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Zusammenfassung der Arbeitsgruppen

Im Rahmen des vom Bayerischen Staatsministeriums fiir Umwelt, Gesundheit und
Verbraucherschutz (StMUGYV) geforderten Forschungsprogramms ,, Begleitforschung und
Uberwachung in Verkehr gebrachter gentechnisch verinderter Organismen* hat die Baye-
rische Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL) das Teilprojekt ,,Monitoring der Umwelt-
wirkungen des Bt-Gens* iibernommen.

Wihrend vierjdhriger Feldversuche (2000-2003) wurde untersucht, ob durch den Anbau
von Bt-Mais, der durch ein insektizidwirksames Protein (CrylAb) aus dem Bakterium
Bacillus thuringiensis vor einem Befall durch den Maisziinsler geschiitzt ist, Auswirkun-
gen auf Nichtzielorganismen gegeben sind. Neben der Erforschung eventueller Effekte auf
ausgewihlte Insektengruppen im Maisbestand und am Maisfeldrand wurden zusétzlich
bodenmikrobiologische Parameter und Gruppen der Bodenfauna beriicksichtigt, da {iber
Ernterlickstinde und Wurzelausscheidungen Bt-Toxine auch in den Boden gelangen.

Die Untersuchungen erfolgten auf fiinf staatlichen Versuchsgiitern (Grub, Puch, Bau-

mannshof, Neuhof, Schwarzenau) auf stationdren Versuchsparzellen durch einen verglei-

chenden Anbau von Bt-Mais (Bt-176 "Navares” und MON810 "Novelis”) und den kon-

ventionellen isogenen Sorten ("Antares” und 'Nobilis”). Der Umfang des Bt-Maises im

Daueranbau betrug je Standort 0.6 ha. Um mogliche Umweltwirkungen von Bt-Mais mit

praxisiiblichen SpritzmaBBnahmen vergleichen zu kdnnen, wurde jeweils eine Hilfte die-

ser Versuchsanlage mit einem Insektizid (Baythroid) zur Maisziinslerbekdmpfung behan-

delt. Zusétzlich standen fiir Untersuchungen jahrlich weitere Bt-Maisfldchen mit ca. 2 ha

auf wechselnden Schldgen der Staatsbetriebe und Bodendauerbeobachtungsflichen

(BDF) in Praxisbetrieben zur Verfiigung.

Zusammenfassend ergaben sich aus dem sehr umfangreichen Datenmaterial folgende
Ergebnisse:

1. Die untersuchten Parameter zur Bodenmikrobiologie (mikrobielle Biomasse,
Enzymaktivitit) zeigten bei Bt-Mais keine Verdnderungen gegeniiber dem
konventionellen Maisanbau.

2. Fiir die Indikatororganismen der bodenzoologischen Untersuchungen (Regen-
wiirmer, Springschwinze, Nematoden) waren keine signifikanten Einfliisse von
Bt-Mais nachzuweisen.

3. Bei den meisten der im Bt-Mais und den Kontrollflichen erfassten Nicht-
Zielorganismen (Blattliuse, Zikaden, Thripse, Schlupfwespen, Florfliegen,
Schwebfliegenlarven, Marienkéfer, rduberische Wanzen und Spinnen) ergaben
sich keine oder nur geringe Effekte von Bt-Mais. Demgegeniiber waren bei
Insektizidanwendung bei einigen Tiergruppen deutlich reduzierte Populations-
dichten feststellbar.

4. Im Labor durch Fiitterungsversuche mit Pollen von Bt-Mais (Bt176) nachge-
wiesene negative Effekte auf Schmetterlingsraupen lieen sich im Freiland nicht
bestdtigen. Durch eine Mantelsaat konnten dieses Risiko und auch eine
Auskreuzung von Bt-Mais auf benachbarte Maisbestinde mit herkommlichen
Sorten zusétzlich ausgeschlossen werden.

