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Insektenresistente, transgene Nutzpflanzen sind gezielt mit insektentoxischen Eigenschaften aus-
gestattet, welche sich gegen Schadinsekten richten. Das Insektentoxin kann auch im Pollen gebil-
det werden, der den Bestauberinsekten als Nahrung dient. Honigbienen sind als Bestauber von
vielen Kultur- und Wildpflanzen sowohl 6kologisch als auch 6ékonomisch von grosser Bedeutung.
Deshalb mussen transgene Nutzpflanzen bienenvertraglich sein. In der vorliegenden Studie wurde
in einem ersten Experiment die Exposition von Honigbienenlarven gegentiber transgenen Pflanzen
untersucht. In einem zweiten Experiment untersuchten wir die Wirkung von Bt-Mais und dem Bt-
Toxin in hohen Konzentrationen auf die Entwicklung der Futtersaftdriise.

Insektenresistente, gentechnisch veranderte (transgene) Nutzpflanzen sind gegen bestimmte
Schadinsekten (Zielorganismen) widerstandsfahig, weil sie in den befallenen Pflanzenteilen selbst
insektengiftige Proteine bilden kénnen. In Europa ist als transgene, insektenresistente Pflanze bis-
her ausschliesslich der so genannte Bt-Mais im kommerziellen Anbau, wobei Bt fir das weit ver-
breitete Bodenbakterium Bacillus thuringiensis steht. Diese Bt-Maispflanzen produzieren ein Toxin,
welches spezifisch gegen Schadschmetterlinge wirkt. In Mitteleuropa ist es vor allem der Mais-
zuinsler, welcher bekampft wird. Die hohe Spezifitt ist dadurch gegeben, dass das Toxin an be-
stimmte Rezeptoren binden muss und diese Rezeptoren je nach Tiergruppe unterschiedlich sind.
Um die Schadorganismen zu bekampfen, werden die insektengiftigen Proteine primar in den gri-
nen Pflanzenteilen und den Wurzeln gebildet. Dartiber hinaus kdnnen diese Toxine auch im Pollen
vorkommen, wurden jedoch bisher nicht im Nektar gefunden. Dieses liegt auch daran, dass Pollen
generell sehr reich an Proteinen ist wahrend Nektar fast ausschliesslich aus Zuckern besteht.

Diese Toxine sollen Nicht-Zielorganismen wie die Honigbienen oder Wildbienen sowie andere In-
sekten und frei lebende Tiere nicht schadigen. Die Wirkung der Toxine hangt generell von der
Menge und der spezifischen Toxizitat des gebildeten Proteins sowie von der Exposition ab, das
heisst von der Wahrscheinlichkeit und dem Ausmass der Aufnahme des Toxins durch die Nicht-
Zielorganismen. Fir eine fundierte Risikoanalyse muss aus diesem Grund die Menge Pollen, die
von Larven und adulten Bienen aufgenommen wird, genau bekannt sein. Da genaue Daten insbe-
sondere fur die Larven fehlen, haben wir im ersten Teil dieser Studie die Menge Pollenkérner
quantifiziert, die von einzelnen Honigbienenlarven wéhrend der gesamten Entwicklungsdauer auf-
genommen und verwertet wird @. In einem zweiten Experiment wurde die Auswirkung von Bt-
Maispollen auf die Entwicklung der Futtersaftdriise untersucht . Die Mehrzahl der bisher durch-
geflihrten Studien Uber moégliche Auswirkungen von transgenen Pflanzen auf Bienen hat sich auf
die Sterblichkeitsrate konzentriert. Es kdnnen dartber hinaus aber auch andere Parameter, zum
Beispiel die Futtersaftdriise, wichtig fur die Entwicklung eines Bienenvolkes sein. Flr unsere Stu-
die haben wir das System Mais aus zwei Grinden gewahlt. Erstens wird Bt-Mais auch in Europa
bereits kommerziell angebaut und zweitens ist von der Honigbiene bekannt, dass sie zur Zeit der
MaistzL[)]te sehr viel Maispollen eintragt und der Gesamtanteil Maispollen im Jahr 20% betragen
kann *.

