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Abkurzungsverzeichnis

AP: Arbeitspaket

BayCEER: Bayreuther Zentrum fiir Okologie und Umweltforschung
CUBIC: Clear, Unobstructed Brain Imaging Cocktails

DMSD: Differentialmobilitats-Partikelspektrometer

DRP: Dieselru3partikel

EPA-Liste: Von der amerikanischen Bundesumweltbehdrde (U.S. -Environmental Protection
Agency) zusammengestellte Liste mit 16 PAK, die als prioritire Umweltschadstoffe eingestuf-
ten sind und haufig stellvertretend fur die Gruppe der PAK in Umweltproben untersucht werden

GLM: General Linear Model

GO: Gene Ontology

ICP-OES: Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
L-DOPA: L-3,4-Dihydroxyphenylalanin

LSV: Luftgetragene Schadstoffe aus dem Verkehr

LTTT: Lehrstuhl fiir Technische Thermodynamik und Transportprozesse
NEFZ: Neuer Europaischer Fahrzyklus

Nd:YAG: Neodym-dotiert: Yttrium-Aluminium-Granat

PAK: Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

PFA: Paraformaldehyd

PM2,5: Partikelproben, bei denen 50 % einen Durchmesser < 2,5 ym aufweisen
PM10: Partikelproben, bei denen 50 % einen Durchmesser < 10 ym aufweisen
ROI: Region of Interest

StMUV: Bayerisches Staatsministerium far Umwelt und Verbraucherschutz
TEM: Transmissionselektronenmikroskop

TGA: Thermogravimetrische Analyse

UBA: Umweltbundesamt
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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Feinstaubpartikel, die beispielsweise aus motorischen Verbrennungsprozessen oder durch
Bremsabrieb entstehen, sogenannte luftgetragene Schadstoffe aus dem Verkehr (LSV), kdnn-
ten aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften negative Effekte auf Insekten haben und
damit relevant fir den massiven Riickgang der Biomasse und Artenvielfalt dieser Tiergruppe
sein. In diesem Projekt wurden daher erstmals die Auswirkungen von LSV auf Insekten unter-
sucht, da diese sowohl mit der Nahrung aufgenommen werden, aber auch Gber das Tracheen-
system in den Korper gelangen kénnen. Die Dunkle Erdhummel Bombus terrestris wurde als
Modellorganismus fiir 6kotoxikologische Untersuchungen weiterentwickelt und als Bioindikator
etabliert, mit dem die Effekte von LSV charakterisiert werden kénnen. Unsere Experimente
zeigen, dass akute Effekte nach oraler Exposition auch bei sehr hohen Dosen von LSV in
unserem Versuchsdesign nicht aufgetreten sind. Die Mortalitat war allerdings bei chronischer
Exposition mit Dosen von mehr als 1g DRP pro Liter Zuckerwasser signifikant erhéht. Solche
hohen Dosen sind bisher in der Umwelt nicht berichtet worden. Allerdings fanden wir bei chro-
nischer Exposition weitere subletale Effekte wie deutliche Veranderungen des Darmmikrobi-
oms sowie eine Akkumulation von DRP im Darm. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
auch geringere Konzentrationen an DRP langfristige Auswirkungen haben kénnten. Beispiels-
weise konnte die Anfalligkeit der Hummeln gegentber Pathogenen erhéht oder generell die
Widerstandsfahigkeit gegentber multiplen Stressoren, mit denen die Tiere normalerweise in
der Umwelt konfrontiert sind, beeintrachtigt werden.
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Einleitung

2 Einleitung

Der Verlust der biologischen Vielfalt ist eine der Hauptfolgen des menschlichen Einflusses auf
die Umweltim 21. Jahrhundert (Dirzo et al., 2014). Ohne ein Verstandnis der Ursachen konnen
wir aber nicht gegensteuern und riskieren damit einen exponentiellen Anstieg des Verlusts der
biologischen Vielfalt bis zum Ende dieses Jahrhunderts (IPCC, 2022; Pimm & Raven, 2000).
Nicht nur Wirbeltiere, sondern auch wirbellose Taxa, insbesondere Insekten, sind stark gefahr-
det und haben bereits drastische Ruckgange erlitten, sowohl in der Abundanz als auch in der
Vielfalt (Dirzo et al., 2014; Hallmann et al., 2017; Wagner, 2020). Die Ursachen fir den Rick-
gang der Insektenarten sind vielfaltig. Anthropogen bedingte Ursachen, wie intensive Land-
wirtschaft, Urbanisierung und damit verbundene Lebensraumfragmentierung und -verlust so-
wie Verschmutzung werden dabei als hauptsachlich treibende Faktoren diskutiert (Goulson et
al., 2015; Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019; Wagner, 2020). Die Verschmutzung umfasst di-
verse Schadstoffe wie Pestizide, Dingemittel, Industriechemikalien und Feinstaub aus ver-
schiedenen Quellen (Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019). Schadstoffe wie Feinstaub aus der
Industrialisierung und dem zunehmenden Autoverkehr, haben nachweislich negative Auswir-
kungen auf die menschliche Gesundheit, aber ihre potenziellen Auswirkungen auf Insekten
wurden bisher kaum untersucht (Feldhaar & Otti, 2020). In Westeuropa stammen 20 % des
Feinstaubs in der Luft aus dem Verkehr (Hopke et al., 2020). Die wichtigsten Quellen fir Ab-
gaspartikel sind dieselbetriebene LKW und PKW (Statistisches Bundesamt, 2022; Wichmann,
2007). DRP entstehen hauptsachlich bei unvollstandiger Verbrennung des Treibstoffs und be-
stehen aus einem elementaren Kohlenstoffkern mit adsorbierten organischen Verbindungen
wie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, Metallen und Spurenelementen (Greim,
2019; Wichmann, 2007). Je nach Fahrzyklus (Darstellung verschiedener Geschwindigkeiten
eines Fahrzeugs in Abhangigkeit von der Zeit, z. B. innerstadtischer Zyklus, Autobahn etc.)
kann die organische Fraktion der Abgaspartikel bis zu 36 % der Gesamtpartikelmasse ausma-
chen und ist mdglicherweise der vorherrschende Faktor fur potenzielle schadliche Auswirkun-
gen (Abbas et al., 2018). Es gibt nur wenige Belege dafur, wie sich DRP und die damit ver-
bundenen organischen Substanzen auf wirbellose Tiere, wie z. B. Insekten mit ihren wichtigen
Okosystemfunktionen, auswirken kdnnen. Dieselabgase kdnnen die Lernfahigkeit von Bestau-
bern wie Honigbienen verringern und auch ihre Toleranz gegenuber zusatzlichen Stressoren
(Reitmayer et al., 2019). Darlber hinaus fiihren Dieselabgase zum Abbau von flichtigen Stof-
fen in der Blute, wodurch die chemische Kommunikation zwischen Bestduber und Bllite gestort
wird, was es den Insekten erschwert, geeignete Nahrungsquellen zu finden (Girling et al.,
2013; Lusebrink et al., 2015). Bei Bestaubern, die stark auf Difte und weniger auf visuelle
Reize angewiesen sind, wie z. B. Hummeln, kann sich eine Beeintrachtigung des Blatendufts
negativ auf den Erfolg der Nahrungssuche auswirken (Ne'eman & Ne'eman, 2017). Hummeln
oder Wildbienen im Allgemeinen reagieren vermutlich empfindlicher auf Stressoren als domes-
tizierte Honigbienen, da letztere mit ihrer hohen Anzahl an Individuen pro Bienenstock in der
Lage sind, toxische Auswirkungen der Stressoren abzufedern (Schott et al., 2021). Die primitiv
eusoziale Dunkle Erdhummel (Bombus terrestris) ist einerseits ein wichtiger Bestauber aber
auch zunehmend ein bewahrtes Modell in der dkotoxikologischen Forschung (Cameron &
Sadd, 2020; Goulson, 2003; OECD, 2017). Die Auswirkungen von DRP auf bestaubende In-
sekten wie die Wildbiene B. terrestris wurden bisher jedoch noch nicht untersucht.
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

3 Aufgabenstellung und Vorgehensweise

Das Teilprojekt 4 untersuchte einerseits die Entstehung von Feinstaubemissionen am Ver-
brennungsmotor und andererseits die Effekte dieser Feinstaubpartikel auf B. terrestris in un-
terschiedlichen Expositions-Szenarien (siehe Arbeitsprogramm in Abbildung 1). Grundlage der
Untersuchungen waren Partikelproben, die in kontrollierten, realitdtsnahen Betriebsszenarien
an einem Dieselmotor gesammelt wurden. Diese Partikelproben wurden hinsichtlich ihrer
GréRe und Zusammensetzung charakterisiert und fir weitergehende Expositionsexperimente
verwendet. In enger Zusammenarbeit mit dem Teilprojekt 5 wurden auch Partikelproben aus
Bremsprozessen fur die Untersuchungen herangezogen.

5 @0

TP5

TP4

Erzeugung von (2 Erzeugung von
Dieselpartikel w . Bremspartikel
Sammlung/
Charakterisierung
der Partikel
> [ [
S\ & Ok &
. e B N i
) 4 Luftstrom experimente
Okotoxikologie Effekte Untersuchungen .

1 1

W Analyse der korperlichen 2, Konzeption der
& Fitness/Immunreaktionen =  Expositionkammer @ LITT
@ Tierskologie I - AG Laforsch

Tierckologie I - AG Feldhaar

Methodenentwicklung

X

Abbildung 1: Arbeitspakete des Teilprojekts 4 des Projektverbunds BayOkotox. LTTT =
Lehrstuhl fir Technische Thermodynamik und Transportprozesse.

Mit diesen Proben wurden die dkotoxikologischen Effekte der LSV auf Arbeiterinnen der Dunk-
len Erdhummel (Bombus terrestris) als Modellorganismus charakterisiert. Zudem wurden tber
histologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen potenzielle Gewebeschaden
untersucht. Darlber hinaus wurden in kontrollierten Laborexperimenten die Wirkmechanismen
der LSV in Verhaltens- und Genexpressionsstudien (v.a. hinsichtlich einer Stress- oder Im-
munantwort) auf Individuenebene charakterisiert. Um natlrliche Stressoren, wie beispiels-
weise Pathogene oder Schwankungen in der Nahrungsverfugbarkeit, in die Untersuchungen
mit einzubeziehen, wurden zudem neben Laborexperimenten auch Freilandexperimente
durchgefuhrt, bei denen Effekte auf Kolonieebene untersucht wurden.
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

3.1 Arbeitspaket 1: Erzeugung, Sammlung und Charakte-
risierung der Feinstaubpartikel

3.1.1 Erzeugung von Partikeln unter verschiedenen Motorbetriebsszenarien

CE W © Wl O
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>
o
o
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Abbildung 2: Drehzahl-Drehmomentkennlinie des innerstadtischen Referenzzyklus.

Im Projekt wurde ein Vierzylinder-Dieselmotor (OM 651) eingesetzt, der im KFZ- und Nutzfahr-
zeugsegment Verwendung findet. An einem Prifstand mit wassergekUhlter Wirbelstrom-
bremse wurde ein Referenzzyklus etabliert, der jeweils Teil- und Volllastszenarien des inner-
stadtischen Stop-and-Go-Betriebsverhaltens nachbildet. Die Lastverhalten orientieren sich an
dem Neuen Europaischen Fahrzyklus (NEFZ). Abbildung 2 zeigt die Drehmoment- und Dreh-
zahlkennlinien. Dabei werden in den folgenden Kapiteln Phasen der Beschleunigung (,A“ /
grun) der Verzogerung (, ¥/ rot) sowie des stationaren Betriebs (,»“/ gelb) konkret unter-
schieden. Zur Entnahme grofierer Mengen an RufRproben wurden Dieselpartikelfilter und Oxi-
dationskatalysator ausgebaut und durch ein elektrostatisches Filtersystem (OekoTube Inside,
Mels-Plons, Schweiz) ersetzt. Mittels einer Hochspannungselektrode (30 kV) wurden
Feinstaubpartikel innerhalb des Abgasstrangs ionisiert und an der RohraulRenwand gesam-
melt.

3.1.2 Analyse der PartikelgroBenverteilung

Die PartikelgroRenverteilungen der RuRemissionen wurden im Submikrometerbereich durch
ein Differentialmobilitats-Partikelspektrometer DMS500 gemessen. Hierfur wurde der inner-
stadtische Zyklus (Abbildung 2) mindestens 15 Mal am Tag innerhalb von drei Tagen wieder-
holt, um den Einfluss von Motoren- und Umgebungsbedingungen auszugleichen. Wahrend
des Betriebs wurden kontinuierlich 8,0 I/min Abgasproben aus dem Abgasstrang entnommen
und Uber zwei Stufen mit Druckluft verdinnt. Die Primarverdinnung mit 1,6 I/min Druckluft
dient zur Absenkung des Taupunktes und einer Vermeidung von Kondensationseffekten bei
der Analyse. Grobe Partikel wurden im Vorfeld durch einen beheizten Zyklon entfernt. Um
Agglomerationen bei der Klassifizierung zu vermeiden, wurde das Abgas in einer sekundaren
Verdunnungsstufe Uber einem Rotationsscheibenverdinner im Verhaltnis 1:150 verdunnt und
der Messzelle zugefuhrt.