AbschlieBend ist festzustellen, dass mit dem Anbau von Bt-Mais (CrylAb), der eine
effektive Bekdmpfung des Maisziinslers ermoglicht, nach vorliegendem Kenntnisstand
keine anderen Risiken und Nebenwirkungen verbunden sind, als durch Anwendung von
seit vielen Jahren auch im Okolandbau zugelassenen Bacillus thuringiensis Priparaten.



Aus okotoxikologischer Sicht ist ein direkter Vergleich allerdings nur eingeschréinkt
giiltig.

Im Hinblick auf eine gute fachliche Praxis im Pflanzenschutz, nach der
PflanzenschutzmaBnahmen nur gezielt, d.h. orientiert am Schaderregerauftreten
durchzufiihren sind, sollte Bt-Mais als ,,Versicherungsmafinahme* nur fiir bekannte
Befallslagen in Betracht kommen. Mit Bt-Sorten wird praktisch vorbeugend {tber die
gesamte Vegetationsperiode ein Insektizid angewandt, wodurch nicht zuletzt eine
Selektion resistenzbrechender Ziinsler geférdert werden kann.
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1 Einleitung

Der Anbau gentechnisch verdnderter Pflanzen (GVP) nahm in den letzten Jahren weltweit
kontinuierlich zu und betrégt inzwischen iiber 81 Mio. Hektar. Wéhrend flinf Lander (USA,
Argentinien, Kanada, Brasilien und China) rund 99% der Anbaufldche abdecken, wurden in
Europa GVP bislang vorwiegend zu Forschungs- und Genehmigungszwecken angebaut.
Grund dafiir war ein 1998 von sechs EU-Mitgliedstaaten erwirktes Zulassungsmoratorium,
welches infolge verschiedener Studien tliber die Sicherheit von GVP bis 2004, mit Ausnahme
in Spanien, einen kommerziellen Anbau verhinderte.

Ziel des vom Staatsministerium fiir Landesentwicklung und Umweltfragen (StMLU), seit
14.10.03 Staatsministerium fiir Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz (StMUGV), ge-
forderten Forschungsprojektes ,,Monitoring der Umweltwirkungen des Bt-Gens* an der LfL
(vormals LBP) war, nicht durch realititsferne Modellsysteme vermutete Auswirkungen von
Bt-Mais auf die Umwelt nachzuweisen, sondern Erkenntnisse im Rahmen eines moglichst
breit angelegten praktischen Anbaus zu gewinnen. Deshalb war geplant, in das Monitoring
landesweit sogenannte Bodendauerbeobachtungsflichen (BDF) in Praxisbetrieben mit aufzu-
nehmen. Wegen der allgemein geringen Akzeptanz von GVP nahm das Interesse der Land-
wirte an einem Vergleichsanbau konventioneller und gentechnisch verénderter Maissorten
verstandlicherweise ab und der gewiinschte Umfang von BDF konnte bei weitem nicht er-
reicht werden. Wiahrend des vierjdhrigen Versuchszeitraums ging die Anzahl von anfénglich
fiinf auf null Standorte in 2003 zuriick. Die Untersuchungen erfolgten deshalb schwerpunkt-
mafig auf stationdren Dauerfeldversuchen und im Praxisanbau von fiinf staatlichen Ver-
suchsgiitern. AuBBerdem mussten einige der urspriinglichen Zielsetzungen in Absprache mit
dem Auftraggeber gedndert bzw. teilweise ganz aufgegeben werden. Dies betraf hauptsidch-
lich die Arbeitsbereiche ,,Bienen‘ und ,,Ziinslerresistenz*. Beide Themen waren auch Gegen-
stand mehrjdhriger BMBF-Projekte (Auswirkungen von Bt-Maispollen auf die Honigbiene,
Forderkennzeichen 0312631J und Okologische Auswirkungen von insektenresistentem Bt-
Mais auf verschiedene Insekten und den Maisziinsler, Forderkennzeichen 031216), deren Er-
gebnisse erst nach Abschluss dieser Forschungsvorhaben verdffentlicht werden.

