sich jedoch, dass 12 von 16
Kéniginnen das NK-Wachs bevorzugten (p=0,0384, Binomial-Test). Dies deutet darauf hin,
dass die Koniginnen Schadstoffe im Wachs detektieren kdnnen und diese meiden, wenn sie
eine Wahl haben.
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Abbildung 11: (A) Anzahl gelegter Eier von Koéniginnen aus NK- und K-Vdlkern und (B)
Anzahl der Eier, die auf NK- und K-Wachs gelegt wurden (n = 16). Box-
and-Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile
(Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreilder (°: >1,5 x
Boxhohe).

Bei der anschlieRenden Beobachtung der Larvenentwicklung wurden die Eier und teils auch
Larven von den Arbeiterbienen aus den Waben ausgeraumt. Somit war eine Auswertung tber
die Entwicklungsdauer der Larven nicht mdglich. Die Ursachen flr das Ausraumen der Larven
sind unklar. Da die Experimente im spaten Sommer durchgeflhrt wurden, liegt es jedoch nahe,
dass die Bienen bereits die VolksgroRe fiir die Uberwinterung reduzierten.

5.3.2 Immunkompetenz

5.3.2.1 Melanisierung von Fremdkorpern

Eine wichtige Frage war, ob sich die Immunkompetenz von Bienen aus Volkern mit K- und NK-
Wachs unterscheidet. Da zu erwarten war, dass die Immunkompetenz im Verlauf der Saison
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variiert, wurde ein gepaartes Design verwendet und die Werte der Versuchspaare eines Tages
(Mediane der K- bzw. NK-Bienen eines Versuchstages) mittels eines Wilcoxon-Tests flr Paar-
vergleiche analysiert. Zudem wurde getestet, ob sich die Immunkompetenz der Vélker insge-
samt unterschied und ob es Unterschiede in der Immunkompetenz zwischen den einzelnen
Tagen gab. Hierzu wurden Kruskal-Wallis-Tests durchgefihrt.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Grauwerten, also dem Gard der Me-
lanisierung, zwischen Bienen aus den Voélkern mit K- und NK-Wachs (Wilcoxon-Test: N=13,
p=0,21, Abbildung 12). Es zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede sowohl zwischen den
Tagen (Kruskal-Wallis Test, N=13, p=0,010) als auch zwischen den Vdlkern (Kruskal-Wallis
Test, N=11, p=0,018). Das deutet darauf hin, dass Faktoren wie Wetter, Witterung, Standort
oder die genetischen Eigenschaften eines Volkes einen Einfluss auf die Immunabwehr in Be-
zug auf die Melanisierungsreaktion haben und dass die Methode prinzipiell geeignet war, Un-
terschiede zu erkennen. Es war aber kein signifikanter Unterschied zwischen Bienen, die auf
K- bzw. NK-Wachs aufwuchsen, feststellbar.

18

16

14+
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104

Median der Grauwerte (Tag)
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Abbildung 12: Grauwerte (Mediane eines jeden Versuchstages, n=13) fur NK- und K-
Vélker. Box-and-Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-
75% Quartile (Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker).

5.3.2.2 Antimikrobielle Aktivitidt der Himolymphe (Hemmhoftest)

Die Experimente zur antimikrobiellen Aktivitdt der Hamolymphe wurden im Sommer 2022 im
Rahmen eine Bachelorarbeit (Sandra Herrnberger) durchgefiihrt. Dazu wurde getestet, ob sich
die GroRen der gebildeten Hemmhdofe (inhibition zone assay) zwischen Bienen, die auf K- bzw.
NK-Wachs aufgewachsen waren, unterschieden.

Im Vorfeld wurde getestet, ob die Bienen von K- und NK-Wachs nach Gabe von LPS eine
unterschiedliche Mortalitat aufwiesen. Dies war nicht der Fall. Weiter wurde untersucht, ob
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sich das Volumen der abnehmbaren Hamolymphe zwischen den Gruppen unterschied. Auch
hier wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

Die Immunproteine der Hamolymphe inhibieren das Wachstum der Bakterien in einem Bereich
um das Loch auf der Agarplatte. Dabei bildet sich ein Hemmhof, eine klare, nicht von Bakterien
bewachsene Zone, um das Loch mit der Hdmolymphe herum aus. Der Durchmesser bzw. die
Flache des Hemmhofs ist ein Mal fiir die Starke der Hemmung des bakteriellen Wachstums
(Abbildung 13, [19]).

(

Abbildung 13: In LB-Agar wurden zwei Lécher nebeneinander gestanzt, in die Hamolym-
phe von Bienen aus K- (links) und NK-Wachs (rechts) pipettiert wurde. Um
die Lécher waren klare Hemmhdofe erkennbar.

Fir jeden Versuchstag wurden Paare aus den Mittelwerten der gemessenen HemmbhofgréRen
auf den einzelnen Agarplatten (9-12 Paare von Hamolymphe aus K- bzw. NK-Wachs-Bienen
pro Tag) gebildet. Der Mittelwert der Hemmhofgréfien von Bienen aus NK-Wachs war signifi-
kant kleiner als von Bienen aus K-Wachs (Abbildung 14, Wilcoxon-Test, p=0,0129; n = 17).