Pollenkonsum der Larven

Um den Pollenkonsum von Larven zu bestimmen, wurden diese unter Halbfreilandbedingungen
ausschliesslich gegeniiber Maispollen exponiert. In drei bienendichten Flugzelten (8 m x 14 m,
Abb. 1) wurde nicht transgener Mais geséat (Sorte Monumental), wobei insgesamt etwa 800 Pflan-
zen pro Kafig wuchsen. Sobald die Maispflanzen zu blihen begannen, wurden in jedes Flugzelt
zwei kleine weiselrichtige Honigbienenvolker (ca. 1'000 Bienen in Einwabenké&stchen) gestellt. Die
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Bienen wurden mit einem proteinfreien Futterteig
aus Saccharose und Honig sowie mit Wasser ver-
sorgt, hatten jedoch keine Pollenvorrate in den
Waben. Dieser Versuchsaufbau stellte sicher, dass
die Bienen nur Maispollen sammeln und
entsprechend die Larven nur mit dieser einen Sorte
Pollen versorgt werden konnten. Wichtig fur diesen
Versuch ist die Tatsache, dass die Larven der
Honigbiene den Darminhalt wahrend der gesamten
Wachstumsphase nie leeren. So konnte in den
ausgewachsenen Larven die gesamthaft £ i .
aufgenommene Pollenmenge im Darm gefunden g PRIy ~8 L N
ur_1_d analysiert werden. Fir jedes der insge_:samt funf  App 1: Tunnelzelte (8 m x 14 m) mit Mais
Volker, die Bruterfolg hatten, wurden zwischen 26

und 35 Larven aus den frisch verdeckelten Zellen entfernt, gewogen und seziert. Der praparierte
Darm wurde in isotonischem Wasser homogenisiert und die Pollen unter dem Binokular
ausgezahlt. Alle Pollenkérner wurden einer von drei Klassen zugeordnet: vollkommen verdaut
(maximal 10% Inhalt im Pollenkorn), teilweise verdaut oder unverdaut (kein erkennbarer
Unterschied zu frischem Pollen, siehe Abb. 2).

@ wllstandig verdaut
® nicht verdaut
O teilweise verdaut
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-

Abb. 2: Anteil des Pollens in den Darmen von Larven der Honigbiene der gar
nicht, teilweise oder vollstandig verdaut ist (n = 177 Larven aus 5 Vélkern). Der
Massstab entspricht 0.1 mm.

Gemittelt Gber die Daten aus je einem Volk wurden zwischen 1720 und 2310 Maispollenkérner im
Darm der einzelnen Honigbienenlarven gefunden. Unter Berlcksichtigung des Frischgewichtes
von Mais-Pollenkérnern entspricht dies zwischen 1.5 und 2.0 mg Pollen (Abb. 3). Durchschnittlich
waren 75% der Pollenkdrner vollkommen verdaut, wahrend 23% teilweise und 2% unverdaut wa-
ren (Abb. 2). In der vorliegenden Studie wurden auch einige Drohnenlarven aufgezogen. Sie waren
39% schwerer als die Arbeiterinnenlarven und enthielten 36% mehr Pollenkdrner im Darm. Dies
bedeutet, dass die Zahl der Pollen in der Nahrung der Drohnen nicht wesentlich von den bei
Arbeiterinnen gefundenen Mengen abweicht.
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Abb. 3: Durchschnittliche Menge an Pollen, welche die einzelnen Larven
aufgenommen haben (n = 26-35 fur die 5 Vdlker).

Wie aber steht die von uns bestimmte Menge an Pollen zu dem Gesamtprotein, das nétig ist, um
eine Larve aufzuziehen? Frihere Abschéatzungen haben gezeigt, dass ein Volk etwa 160 mg Pol-
len pro Larve benétigt . Dies schliesst jedoch den Bedarf der adulten Bienen fiir das gesamte
Jahr mit ein. Ein genaueres Mass erhélt man, indem vom Gehalt an Stickstoff der einzelnen Lar-
ven (ca. 1.85 mg) ausgegangen wird ©. Beriicksichtigt man die bereits erfolgte Kotabgabe, den
Umrechnungsfaktor von Stickstoff zu Protein und den Gehalt von Protein im Pollen, so errechnet
sich fir Mais eine ungefahre Pollenmenge von 86 mg, welche ndtig ist, um eine einzelne Larve
aufzuziehen. Unsere Daten zeigen somit, dass der aus Pollenkérnern stammende Proteinanteil nur
ca. 2,5% des Proteinbedarfs der Larven wéahrend der gesamten Entwicklungsdauer ausmacht. Der
gesamte Rest und damit der bei weitem grossere Teil des Proteins wird den Larven Uber den
Futtersaft verabreicht. Nun ist zu bedenken, dass die Anzahl Pollen in Abhangigkeit verschiedener
Faktoren (z.B. Artenspektrum des gesammelten Pollens) variieren konnte. Eine bereits 1955
durchgefiihrte Studie kommt jedoch zu &hnlichen Ergebnissen ©. In der Studie von Simpson wur-
den die Bienen allerdings nicht experimentell mit einer Sorte Pollen geflttert, sondern konnten
Pollen von verschiedenen Pflanzen im Feld sammeln. Letzteres fuhrt aufgrund der erheblichen
Grdssenunterschiede der Pollenkérner zu Schwierigkeiten bei der Berechnung der aufgenomme-
nen Pollenmenge.