Der vorliegende Endbericht zum Bt-Mais-Monitoring enthilt die wesentlichen Erkenntnisse
zu den bearbeiteten Nichtziel-Organismen, getrennt nach den vier beteiligten Arbeitsgruppen:

1. Insekten und Spinnen

2. Nematoden

3. Bodenmikrobiologie

4. Regenwiirmer und Springschwinze.

Die einzelnen Beitrdge wurden gemifl den im Bewilligungsschreiben des StMLU vom
13.04.2000 unter § 3 gewiinschten Vorgaben gegliedert. Vorangestellt sind einige allgemeine
Ausfithrungen zur Problemstellung, Zielsetzung und Versuchsanstellung.
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2 Problemstellung und Zielsetzung, Versuchskonzeption

Am 12. Mirz 2001 verabschiedete das Europdische Parlament die Richtlinie 2001/18/EG
iiber die absichtliche Freisetzung gentechnisch verdnderter Organismen in die Umwelt.
Diese Richtlinie schreibt vor, dass neben einer Risikoanalyse vor der Zulassung eines ge-
netisch veridnderten Organismus (GVO) auch ein Monitoringplan ausgearbeitet und einge-
richtet werden muss, womit mogliche Auswirkungen auf die Umwelt und die menschliche
Gesundheit nach der Ausbringung erfasst werden sollen. Die Richtlinie unterscheidet
hierbei zwei verschiedene Arten von Monitoring: Zum einen das fallspezifische Monito-
ring (,,case specific monitoring*), und zum anderen die allgemeine iiberwachende Beo-
bachtung (“general surveillance®). Das ,,case specific monitoring® ergibt sich bei Bedarf
aus den Ergebnissen der Risikoanalyse vor der Freisetzung, d.h. ein mdgliches und spezi-
fisches Problem soll nach dem Inverkehrbringen eines GVO gezielt beobachtet und ver-
folgt werden. Der ,,general surveillance*“~-Monitoringplan muss fiir jeden GVO aufgestellt
werden und soll der Erfassung unvorhergesehener Effekte von GVOs dienen (Wilhelm et
al. 2002).

Das damalige Bayerische Staatsministerium fiir Landesentwicklung und Umweltfragen
finanzierte seit dem Jahr 2000, also bereits vor der Verabschiedung der o.g. EU-Richtlinie,
ein umfangreiches Forschungsprogramm zum, das die Bearbeitung relevanter Faktoren der
Risikoanalyse und des Monitorings zum Inhalt hatte. An diesem vierjéhrigen Projekt wa-
ren die Technische Universitdt Miinchen (Lehrstuhl fiir Pflanzenbau und Pflanzenziich-
tung und Lehrstuhl fiir Vegetationsokologie), das Bayerische Landesamt fiir Umwelt-
schutz (LfU) und die Landesanstalt fiir Landwirtschaft (LfL) beteiligt. Die LfL hat dabei
das Teilprojekt "Monitoring der Umweltwirkungen des Bt-Gens" iibernommen.

Mit Hilfe der Gentechnik ist es moglich, Gene fiir insektizide Toxine aus dem Bakterium
Bacillus thuringiensis (Bt) auf den Mais zu iibertragen. Dieser gentechnisch verdnderte Bt-
Mais exprimiert Bt-Endotoxine (CryA1b) mit hoher Spezifitit und ist damit gegen Mais-
ziinslerbefall geschiitzt. Die Untersuchungen an der LfL befassten sich hauptséchlich mit
der Frage, ob auch Nichtzielorganismen durch den Einsatz des Bt-Gens betroffen sein
konnen. Im Sinne einer nachhaltigen und umweltvertraglichen Landwirtschaft wurde da-
bei besonderes Augenmerk auf die Schutzziele ,,Artenschutz®, ,,Bodenfruchtbarkeit™ und
,Biologische Kontrolle* gelegt. Unter ,,Artenschutz® fallt hierbei die eventuelle Gefédhr-
dung geschiitzter und/oder seltener Arten, welche im Agrardkosystem leben. Im Hinblick
auf die ,,Bodenfruchtbarkeit ist von Bedeutung, inwieweit Bt-Toxine {iber Ernteriickstén-
de oder Wurzelausscheidungen Auswirkungen auf Bodenorganismen haben. Unter dem
Aspekt ,,Biologische Kontrolle® wurde untersucht, ob der Anbau von Bt-Mais eventuell
den positiven Effekt von Niitzlingen zur natiirlichen Bekdmpfung von Schadorganismen
fordert.