3.1.3 Thermogravimetrische Analyse

Die Zusammensetzung der Ruf3partikel wurde durch Thermogravimetrische Analyse (TGA)
charakterisiert. Hierfiir wurden 42,9 + 0,2 mg RuR3proben des gesamten innerstadtischen Zyk-
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

lus in 85 ul Aluminiumoxid-Tiegel mit drei Wiederholungen in einem zweiteiligen Temperatur-
programm untersucht. Der Messablauf sowie die Massenbilanz der Ruf3proben im gesamten
innerstadtischen Zyklus sind in Abbildung 3 dargestellt. Dabei kdnnen drei Phasen unterschie-
den werden:

o Desorption der organischen Bestandteile: Die Probe wird bei einer Heizrate von 10 K/min
unter Stickstoffatmosphare auf 750 °C erhitzt. Der Gewichtsverlust bis ca. 200°C ist auf das
Verdampfen der Wasseranteile zurtickzuflihren, zwischen 200 °C und 400°C auf Kraftstoff-
bzw. Kohlenwasserstoffdesoption oder die Zersetzung labiler funktioneller Gruppen, bis ca.
450 °C auf die Zersetzung von Olfraktionen (Arnal et al. 2013, Fiebig et al. 2011).

e Oxidation des elementaren Kohlenstoffs: In der zweiten Phase des Temperaturprogramms
wird die Messzelle auf 150 °C abgekilhlt und eine oxidative Atmosphare angelegt. Die At-
mosphare beinhaltet eine Sauerstoffkonzentration, die auch im realen dieselmotorischen
Abgas auftreten (5 % Oz, 95 % Nz). Im Aufheizvorgang bei 5 K/min auf 900 °C oxidiert der
Elementar-Kohlenstoffanteil der Ruf3probe.

e Anorganische Restkomponenten: Aus dem Massenverlust am Ende der inerten und oxida-
tiven Atmosphare lasst sich der Anteil an anorganischen Komponenten bestimmen. Um
diesen letzten Anteil genauer aufzulésen, wurden die Ru3proben mittels optischer Emissi-
onsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) analysiert.

100 1 @—
Fliichtige Komponenten
232+09%
= 801 O
£
o | Organische Anarganische
& 60 Bestandteile Komponenten
=
o 40 4 § 5 5 $ % % 5 } } 5 5 5 Elementarer Kohlenstoff
5 -—> = RREIA
€ 20 tt (R AN
Elementarer " -
norganische DITIpDI'IEFI[BI'I

04 KDhIelnstcﬁ E 4607 %
© 1000
c
g 750 5% 0,+95% N,
®
5 500 A
£

250 A

=

0- T T T T T
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Abbildung 3: Temperaturprogramm zur Thermogravimetrische Analyse der Ru3proben

3.1.4 Analyse der polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe

Sieben polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) von der EPA-Liste der hochpri-
oritaren PAK (Keith, 2015) wurden analysiert: Naphthalin, 1-Methylnaphthalin, Acenaphthen,
Fluoren, Phenanthren, Fluoranthen und Pyren. Zur Validierung der Methode wurde ein deute-
riertes PAK-Gemisch als externer und interner Standard verwendet. Zur Extraktion wurden die
DRP in 1:1 Cyclohexan:Toluol (als Keeper) mit einer Konzentration von 1 uyg DRP/ul Lésungs-
mittel gelést und flr 20 min bei 14 000 Umdrehungen/min zentrifugiert (Zentrifuge 5415 C,
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde in ein konisches 1-ml-Glas-
flaschchen Uberfuhrt und mit Stickstoff auf 100 ul eingeengt. 1 pl wurde in einem Single Quad
GCMS im Einzelionenmodus auf einer Rtx-5MS Fused Silica (30m* 0.25mm* 0.25um) Saule
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Aufgabenstellung und Vorgehensweise

analysiert (GC: 80°C fur 5 Minuten, 20°C pro Minute auf 280°C, 280°C fir 5 min). Insgesamt
wurden sechs Replikate pro Fahrzyklus analysiert.

3.1.5 Vorgehensweise zur Analyse der Nanostruktur

Fir Raman-spektroskopische Untersuchungen wurden Ruf3proben des gesamten Motorzyklus
auf beheizten Quarzfiltern abgeschieden. Als Vergleichsgrundlage dienten Ruf3proben eines
hoch-kontrollierten Verbrennungsstandards (miniCAST 6204C, Jiing, Schweiz), dessen struk-
turelle Ordnung Uber das C/O-Verhaltnis der Propanverbrennung eingestellt werden kann. Als
Anregungsquelle der Raman-Spektroskopie diente ein diodengepumpter Nd:YAG Festkorper-
laser mit 532 nm Wellenlange und 10 mW Laserintensitat, um den Warmeeintrag auf die Rul3-
probe zu reduzieren und ungewollte Oxidationsprozesse zu verhindern. Diese Messwerte sind
mit einer bildgebenden Vergleichsgrundlage verifiziert worden. Dafur sind einzelne RuRparti-
kel auf mit Kohlefilm beschichteten Kupfer-Netzchen abgeschieden mit einem Feldemissions-
Transmissionselektronenmikroskop (JEOL JEM-2200FS, Jeol Ltd., Akishima, Japan) unter-
sucht worden.

3.1.6 Vergleich mit Umweltproben

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Atmospharische Chemie (Prof. Anke Ndlscher) und
dem Bayreuther Zentrum fiir Okologie und Umweltforschung (BayCEER) der Universitat Bay-
reuth wurde die Feinstaubbelastung in Freilandmessungen groRenklassifiziert detektiert.
Dadurch kénnen die PartikelgréRenverteilungen der Ruflemissionen wahrend des Motorzyklus
im Abgasstrang und der Exposition im Luftkanal (Kapitel 4.3.1) ins Verhaltnis gebracht werden.
Fir die Messung wurden zwei Standorte unterschieden:

e 8 Landliche Messstation: 32 m hoher Messturm in einem Nadelwald (nérdliches Fich-
telgebirge, Koordinaten: 50° 08' 31" N, 11°52' 01" E). Messung ab 19.11.21, 00:00 Uhr

e K Innerstadtische Messstation: (BayCEER an der Autobahnausfahrt Bayreuth-Nord
der A9, Koordinaten: 49° 57' 37" N, 11° 35' 44" E). Messung ab 02.11.21, 00:00 Uhr

3.1.7 Entwicklung eines Windkanals zur Exposition der Hummeln im Luftstrom

In enger Zusammenarbeit mit den tierékologischen Lehrstihlen AG Laforsch und AG Feldhaar
und dem LS fur Pflanzenphysiologie aus TP5 wurde ein Windkanal zur Exposition der Hum-
meln entworfen (detaillierte Beschreibung in Methoden und Ergebnissen von AP3) um die
Tauglichkeit zur Exposition von Hummeln und Pflanzen zu garantieren. Die generelle Konzep-
tion des Aufbaus und die Umsetzung fuldte auf dem Wissen der Mitarbeiter des LTTT.

3.2 Arbeitspaket 2: 6kotoxikologische Untersuchungen zu Effekten
von LSV auf B. terrestris

Arbeitspaket 2 umfasste 6kotoxikologische Studien zu Effekten von LSV auf die Dunkle Erd-
hummel B. terrestris, sowie histologische Untersuchungen zur Aufnahme von LSV. Dies sollte
durch folgende Teilpakete erreicht werden:
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3.2.1 Erfassung der akuten Toxizitdt von LSV bei oraler Aufnahme

Fur die Bewertung der akuten Toxizitat verwendeten wir finf Konzentrationen (1, 2, 4, 8 und
16 g DRP /I Invertzuckerlésung), welche aus dem in 3.1 beschriebenen Dieselmotor stammen.
Da in den Vorversuchen mit 10 und 20 g DRP/I keine Mortalitat auftrat, wahlten wir diese funf
Konzentrationen fir ein Dosis-Wirkungs-Experiment, bei dem die Konzentrationen um den
Faktor zwei bis zur Loslichkeitsgrenze erhdéht wurden. Solch hohe Konzentrationen sollten in
der Umwelt nicht zu finden sein, aber fiir eine erste Bewertung der Toxizitat von Dieselrul} ist
es wichtig mit hohen Konzentrationen zu arbeiten, um potenzielle Effekte aufdecken zu kon-
nen. Um die Partikel an die Hummeln zu verflttern, suspendierten wir die DRP in Zuckerwas-
ser mit 2% (v/v) Tween20. Wir verwendeten 16 g/l Standard-Rufpartikel PRINTEX 30 Furnace
Black als Negativkontrolle (Kontrolle der Toxizitat reiner Kohlenstoffpartikel, ohne adsorbierte
organische Fraktion). Im Gegensatz zum motorisch hergestellten DRP, das 23 % organische
Verbindungen enthielt (siehe 4.1.2), bestehen die Ruf3partikel zu mehr als 97 % aus elemen-
tarem Kohlenstoff und nur zu <1 % aus organischen Verbindungen. Als Kontrolle futterten wir
reines Zuckerwasser. Die Ldosungsmittelkontrolle bestand aus Zuckerwasser mit 2% (v/v)
Tween20. Als Positivkontrolle verwendeten wir Dimethoat (10 pg Wirkstoff pro Hummel) in
Zuckerwasser gemal der OECD-Richtlinie 247 (OECD, 2017). Dimethoat ist ein Organophos-
phat-Insektizid, das Acetylcholinesterase hemmt und fiir Bienen hochgiftig ist (Serensen et al.,
1995; Uhl et al., 2016). Von jeder der acht Hummelkolonien sammelten wir Hummelarbeiterin-
nen und wiesen jeder Behandlung nach dem Zufallsprinzip sieben Individuen zu (56 Replikate
pro Behandlung). Fur die Dimethoat-Behandlung ordneten wir vier Arbeiterinnen pro Kolonie
zufallig zu (32 Replikate), da die OECD-Richtlinie 247 eine geringere Anzahl von Replikaten
fur toxische Referenzsubstanzen empfiehlt (OECD, 2017). Jeder Arbeiterin wurden zu Beginn
des Experiments einmalig 40 pul der jeweiligen Lésung/Suspension Uber die Spitze einer 10
ml-Spritze (B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) verabreicht und dann Gber den 48-stiindi-
gen Verlauf des Experiments kein weiteres Futter angeboten. Jede Arbeiterin verzehrte das
gesamte angebotene Futter. Die Spritzen passten genau in einen Nicot®-Queen-Kafig, in dem
wir die Arbeiterinnen wahrend der 48-stiindigen Versuchsdauer hielten. Die Uberlebensrate
wurde 4, 24 und 48 Stunden nach dem Trinken der Behandlungslésung ermittelt.

3.2.2 Erfassung der chronischen Toxizitat von LSV bei oraler Aufnahme

Es konnte bis zu einer Konzentration von 16 g DRP/I keine akute orale Toxizitat auf B. terrestris
festgestellt werden (siehe 4.2.1). Es ist jedoch moglich, dass sich toxische Effekte erst bei
andauernder Aufnahme des Dieselrul3es zeigen. Deshalb fiihrten wir ein Experiment durch,
mit welchem wir Effekte einer chronischen 10-tagigen Exposition von niedrigeren Konzentra-
tionen Dieselrul’ auf B. terrestris Uberprtften. Dafir haben wir das gleiche Versuchsdesign wie
in 3.2.1 mit 56 Replikaten (je sieben Hummeln aus acht Kolonien) pro Behandlungsgruppe
verwendet. Die Behandlungsgruppen bestanden wieder aus einer Negativkontrolle, einer L6-
sungsmittelkontrolle, Dimethoat als Positivkontrolle und drei niedrigeren Ru3konzentrationen
(0.5, 1 und 2 g/l). Die aufgenommene Futtermenge war je nach Behandlung unterschiedlich.
In diesem Versuch bekamen die Individuen ad libitum Futterldsung/-suspension tiber 2 ml alle
zwei Tage zur Verfugung gestellt. Die Futterldsung/-suspension wurde in 10 ml-Spritzen auf-
gezogen, welchen im Vorfeld die Spitzen abgeschnitten wurden, um den Hummeln das Trin-
ken zu erleichtern. Um die aufgenommene Futtermenge Uberprifen zu kénnen, wurden die

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 4 12



Aufgabenstellung und Vorgehensweise

vollen Spritzen vor der Exposition und nach Ablauf der zwei Tage gewogen. Dies wurde bis
Ablauf der 10 Tage insgesamt 5-mal wiederholt.