Es ist interessant, dass entgegen der Annahme, dass die Immunantwort von in K-Wachs auf-
gewachsenen Bienen beeintrachtigt sein kdnnte, dieses Experiment das Gegenteil zeigte.
Eine maogliche Erklarung ist eine, durch die Kontaminationen im K-Wachs verursachte, veran-
derte Genexpression von antimikrobiellen Peptiden (AMPs). Es wurde schon gezeigt, dass
Akarizide die AMP-Genexpression beeinflussen kénnen [14], [26]. Da die Vdlker am selben
Standort standen und es sich um Geschwisterkoniginnen handelte, sind standortbezogene
und genetische Unterschiede unwahrscheinlich. Zwischen den sechs NK-Vdlkern zeigten sich
keine Unterschiede in der HemmhofgroRe (Kruskal-Wallis-Test, p=0,66, n = 167). Zwischen
den sechs K-Vdlkern gab es hingegen einen signifikanten Unterschied der Hemmhofgréen
(Kruskal-Wallis-Test, p=0,0067, n = 167), welcher auf einen signifikanten Unterschied zwi-
schen Bienen aus Volk 6 und 10 zurtckzufuhren ist (Volk 10 zeigte in der Gruppe der K-Volker
deutlich die kleinsten Hemmhofe). Eine weitere Erklarung fur die starkere Immunantwort bei
K-Bienen wére, dass durch die im K-Wachs wirkenden Kontaminanten eine soziale Immunan-
twort ausgel6st wird [5], [25]. Die erhéhte Immunreaktion hat allerdings nicht nur Vorteile son-
dern auch Kosten. So kann z.B. eine erhdohte Immunantwort mit einer geringeren Larvenpro-
duktion sowie einer geringeren Produktivitat und Lebenserwartung adulter Tiere einhergehen
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[11]. Weitere Forschung ist in diesem Bereich erforderlich, um die genauen Hintergriinde des
von uns gezeigten Effektes zu verstehen.
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Abbildung 14: Grofle der Hemmhofe (gemessen in Pixel) bewirkt durch die Hamolymphe
von Bienen aus K- und NK-Wachs. Box-and-Whisker Plots zeigen den
Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal- und Maximal-
werte (Whisker); n = 17, Wilcoxon-Test: p=0,0129).

5.3.2.3 Anzahl der Himozyten

In diesem Versuch wurde der Einfluss unterschiedlich kontaminierten Wachses auf einen wei-
teren Parameter der Immunkompetenz von Honigbienen getestet, namlich auf die Konzentra-
tion der Hamozyten in der Hamolymphe, die ein Mal fir zellulare Immunabwehr darstellt [23].

Zur Auswertung wurden die Mediane (Zellen/ul) der Proben von K- und NK-Vélkern des jewei-
ligen Versuchstages paarweise verglichen. Hierbei zeigten sich, anders als im Hemmbhofver-
such, keine signifikanten Unterschiede (n = 15, p=0,815 Wilcoxon-Test, Abbildung 15). Das
Experiment zeigt, dass die erhéhte Abwehrleistung der Hamolymphe nicht auf die Anzahl der
Hamozyten zurlckzuflhren ist, sondern vermutlich auf die Konzentration antimikrobieller Pep-
tide.

5.3.3 Assoziatives Lernvermogen

Die Daten aus einem Vorversuch (2020) zeigten keine signifikanten Unterschiede im Lernver-
mogen zwischen Bienen, die sich in K- oder NK- Wachs entwickelt hatten (Chi-Quadrat-Test
fur Haufigkeit erfolgreiches vs. nicht erfolgreiches Lernen: Chi? = 0.78, p=0.38).

Im Jahr 2021 wurde im Spatsommer eine weitere Versuchsreihe im Rahmen einer Masterar-
beit (Nathalie Ingerl) durchgefiihrt. Die Nummer der Durchgange, ab der die Bienen PER zeig-
ten, unterschied sich weder signifikant zwischen den Vdélkern (Kruskal Wallis Test: H = 5,8;
p=0,75) noch zwischen den Versuchstagen (Kruskal Wallis Test: H = 9,9; p=0,41). Insbeson-
dere war kein Unterschied zwischen Bienen, die sich in K- bzw. NK-Wachs entwickelten, fest-
zustellen (Mann Whitney Test: N (NK-Wachs) = 37, N (K-Wachs) = 39; p=0,91; Abbildung 16).

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 3 27



Ergebnisse und Diskussion

1.20E+044

1.05E+044
9.00E+03

7.50E+03

6.00E+03+4

4.50E+03 J_
3.00E+03

1.50E+03

Anzahl Hdmozyten pro ul

NK K

Abbildung 15: Unterschied in der Hamozytenzahl pro pul Hamolymphe zwischen Bienen
aus K- und NK-Wachs (Mediane eines jeden Versuchstages, n=15,
p=0,815 Wilcoxon-Test). Box-and-Whisker Plots zeigen den Median (ho-
rizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal- und Maximalwerte (Whis-
ker); n =15, p=0,815 Wilcoxon-Test.

Wax_Qual
— K
s | e NK

0,6

04

Anteil Bienen mit PER

0,2

1 2 3 4 5

Durchgang

Abbildung 16: Ergebnisse der Lernversuche mittels PER fiir Bienen, die sich in K- bzw.
NK-Wachs entwickelten. Dargestellt sind die Anteile der Bienen, die in den
Versuchsdurchgangen 1-5 einen PER zeigten (Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen der Versuchstage).

Aulerdem sollte die Gedachtnisleistung bestimmt werden. Hierzu wurde 1 Stunde, 6 Stunden
und 24 Stunden nach den Lernversuchen erneut getestet, ob die Bienen einen Russelstreck-
reflex auf den Geruch von Hexanal zeigten (hier ohne anschlieBende Belohnung). Die Zeit, bis
zu der die Bienen den PER zeigten, unterschied sich nicht signifikant zwischen den Vélkern
(Kruskal Wallis Test: H = 5,7; p=0,76), ebenso nicht zwischen den Versuchstagen (Kruskal-
Wallis-Test: H = 11,8; p=0,25) und auch nicht zwischen Bienen, die sich in K- bzw. NK-Wachs
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entwickelt hatten (Mann Whitney Test: N (NK-Wachs) = 41, N (K-Wachs) = 41; p=0,94; Abbil-
dung 17).
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Abbildung 17: Ergebnisse der Lernversuche mittels PER fiir Bienen, die sich in K- bzw.
NK-Wachs entwickelten. Dargestellt sind die Anteile der Bienen, die in den
Versuchsdurchgangen 1-5 einen PER zeigten (Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen der Versuchstage).