Tab. 1 zeigt die ausgewéhlten ,,Nicht-Zielorganismen®, die von vier Arbeitsgruppen néher
untersucht wurden. Der Schwerpunkt der Arbeiten lag dabei auf dem ,,case specific*-
Monitoring, d.h. mégliche Umweltwirkungen von Bt-Mais wurden im Freiland direkt an-
hand eines vergleichenden Anbaus von Bt-Mais und den isogenen konventionellen Sorten
getestet. Neben diesem Schwerpunkt wurden aber auch Aspekte der primdren Risikoana-
lyse und der ,,general surveillance einbezogen. Das Forschungsprojekt beinhaltete daher
sowohl eine freilandrelevante Risikoabschitzung des Anbaues von Bt-Mais als auch me-
thodische Fragen, die zukiinftig fiir ein Monitoring gentechnisch veridnderter Pflanzen
noch zu 16sen sind. Letzteres beriihrt vor allem die Punkte mdglicher monitoring-
relevanter Prozesse, die Auswahl geeigneter Monitoringparameter sowie die Definition
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und Auswahl geeigneter Referenzsysteme im Vergleich zum Anbau von GVPs. Um eine
objektive Beurteilung denkbarer Umweltauswirkungen von Bt-Mais zu ermdglichen, wur-
den im Rahmen der Versuchsanstellung auch praxisiibliche chemische Maflnahmen zur
Maisziinslerbekdmpfung durchgefiihrt. Fiir die Zielsetzungen des Projektes waren deshalb
verschiedene Versuchsanstellungen notwendig.

Tab.1: Untersuchungsumfang im Projekt ,,Monitoring der Umweltwirkungen des Bt-
Gens®. Angegeben sind die untersuchten Variablen (Indikatoren) mit den jeweiligen Ver-
suchsanstellungen

Indikatoren Labor Dziueranba.u Praxisanbau BDF-Flachen
Ko6rnermais

Bodenmikrobiologie X X

Collembolen X

Regenwiirmer X X

Bodennematoden X X

Blattlause und Antagonisten X

Tagfalter X X X

Bienen, Ziinslerresistenz* X

Fusariumtoxine* X X X

* diese Untersuchungen wurden aufgegeben
Versuchskonzeption

Die direkten Umweltwirkungen des Bt-Gens wurden anhand vergleichender Untersu-
chungen gepriift. Dazu erfolgte der Anbau von Bt-Mais und Mais der isogenen Sorte ohne
Bt-Konstrukt bei gleichen Standortbedingungen. Als Bt-Maissorten wurden Mon810 von
Monsanto (,,Novelis*) und Bt176 von Syngenta (,,Navares*) ausgewéhlt, da sie sich in der
Expression von CryAlb qualitativ und quantitativ deutlich unterscheiden. Neben dem in
der Einleitung bereits erwidhnten Vergleichsanbau auf Bodendauerbeobachtungsflachen
(BDF) mit tiblichen Fruchtfolgen wurden die meisten Untersuchungen auf stationdren
Versuchsfldchen von Staatsbetrieben mit Daueranbau von Koérnermais durchgefiihrt. Tab.
2 gibt einen Uberblick iiber die fiinf Standorte und Abb. 1 zeigt den einheitlichen Ver-
suchsplan. Die Hailfte des Versuches mit acht GroBparzellen von jeweils 1500 qm wurde
in jedem Jahr einmal mit einem Insektizid (Baythroid 50) gegen den Maisziinsler behan-
delt, um somit unterschiedlich intensive Eingriffe und die Umweltwirkung von Bt-Mais
mit der liblichen Praxis der Ziinslerbekdmpfung vergleichen zu konnen. GroBparzellen
wurden gewdhlt, um eine gegenseitige Beeinflussung (Randeffeke) der Versuchsglieder
moglichst zu vermeiden. Allerdings mussten dadurch, je nach Inhomogenitit der Boden,
mehr oder weniger grofle Streuungen bei den Ergebnissen der bodenmikrobiologischen
und bodenfaunistischen Untersuchungen auf den Standorten in Kauf genommen werden.