3.2.3 Erfassung der akuten Toxizitdt von LSV bei Exposition im Luftstrom

Zuerst wurden Parameter getestet, die das Fliegen bei B. terrestris Arbeiterinnen induzieren
sollten, um auf Basis dieser den Windkanal zu planen. Dazu entwarfen wir eine einfache Ap-
paratur, welche aus einer geschlossenen Plastikbox (L:10 cm; B:7,5 cm; H:4,5 cm) die Uber
einen Silikonschlauch mit einer Wasserpumpe zur Erzeugung eines Luftstroms verbunden
war. Neben die beiden Langsseiten der durchsichtigen Plastikschale wurden zwei horizontal
rotierende ,barber poles“ (Rollen beklebt mit im 45° Winkel angeordneten schwarz-weif}en
Streifen) platziert um die Hummel zum Fliegen zu animieren (Dudley & Ellington, 1990). Hum-
meln fliegen eher, wenn sich die Umgebung ,bewegt®, was durch die sich drehenden Rollen
mit schwarz-weily Mustern suggeriert wird. In diesem Versuch wurden jeweils 30 Individuen
aus 6 Kolonien (5 Hummeln pro Kolonie) einzeln fiir 30 Minuten in einer Versuchsschale plat-
ziert, zum Fliegen angeregt und dort einer Spatelspitze DRP exponiert (ca. 0,5 mg). Die Spa-
telspitze DRP am Boden des Schalchens wurde nach Einsetzen der Hummel durch ihre Flug-
bewegungen in der Luftsdule verteilt. Fir die Kontrollen wurden keine DRP hinzugefigt. Das
Verhalten wurde wahrenddessen mit einer HD Webcam gefilmt. Anhand der Videosequenzen
haben wir die Parameter Flugaktivitat und Putzzeit mittels BORIS (Behavioral Observation
Research Interactive Software) analysiert (Friard & Gamba, 2016). Nach Ablauf der 30 Minu-
ten wurden die Hummeln in eine Petrischale umgesetzt und die Uberlebensdauer ohne Futter
mittels Videoaufnahmen in der Klimakammer (26°C, 70 % Luftfeuchtigkeit, 12h:12h
Tag/Nacht- Zyklus) festgehalten und analysiert. Um Unterschiede zwischen Kontrollen und
Rul-exponierten Tieren festzustellen, wurde ein Wilcoxon-Test durchgefuhrt. Um die mogliche
Korrelation zwischen der Flugaktivitdt der Hummel, gemessen als Anteil der Flugzeit wahrend
eines 30-minitigen Beobachtungszeitraums, und ihrer Uberlebensdauer festzustellen, wurde
der Pearson-Rangkorrelationskoeffizient berechnet.

3.2.4 Histologische Untersuchungen zur Aufnahme von LSV bei B. terrestris

Das sogenannte tissue clearing ist eine in der Biomedizin haufig genutzte Methode, um Or-
gane oder gar ganze Organismen durchsichtig zu machen (Ariel, 2017; Richardson &
Lichtman, 2015; Ueda et al. 2020). Ein Verfahren des tissue clearings, das CUBIC Protokoll
(Clear, Unobstructed Brain/Body Imaging Cocktails and Computational analysis), wurde fur die
Hummel adaptiert. In diesem Protokoll werden den Tieren Pigmente und Lipide entzogen,
wodurch sie transparent werden. Diese Methode ermdglicht Akkumulationszonen und Adha-
sion an das Darmgewebe zu erkennen, ohne das Gewebe zu zerstéren. FUr die Exposition mit
DRP wurden jeweils 10 Hummeln mit 0.5 g DRP/I und mit oben beschriebener Zuckerlésung
geflttert (siehe 3.2.1), welche zusatzlich mit Bio-Blitenpollen als Kontrollpartikel versetzt
wurde. Vorab wurden die Blutenpollen mit Hilfe einer Gewulrz Kaffee Mihle feingemahlen. Im
Anschluss an die Dieselru3- und Pollen-Exposition wurden Hummeln mit normaler (gefarbter)
Zuckerlosung geflttert. Das Medium wurde nach drei Tagen durch 4 ml Zuckerlésung ersetzt
um mogliche verbliebene Partikel zu identifizieren. Danach wurden die Hummeln mit CO; be-
taubt und bei -80 °C tiefgefroren. Die Tiere wurden anschliefend in 15 ml einer vierprozentigen
Formaldehyd-Lésung (FA) und 98 % Ethanol, bei 4 °C fixiert. Nach sieben Tagen in FA wurden
die Tiere in 98% Ethanol gewaschen und mit einem digitalem Bildanalysesystem dokumentiert.
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Anschlielend wurden die Hummeln so lange H2O; inkubiert bis die Cuticula komplett gebleicht
war. Die Proben wurden bei 37 °C auf einem Kompaktschdttlers innerhalb eines Brutschranks
inkubiert. Alle weiteren Inkubationsschritte bei 37 °C wurden ebenfalls in diesem Inkubations-
schrank ausgefuhrt. Die Losungen wurden alle drei bis vier Tage erneuert. Anschlielend
wurde die Transparenz der Tiere schrittweise durch die Behandlung mit 0,5 CUBIC-1 (24 h
bzw. 40 h) und CUBIC-1 (4 Tage) bei 37 °C, 0,5 CUBIC-R (24 h) und CUBIC R (4 Tage) bei
Raumtemperatur induziert und anschliellend die transparenten Tiere fotografisch dokumen-
tiert.

3.2.5 Einfluss von Bremsabrieb auf die Reizwahrnehmung und das Verhalten von
B. terrestris

Der Aufbau der Bremsanlage und die Art der Exposition sind analog zu Teilprojekt 5 zu Uber-
nehmen. Der Abrieb von Bremsen ist sehr heterogen, besteht aber zu grolem Teil aus Metal-
len wie Kupfer und Eisen (siehe Teilprojekt 5). Vor Beginn der Exposition wurden die Ver-
suchstiere mit einer Halskrause ausgestattet, um zu verhindern, dass diese ihre Antennen
nach der Exposition mit ihren Vorderbeinen putzen kénnen. Fur die Untersuchungen zum Ver-
schmutzungsgrad und der Responsivitdt wurde das Flagellum der rechten Antenne abge-
trennt. Die Flagellen der Antennen wurden in Plastik-Petrischalen fiir die REM-Untersuchung
aufbewahrt und luftgetrocknet. Anschliel3end wurden sie auf Aluminium-Probenhaltern befes-
tigt. Die Proben wurden mit 2 nm Platin beschichtet und anschlieend an einem JEOL JSM-
IT500 Elektronenmikroskop untersucht. Zur Quantifizierung wurden von Flagellomer 3, 6 und
10 je ein Ubersichtbild mit 300-facher VergréRerung und fiinf Detailbilder mit 3000-facher Ver-
grolierung aufgenommen. Die Detailbilder umfassten dabei die Mitte und jede der vier Eckbe-
reiche der Oberseite des Flagellomers (Abb. 4).

Abbildung 4: Ubersichtsbild des 6. Flagellomers der rechten Antenne von B. terrestris.
Rote Rahmen wurden hinzugefiigt, um die Positionen fiir Detailaufnah-
men anzuzeigen.

Fur die Ermittlung des Anteils der Partikelflache an der Gesamtflache wurde in dem Programm

Fiji (Schindelin et al., 2012) das jeweilige Segment in dem Bild markiert und als binares
schwarz-weil} Bild konvertiert. Dazu wurde ein Schwellenwert festgelegt, der alle Partikel weil
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zuordnet und den gesamten Hintergrund schwarz. Im Anschluss kann man dann die automa-
tische Partikelanalyse durchfihren und sich die Anzahl, die bedeckende Flache und den rela-
tiven Anteil der Partikel an der Gesamtflache ausgeben lassen.

Nach der Exposition wurde den Hummeln die rechte Antenne abgenommen und ein Elektro-
antennogramm (EAG) durchgefiihrt. Die Elektroantennographie misst das Gesamtdepolarisa-
tionen der Geruchsrezeptorneuronen der Antenne nach der Prasentation des Geruchs (Auf-
bau im Anhang). Die Elektroantennographie wurde noch am selben Tag wie die Exposition
durchgeflhrt. Die Antenne wurde zwischen zwei Glaskapillaren, die mit Insekten-Ringerlésung
nach Schott et al. (2013) beflllt sind, eingespannt. Als Stimulus diente ein Filterpapier in einer
Pasteurpipette, das mit 1 ul einer 100 pg/ml Eukalyptol-Hexanlésung (Alarmpheromon von B.
terrestris, Granero et al., 2005) versetzt war. Uber dieses wurde zunéchst fiinfmal mit je 10 s
Pause fir 0,1 s ein Luftsto® gegeben, um das Hexan zu verflichtigen. Anschlielend wurden
erneut funf Luftstél3e - nun mit der Pasteurpipette in das Mischrohr eingeflihrt - gegeben und
die EAG-Antwort mittels EagPro Version 2.1.0 aufgenommen. Nach 5 min wurde die Messung
am gleichen Flagellum wiederholt um eine Verringerung der Responsivitat feststellen zu kén-
nen. Aus den EAG-Aufnahmen werden der durchschnittliche und der maximale Ausschlag be-
stimmt und anschliel3end die Verhaltnisse zwischen den beiden Aufnahmen pro Flagellum ge-
bildet.

3.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zu Effekten von LSV auf Phy-
siologie-, Genexpressions- und Kolonieebene

Das Arbeitspaket 3 umfasste die Untersuchung physiologischer Wirkmechanismen von LSV
auf B. terrestris im Labor, sowie unter natlrlichen Bedingungen im Freiland. Dieses Ziel sollte
mithilfe der folgenden Teilpakete erreicht werden:

3.3.1 Etablierung der Apparatur fiir Exposition der Hummeln im Luftstrom

Im Rahmen des Projekts wurde der Messaufbau konzipiert und gebaut (siehe 3.1.7), um
definierte Mengen an Rulpartikelproben im Luftstrom zu zerstduben und fir die Exposition zu
dosieren. Uber ein Laserpherometer kénnen dosierte Mengen hinsichtlich GréRenfraktion und
Massenkonzentration eingestellt und nachgeregelt werden. Dabei werden definierte Mengen
an Ruf3proben in die Unterdruckkammer eingebracht und Gber kontrollierte Dosierstréme ver-
wirbelt. Die einstindige Messzeit ist unterteilt in unterschiedliche Ein- und Nachdosierphasen,
die eine anndhernd konstante Partikelkonzentration innerhalb der Messkammer erzeugen und
Partikelverluste kompensieren.

3.3.2 Charakterisierung der Wirkmechanismen von LSV liber physiologische Stress-
und Immunparameter

Da bei Menschen bereits gezeigt werden konnte, dass Feinstaub im Lungengewebe zu Im-
munreaktionen fuhrt (Wei & Tang 2018), ist es vorstellbar, dass LSV auch das Immunsystem
von Hummeln beeinflussen kénnten. Ein wichtiger Mechanismus des Immunsystems von In-
sekten ist die Melanisierung, welche notwendig fur den Wundverschluss sowie die Einkapse-
lung und Phagozytose von Fremdkorpern ist. Ein essenzieller Bestandteil der Melaninsynthese
ist das Enzym Phenoloxidase. Mithilfe eines Assays zur Bestimmung der Phenoloxidase-Akti-
vitat (Haine et al. 2007) lasst sich die Melanisierung quantifizieren. Hierbei wird den Hummeln
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Hamolymphe enthommen und mit L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) versetzt. Die Phe-
noloxidase wandelt L-DOPA in Dopachrom um, was zu einer quantifizierbaren Absorptionsan-
derung fuhrt, die sich im Spektralphotometer (bei 490 nm) bestimmen lasst. Um den Effekt von
Dieselru® auf die Phenoloxidase-Aktivitat zu testen, wurde ein Versuch durchgefiihrt, in dem
Hummeln Gber den gesamten Versuchszeitraum ad libitum mit in Zuckerwasser emulgierten
DRP (0,2 — 0,8 g/l) gefuttert wurden. Nach 7 Tagen wurde den Hummeln Hamolymphe ent-
nommen (Methode nach Borsuk et al. 2017) und die Phenoloxidase-Aktivitat gemessen.

Der Korperfettgehalt wurde im Anschluss an das Experiment zur Untersuchung des Effekts
von Dieselrufd auf die Phenoloxidase-Aktivitat bei Arbeiterinnen aus demselben Versuch ge-
messen. Die Messung des Korperfettgehaltes ist wichtig, da es eine schnelle und einfache
Methode ist, um den Gesundheitszustand und die Energiereserven von Hummeln zu bestim-
men. Dabei wurden die Abdomen der zuvor getéteten Hummeln mithilfe einer Schere abge-
trennt und ventral mit einem Langsschnitt getffnet. Anschlieend wurden die Abdomen fiir vier
Tage bei 70°C im Ofen getrocknet und das Trockengewicht bestimmt. Danach wurden die
Abdomen fur 72 Stunden in Chloroform gegeben, um das Kdrperfett zu I16sen. Dabei wurde
das Chloroform alle 24 Stunden erneuert. Nach abermaligem Trocknen (4 Tage, 70°C) wurden
die Abdomen gewogen und durch die Differenz zum Trockengewicht der Kérperfettgehalt be-
rechnet (Bazazi et al. 2016). Um den Korperfettgehalt in Relation zur jeweiligen Hummelgrofie
zu setzen, wurde der Kdrperfettgehalt durch die Lange der Radialzelle des rechten Vorderfli-
gels (ein verlassliches Mal fir die KérpergroRe (Medler 1962)) der Hummel geteilt, um den
relativen Korperfettgehalt zu erhalten.