Die relativ geringe Menge von knapp 2 mg Pollen je Larve bedeutet, dass die Exposition der Ho-
nigbienenlarven gegentber den von transgenen Pflanzen produzierten Toxinen bisher Gberschatzt
wurde. So haben beispielsweise Malone et al. ? Toxinmengen an Bienenlarven verfiittert, die auf
Annahmen beruhen, welche ein Vielfaches Uber den hier ermittelten Werten liegt. Unsere Daten
zum Pollenkonsum sollten als Grundlage fiir weitere Risikostudien zu den Larven der Honigbienen
herangezogen werden, um zu gewahrleisten, dass realistischere Toxinmengen in Fltterungsver-
suchen verwendet werden ™. Die Frage, ob Toxine in die Futtersaftdriisen der Ammenbienen und
zu den Larven gelangen kdnnen, wurde in einem zweiten Experiment behandelt (siehe unten).

Effekte auf die Futtersaftdrisen der Ammenbienen

Die Futtersaftdrisen der adulten Arbeiterinnen produzieren den proteinreichen Futtersaft fur die
Larven und sind daher fir die Entwicklung der Vélker von hoher Bedeutung. Entsprechend kénnte
die Futtersaftdrise ein wichtiger Faktor sein, um die Risiken transgener Pflanzen auf Honigbie-
nenvolker abzuschatzen. Anhand des Modellsystems Bt-Mais haben wir untersucht, ob die Fitte-
rung von transgenem Pollen Auswirkungen auf die Entwicklung der Futtersaftdriisen bei Arbeite-
rinnen hat ®. Die von uns verwendete Sorte MON 810 enthélt im Pollen jedoch sehr wenig Bt-
Toxin. Daher haben wir dariiber hinaus die Bienen auch mit hohen Konzentrationen des reinen
Toxins (CrylAb, 0,0014%), geldst in Zuckerwasser, gefittert. Zusatzlich bekamen die Bienen auch
Maispollen der nicht transgenen Sorte (Monumental). Kontrollbienen erhielten ebenfalls diesen
Pollen sowie Zuckerlésung ohne Zusatz. Als Positivkontrolle diente ein Proteaseinhibitor (Soja-
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bohnen Trypsin Inhibitor, abgekirzt SBTI), von dem negative Wirkungen auf Bienen bekannt sind
89,10 Dpjese Bienen wurden mit nicht transgenem Maispollen und Zuckerlésung gefiittert, welche
SBTI in zwei Konzentrationen (0,1% und 1%) enthielt.

In unserem Versuch hielten wir in Klimakammern wei-
selrichtige und britende Kleinvolker der Honigbiene mit
etwa 250 Arbeiterinnen (Abb. 4). Fur jede Behandlung
und Behandlungswiederholung wurden zusatzlich 50
frisch geschlipfte Arbeiterinnen in jedes Kleinvolk ein-
gebracht. Da die Futtersaftdrisen nach etwa 10 Tagen
maximal entwickelt sind, wurde der Versuch nach dieser
Zeit abgebrochen. Von jeder Behandlung wurden 24
Bienen seziert und die entnommene Futtersaftdrise
gefriergetrocknet.

Es zeigte sich in diesem Experiment, dass weder der app 4: Kleinvilker in Liebefelder Kastchen
Bt-Maispollen noch das Bt-Toxin nach einer Futterungs-  mit einer Wabe aus Apidea-Befruchtungs-
zeit von 10 Tagen irgendwelche Auswirkungen auf die kastchen.