Durch den vierjdhrigen Daueranbau von Kornermais gelangten grole Mengen an Ernte-
resten in den Boden, weshalb mit einem hohen Eintrag von Bt-Toxinen in den Boden und
gegebenenfalls mit einer Anreicherung zu rechnen war. Neben diesem worst-case-
scenario erfolgte auf drei der Staatsbetriebe zusitzlich ein ,,Praxisanbau® mit jeweils ei-
nem Schlag von ca. 2 ha GroBe der gleichen Sorte mit und ohne Bt-Gen (Bt176) in etwa 1
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km Entfernung voneinander. In diesen Praxisflichen wurden flugfdhige oder gut bewegli-
che Insekten untersucht.

Tab. 2: Standorte der stationdren Dauermaisversuche

Staatsgut Lkr. |Reg.- Wetter- | Hohe |Bodentyp Ackerzahl | Temp. Niederschl.
Bez. Station ;l;elr Bodenart Jahres- mm
Nr. mittel °C langj. Mittel
Baumannshof |PAF Obb. 36 365 |Braunerde 25 hS 7,8 636
Puch FFB Obb. 5 550 |Rendzina 66 1S 8,0 920
Grub EBE Obb. 124 525 | Parabraunerde 43 sL 7,4 967
Neuhof DON | Schw. 99 516 |Pseudogley 58 uL 7,6 764
Schwarzenau | KT Ufr. 39 200 |Pararendzina 74 uL 8,5 620

Bt176 Konventionell Bt Mon810 Konventionell
(Navares) (Antares) (Novelis) (Nobilis)

ohne Insektizid | ohne Insektizid | ohne Insektizid | ohne Insektizid

Bt176 | Konventionell Bt Mon810 | Konventionell
(Navares) | (Antares) (Novelis) (Nobilis)

mit Insektizid = mit Insektizid | mit Insektizid | mit Insektizid

Abb.1: Versuchsplan fiir den stationdren Dauermaisanbau

Bei einigen der in Tab. 1 enthaltenen Indikatoren wurden neben den Felduntersuchungen
zusitzlich Laborexperimente durchgefiihrt, um unter kontrollierten Bedingungen Ursache-
Wirkungs-Beziehungen nachweisen zu konnen, die im Freiland mit vertretbarem Aufwand
i.d.R. statistisch nur schwer abzusichern sind. Gerade im Hinblick auf den zukiinftigen
Anbau weiterer in den USA bereits zugelassener Bt-Mais Sorten, die andere Bt-Toxine
exprimieren (z.B. Cry3Bbl) und den Pflanzen dadurch eine Resistenz gegen Maiswurzel-
bohrer verleihen, wiren geeignete Bioindikatoren und standardisierbare Testverfahren
sehr hilfreich und eine gute Ergdnzung fiir ein Monitoring. Insofern wurde im Rahmen des
Projekts auch Begleitforschung betrieben, die der vorliegendende Bericht mit beinhaltet.
Selbst wenn Aussagen von Labortests und deren Ubertragbarkeit auf Freilandbedingungen
nicht unumstritten sind, beruht z.B. die Niitzlingspriifung bei der Zulassung von chemi-
schen Pflanzenschutzmitteln auf solchen Screenings.