3.3.3 Untersuchung der Effekte von LSV auf die Genexpression von Hummeln

Subletale Stress-, Immun- und Entgiftungsreaktionen nach LSV-Exposition (oral oder im Luft-
strom) kdnnten sich in einer veranderten Genexpression bzw. dem Transkriptom zeigen
(Gupta et al. 2015). Um die Effekte von LSV-Exposition auf das Transkriptom zu untersuchen,
wurden Hummeln Uber einen Zeitraum von sieben Tagen ad libitum mit Zuckerwasser (50 %
Apiiinvert) gefiittert. Dieses war entweder unbehandelt (Kontrolle), eine Lésungsmittelkontrolle
(50% Apiinvert und 0,02 % Tween20) oder mit DRP versetzt (50 % Apiinvert, 0,02 % Tween20,
um die DRP in Emulsion zu bringen, und 0,4 g DRP/I). Nach sieben Tagen wurden die Tiere
zunachst bei -20°C eingefroren. Nach Sezierung der Hummeln wurden die Gewebeproben in
Zusammenarbeit mit dem Keylab DNA Analytik der Universitat Bayreuth prozessiert und RNA
aus dem Abdomen der Hummeln isoliert (je drei Arbeiterinnen aus zwei Behandlungsgruppen
aus vier Kolonien) und nachfolgend sequenziert (RNAseq). Die Transkripte wurden mit Hilfe
der OmicsBox Bioinformatik-Plattform hinsichtlich potentieller Unterschiede in den Genexpres-
sionsmustern je nach Behandlung genauer analysiert. Nach der Qualitatskontrolle wurden die
Transkripte auf das Genom von Bombus terrestris gemappt, differentiell exprimierte Gene
identifiziert und wenn maoglich funktionell annotiert (nach ihrer Gene Ontology (GO)).

3.3.4 Entwicklung LSV-exponierter B. terrestris Kolonien im Labor

Da Hummeln primitiv eusoziale Insekten sind, kénnten Effekte auf Kolonieebene von beson-
derer Bedeutung sein. Dabei stellt die Koloniegriindung eine besonders vulnerable Phase dar,
in der LSV-Exposition die langfristige Entwicklung von Kolonien beeinflussen kénnte (Goulson
2003). Die Koloniegriindung im Labor erwies sich als besonders herausfordernd. Aufgrund
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hoher Mortalitat waren Versuche mit wildgefangenen Hummelkdniginnen nicht erfolgreich. Wir
nutzten deshalb Hummelkolonien aus kommerzieller Zucht (Biobest Group NV) fiir die Unter-
suchung der Effekte von LSV-Exposition auf die Koloniegrindung bzw. kleine Kolonien mit nur
wenigen Arbeiterinnen. Hierfir wurden aus 20 Hummelkolonien jeweils die Konigin und 10
Arbeiterinnen entnommen und in eine Kulturbox Uberfiihrt, um eine einheitliche KoloniegréfRe
zu Beginn der Versuche zu erhalten und Kolonien kleiner Gréf3e zu simulieren, die anfalliger
gegenuber Umweltstress sind. Nach dem Zufallsprinzip wurden die 20 Kolonien in eine Kon-
troll- und eine Dieselru3gruppe (je n=10) aufgeteilt. Beide Gruppen erhielten Zuckerwasser ad
libitum sowie ein 1,5 g schweres Pellet aus Pollen. Bei der mit Dieselru3 gefitterten Gruppe
enthielt dieses Pollen-Pellet 0.2 % DRP. Die Hummeln erhielten zwei Mal wochentlich neue
Nahrung. An den Tagen 35, 43 und 63 wurden jeweils in allen Kolonien 20 % der lebenden
Arbeiterinnen entnommen, um die unter Freilandbedingungen deutlich héhere Mortalitat zu
simulieren. Die Entwicklung der Kolonien wurde insgesamt Uber einen Zeitraum von 65 Tagen
beobachtet und dann die Anzahl lebender Arbeiterinnen, die Anzahl Brut (Larven und Puppen),
der relative Korperfettgehalt (von funf Arbeiterinnen pro Kolonie) sowie die GréRe der Radial-
zelle als Mal fur die KérpergroRe (ebenfalls von funf Arbeiterinnen) bestimmt (siehe 3.3.2).

3.3.5 Untersuchung der Effekte von LSV auf Hummelkolonien unter natiirlichen Bedin-
gungen: Kolonieentwicklung und Pathogenpréavalenz

Fur die Untersuchung der Effekte von LSV auf Hummeln im Freiland fihrten wir 2022 ein Frei-
landexperiment durch, bei dem wir testen wollten, ob Hummelkolonien unter natlrlichen Be-
dingungen potentiell starker unter einer Exposition mit DRP leiden als im Labor. Im Freiland
haben die Hummeln einen deutlich héheren Energieverbrauch als unter Laborbedingungen,
da sie ausfliegen missen, um Nahrung zu suchen und sie sind potentiell viel starker von Pa-
thogenen beeinflusst, wie beispielsweise dem haufig auftretenden Darmparasit Crithidia bombi
(Napflin & Schmid-Hempel 2018). Hierfiir haben wir zunachst 2021 ein neues System zur au-
tomatisierten Beobachtung von Hummelverhalten entwickelt. Mithilfe von Papier-Tags, Kame-
ras und Raspberry-Pi Computern lasst sich damit das Sammelverhalten individueller Hummeln
verfolgen, d. h. der Zeitraum, den eine Hummel auferhalb der Kolonie verbringt. Zunachst
wurde untersucht, ob und wie die Exposition im Luftstrom mit Dieselruf das Heimfindungsver-
maogen der Hummeln beeinflusst.

Der Dieselruldgruppe wurden Uber einen Zeitraum von 29 Tagen (von Ende Juli bis Ende Au-
gust) zweimal wochentlich abends bei Dunkelheit unter Rotlicht 2,0 mg DRP verabreicht. Die
DRP wurden mit einem mit feinmaschigem Nylonnetzstoff verschlossenen Schnappdeckelglas
gleichmaRig Uber die kurz gedffnete Kolonie gesprenkelt, also direkt tiber die anwesenden
Arbeiterinnen und Brutzellen. Bei der Kontrollgruppe wurde lediglich die Au3enbox und die
Kolonie gedffnet, um Effekte dieser Stérung nachzuahmen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Arbeitspaket 1: Erzeugung und Charakterisierung von Diesel-
ruBpartikeln

4.1.1 Analyse der PartikelgroBenverteilung

Je nach Lastverhalten des Verbrennungsmotors im Motorzyklus unterscheiden sich Partikel-
konzentrationen und PartikelgroRe. Hierfur wurden drei charakteristische Punkte des Mo-
torzyklus aus Abbildung 2 ausgewahlt und stellvertretend in Abbildung 5 dargestellt. Die Kon-
zentrationsangaben beziehen sich dabei auf unverdiinnte Partikelkonzentrationen im Abgas-
rohr.

Wahrend den transienten Beschleunigungsphasen (, A“) dominieren annahernd monomodale
Verteilungen im feinen Agglomerationsbereich. Diese Partikel liegen vorwiegend als Festkor-
per vor und weisen einen Median-Durchmesser zwischen 52,1+ 1,8 nm und 101,9 £ 1,7 nm
im Motorzyklus auf. Die Konzentrationen variieren in Abhangigkeit des Lastverhaltens und der
Motorparameter.

Wahrend lastfreier Leerlaufzeiten (,»“) oder Verzdégerungsvorgange (, ¥ “) bilden sich die fir
Dieselprozesse typischen bimodalen Verteilungen aus. Dabei werden weniger feste Partikel
des Agglomerationsmodus ausgestolden. Hingegen konnten Uberwiegend volatile Aerosole
der Nukleationsphase mit einem deutlich geringeren Median-Durchmesser zwischen 7,4 + 1,6
nm und 22,7 + 1,6 nm gemessen werden. Durch Filtersysteme werden lediglich feste Partikel
des Agglomerationsmodus gesammelt.
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Abbildung 5: PartikelgréRenverteilung wahrend ausgewahlter Phasen des innerstadti-
schen Motorzyklus und bei Exposition der Hummeln im Windkanal

4.1.2 Analyse der chemischen Eigenschaften

Die RuBpartikel des gesamten innerstadtischen Zyklus wurden Uber das Filtersystem gesam-
melt und hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften weitergehend untersucht. Die
elementare Zusammensetzung ist in Abbildung 6 dargestellt. Durch thermogravimetrische
Analysen konnte 72,2 + 1,1 % der Gesamtpartikelmasse auf elementaren Kohlenstoff,
23,2 £ 0,9 % auf organische Anteile und 4,6 + 0,7 % auf anorganischen Komponenten zurick-
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gefuhrt werden. Die elementare Zusammensetzung wurde mittels Zoéliner et al. (2019) inter-
pretiert und in Abbildung 6 rechts dargestellt. Dabei tragen Komponenten des motorischen
Abriebs zu den anorganischen Fraktionen der Rufpartikel bei. Kupfer (1,03 %), Aluminium
(0,02 %) und Eisen (0,02 %) kénnen dabei jeweils auf das Material von Kolbenringen, Zylin-
derkopf und Motorblock zurlickgefihrt werden. Calcium (1,62 %), Zink (0,53 %), Phosphor
(0,50 %) und Schwefel (0,17 %) kénnen zum anderen auf Verbrennungsrickstadnde von Kraft-
stoff oder Schmierdl zurtickgefihrt werden. Auflerdem wurden geringe Mengen Bor (0,13 %),
Magnesium (0,10 %), Molybdan (0,03 %) und Natrium (0,02 %) gefunden.

Von den sieben analysierten PAK lag nur Pyren Uber der Bestimmungsgrenze mit einer Kon-
zentration von 444,05 ug/g (+/- 75,18 SE) in DieselruRpartikeln, was 444 ppm entspricht. Die
Konzentrationen von Fluoranthen und Phenanthren lagen tber der Nachweisgrenze (10 pg/g),
aber unter der Bestimmungsgrenze (~100ug/g).

Mg: 0,10 %
Anorganische Komponenten B: 0,13 % Mo: 0,03 %

46+0,7% S:0.17 % Na: 0,02 %

\

4 " Motorabrieb

v, Cus1,03 %

Fe: 0,03 %

Elementarer Kohlenstoff —_ Al: 0,02 %=

Riicksténde aus Diesel/Ol
72211 %

Ca: 1,63 %

P: 0,50 % : 9
Fliichtige Komponenten ° 2L 0oL

232+09 %

Abbildung 6: Elementare Analyse der Ruf3partikel mittels Thermogravimetrischer Ana-

lyse (links) und ICP-OES (rechts).

4.1.3 Analyse der Nanostruktur

Die Nanostruktur der Rupartikel beeinflusst sowohl die Reaktivitat als auch die Maéglichkeit,
flichtige organische Komponenten in der Rumatrix zu binden. Flir morphologische Untersu-
chungen der Rul3proben wurde auf spektroskopische und bildgebende Verfahren zuriickge-

griffen.
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n
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Abbildung 7: Raman-Signal der Motor- und Vergleichsproben (links) sowie TEM-Ana-

lyse der Nanostruktur (rechts).
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Das Raman-Signal der Rul3proben des gesamten Motorzyklus wurde in Abbildung 7 (links) in
funf Banden entfaltet, deren Peaks die Auspragung diskreter struktureller Defekte quantifizie-
ren (Sadezky 2005). Die Nanostruktur ausgewahlter Ru3proben ist in Abbildung 7 rechts dar-
gestellt. Alle Proben zeigen Raman-Spektren mit mehr oder minder ausgepragten D- und G-Ban-
den bei 1350 cm™" und 1600 cm'. Das Verhaltnis der D- und G-Bande gilt als Maf} der struktu-
rellen Ordnung: Je hoher das Verhaltnis, desto ausgepragter ist der Grad der Graphitisierung
der untersuchten Rul3proben. Demnach weisen Rul3proben des Vergleichsstandards mit ge-
ringerem C/O-Verhaltnis eine hohere strukturelle Ordnung auf. Die Kohlenstoffschichten die-
ser Proben sind in den TEM-Aufnahmen (Abbildung 7 rechts) als fransenférmige Gebilde (,frin-
ges®) mit unterschiedlicher Form, Lange und Tortuositat zu erkennen. Ru3proben mit hohem
D/G-Verhaltnis (a) weisen langere, zusammenhangende und teils konzentrisch angeordnete
Kohlenstoffschichten mit geringerem Abstand zueinander auf. Diese lamellenformigen Anord-
nungen werden den graphitischen Bereichen der Probe zugeordnet. Ru3proben mit geringem
D-/G-Verhaltnis (b) zeigen ausschliefldlich kurze Kohlenstoffschichten mit relativ hohem Ab-
stand zueinander, die sich in einer ungeordneten Struktur anordnen.