Wegen des schlechten Bienenjahres 2021 wurde dieses Experiment im Sommer 2022 noch
einmal wiederholt. Auch hier wurde doppelblind getestet. Es wurden insgesamt 309 Bienen
untersucht. Auswertbar waren hiervon 280 Bienen (138 K- und 142 NK-Bienen). Auch hier
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wachsgruppen K und NK (Lernen
Chi? = 0.11, p=0,74). Die Gedachtnisleistung wurde hier in Zeitabschnitten von 1, 3 und 24
Stunden nach dem Training untersucht (Chi? = 0,09, p=0,75). Es deutet somit nichts auf einen
Unterschied im Lernvermdgen zwischen Bienen hin, die sich in K- oder NK-Wachs entwickelt
haben.

5.3.4 Flugleistung

Dieser Versuch wurde Sommer 2021 durchgefthrt. Insgesamt wurden 100 Bienen an 10 Ver-
suchstagen getestet. Von den 100 getesteten Bienen flogen lediglich 6 aus der Gruppe NK
und 10 aus der Gruppe K fur mindestens 10 Minuten. Es zeigten sich weder bei der Flugdistanz
(p=0,6984 Mann-Whitney U-Test), Flugdauer (p=0,6256 Mann-Whitney U-Test), der durch-
schnittlichen Geschwindigkeit (p=0.1813 Mann-Whitney U-Test) noch bei der Anzahl an Pau-
sen (p=0,6511 Mann-Whitney U-Test) signifikante Unterschiede. Aufgrund der geringen An-
zahl an geflogenen Bienen sind die Ergebnisse hier jedoch nur wenig aussagekraftig.

5.3.5 Heimfindevermoégen

Bei der Auswertung der Videos wurde notiert, wann markierte Bienen zum Stock zurlckkehr-
ten, aber nur bis eine markierte Biene den Stock wieder verlie3, da hier meist keine genaue
Zuordnung moglich war und die herausfliegende Biene ansonsten, wenn sie zuruckkehrte,
falschlicherweise als Heimkehrerin gewertet werden kénnte. Falls eine ausfliegende Biene
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aber eindeutig individuell identifizierbar war, wurde die Zahlung fortgesetzt. Da anzunehmen
war, dass das Heimfindevermégen vom Wetter und dem Zeitpunkt in der Saison abhing, wurde
wiederum ein Paarvergleichstest (N vs. NK an einem Tag) zur statistischen Analyse verwen-
det. Es zeigten sich weder fir 500 m noch fur 1000 m Entfernung signifikante Unterschiede
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ergebnisse der Heimfindungsversuche flr Bienen, die sich entweder in K-
oder in NK-Wachs entwickelten: A, C: Zeit in Sekunden, welche die Bie-
nen benotigten, um nach dem Aussetzten in 500 m (A) bzw. 1000 m (C)
Entfernung zur Beute zurickzukommen. B, D: Anzahl der Bienen, die
nach dem Aussetzen in 500 (B) bzw. 1000 m (D) zuriuckkehrten, bevor
eine markierte Biene die Beute wieder verliel3. Es sind die Ergebnisse von
Paarvergleichen mittels Wilcoxon-Tests angegeben (jeweils Vergleiche
der Mediane von Versuchspaaren, die am gleichen Tag getestet wurden;
bei 500 m Versetzung: 11 Versuchstage mit insgesamt 330 Bienen, bei
1000 m Versetzung: 7 Versuchstage mit insgesamt 210 Bienen. Box-and-
Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile
(Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker).
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6 Zusammenfassung

Ziele des Projektes waren (1) in einem bayernweiten Monitoring die Belastung von Bienen-
wachs durch Schadstoffe zu erfassen, (2) den Eintrag anthropogener Substanzen in kaum
belastetes Bienenwachs in konventionell und dkologisch bewirtschafteten Arealen zu verglei-
chen, wobei gleichzeitig Volksentwicklung und Honigertrag an diesen Standorten ermittelt wur-
den und (3) die Leistungsfahigkeit von Bienenarbeiterinnen, die sich in kontaminiertem Wachs
(K-Wachs) bzw. nicht kontaminiertem Wachs (NK-Wachs) entwickelten, zu vergleichen. Auf
der Basis der Ergebnisse wurden Handlungsempfehlungen flr Imkerinnen und Imker zur
Vermeidung chemischer Belastungen von Bienenwachs erarbeitet (Anhang).

(1) Durch das bayernweite Monitoring der Kontaminationen des Bienenwachses konnte ge-
zeigt werden, dass Wachse von Volkern konventionell bewirtschafteter Imkereien signifikant
mehr anthropogene Substanzen enthalten als Wachse von Bio-Imkereien.

(2) Die Wachsproben wurden am Ende jeder Saison bei 12 Kooperationsimkern genommen
und auf Umweltchemikalien untersucht. Hierbei zeigte sich anfanglich eine Verdinnung der
urspringlich vorhandenen geringen Schadstoffkonzentrationen durch den Ausbau der Mittel-
wande mit von den Bienen neu produziertem, unbelastetem Wachs. In der Saison 2022 zeig-
ten sich jedoch erstmals signifikant héhere Konzentrationen von Pflanzenschutzmitteln in den
Wachsen der konventionellen Standorte. Beim Vergleich von Volksentwicklung und Honiger-
trag an den konventionell und biologisch bewirtschafteten Standorten ergaben sich hingegen
keine signifikanten Unterschiede.