Entwicklung der Futtersaftdriisen zeigten (Abb. 5). Auch

die Uberlebensrate der Bienen war mit 82.1% fiir den Bt-Pollen und 89.7% fiir das Bt-Toxin nicht
von der Kontrolle (81.2%) verschieden. Im Gegensatz hierzu verminderte die Behandlung frischge-
schlupfter Bienen mit SBTI (0,1 und 1%) Uber 10 Tage das mittlere Trockengewicht der Futtersaft-
drisen und den mittleren Durchmesser der einzelnen Driisensackchen signifikant (Abb. 5). In der
hohen Konzentration (1%) verminderte SBTI auch die Menge der aufgenommenen Zuckerlésung
und hemmte die Brutaufzucht. Im Gegensatz hierzu unterschied sich die Pollenaufnahme wahrend
des Experiments nicht signifikant zwischen den Behandlungen. Insgesamt wurden in der 1% SBTI
Behandlung am Ende des Experimentes nach 10 Tagen nur drei verdeckelte Brutzellen gefunden,
wahrend dies in allen anderen Behandlungen zwischen 39 und 140 waren.

Da Uber die Futtersaftdriisen méglicherweise auch die von den transgenen Pflanzen gebildeten
Toxine an die Larven weitergegeben werden kdnnten, wurde versucht, diese mit molekularen
Methoden nachzuweisen. Hierflr wurde ein ,ELISA’ Test eingesetzt mit dem Uber spezifische Anti-
korper das Bt-Toxin nachgewiesen werden kann. Mit diesem Test waren sehr geringe Mengen von
Bt-Toxin in den Futtersaftdrisen der mit Bt-Zuckerlésung gefitterten Bienen zu finden. Die Kon-
zentration des Bt-Toxins im Gewebe der Futtersaftdriise betrug nur etwa ein Tausendstel der Kon-
zentration, die den Bienen verfittert wurde. Da in den Drisen der mit Bt-Pollen gefutterten Bienen
keine Spuren des Toxins nachgewiesen wurden, ist davon auszugehen, dass die Ubertragung des
Bt-Toxins Uber die Futtersaftdrisen auf die Brut unwahrscheinlich ist oder gegebenenfalls nur in
ausserst geringen Mengen erfolgt.

Schlussfolgerung

Die Studie zum Pollenkonsum hat gezeigt, wie wichtig genaue Daten zur Exposition der Bienen
gegeniber den von transgenen Pflanzen gebildeten Toxinen sind, und dass die Exposition fur die
Larven bisher deutlich Uberschatzt wurde. Da die Pollenaufnahme der Honigbienenlarven nur
minimal ist, schliessen wir, dass sie insektiziden Proteinen weit weniger ausgesetzt sind als die
Adulten. In einer zweiten Studie konnten wir zeigen, dass die Pollen der Bt-Maissorte MON 810
sowie auch das entsprechende Toxin (CrylAb) in hohen Konzentrationen keine negativen Auswir-
kungen auf die Entwicklung der Futtersaftdriise haben.

Insgesamt haben die bisher eingesetzten Bt-Toxine auch in vielfach Gberh6hten Konzentrationen
keine negativen Effekte auf Bienen gezeigt, wobei vor allem die Sterberate aber auch andere Pa-
rameter wie das Suchverhalten untersucht wurden. Damit in Ubereinstimmung sind die bisher zum
Thema erschienenen Publikationen zum Schluss gekommen, dass die Bt-Toxine und die entspre-
chenden transgenen Pflanzen fiir Bienen ungefahrlich sind ® 9. Aufgrund des speziellen Wir-
kungsmechanismus’ der Bt-Toxine, welche an spezifische Rezeptoren im Darm andocken miissen,
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Abb. 5: Mittlerer Durchmesser der einzelnen Drisensackchen (A) bzw.
mittleres Trockengewicht (B) der Futtersaftdriise in Abhangigkeit der Be-
handlung (n = 120). Gleiche Buchstaben tiber den Balken zeigen, dass
keine signifikanten Unterschiede vorhanden sind; bei unterschiedlichen
Buchstaben sind die Werte signifikant verschieden.

um ihre Wirkung zu entfalten, sind auch Langzeiteffekte des Bt-Mais auf Bienen sehr unwahr-
scheinlich. Die in diesem Projekt gewonnenen Erkenntnisse fillen Licken im vorhandenen Wissen
und stimmen mit den bisherigen Schlussfolgerungen der zum Thema transgene Pflanzen und Bie-
nen durchgefiihrten Studien Gberein.
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