Die qualitative Analyse der Nanostruktur deutet darauf hin, dass RuBproben des innerstadti-
schen Zyklus eine Bandbreite unterschiedlicher PartikelgroRen und morphologischen Eigen-
schaften aufweisen. Die Nanostruktur beeinflusst die aktive Oberflache der RuRpartikel und
die Mdglichkeit flichtige Elemente in der RuBmatrix zu binden. Bildgebende Verfahren und
Raman-spektroskopische Untersuchungen legen nahe, dass sich die Motorphasen nicht nur
charakteristisch auf die Partikelgrélie, sondern auch auf die morphologische Struktur auswirkt:

e Ein besonders ausgepragter D3-Peak bei 1500 cm™' lasst auf einen dominanten Anteil
amorpher Kohlenstoffstrukturen schlielen (Seong et al. 2013). Diese ungeordneten Struk-
turen konnten durch bildgebende Verfahren besonders in Rul3proben der Leerlaufbetriebs-
punkte (c) und der Beschleunigungsphasen (d) beobachtet werden.

e Bezogen auf das D-/G-Intensitatsverhaltnis der RuRproben im Motorzyklus Iasst sich jedoch
auch eine Ahnlichkeit mit den Vergleichsproben der geringeren C/O-Einstellungen
(C/O = 0,3) beobachten. Diese sind bildgebend in (a) und (b) dargestellt und weisen einen
vergleichsweisen hohen Grad der Graphitisierung auf. AuRerhalb der untersuchten Phasen
»A“und ,»“ mit hohen amorphen Anteilen, werden somit auch Ruf3partikel ausgestof3en,
deren Kohlenstoffstrukturen eine héhere strukturelle Ordnung aufweisen und geringere An-
teile an fliichtigen organischen Komponenten in der RuBmatrix binden (Zéliner et al. 2019).
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4.1.4 Vergleich mit Umweltproben
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Abbildung 8: PartikelgréRenverteilung bei Freilandmessungen.

In Abbildung 8 sind die Partikelgré3enkonzentration von funf Messtagen, der Median-Durch-
messer Dp 50 und der Partikeldurchmesser Dp 10 und Dp go bei 10 % und 90 % der Gesamtkon-
zentration dargestellt. Das Tagesmittel der ersten drei Tage wurde in einen separaten Plot auf
der rechten Seite abgebildet. Auf diese Weise wird die Feinstaubbelastung im Freiland cha-
rakterisiert und ins Verhaltnis mit den Konzentrationen des Abgasrohrs und bei der Exposition
im Luftstrom gesetzt. Dabei kdnnen charakteristische Unterschiede der beiden Freiland-Stand-
orte unterschieden werden:

7 In StraRenndhe schwankte der Median-Durchmesser der Tagesmittel zwischen
23,7 nm und 41,2 nm. Dabei konnten deutlich héhere maximale PartikelgroRenkon-
zentrationen gemessen werden (zwischen 3527,2 cm™ und 9008,6 cm?) als in der
landlichen Region.

o

Im nordlichen Fichtelgebirge konnten Agglomerationsprozesse in der Atmosphare be-
obachtet werden, hier schwankte der Dp 50 zwischen 40,5 nm und 83,0 nm. Es konnten
ca. eine Grolenordnung geringere PartikelgroRenkonzentrationen detektiert werden
als in Stralennahe.

Die Feinstaubbelastung im Freiland wird nicht nur Schadstoffen aus dem Verkehr, sondern
auch anderen Quellkategorien zugeschrieben. Laut einer Studie des Umweltbundesamts
(UBA) resultieren 60 % der PMs-Emissionen aus Verbrennungsvorgangen, dabei haben
Haushalte und Kleinverbraucher sowie der Stralenverkehr die grof3ten Anteile. Ca. 25 % der
PMas-Emissionen stammen aus dem Stralenverkehr. Diese Kategorie schlie3t Ruf3partikel
und Abriebemissionen bei Reifen und Bremsen mit ein (Umweltbundesamt 2022).
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4.2 Arbeitspaket 2: Okotoxikologische Untersuchungen zu Effek-
ten von LSV auf B. terrestris

4.2.1 Akute Toxizitat von LSV bei oraler Aufnahme

Nach akuter Exposition von Individuen von B. terrestris mit DRP in Konzentrationen von 1 bis
16 g/l zeigten sich keine toxischen Auswirkungen. Auch bei den hdchsten Konzentrationen
von DRP war die Mortalitat nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Uberlebensana-
lyse, paarweise Log-Rank-Testvergleiche, p > 0,05 fir jede DRP-Behandlung im Vergleich zur
Kontrolle). Nur die Positivkontrolle Dimethoat induzierte eine nahezu 100 %ige Mortalitat
(Uberlebensanalyse, paarweise Log-Rank-Test-Vergleiche, p < 0,001 im Vergleich zu jeder
anderen Behandlung). AulRerdem fanden wir keinen Effekt der akuten DRP-Exposition auf den
relativen Fettkdrpergehalt der Hummeln (GLM mit Gamma-Verteilung, F@410= 1,296, p =
0,34).

Wahrend wir keinerlei negative Effekte auf die Mortalitat oder den Koérperfettgehalt der Hum-
meln nachweisen konnten, scheinen die Effekte von DRP bei anderen Organismen deutlich
starker zu sein. Eine akute toxische Wirkung von DRP in Form einer erhdhten Mortalitat konnte
bei den Nauplienlarven der Salinenkrebse Artemia salina nach der Exposition gegeniiber 250
mg/l Abgaspartikeln in Medium Uber 96 Stunden nachgewiesen werden (Pikula et al., 2021).
Diese Ergebnisse sind jedoch kaum mit unseren vergleichbar, da die Expositionsbedingungen
in der aquatischen Umwelt komplexer sind als bei einer reinen oralen Aufnahme, da die Tiere
zusatzlich Gber ihre Atemwege exponiert sind (Honda & Suzuki, 2020). Komponenten, die als
Hauptursache fir die DRP-Toxizitat diskutiert werden, sind PAK, die bei unvollstandigen Ver-
brennungsprozessen gebildet werden (Mesquita et al., 2016). Pyren war mit 444,05 ug/g der
am hdchsten konzentrierte PAK, den wir in den am Testmotor erstellten DRP gefunden haben.
Diese Konzentration ist mdglicherweise zu niedrig, um bei B. terrestris nach akuter oraler Ex-
position nach 48 Stunden eine signifikante Mortalitat zu verursachen, im Gegensatz zu einer
akuten Toxizitat auf Mickenlarven (Borovsky et al., 1987).

4.2.2 Chronische Toxizitat

Paarweise Vergleiche (Tukey-Post Hoc mit Holm Korrektur) zeigten signifikante Unterschiede
zwischen allen Behandlungsgruppen, auf’er dem Vergleich zwischen Negativkontrolle und
0.5 g DRP/I Zuckerwasser. Tiere, die mit 1 und 2 g DRP/I Zuckerwasser gefiittert wurden,
nahmen signifikant weniger Nahrung auf als die Tiere in der Kontrolle. Individuen, welche mit
Dimethoat gefuttert wurden, nahmen signifikant mehr Nahrung auf, als die Tiere in allen ande-
ren Behandlungsgruppen. Die erhdhte Nahrungsaufnahme der Tiere der Dimethoat-Behand-
lungsgruppe kann durch aktivierte Entgiftungsprozesse und einem damit verbundenen erhéh-
ten Energiebedarf erklart werden (Ferreira et al. 2015). Die niedrigere Nahrungsaufnahme in
den Behandlungsgruppen mit 1 und 2 DRP/I Zuckerwasser kénnte auf eine abstoRende Wir-
kung des Dieselruf3es zurlickzufihren sein. Die aufgenommenen Dosen an DRP nahm aber
mit steigender DRP Konzentration in der Behandlung zu. Die Individuen, die mit 1 und 2 DRP/I
Zuckerwasser geflttert wurden, zeigten eine signifikant verringerte Uberlebenszeit im Ver-
gleich zu den Kontrollen. Bei Individuen, die mit 1 g DRP/I Zuckerwasser gefittert wurden, lag
die Mortalitat bei 32,1 % und bei Tieren, welche mit 2 g DRP/I Zuckerwasser geflttert wurden,
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lag die Mortalitat bei 48,2 % (Abb. 9). Damit konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass sich Ruf
aus einem Dieselmotor ab einer Konzentration von 1 g/l negativ auf das Uberleben von Indivi-
duen der Dunklen Erdhummel auswirkt (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Uberlebenswahrscheinlichkeit der Hummeln ber den Zeitraum von 10
Tagen, die Kontrollldsungen, der Losungsmittelkontrolle, den Konzentra-
tionen 0,5, 1 und 2 DRP/I Zuckerwasser und Dimethoat ausgesetzt waren.
Der p-Wert zeigt signifikante Unterschiede zwischen den Kaplan-Meier-
Kurven der verschiedenen Behandlungsgruppen an. Verandert nach Huft-
lein et al.,2023.

Die erhohte Mortalitat konnte moglicherweise durch toxische organische Bestandteile des Ru-
Res erklart werden (z. B. PAK) (Uy et al. 2014). Allerdings haben die Tiere auch signifikant
weniger Nahrung aufgenommen als die Kontrollen, was zusatzlich Stress auf die Hummeln
ausuben kdnnte. Die aufgenommen Menge an Zuckerwasser liegt in diesem Fall aber in allen
Behandlungsgruppen in einem Rahmen, welcher die Uberlebenszeit nicht negativ beeinflus-
sen sollte (Vaudo et al. 2017). Wie genau RulRexposition zu einer erhéhten Mortalitat bei Hum-
meln fuhrt und welche Mechanismen dahinterstecken, muss in weiteren Experimenten (wie
bspw. 4.2.4) untersucht werden. Eine Interpretation dieser Ergebnisse hinsichtlich der Umwelt-
relevanz ist noch nicht moéglich, da es fir die realistische Expositionsmenge von Insekten mit
Dieselrul? in der Umwelt weder empirische Daten noch hinreichende Modellierungen gibt.

In den wenigen Studien, die mit Hymenopteren bislang durchgeflihrt wurden, sind nur Effekte
auf subletaler Ebene gezeigt worden, wie induzierter Stress im Nervensystem und veranderte
Lernfahigkeit und Gedachtnisleistung in Honigbienen (Reitmayer et al. 2019). Des Weiteren
gibt es Hinweise aus der Literatur, dass volatile Pflanzendfte von Dieselrul3 degradiert wer-
den und sich deshalb mdglicherweise negativ auf die Nahrungssuche von Honigbienen aus-
wirkt (Girling et al. 2013; Lusebrink et al. 2015).

4.2.3 Akute Toxizitdt von LSV bei Exposition im Luftstrom

Es konnte beobachtet werden, dass die RuR-exponierten Individuen signifikant langer Gberle-
ben als die Kontrollindividuen (Wilcoxon rank sum test: n = 30; p = 0,009) (Abb. 10A). Die
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Uberlebenszeit korrelierte signifikant negativ mit der Flugaktivitat (Abb. 10B) und die RuR-ex-
ponierten Individuen flogen signifikant weniger als die Kontrollindividuen (Wilcoxon rank sum
test: n = 30; p < 0,001) (Abb. 10D).
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Abbildung 10: Uberlebensdauer in Minuten (A) von B. terrestris Individuen nach 30-min-
tiger Rul Exposition in einer Flugversuchsschale verglichen mit der Kon-
trolle; (B) Korrelation der Uberlebensdauer in Minuten mit der Flugaktivitat
in Sekunden der Ruf-exponierten Tiere (dunkelblau) und der Kontrollen
(hellblau); Putzaktivitat in Prozent (C) und Flugaktivitat in Prozent (D) wah-
rend der Expositionszeit von Ruf3-exponierten Tieren gegeniiber den Kon-
trollen. N= 30.

Die kiirzere Uberlebenszeit der Hummeln in der Kontrolle kdnnte dadurch zu erklaren sein,
dass die Ruf3-exponierten Individuen viel mehr Zeit mit Putzen verbringen als die Kontrollindi-
viduen die eine erhohte Flugaktivitat zeigen (Abb. 10C und D). Fliegen ist auch fur Insekten
mit indirekter Fligelbewegung extrem energieaufwendig durch den hohen Verbrauch an ATP
und der hochfrequenten Muskelkontraktionen. Durch die Tatsache, dass Bienen wie Hummeln
beim Flug ausschlieRlich auf aeroben Metabolismus zuriickgreifen kdnnen, weisen sie eine
maximale Mitochondrien-Dichte in ihrer Muskulatur auf (Suarez et al. 1997; Vishnudas &
Vigoreaux, 2007). Auch mussen durch die erhdhte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
durch die mitochondriale Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase genligend Antioxidantien be-
reitgestellt werden kdénnen, was ebenso den Energiebedarf erhoht (Hedges et al. 2019). So-
mit ist die langere Uberlebensdauer der mit RuR-behandelten Hummeln als Artefakt des Ver-
suchsdesigns zu werten. In naturlichen Systemen konnte sich die langere Putzzeit negativ auf
die Organismen auswirken, da sie weniger Zeit flr die Nahrungssuche zur Verfliigung haben.