(3) Es wurden das Lern- und Heimfindevermogen, die Immunkompetenz und die Flugleistung
der Bienenarbeiterinnen untersucht. Beim Lernvermdgen und bei der Gedachtnisleistung zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Bienen, die sich in K- bzw. NK-Wachs ent-
wickelt hatten. Das gleiche gilt fur das Heimfindevermdgen und die Flugleistung. Bei der Im-
munkompetenz zeigte sich, dass die antimikrobielle Aktivitdt der Himolymphe bei Bienen, wel-
che in K-Wachs aufwuchsen, signifikant erhdht war. Bei Experimenten zur Immunabwehr ge-
gen Fremdkoérper und der Anzahl an Hdmozyten wurden hingegen keine Unterschiede festge-
stellt.

Unsere Experimente haben somit nur wenige Evidenzen zu der Hypothese geliefert, dass Ver-
unreinigungen in konventionellem Bienenwachs Honigbienen beeintrachtigen. Sowohl auf
Ebene der Volker als auch auf individueller Ebene der Arbeiterinnen zeigten sich nur bei zwei
der untersuchten Parameter signifikante Unterschiede.
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7 Ausblick

Die in diesem Projekt erzielten Ergebnisse zeigen, dass es einen Eintrag von Pflanzenschutz-
mitteln aus der Landwirtschaft und anderen anthropogenen Kontaminationen ins Bienenwachs
gibt. Der grofdte Anteil der Verunreinigungen stammt vor allem aus Rickstanden vergangener
Jahre oder ist auf imkerliche MaRnahmen insbesondere aus der Varroabehandlung zuriickzu-
fuhren. Die Verwendung von kontaminiertem Wachs bewirkte bei den von uns untersuchten
Parametern jedoch kaum signifikante negative Effekte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit einer kdrzlich verdéffentlichen Studie [26], die ebenfalls keine signifikanten Effekte auf die
Reproduktion und die Volksentwicklung fand, wenn den Vdlkern mit Umweltchemikalien und
Varroaziden belastete Mittelwande angeboten wurden. Die Verfalschung von Wachs durch
den Zusatz von Stearin fuhrte hingegen zu negativen Effekten. Eine aus den USA stammende
Studie [32] fand hingegen negative Effekte verunreinigter Mittelwande auf die Larvalentwick-
lung (Verlangsamung) und die Lebensdauer adulter Arbeiterinnen (Verklrzung). Das in dieser
Studie verwendete Wachs war jedoch noch weitaus starker mit Pestiziden belastet als das von
uns verwendete (u.a. 50x hoherer Gehalt an dem Varroazid Coumaphos, welches auch insek-
tizid wirkt). Somit kdnnte der Grad der Verunreinigung des hier verwendeten Wachses nicht
hoch genug gewesen sein, um starkere Effekte zu bewirken. Diese Schlussfolgerung wird
durch chemische Analyse von Larven und adulten Bienen unterstiitzt, bei denen keine aus
dem Wachs stammenden Ruckstande nachgewiesen werden konnten. Bei Betrachtung der
Ergebnisse des Wachsmonitorings stellt das in dieser Studie verwendete K-Wachs ein typi-
sches Beispiel fur ein in Bayern bei der konventionellen Imkerei verwendetes Wachs dar. Je-
doch muss festgestellt werden, dass bei gleichen Gesamtmengen die relative Zusammenset-
zung der Verunreinigungen unterschiedliche Wirkungen haben kann. Somit wéren trotz der
geringen Effekte, die in diesem Projekt gefunden wurden, weitere Versuche unter kontrollierten
Bedingungen sinnvoll, bei denen sauberes Wachs mit definierten, feldrealistischen Mengen
bestimmter Wirkstoffe experimentell kontaminiert wird. Hintergrund solcher Versuche sind
mogliche additive oder sogar synergistische Effekte, die Wirkstoffe verschiedener Klassen
(z.B. Insektizide und Fungizide) auf Honigbienen haben kénnen [33]. So kénnten Substanzen,
die allein keine Effekte ausldsen, zusammen sehr wohl welche besitzen.

Der in diesem Projekt verwendete hohe Parameterumfang (>850 Wirkstoffe) bei einer einheit-
lichen Bestimmungsgrenze von 1 ug/kg ermoéglichte den Nachweis von zahlreichen Wirkstof-
fen, die bei Routinemessungen mit héheren Bestimmungsgrenzen nicht erfasst worden waren.
Daher sollten in regelmafligen Abstanden stichprobenartig chemische Analysen mit diesen
Parametern durchgeflhrt werden, um maogliche Kontaminationen, insbesondere auch durch
neu zugelassene Pflanzenschutzmittel frihzeitig zu erkennen.