4.2.4 Histologische Untersuchungen zur Aufnahme von LSV bei B. terrestris

Aus den Erkenntnissen von 4.2.2 folgt die Fragestellung nach dem Wirkmechanismus von LSV
nach oraler Aufnahme. Andere partikulare Substanzen haben das Potential in Organismen bei
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Interaktion mit dem jeweiligen Gewebe Entziindungen und oxidativen Stress hervorzurufen
(Danielsen et al. 2011; Silva et al. 2021). Der Insektendarm besitzt schitzende Strukturen wie
die peritrophische Membran, bestehend aus Proteinen und Chitin, um mechanischen Verlet-
zungen vorzubeugen (Erlandson et al. 2019; Van Der Zande et al. 2020). Akkumulieren Stres-
soren kénnen die schitzenden Strukturen beschadigt werden. Wir haben zunachst ein Proto-
koll entwickelt, mit dem wir die Cuticula der Hummeln so verandern, dass diese durchsichtiger
wird, um moégliche Akkumulationszonen und sogenannte ,regions of interest® (ROI) zu identi-
fizieren (Ritschar et al., 2022).

Pollen Dieselruld

Abbildung 11: Vergleich von Hummelarbeiterinnen der verschiedenen Behandlungsme-
thoden in CUBIC-R (gelb markiert: Partikel im Gastrointestinaltrakt) nach
3 Tagen mit Futterlosung ohne Partikel.

Die Anwendung der angepassten tissue clearing -Methode wurde durchgefiihrt, um die Auf-
nahme und Akkumulation von Partikeln nattrlichen Ursprungs (Pollen) mit der Aufnahme von
DRP bei Drohnen und Arbeiterinnen von B. terrestris zu vergleichen (Abb. 11). Anders als bei
den mit Pollen gefiitterten Hummeln, wo in einem Grolteil der Tiere keine Pollenakkumulation
identifiziert werden konnte, konnten bei allen RuR-exponierten Individuen DRP im Gastroin-
testinaltrakt lokalisiert werden (Abb. 11).

Diese Beobachtung deutet auf einen Unterschied des Akkumulationsverhalten hinsichtlich der
aufgenommenen Partikel (Pollen bzw. DRP) im Gastrointestinaltrakt von B. terrestris hin. Bei
den Ruf3-exponierten Hummeln konnten DRP im Bereich des Kropfes, Ventrikulus und lleums
identifiziert werden, wobei sich die Lokalisation und Menge der DRP zwischen den Geschlech-
tern unterschied. Der Unterschied in der RuRRakkumulation innerhalb der Ruf3-exponierten
Tiere ergibt sich anscheinend aus morphologischen Unterschieden zwischen den Geschlech-
tern im Aufbau des Proventrikulus. Die Bildung von Akkumulationszonen im Generellen, kann
sich jedoch fur beide Geschlechter negativ auf die Gesundheit auswirken. Bekannt ist aber,
dass der Proventrikulus Pollen sammelt und im Anschluss geballt in den Mitteldarm abgibt
(Bailey, 1952). Diese anatomische Anpassung erlaubt es den Bienen ganze Pollenpakete in
den Ventrikulus abzugeben und gleichzeitig zu verhindern, dass Pollen zurlick in den Kropf
gelangen (Peng & Marston, 1986). Im Ventrikulus kdnnen diese Pollenpakete gezielt von Ver-
dauungsenzymen abgebaut werden (Bailey, 1952). Da sich nun RuBpartikel im Proventrikulus
ansammeln, besteht die Moglichkeit, dass im Verlauf eines erheblichen Zeitraums DRP und
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damit die adsorbierten PAK schubweise in den Mitteldarm gelangen kénnen, auch lange nach
der eigentlichen Aufnahme. Es ist moglich, dass diese Partikel im Mitteldarm verzdgert nega-
tive Auswirkungen haben kdnnten. Im Zuge dieser stoRweisen Abgabe kénnen durch die ad-
sorbierten organischen Bestandteile des Rulles essentielle Mikroorganismen im Darm der
Hummeln negativ beeinflusst werden (siehe Kapitel 4.3.2). Weitere mogliche Auswirkungen
waren, dass durch oxidativen Stress ausgeldste Veranderungen der Lipidprofile stattfinden,
da DRP bei Mausen nach der Aufnahme und Exposition Uber die Luftréhre nachweislich Lip-
idveranderungen hervorgerufen haben (Massimino et al.,, 2022; Pambianchi et al., 2022;
Reyes-Caballero et al., 2019; Rizzo et al., 2014). Es wird angenommen, dass die Anreicherung
von DRP im Gewebe von Organismen und die daraus resultierende Anreicherung von PAK
der Grund fir die Entfaltung ihrer Toxizitat ist, allerdings erst nach langerer Expositionsdauer
(Cong et al., 2021; McGrath et al., 2019). Diese Bioakkumulation von PAK kdnnte auch eine
Gefahr flr héhere trophische Ebenen darstellen, wie schon in einem aquatischen Modell ge-
zeigt werden konnte (Wang et al., 2021). Je nach akkumulierter Menge im Darm, kann es auch
zu Verstopfungen und/oder falschen Sattigungsgefiihlen kommen, welche die Hummeln wie-
derum negativ beeinflussen kdnnten.

4.2.5 Einfluss von Bremsabrieb auf die Reizwahrnehmung und das Verhalten von
B. terrestris

Eine weitere Quelle flir LSV stellt Bremsabrieb dar. Ist die Konzentration von Bremsabriebpar-
tikeln in der Umgebungsluft sehr hoch, kann es sein, dass Hummeln bei der Suche nach ge-
eigneten Futterpflanzen eingeschrankt werden, da bereits an Honigbienen gezeigt werden
konnte, dass Dieselabgase die LSV enthalten das zentrale Nervensystem der Bienen negativ
beeinflussen kann (Reitmayer et al., 2019). Hummeln sind stark auf die Wahrnehmung von
volatilen Substanzen Uber die Antennen angewiesen, um Nahrung zu finden oder mit ihrer
Umwelt zu interagieren (Saleh et al., 2007). Unsere Hypothese war, dass Antennen von im
Luftstrom mit Bremsabrieb exponierten Hummeln verschmutzter sind als die Antennen von
Hummeln welche in unbelasteter Luft geflogen waren. Dadurch bedingt, vermuteten wir eine
verringerte Fahigkeit der exponierten Antennen Reize wahrzunehmen verglichen mit Kon-
trollantennen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Antennen von Hummeln, welche Bremsabrieb
exponiert waren, signifikant starker verschmutzt sind als die Antennen der Kontrolltiere (Mann-
Whitney U- Test: U = 0,0, p > 0.001) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Vergleich des relativen Anteils an Partikeln an der Gesamtflache der Sen-
sillenbasis der Hummelantennen zwischen Bremsabrieb und Kontrolle.
Die roten Punkte stehen fur den Mittelwert. Sterne kennzeichnen die Sig-
nifikanz (*** = p<0.001).

Man muss allerdings beachten, dass auch nach Exposition die durchschnittliche Verschmut-
zung nur bei 1% liegt und wahrscheinlich sehr behaarte Bereiche und dadurch die elektrosta-
tische Ladung der Hummeln selbst die Partikel starker anzieht und die Partikel so von den
Antennen fernhalt (Pellecchia & Negri, 2018). Zudem sind Verwirbelungen in der Expositions-
kammer sehr stark, was dazu flihren konnte, dass die Hummeln nicht so vielen Partikeln aus-
gesetzt sind wie wir durch die Bremsungen generieren und dadurch die Verschmutzung der
Antennen so gering ausfallt.

Die multiplen Vergleiche der Elektroantennographie-Antworten ergaben weder signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen nach 0 und 5 min, noch innerhalb der Be-
handlungsgruppen zwischen 0 und 5 min (alle Mehrfachvergleich p>0,05) (Abb. 13).
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Abbildung 13: Vergleiche der maximalen EAG-Antwort in mV zwischen A) 0 und 5 Minu-
ten bei Kontrollantennen; B) 0 und 5 Minuten bei Bremsabriebantennen
und zwischen C) Kontrolle und Bremsabrieb nach 0 Minuten und D) Kon-
trolle und Bremsabrieb nach 5 Minuten. Die roten Punkte stehen fur den
Mittelwert.

Wie oben schon erwahnt, betrug die bedeckte Flache des Antennenglieds im Mittel nur 1 %,
was wiederum zu wenig sein kénnte, um wirklich eine nennenswerte Anzahl von Sensillen auf
der Antennenoberflache zu beeintrdchtigen. Zudem haben basikonische Sensillen, welche
wohl hauptsachlich als Chemosensoren dienen, nur eine endstandige Pore weshalb die Wahr-
scheinlichkeit bei so geringer Verschmutzungslast auch sehr gering ist, dass die Sensillen
beeintrachtigt werden (Huang et al., 2023). Des Weiteren, sind viele Partikel an der Antenne
bereits vorher agglomeriert und daher eventuell zu grof3 um in Poren einzudringen und dort
tatsachlich Schaden anzurichten (Steinbrecht, 2007).
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4.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zu Effekten von LSV auf Phy-
siologie-, Genexpressions- und Kolonieebene

4.3.1 Entwicklung eines Windkanals zur Exposition der Hummeln im Luftstrom

Die Konzentration, bei welcher die Hummeln exponiert wurden, lag bei 0,4 + 0,12 mg/mm?3. Es
konnte ohne Zugabe neuen Rules keine rufdfreie Atmosphare erzeugt werden. Die Menge an
Ruf}, welcher von den Wéanden resuspendiert, liegt bei 0,19 + 0,08 mg/mm?.

° Behalter fir Ruf-
~ partikel

|"é;\'\ Exposition der
“Z/ Hummeln

(’(TD'\ Exposition von
“Y/ Pflanzen

"'M_K\‘ Messstelle fir
=2/ Partikelkonzentration
I-""\.“ Regel-und

\2¢/ Steuereinheit
(',-'_;_‘] Zerstaubung der

5

~—" RuBproben

Abbildung 14: Aufbau fir die Exposition von Hummeln mit Ruf3partikelproben.

PartikelgréRe: Im direkten Vergleich der Rohemissionen innerhalb der Beschleunigungsphase
(,A“) und Exposition im Windkanal (,&“) konnten Agglomerationsprozesse durch den Probe-
nahmeprozess im Abgasrohr und Zerstadubungsprozess im Windkanal beobachtet werden. Zur
Abscheidung grober Fragmente wurde deshalb die Mdglichkeit der Abscheidung durch einen
Impaktor erganzt. Der GréRenbereich der Windkanal-Messungen (,4) ist vergleichbar mit den
Analysen der landlichen Messstation (,£*). Bei beiden Szenarien konnten ultrafeine Partikel
(< 100 nm) und feine Partikel bis zu einen elektrischen Mobilitatsdurchmesser von 600 nm
nachgewiesen werden.

PartikelgroRenkonzentration: Die Zerstaubung im Windkanal (,&“) erzeugt weitaus geringere
PartikelgréRenkonzentrationen als die Rohemissionen innerhalb der Beschleunigungsphase
(,A“). Es konnten jedoch Konzentrationen vergleichbar zur Feinstaubbelastung der innerstad-

tischen Messstation (,,ﬂ“) flr die Exposition eingestellt werden.

4.3.2 Charakterisierung der Wirkmechanismen von LSV iiber physiologische Stress-
und Immunparameter

Es zeigten sich keine Effekte der DRP auf die Phenoloxidase-Aktivitat der Hummeln (GLM mit
Gamma Verteilung, F4 136 = 1.881, p = 0.13) (Abb. 15).
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Phenoloxidase-Aktivitat (Vmax)

i

Kontrolle Lésungsmittelkontrolle RuB 0,2 g/l RuR 0,4 g/l RuR 0,8 g/l

Abbildung 15: Phenoloxidase-Aktivitdt der verschiedenen Behandlungsgruppen (Kon-
trolle, Lésungsmittelkontrolle, Ruf 0,2 g/l, Ruf® 0,4 g/l, Ruf® 0,8 g/l). Die
schwarzen Punkte zeigen die individuellen Messungen, die roten Punkte
zeigen den Mittelwert der jeweiligen Behandlungsgruppe. Die Boxplots
reichen vom 25. bis zum 75. Perzentil mit dem Median als horizontale Li-
nie.

Gleichermalien zeigten sich keine signifikanten Effekte der Exposition mit Dieselruf? (0,2 — 0,8
g/l) auf den relativen Koérperfettgehalt (GLM mit Normalverteilung: F4137 = 1.067, p = 0.375).

4.3.3 Untersuchung der Effekte von LSV auf die Genexpression von Hummeln

Das Genexpressionsmuster bei chronischer Belastung unterschied sich signifikant zwischen
Arbeiterinnen, die mit DRP in der Nahrung konfrontiert waren, und den Kontrollen (Abb. 16).
Diese Effekte waren deutlich starker als potentielle Kolonie-spezifische Genexpressionsunter-
schiede. Insgesamt waren 324 Gene differentiell zwischen diesen beiden Gruppen exprimiert
(165 Gene waren signifikant starker und 159 Gene signifikant schwacher exprimiert). Nach
GO-Analyse waren vor allem solche Gene besonders stark in der mit Dieselruf3 behandelten
Gruppe hoéher exprimiert, die eine Protein-Bindefunktion haben, die Enzymkomplexe bilden,
sowie solche, die an metabolischen und hier vor allem katabolischen Prozessen beteiligt sind.
Hingegen waren Gene, die an biosynthetischen Prozessen sowie der Bildung von Mitochond-
rien- und Organellenmembranen beteiligt sind z. T. signifikant herunterreguliert. Allerdings
konnten diese differentiell exprimierten Gene kaum uber funktionelle Netzwerkanalysen be-
stimmten Stoffwechselwegen zugeordnet werden (Seidenath et al. 2023).
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Abbildung 16:Heat-Map der differentiell exprimierten Gene von Hummelarbeiterinnen.
Wahrend sich Arbeiterinnen verschiedener Kolonien bei gleicher Behand-
lung stark in ihrem Genexpressionsmuster ahneln, fihrt die Behandlung
mit DRP zu einer signifikant veranderten Genexpression.

Die von uns gefundenen, durch DRP in der Nahrung induzierten Veranderungen in der Gen-
expression, deuten darauf hin, dass diese in Zusammenhang mit einer generellen Stressant-
wort der Hummeln stehen. Hochregulierte Gene umfassen solche, die in metabolische und vor
allem katabolische Prozesse eingebunden sind. Herunterregulierte Gene umfassen metaboli-
sche und vor allem biosynthetische Prozesse. Beides weist darauf hin, dass mit der Nahrung
aufgenommene DRP hohere metabolische Kosten verursachen. Solche Veranderungen im
Stoffwechsel scheinen bei Insekten eine typische Antwort auf Umweltschadstoffe zu sein, die
oft biochemische Prozesse im Insektenkérper beeintrachtigen. Ahnliche Unterschiede im Ge-
nexpressionsmuster wurden bereits bei Honigbienen und Hummeln gefunden, die subletalen
Dosen von Neonicotinoiden ausgesetzt waren (Bebane 2019, Colgan 2019) oder anderen In-
sekten, die Schwermetallen oder PAK exponiert waren (Chen et al. 2021; Zhang et al. 2019).
Auch wenn es Unterschiede im Detail gibt, so scheinen bestimmte Prozesse haufig von Um-
weltschadstoffen beeinflusst zu werden. So wirken sich - 8hnlich wie in unserer Studie DRP -
sowohl Insektizide als auch PAK anscheinend negativ auf das Funktionieren von Mitochond-
rien aus und damit auf einen wichtigen Teil des Insekten- Energiestoffwechsels (Colgan et al.
2019; Zhang et al. 2019). Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass Umweltschad-
stoffe indirekt zu einem héheren Energieverbrauch bei Insekten fihren (Calow 1991).

4.3.4 Untersuchung der Effekte von LSV auf das Darmmikrobiom von B. terrestris

Mit Hilfe von Mikrobiom-Analysen kann untersucht werden, ob sich mit Hummeln assoziierte
Mikrobengemeinschaften bei LSV-Exposition verandern. Insbesondere das Darmmikrobiom
besitzt wichtige Funktionen, unter anderem im Stoffwechsel und der Immunabwehr (Mockler
et al. 2018, Raymann & Moran 2018). Entsprechend untersuchten wir das Darmmikrobiom der
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Hummelarbeiterinnen und verwendeten hierfur Tiere aus dem in 4.3.3 beschriebenen Versuch
zu Veranderungen der Genexpression durch LSV (jeweils funf Arbeiterinnen pro Kolonie und
Behandlungsgruppe). Ein 291 Basenpaar langes Fragment 16S rDNA des Darminhaltes
wurde auf der lllumina iSeq-100 Plattform sequenziert (mit den Primern 515F-Y (Turner et al.
1999) und 806RB (Apprill et al. 2015) wie im 16S Metagenomic Sequencing Library Prepara-
tion protocol (Part # 15044223 Rev. B, www.illumina.com)) und nachfolgend mit QIIME2 (Boy-
len et al. 2019) analysiert.

Gilliamella o
s0% Biofilm
Snodgrassella

80%

Lactobacillus
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Relative Haufigkeit

Kontrolle Lésungsmittelk. | DieselruB3(0,4 g/1)

Abbildung 17: Relative Haufigkeiten der Bakterien im Darmmikrobiom von B. terrestris
Arbeiterinnen. Die Bakterien Gilliamella sp. und Snodgrassella sp. sind
typischerweise im Darmmikrobriom der Hummeln vertreten und sind an
der Bildung eines Biofilms entlang der peritropischen Membran im Darm
der Hummeln beteiligt. Dieser Biofilm hat wahrscheinlich eine wichtige
Schutzfunktion gegentber Pathogenen oder Umweltschadstoffen im
Darm.

Wir konnten eine signifikante Veranderung der Bakteriengemeinschaften des Darmmikrobi-
oms bei Hummeln feststellen, die mit DRP in Zuckerwasser gefiittert wurden (Abb. 17; Paar-
weise PERMANOVA mit Benjamini-Hochberg korrigierten p-Werten; Dieselruf vs. Kontrolle:
pseudo-F = 32.247, p = 0.002; Dieselruly vs. Lésungsmittelkontrolle: pseudo-F = 30.651, p =
0.002), nicht aber zwischen der Kontrolle und der Lésungsmittelkontrolle (Seidenath et al.
2023). Wir gehen davon aus, dass die in Dieselruf® enthaltenen PAK verantwortlich fiir diese
Veranderung sein kénnten, da fir diese organischen Stoffe bereits toxische und mutagene
Effekte bei Organismen nachgewiesen wurden (Sun et al. 2021). Bei anderen Tieren wurden
auch bereits PAK-induzierte Veranderungen des Darmmikrobioms nachgewiesen (DeBofsky
2021; Ding et al. 2020). Anderseits konnte die grolle Menge an Kohlenstoff in den DRP wie
Aktivkohle wirken und Uber das grof3e Oberflache-Volumen-Verhaltnis Mikroben an die Ober-
flache der Partikel gebunden werden und dann gemeinsam mit den Partikeln aus dem Darm
ausgeschieden werden (Naka et al. 2001). Vor allem das Bakterium Snodgrassella sp., wel-
ches normalerweise eine hohe relative Haufigkeit im Darmmikrobiom von gesunden Hummeln
hat (Hammer et al. 2021) fehlt nahezu vdllig in Tieren, die mit Dieselrul geflttert wurden.
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Snodgrassella scheint besonders anfallig gegentber Umweltschadstoffen zu sein, denn Rot-
hman et al. (2020) konnten bereits einen deutlichen Riickgang in der relativen Haufigkeit die-
ses Bakteriums nach Exposition von Hummeln mit Kupfer, Selen oder Glyphosat zeigen. Ge-
meinsam mit Gilliamella sp. bildet dieses Bakterium offenbar einen Biofilm, der die Innenwand
des lleums der Hummeln schitzt (Hammer et al. 2021). Dieser Biofilm scheint gegen den
Darmparasiten Crithidia bombi zu schiitzen, der sich in den Hummelwirten an die Darminnen-
wand anheften muss, um dort zu persistieren (Napflin & Schmid-Hempel 2018).

4.3.5 Entwicklung LSV-exponierter B. terrestris Kolonien im Labor

Bei keinem der gemessenen Parameter (Anzahl lebender Arbeiterinnen, die Anzahl Brut (Lar-
ven und Puppen), der relative Korperfettgehalt sowie die KorpergrofRe) konnten wir Unter-
schiede zwischen der Kontrolle und der mit DRP gefitterten Gruppe erkennen (Abb. 18). Dies
konnte damit zusammenhangen, dass die Hummeln die Exposition mit Umweltschadstoffen
auf Kolonieebene unter Laborbedingungen relativ gut abpuffern kénnen. Da Nahrung ad libi-
tum zur Verfigung stand konnten die Tiere beispielsweise in der Lage sein schneller Brut
nachzuziehen, falls die Mortalitat leicht erhoht ist. Zudem konnten sich Fitness-Effekte erst
zeigen, wenn die Kolonien reproduktive Tiere produzieren, also neue Kéniginnen und Mann-
chen (van Oystaeyen et al. 2021).
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Abbildung 18: Entwicklung von B. terrestris Kolonien im Labor bei Futterung mit Diesel-
rul-kontaminierten Pollen (0,2% w/w) versus Kontrollen mit nicht konta-
miniertem Pollen. A: Anzahl Arbeiterinnen; B: Anzahl Larven und Puppen;
C: Relativer Fettgehalt der Arbeiterinnen; D: Gro3e der Radialzelle der
Vorderfligel der Arbeiterinnen als Mal fir Kérpergrof3e nach einem Zeit-
raum von 65 Tagen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen mit Dieselrufd behandelten und Kontrollkolonien (n=10 Kolonien pro
Gruppe).
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4.3.6 Untersuchung der Effekte von LSV auf Hummelkolonien unter natiirlichen Bedin-
gungen: Kolonieentwicklung und Pathogenpravalenz

Es zeigte sich, dass die Rul-exponierten Hummeln Probleme mit dem vertikalen Flugstart
haben und deshalb zunachst langere Zeit bendtigen, um zurlick zur Kolonie zu fliegen. An-
schlieend zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied in der Zeit, die die Hummeln
bendtigten, um die Kolonie wieder zu erreichen. Wir konnten auch keine signifikanten Unter-
schiede in der Anzahl der Hummeln feststellen, die nicht mehr zuriick in die Kolonie kamen.
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Abbildung 19: Setup fur Freilandexperimente: AuRenbox mit Hummelnest (A), Hummel
mit aufgeklebtem Papier-Tag (B), Videoaufnahme mit automatisierter
Hummelerkennung (C).

Fur das Feldexperiment 2022 haben wir 20 Hummelkolonien aus kommerzieller Zucht (Biobest
Group NV) zunachst in AuRenboxen fiir 14 Tage (15.7. bis 28.7.2022) zur Eingewhnung rund
um die Universitat Bayreuth an beschatteten Standorten mit (noch) relativ gutem Nahrungs-
angebot ausgebracht (Abb. 19). Da in diesem Zeitraum und auch nachfolgend extrem hohe
Tagestemperaturen herrschten (z.T. bis 40°C) trat eine hohe Koloniesterblichkeit auf, so dass
nach diesen 14 Tagen nur noch acht Kolonien fir die nachfolgenden Versuche genutzt werden
konnten. Diese acht Kolonien wurden dann zufallig in vier Kontrollkolonien und vier mit Diesel-
rufd behandelte Kolonien aufgeteilt.
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Abbildung 20: Anzahl Arbeiterinnen (A) sowie der Gesamtzahl Nachkommen (B), aufge-
teilt in Larven (C), Puppen (D) und Eier (E) nach Ende des Freilandver-
suchs. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kontrollkolonien und den mit DRP behandelten Kolonien (jeweils n=4).

Auch in diesem Feldversuch in der naturlichen Umgebung konnten wir keine signifikanten Ef-
fekte von DRP auf das Koloniewachstum (Abb. 20; Anzahl Arbeiterinnen nach Abschluss des
Versuchs und die Brutentwicklung), und den individuellen Gesundheitszustand der Hummeln
feststellen. AuRerdem zeigte die ermittelte Anzahl von potentiellen Gastarten und Hummel-
Antagonisten (wie etwa Schlupfwespen) keine signifikanten Unterschiede zwischen den Be-
handlungen. Wir gehen davon aus, dass potentielle Effekte auf die Kolonieentwicklung im Frei-
land durch die Exposition mit DRP durch die extreme Hitze und Trockenheit — und damit ver-
bunden Nahrungsknappheit - tiberlagert worden sein kénnten. Uber den gesamten Versuchs-
zeitraum zeigten die meisten der 8 Kolonien, die die Eingewdhnungsphase Uberlebt hatten,
nur eine geringe AulRenaktivitat.
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5 Zusammenfassung

5.1 Arbeitspaket 1: Erzeugung, Sammlung und Charakte-

risierung der Feinstaubpartikel

Das Arbeitspaket 1 umfasste ingenieurwissenschaftliche Aufgabenstellungen, durch die
Feinstaubpartikel aus der motorischen Verbrennung erzeugt, gesammelt und charakterisiert
werden. Dabei kénnen folgende Kernaussagen zusammenfassend getroffen werden:

Methodenentwicklung zur Herstellung von Feinstaubpartikeln:

Im Rahmen des Projekts wurde ein elektrostatisches Filtersystem in den Abgasstrang eines
Diesel-Serienmotors integriert. Der Aufbau wurde darauf ausgelegt, grofiere Mengen an
Partikelproben in Pulverform sammeln zu kdénnen, die fur die physikochemische Analyse
sowie die Exposition bendtigt werden.