Auch muss erwahnt werden, dass die Honigbiene gerne als Modellorganismus verwendet
wird. Beim Heranziehen von wenigen typischen Modellorganismen ist jedoch zu beachten,
dass diese nur einen geringen Anteil an der heimischen Insektendiversitat ausmachen. Der
Rickgang von Insekten betrifft jedoch vor allem andere Insekten, welche auf Pflanzenschutz-
mittel empfindlicher reagieren kénnten. Es besteht somit weiterhin Forschungsbedarf. Um un-
sere Umwelt zu erhalten ist eine gute Zusammenarbeit zwischen Chemischer Industrie, Land-
wirtschaft, Umweltschitzenden, Zulassungs- und Regulierungsbehérden sowie den Forschen-
den auf breiter Front wichtig.
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Haufigkeitsverteilung detektierter Wirkstoffe in Bienenwachsproben aus konventioneller (n

des Bienenwachsmonitorings.
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Tabelle 8: Ergebniszusammenfassung der Rickstandsanalysen von bayerischem Bie-
nenwachs aus konventionellen und Bio-Imkereien im Rahmen des Wachsmo-
nitorings. Es wurden >850 Stoffe mit einer Bestimmungsgrenze von jeweils 1
Mg/kg erfasst. Leere Felder bedeuten Gehalte unterhalb der Bestimmungs-

grenze.
konventionell Bio
Wirkstoff Gruppe | Nachweise Bereich Median | Nachweise | Bereich | Median
(n=19) (Lg/kg) (pg/kg) (n=20) (Mg/kg) | (pg/kg)
1,4-Dimethylnaphthalin M 5 14-42 19
4-Chlor-3-methylphenol D 5 2-4 3
Acrinathrin I/A 1 9 2 2-19 10,5
Ametoctradin F 4 1-6 1,5 2 3-5 4
Amitraz Metabolit V 1 220 1 24
Anthrachinon M 6 3-12 6 1 19
Azoxystrobin F 12 1-48 5 7 2-29 5
Bixafen F 1 5
Boscalid F 12 1-83 2 4 2-6 4,5
Brompropylat V 16 3-390 21,5 10 1-17 4
Carbendazim F 1 2
Chlorbenzilat V 6 3-30 9 2 6-7 6,5
Chlorfenson A 1 15
Chlorpyrifos I 5 2-16 4
Chlorothalonil F 2 1-3 2 1 1
Coumaphos V 18 1-530 23 12 1-41 7
Cypermethrin I 4 2-21 9 2 5 4-6
Cyprodinil F 4 1-6 1,5 1 5
DDD-p,p I 2 2 2
DDE-p,p I 1 2 1 1
DDT-o0,p I 2 2-4 3 1 1
DDT-p,p I 8 1-12 25 3 1-7 3
DEET R 3 2 2
Deltamethrin I 2 8 8
Desethylterbutylazin H 1 1
Dichlofluanid F 2 2-14 8
Dicofol, o,p- F 1 5
Difenoconazol F 2 1-2 1,5 3 1-2 2
Dimethomorph F 7 2-12 3
Dimoxystrobin F 4 2-3 3 9 1-11 2
Diphenyl M 9 10-50 31 5 8-15 12
Diphenylamin M 14 2-160 6,5 12 4-6 4
Fenhexamid F 1 1
Fenpyroximat I/A 7 1-77 2 3 3-5 4
Flonicamid-Metabolit TFNA I 4 3-5 4
Flonicamid-Metabolit TFNG I 5 1-7 2
Fluazifop H 5 1-13 8 5 1-3 2
Fludioxonil F 5 1-6 1 3 1-5 3
Fluopyram F 7 1-13 5 8 1-7 3
HCH-alpha I 1 3
HCH-gamma I 2 2-6 4
Hexythiazox A 6 1-21 4,5 1 1
Icaridin R 1 2
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konventionell Bio

Wirkstoff Gruppe | Nachweise Bereich Median | Nachweise | Bereich | Median

(n=19) (pg/kg) (pg/kg) (n=20) (Mg/kg) | (Mg/kg)
Imazethapyr H 1 3
Imidacloprid I 6 9-14 12,5
Indoxacarb I 1 4
Iprodion F 1 7
Isopyrazam F 4 2-5 2,5 1 2
Mandipropamid F 1 2
Matrine I/A 1 6
Metalaxyl F 1 2
Metrafenone F 7 3-40 8 1 3
Myclobutanil F 4 1-5 25
ortho-Phenylphenol M 8 2-8 3 5 1-3 2
Oxymatrine I/A 1 2
Parathion (E605) I 1 2
Pendimethalin H 3 1-2 2
Pentachlorphenol F 9 2-14 3 2 2
Permethrin (cis-/trans-) I 12 3-160 13 10 1-17 2
Piperonylbutoxid I 13 2-120 10 10 1-31 10,5
Propargit A 5 5-76 24 1 21
Propamocarb F 1 3
Propoxur I/A 1 3
Prothioconazol F 1 10 2 1-2 1,5
Pyraclostrobin F 4 2-9 25
Quinoxyfen F 2 2-3 2,5
Spirodiclofen I/A 5 1-5 2
Tau-Fluvalinat V 12 4-2000 28 11 2-390 11
Tebuconazol F 13 1-12 2 7 1-4 2
Thiacloprid I 4 1-3 2
Thymol V 19 27-52000 260 20 8-13000 | 76,5
Tolylfluanid F 1 24
Trifloxystrobin F 3 1-3 1 5 1-21 3