Erzeugung von Partikeln unter verschiedenen Motorbetriebsszenarien:

Am Motorenprifstand wurde ein Referenzzyklus etabliert, der jeweils Teil- und Volllast-
szenarien des innerstadtischen Stop-and-Go Betriebsverhaltens nachbildet, um eine
Bandbreite an unterschiedlichen Partikeleigenschaften abzudecken.

Charakterisierung der vom Dieselmotor emittierten Partikel:

Bei der Analyse der physikochemischen Eigenschaften der Ruldpartikel des gesamten in-
nerstadtischen Referenzzyklus kénnen folgende Kernaussagen getroffen werden:

o PartikelgréRenkonzentration:

Die Groe der gesammelten DRP variiert zwischen 52,1 nm und 101,9 nm. Die Betriebs-
art des Motors wirkt sich dabei charakteristisch auf die PartikelgroRenverteilung auf. Wah-
rend Beschleunigungsphasen wurden hauptséachlich feste Partikel ausgesto3en, wahrend
lastfreien Laufzeiten hingegen lberwiegend volatile Aerosole in der Nukleationsphase de-
tektiert wurden.

Elementare Zusammensetzung:

Bezogen auf die Masse der Partikelproben konnte 72,2 % elementaren Kohlenstoff, 23,2
% organischen Anteilen und 4,6 % anorganischen Komponenten zugeschrieben werden.
Anorganische Komponenten konnten u. a. auf Motorabrieb und Verbrennungsrick-
stéande von Kraftstoff und Motordl zuriickgefihrt werden

Analyse der chemischen Eigenschaften:

Von den sieben untersuchten PAK, die auf der EPA-Liste der hochprioritaren PAK ste-
hen, lag nur Pyren Uber der Bestimmungsgrenze mit einer Konzentration von 444 ppm.
Die Konzentrationen von Fluoranthen und Phenanthren lagen Uber der Nachweisgrenze,
aber unter der Bestimmungsgrenze.

Analyse der Nanostruktur:

Die RulBpartikel des Motorzyklus weisen eine hohe Bandbreite an physikalischen Eigen-
schaften auf. Es konnten u. a. ein ausgepragter Anteil amorphen Kohlenstoff beobachtet
werden. Diese ungeordneten Nanostrukturen wurden in Ru3proben der Leerlaufbe-
triebspunkte und der Beschleunigungsphasen bildgebend aufgeldst. Raman-spektrosko-
pische Untersuchungen deuten darauf hin, dass Rul3proben des tbrigen Motorzyklus
Uber einen vergleichsweisen hohen Grad der Graphitisierung verfiigen.

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 4 35



Zusammenfassung

e Freilanduntersuchungen zur Ermittlung der Feinstaubbelastung:
Die Feinstaubbelastung wurde an fiinf Tagen und jeweils zwei Messstationen untersucht.
In StralRennahe schwankte der Median-Durchmesser Dp 5o der Feinstaubbelastung im Ta-
gesmittel zwischen 23,7 nm und 41,2 nm. Dabei konnten deutlich hdhere maximale Parti-
kelgréRenkonzentrationen gemessen werden als auf dem Land. Hier konnten Agglomera-
tionsprozesse in der Atmosphare beobachtet werden. Der Dp 50 schwankte zwischen
40,5 nm und 83,0 nm.

5.2 Arbeitspaket 2: 6kotoxikologische Untersuchungen zu Effekten
von LSV auf B. terrestris

Im Rahmen des Projekts wurden Expositionsszenarien der Hummeln mit DRP in einem Wind-

kanal zur Simulation der trachealen Aufnahme in der Umwelt und Uber Zuckerwasser zur Si-

mulation der oralen Aufnahme Uber den Nektar etabliert. Im nachsten Schritt wurden die Ef-

fekte von DRP auf B. terrestris nach akuter und chronischer oraler Exposition und nach akuter

Exposition im Luftstrom charakterisiert. Des Weiteren wurden durch histologische Analysen

und der Etablierung eines tissue clearing Verfahrens Akkumulationszonen definiert und Regi-

onen flr Effektanalysen etabliert. Die Effekte lassen sich wie folgt zusammenfassen:

o Nach akuter oraler Exposition iber 48 h mit Dosen von 1 bis 16 g DRP/I Zuckerwasser
konnte keine signifikant erhdhte Mortalitat festgestellt werden.

¢ Die orale Exposition Uber einen Zeitraum von 10 Tagen, ergab eine signifikant erhéhte Mor-
talitat ab 1 g DRP/I Zuckerwasser.

¢ Individuen, welche fir 30 Minuten einem Luftstrom Ruf3partikel exponiert waren, putzten
sich signifikant langer, Uberlebten aber auch langer als die Kontrollindividuen. Dieses auf
den ersten Blick Uberraschende Ergebnis ist damit zu erklaren, dass die Kontrolltiere signi-
fikant langer geflogen sind und deshalb mehr Energie verbraucht haben und weniger Re-
serven zur Verfugung standen. Dieses Ergebnis stellt daher wahrscheinlich ein dem Ver-
suchsdesign geschuldetes Artefakt dar. In natirlichen Okosystemen kénnten langere Putz-
zeiten negative Auswirkungen auf Organismen haben, da sie dadurch weniger Zeit fir die
Suche nach Nahrung haben.

¢ Wir konnten geschlechtsspezifische Unterschiede der Partikelakkumulation im Darm bei B.
terrestris nach oraler Aufnahme feststellen. Der verfutterte Ruld akkumuliert bei Weibchen
vor allem im Bereich zwischen Mitteldarm und dem Beginn des Enddarms (lleum), bei
Mannchen zusétzlich noch am Ubergang von Proventrikulus zum Mitteldarm. Akkumulati-
onszonen im Darm kénnten dazu flhren, dass adsorbierte organische Substanzen durch
die langere Kontakizeit potentiell Schaden an umliegendem Gewebe anrichten.

5.3 Arbeitspaket 3: Untersuchungen zu Effekten von LSV auf Phy-
siologie-, Genexpressions- und Kolonieebene

Es wurden die Effekte subletaler Dosen der Ruf3partikel auf physiologische Immun- und
Stressantworten analysiert. Dabei wurde vor allem der Phenoloxidase-Signalweg und der Fett-
korper eingehend betrachtet, da diese gréfitenteils fir Immunantworten und Entgiftungsvor-
gange verantwortlich sind. Weiterhin wurde der Einfluss von DRP nach oraler Aufnahme auf
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das Darmmikrobiom und das Transkriptom untersucht. Letztlich galt es noch den Einfluss der
Partikel auf die Entwicklung von Hummelkolonien im Freiland zu untersuchen. Folgende Er-
gebnisse lassen sich zusammenfassen:

e Entwicklung eines Windkanals zur Exposition der Hummeln im Luftstrom:
Im Rahmen des Projekts wurde ein Messaufbau konzipiert und gebaut, um definierte Men-
gen an DRP im Luftstrom zu zerstduben und fir die Exposition zu dosieren. Der Grolien-
bereich der Partikelproben im Windkanal ist vergleichbar mit den Analysen der landlichen
Messstation. Die Konzentration der zerstdubten Partikelproben im Windkanal entsprach
Feinstaubbelastungen, die in Strallenndhe gemessen werden konnten.

e Die orale Exposition mit subletalen RuRkonzentrationen zeigte keine signifikanten Ande-
rungen in der Phenoloxidase- Aktivitat gegeniber den Kontrollen.

o Der relative Kérperfettanteil unterscheidet sich nicht signifikant zwischen ruf3exponierten
Individuen und Kontrollindividuen von B. terrestris.

e Es konnten signifikante Veranderungen im Darmmikrobiom aber auch im Transkripom von
B. terrestris nach Exposition mit subletalen Dosen Dieselrul3 nachgewiesen werden. Das in
Kontrollindividuen von Gilliamella und Snodgrassella dominierte Darmmikrobiom verandert
sich, vor allem durch einen deutlichen Rlckgang in der relativen Haufigkeit von Snodgras-
sella, welches als ein wichtiges Bakterium des Darmmikrobioms gesunder Hummeln ange-
sehen wird, da es an der Bildung eines die Darminnenwand schutzenden Biofilms beteiligt
ist.

e Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Entwicklung zwischen mit DRP behan-
delten und Kontrollkolonien im Freiland beobachtet werden. Allerdings war der Sommer
sehr heil® und trocken, wodurch der Einfluss des Ruf3es durch den starken Trocken- und
Hitzestress maskiert worden sein kénnte.

Wir kénnen abschlieRend sagen, dass die gefundenen Effekte nach oraler Exposition, sowohl
akut als auch chronisch, nur bei sehr hohen Dosen nachgewiesen werden konnten, welche
wir in der Umwelt vermutlich nicht vorfinden werden. Das heif3t aber nicht, dass Dieselruf} nicht
schadlich flr Bestauber sein kann. Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass Dieselabgase die
Lernfahigkeit einschranken und die Toleranz von Honigbienen gegentiber zusatzlichen Stress-
faktoren verringern kdnnen (Reitmayer et al., 2019). Dartber hinaus flhrt Dieselruf3 zum Ab-
bau von fliichtigen Stoffen in der Blite, wodurch die chemische Kommunikation zwischen Be-
stauber und Blite gestért wird, was es den Insekten erschwert, geeignete Futterplatze zu fin-
den (Girling et al., 2013; Lusebrink et al., 2015). Einige der von uns gefundenen Effekte, wie
die deutlichen Veranderungen des Darmmikrobioms nach chronischer Exposition mit DRP bei
deutlich subletalen Konzentrationen weisen aber darauf hin, dass auch geringere Konzentra-
tionen an DRP langfristige Auswirkungen haben kdnnten und beispielsweise die Anfalligkeit
der Hummeln gegentber Pathogenen erhéht sein konnte und generell die Widerstandsfahig-
keit gegentber multipler Stressoren in der Umwelt beeintrachtigen kénnte. Die von uns gefun-
denen Effekte auf das Darmmikrobiom sowie die von anderen Autoren gefundenen Effekte auf
die Lernfahigkeit und Stresstoleranz (siehe oben) weisen auf negative Auswirkungen der DRP
hin. Die GroRRe der Partikel sowie deren chemische Eigenschaften, wie z.B. der von uns nach-
gewiesene hohe Anteil an organischen Substanzen (speziell PAK), die an die Rupartikel ad-
sorbiert sind, kdnnten fur diese negativen Effekte verantwortlich sein.
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6 Ausblick

Emissionen von Feinstaub durch Verbrennungsmotoren und Bremsvorgange sind lediglich
zwei mogliche Quellen luftgetragener Schadstoffe, die mit dem Verkehr in Verbindung stehen.
Um ein umfassendes Bild der Auswirkungen dieser Schadstoffe zu erhalten, ist eine gezielte
Untersuchung verschiedener Feinstaubquellen mithilfe etablierter Expositionsverfahren uner-
lasslich. Dabei sollten auch der Reifenabrieb und andere Quellen von PM; s-Emissionen wie
beispielsweise die Verbrennung von Holz in Haushalten oder Emissionen bei Produktionspro-
zessen (z.B. Metall- und mineralische Produktfertigung) berucksichtigt werden (Umweltbun-
desamt, 2022).

Wir haben in dem Baydkotox Teilprojekt 4 ,Einfluss von Feinstaub auf Insekten“ den Grund-
stein fur eine Gefahrdungsbeurteilung von LSV gelegt in dem wir Dosis-Wirkungs-Kurven er-
mittelt haben. Jedoch mussen zukuinftige Untersuchungen chronische Expositionen auf um-
weltrelevante Dosen und zuséatzliche subletale Endpunkte erweitern. Beispielsweise kdnnten
Untersuchungen zur generationstbergreifenden Toxizitat oder zur Kommunikationsfahigkeit
mittels Elektroantennographie weitere wichtige Erkenntnisse zur Toxizitat von Dieselruf® und
Bremsabrieb liefern. Zusatzlich sollten Experimente mit multiplen Stressoren durchgefihrt
werden, da die Auswirkungen von Dieselrufy in Kombination mit Pestiziden, Hitze, Parasiten
oder Nahrungsmangel deutlich negativer fir Hummelkolonien sein kdnnten. Bestauber sind in
der sich aktuell andernden Umwelt oft mit solchen multiplen Stressoren konfrontiert (Goulson
2015). Da die Dunkle Erdhummel (Bombus terrestris) ein primitiv eusoziales Insekt ist und
Effekte von Feinstaub auf Kolonieebene abgepuffert werden kénnten, ware es sinnvoll in zu-
kinftigen Studien vergleichend auch mit solitaren Wildbienen und Schwebfliegen zu arbeiten,
welche haufig anfalliger fur Stressoren sind.
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