Wirkstoffklassen: A = Akarizid, D = Desinfektionsmittel, F = Fungizid, H = Herbizid, | = Insektizid, V =
Varroazid, M = multiple source compound, R = Repellent
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Tabelle 9: Ergebnisse der chemischen Analysen des NK-Wachses aus den Feldversu-
chen bei den Kooperationsimkern. Angegeben sind die Wirkstoffkonzentrati-
onen (pg/kg) in dem fur die Herstellung der Mittelwande verwendeten, nur ge-
ringflgig kontaminierten Wachses (NK-Wachs, Marz 2020) sowie die Kon-
zentrationen der Stoffe in den ausgebauten Waben am Saisonende (Herbst
2021); Bio: uUberwiegend Okologisch bewirtschaftetes Areal, Kon: Uberwie-
gend konventionell bewirtschaftetes Areal (Mittelwert der Gehalte oberhalb
der Bestimmungsgrenze + SD, pg/kg). Grin: Konzentrationen dieser Sub-
stanzen blieben unverandert oder nahmen ab; hellblau: Konzentrationen die-
ser Substanzen nahmen zu; rot: Substanzen wurden neu detektiert. Die Spal-
ten ,n/...“ geben die Zahl positiver Proben/Zahl gemessener Proben an. Es
wurden >850 Stoffe mit einer Bestimmungsgrenze von jeweils 1 pg/kg erfasst.
Leere Felder bedeuten Gehalte unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Wirkstoff- | NK-Wachs Herbst 2021
Verbindung . -
klasse Marz 20 Bio n/11 Kon n/12

4-Chlor-3-methylphenol D 25+05 2 40+16 3
6-Chlornicotinsaure | 3 1
Azoxystrobin F 8324 3 20,8 £ 33,9 5
Anthrachinon M 5 55+15 4 50+0,9 5
Biphenyl M 12 1 28 1
Boscalid F 1,4+05 5 18,0 £ 21,3 3
Brompropylat Vv 5 1,505 2

Carbendazim F 64 1 3 1
Coumaphos Vv 4 55+0,5 2 1 1
Cyantraniliprol | 1 1 1 1
Cyprodinil F 4 1 10,0+ 54 3
DDT-o,p | 2 1
DDT-p,p | 31 1
DEET (N,N-Diethyl-m-toluamid) R 3 1,7+0,5 3 23+1.2 3
Difenoconazol F 2 1

Dimoxystrobin F 1,5+0,5 4 18,4 + 30,4 5
Diphenylamin M 38,0 + 68,1 6 11,4 +£11,5 9
Fluazifop (freie Saure) H 15 1 3,0+£0,0 2
Fludioxonil F 25+0,5 2 10,0 £ 5,7 3
Fluopyram F 1,7+£0,5 3 12,3+ 11,1 4
HCH-gamma (Lindan) | 3 1 4 1
Icaridin R 1 2 1,0+ 0,0 2
Isofetamid F 3,0+1,0 2
Isopyrazam F 3,5+0,5 2 2 1
MCPA H 3 1

ortho-Phenylphenol M 4 26,6 £ 35,9 5 31,0 £ 23,2 6
Pendimethalin H 1 1

Permethrin (cis-/trans-) | 4 8,0+9,9 3 1 1
Piperonylbutoxid (PBO) | 8,7+52 3 2 1
Prosulfocarb H 1 1

Pirimiphos-methyl | 3 1 1

Propargit A 2 1

Prothioconazol (-desthio) F 95+75 2 2 2
Pyraclostrobin F 3 1
Tau-Fluvalinat \% 10 50+22 7 4,7+43 7
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Wirkstoff- | NK-Wachs Herbst 2021
Verbindung . -
klasse Marz 20 Bio n/11 Kon n/12
Tebuconazol 40+3,0 2 1,304 4
Tebufenozid
23000 % 23300 %

Thymol 1400 31200 11 20600 12
Trifloxystrobin 3 1 23,8 £ 34,2 4

Wirkstoffklassen: A = Akarizid, D = Desinfektionsmittel, F = Fungizid, H = Herbizid, | = Insektizid, V =
Varroazid, M = multiple source compound, R = Repellent

Tabelle 10: Gesamtgehalte und Anzahl neu hinzugekommener oder in erhohter Menge
(ohne Berlcksichtigung des Varroazids Thymol) im Vergleich zum Ausgangs-
wachs vorkommender Kontaminanten im NK-Wachs der Kooperationsimker
an Uberwiegend konventionell oder 6kologisch bewirtschafteten (Bio) Stand-
orten (Saison 2021). Die Auswertung wurde einmal fir alle anthropogenen
Substanzen (ohne Thymol) und einmal nur fir Pestizide (Insektizide, Fungi-
zide und Herbizide) durchgeflihrt.

Anthropogene Substanzen gesamt Pestizide
Gesamtgehalte Anzahl Gesamtgehalte Anzahl
(Mg/kg) (Mg/kg)
Imker-Kir- | konven- . konven- . konven- Bio konven- Bio
. Bio . Bio . .
zel tionell tionell tionell tionell
02 105 29 8 5 71 5 6 2
03 32 20 7 6 32 14 7 5
04 17 82 4 12 11 70 3 10
05 18 20 9 5 17 12 4 7
06 0 0 0 0 0 0 0 0
07 281 -* 13 -* 136 -* 7 -*
08 15 117 2 4 0 2 0 1
09 40 82 5 6 4 70 2 4
16 190 49 9 9 105 25 5 6
23 15 0 3 0 3 0 1 0
24 151 5 8 2 139 2 6 1
25 30 217 6 6 17 19 5 4
Median** 30 29 6 5 17 12 4 4
p-Wert (Wil- 0,9594 0,4401 0,2616 1,0000
coxon-Test)

*Wachsprobe aus Bio-Areal konnte nicht genommen werden

**Ohne Imker 7

Projektverbund BayOkotox
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Handlungsempfehlungen zur Vermeidung chemischer Belastungen von Bienenwachs

Die Ergebnisse des Wachsmonitorings in Teilprojekt 3 des Projektverbundes BayOkotox ha-
ben gezeigt, dass vor allem Bienenwachs aus konventioneller Imkerei mit einer Vielzahl von
anthropogenen Kontaminanten belastet ist. Hierbei fanden sich selbst Rickstande von Wirk-
stoffen, die in Deutschland seit Jahrzehnten nicht mehr zugelassen sind. Da Bienen im Laufe
ihrer Entwicklung und als fertig entwickelte Insekten standig mit diesem Wachs in Kontakt sind,
sollte die Zahl der Kontaminanten und deren Mengen durch imkerliches Handeln so gering wie
maoglich gehalten werden. Imker und Imkerinnen sollten Bienenwachs, welches zur Herstellung
von neuen Mittelwanden verwendet wird, nicht als ein ,Betriebsmittel“, sondern als ,Teil des
Biens®, also als integralen Bestandteil ihrer Bienenvdlker betrachten. Dieses Wachs sollte
dementsprechend von hochster Qualitat sein, um negative Effekte zu vermeiden. Somit sollten
bei der Imkerarbeit alle Quellen von moéglichen Kontaminationen minimiert werden. Auch wenn
negative Effekte von kontaminiertem Bienenwachs auf die Volksentwicklung und den Honig-
ertrag in dieser Studie nicht gefunden wurden, so zeigte sich, dass Koniginnen wenig konta-
miniertes Wachs bei der Eiablage bevorzugen. Es kann zudem nicht ausgeschlossen werden,
dass bestimmte Kombinationen von Wirkstoffen, die in der vorliegenden Studie nicht getestet
wurden, sich starker auf das Wohlbefinden, die Entwicklung und die Leistung von Bienenval-
kern auswirken. Ein geschlossener Wachskreislauf, also das in der konventionellen Imkerei
Ubliche, mehrmalige Recycling alten Bienenwachses zur Herstellung neuer Mittelwande, birgt
die Gefahr, dass sich eingetragene Verunreinigungen Uber die Jahre hinweg immer starker
anreichern, da die meisten Industriechemikalien den Einschmelzprozess unverandert tberste-
hen. Dies spiegelt sich in der signifikant starkeren Belastung von Wachs konventioneller Im-
kereien wider. Daher wird hier beim Wachsmanagement die Verwendung einer offene
Wachsschleife empfohlen, bei der starker belastetes Brutwabenwachs z.B. als Kerzenwachs
verwendet wird und zur Herstellung neuer Mittelwande ausschlieRlich das deutlich weniger
belastete Entdeckelungs-, Naturwaben- und Drohnenrahmenwachs verwendet wird. Soll-
ten ausreichende Mengen dieser Wachse zur Produktion von neuen Mittelwanden nicht zur
Verfligung stehen, kann dieses ggf. mit Honigraumwachs erganzt werden, da auch dieses in
der Regel weniger belastet ist als Brutraumwachs. Méglicherweise ist es sogar ausreichend,
bei neuen R&hmchen nur einen Anfangsstreifen zu setzen, der Rest der Wabe wird dann von
den Bienen mit frischem, unbelastetem Wachs ausgebaut. Durch diese MalRnahmen verdin-
nen sich vorhandene Kontaminationen im Bienenwachs und kénnen so Uber die Zeit ,aus-
schleichen®.

Die im Bienenwachs vorkommenden Kontaminationen lassen sich in vier Gruppen unterteilen,
deren Rulckstande im Bienenwachs sich durch das imkerliche Handeln in unterschiedlichem
Mafe beeinflussen lassen:

a) Aktuell oder in der Vergangenheit genutzte Akarizide zur Bekampfung der Varroamilbe
Varroa destructor (Varroazide), wie z.B. Thymol, Brompropylat, Coumaphos, Amitraz
oder Tau-Fluvalinat

Derzeit sind zur Varroabehandlung in Deutschland nur organische Sauren wie Oxal-, Amei-
sen- und Milchsaure, das naturidentische Terpenoid Thymol sowie die synthetischen Wirk-
stoffe Flumethrin (Pyrethroid) und Amitraz (Amidin-Derivat) zugelassen. Imkerei ohne eine
regelmafige Varroabehandlung ist aufgrund der weiten Verbreitung und der drastischen
Effekte der parasitischen Varroamilben derzeit nicht denkbar. Jedoch machten Varroazide
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in konventionellem Bienenwachs fast 90% und in Bio-Wachs mehr als 75% der gefunde-
nen Kontaminationen aus. Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften reichern sich
Thymol, Flumethrin und Amitraz in Bienenwachs an, wahrend die organischen Sauren auf-
grund ihrer Wasserloslichkeit dort nicht gefunden werden. Die synthetischen Wirkstoffe
Flumethrin und Amitraz bergen zudem das Risiko von Resistenzbildungen bei Varroamil-
ben. Der Einsatz von Varroaziden, dies gilt auch fir Thymol und Ameisensaure, die von
einigen Organismen sogar als Abwehrsubstanzen gegen Insekten verwendet werden,
stellt in jedem Fall einen tiefgreifenden Eingriff in das Bienenvolk dar. Insgesamt sollte
die Varroabekampfung daher mit Augenmaf} und gemafl den Anwendungshinweisen der
jeweiligen Produkte erfolgen. Aufgrund der Anreicherungsproblematik wird der Einsatz or-
ganischer Sauren, insbesondere von Oxalsaure, empfohlen. Alternativ kdnnen verschie-
dene biotechnische Verfahren wie z.B. eine ,totale Brutentnahme® in Erwagung gezogen
werden, die ganz ohne chemische Bekampfungsmittel auskommt. Ein weiterer positiver
Effekt ist hierbei, dass die Bienen neue Rahmchen zum Ausbauen erhalten und altes, po-
tenziell kontaminiertes Wachs aus dem Volk entfernt wird.

b) In der Landwirtschaft genutzte Pestizide (Insektizide, Fungizide, Herbizide und Akari-
zide)

Durch die Sammeltatigkeit der Arbeiterinnen gelangen mit Pestiziden verunreinigter Nektar
und Pollen in den Bienenstock. Diese Wirkstoffe diffundieren aufgrund ihrer physikoche-
mischen Eigenschaften in das hydrophobe (wasserabweisende) Bienenwachs. Die Frei-
landexpositionsversuche, die im Rahmen von Teilprojekt 3 des Projektverbundes
BayOkotox durchgefiihrt wurden, zeigten, dass sich der Einsatz von Pestiziden im Ein-
zugsgebiet eines Bienenvolkes (ca. 27 km?) in dessen Bienenwachs widerspiegelt. Jedoch
zeigte sich auch, dass sich aufgrund des grof3en Einzugsbereiches eines Bienenvolkes
der Eintrag von Pestiziden selbst auf berwiegend biologisch bewirtschafteten Flachen
nicht vollig verhindern Iasst. Trotzdem sollten bei der Auswahl der Standorte fur Bienen-
volker, wenn irgend mdglich, solche bevorzugt werden, an denen mit einem maoglichst ge-
ringen Einsatz von Pestiziden gerechnet werden kann. Auch der Kontakt zu Landwirten im
Flugradius der Bienen kann hilfreich sein, um ggf. auf anstehende Spritzungen rechtzeitig
reagieren zu kénnen.

(c) Repellentien

Vereinzelte Nachweise der Wirkstoffe Icaridin und DEET (N,N-Diethyl-m-toluamid) deuten
darauf hin, dass in manchen Imkereien Insektenrepellentien wie z.B. Autan® verwendet
werden. Dies ist Uberflissig und sollte daher vermieden werden.

(d) Multiple Source Compounds (Stoffe aus verschiedenen Quellen)

Hierbei handelt es sich um chemische Substanzen, die aus unterschiedlichen Griinden bei
der Herstellung von Industrieprodukten wie Farben, Desinfektions-, Schmiermitteln oder
Kunststoffen verwendet werden. Bei Verwendung dieser Produkte in Imkereien kdnnen
diese Substanzen in das Bienenwachs gelangen. Vertreter dieser Chemikaliengruppe wie
z.B. ortho-Phenylphenol, Chlorkresol, Diphenyl, Diphenylamin wurden in zahlreichen Pro-
ben des Bienenwachsmonitorings nachgewiesen. Um den Eintrag dieser Stoffe in das
Wachs zu minimieren, empfiehlt sich
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- der Einsatz von (regelmalig gereinigten!) EdelstahlgefalRen oder lebensmittelechten
Kunststoffgefalen fur die Lagerung und den Transport von Bienenwachs

- der Verzicht auf konventionelle, biozidhaltige Farben bei der Behandlung von Bienen-
beuten (insbesondere auf der Innenseite); alternativ sollten Naturholzbeuten verwen-
det werden, oder es sollte auf biozidfreie Produkte/Wachs zur Konservierung des Hol-
zes zurlickgegriffen werden

- der Verzicht auf Handcremes und andere kosmetische Mittel beim Umgang mit dem
Wachs

- Regelmaliige Handreinigung mit geruchsneutraler Kernseife oder die Verwendung von
(zusatzstofffreien) Einmalhandschuhen

- der Verzicht auf mit Chemikalien belastete Materialien innerhalb der Bienenbeute (z.B.
Schwammtlicher bei der Varroazid-Behandlung)

Die im Rahmen des Projektes durchgefiihrten chemischen Analysen haben gezeigt, dass ein-
zelne, aus Bio-Imkereien stammende Wachsproben kaum Kontaminationen aufwiesen. Dies
deutet darauf hin, dass ein sorgfaltiger Umgang mit dem Bienenwachs sowohl die Anzahl als
auch die Gehalte anthropogener Verunreinigungen auf ein Minimum reduzieren kann.

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 3 45



	1 Kurzzusammenfassung
	2 Einleitung
	3 Aufgabenstellung
	4 Vorgehensweise
	4.1 Arbeitspaket 1:  Monitoring von Bienenwachskontaminanten
	4.2 Arbeitspaket 2: Feldversuche zur Verbreitung und Wirkung anthropogener Kontaminanten in Bienenwachs
	4.3 Arbeitspaket 3: Semi-Feld- und Laborversuche zu den Effekten kontaminierten Bienenwachses
	4.3.1  Eiablagerate der Königinnen, Entwicklungsdauer und Mortalität der Larven, Bauleistung der Arbeiterinnen
	4.3.2  Immunkompetenz
	4.3.3 Assoziatives Lernvermögen
	4.3.4 Flugleistung
	4.3.5 Heimfindevermögen


	5 Ergebnisse und Diskussion
	5.1 Arbeitspaket 1: Monitoring von Bienenwachskontaminanten
	5.2  Arbeitspaket 2: Feldversuche zur Verbreitung und Wirkung anthropogener Kontaminanten in Bienenwachs
	5.3  Arbeitspaket 3:  Semi-Feld- und Laborversuche zu den Effekten kontaminierten Bienenwachses
	5.3.1 Eiablagerate der Königinnen, Entwicklungsdauer und Mortalität der Larven, Bauleistung der Arbeiterinnen
	5.3.2 Immunkompetenz
	5.3.2.1 Melanisierung von Fremdkörpern
	5.3.2.2 Antimikrobielle Aktivität der Hämolymphe (Hemmhoftest)
	5.3.2.3 Anzahl der Hämozyten

	5.3.3 Assoziatives Lernvermögen
	5.3.4 Flugleistung
	5.3.5 Heimfindevermögen


	6 Zusammenfassung
	7 Ausblick
	8 Veröffentlichungen
	Literaturverzeichnis

	Anhang