Wilhelm, R., Beifner, L., Schiemann, J. (2002): Gestaltung des Monitoring der Auswir-
kungen gentechnisch verdnderter Pflanzen im Agrardkosystem. Gesunde Pflanzen 54,
194-206.
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3 Darstellung der Ergebnisse nach Arbeitsgruppen

3.1 Insekten und Spinnen
3.1.1 Blattléiuse und Antagonisten

3.1.1.1 Aufgabenstellung

Ziel dieses Teilprojektes war es, die potentiellen Risiken eines Anbaus von Bt-Mais auf
Nichtzielorganismen im Freiland zu untersuchen. Die Aufnahme von Bt-Toxin kann ne-
ben dem Zielorganismus, dem Maisziinsler (Ostrinia nubilalis, Lepidoptera), auch so ge-
nannte Nichtzielorganismen wie andere wirbellose Tierarten im Maisbestand negativ be-
einflussen. Hinsichtlich transgenem Bt-Mais kann die Aufnahme des Bt-Toxins durch
Nichtzielorganismen iiber verschiedene, potentielle Wege erfolgen: 1.) Der Nichtzielorga-
nismus konsumiert Pflanzenmaterial und -stoffe der Maispflanze, 2.) Am Boden und auf
den Maispflanzen wahrend der Schiittung deponierter Pollen wird von den Organismen
aufgenommen, 3.) Nichtzielorganismen suchen den Maisbliitenstand aktiv auf und fressen
dort Pollen, 4.) Riuberische Nichtzielorganismen fressen Beutetiere, welche vorher trans-
genes Maismaterial aufgenommen haben. Des weiteren kdnnten sich auch Verschiebungen
auf unteren Nahrungsebenen wie z.B. Pflanzensaugern indirekt auf Populationen hoherer
Trophiestufen (Réuber) auswirken. Anhand von Freilandaufnahmen (Monitoring) in Mais-
feldern sollte nun gepriift werden, ob der Anbau von Bt-Mais wirbellose Tiere negativ
beeinflusst. Des weiteren wurde zum Vergleich und als Referenz der Effekt einer her-
kommlichen Schadinsektenbekdmpfung, eine Insektizidanwendung mit Baythroid, unter-
sucht. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf den Haupt-Pflanzensaugern im Mais,
den Blattlausen, sowie deren Gegenspielern (,,Niitzlinge*). Mit Beriicksichtigung dieser
Antagonisten wurde gleichzeitig gepriift, ob Bt-Mais und Insektizidanwendung eine Aus-
wirkung auf die biologische Kontrolle der Blattlduse besitzen.

3.1.1.2 Umfassende Dokumentation und Auswertung der verwendeten Literatur

Publizierte Arbeiten zu Freilandeffekten von Bt-Mais auf Nichtzielorganismen sind erst in
den letzten Jahren wihrend der Laufzeit dieses Projektes hédufiger erschienen (Tab. 1).
Diese Arbeiten sind recht divers hinsichtlich der untersuchten Tiergruppen, des Untersu-
chungszeitraumes, der verwendeten Maissorten, der FeldgroB3en, des Stichprobenumfan-
ges, der verwendeten Nachweismethoden, der geographischen Lage und anderes mehr,
was einen direkten Vergleich dieser Studien erschwert (Orr & Landis 1997, Pilcher et al.
1997, Lozzia 1999, Manachini 2000, Wold et al. 2001, Bourguet et al. 2002, Hassell &
Shepard 2002, Jasinski et al. 2003, Kiss et al. 2003, Musser & Shelton 2003, Dively &
Rose 2003, Pons & Stary 2003, Volkmar & Freier 2003, Candolfi et al. 2004, Lumbierres
et al. 2004). Ein GrofBteil dieser Studien stammt aus den USA (47%), jeweils 13% (= 2
Publikationen) aus Frankreich, Italien und Spanien, und nur je eine einzige aus Ungarn
sowie Deutschland (Volkmar & Freier 2003). Sechs Arbeiten (40%) umfassten nur eine
Untersuchungsperiode von einem Jahr, acht Studien gingen iiber zwei Jahre (53%) und
nur eine Arbeit aus Spanien lief drei Jahre. Hauptsdchlich wurden blattlausfressende
Raubarthropoden untersucht wie z.B. Marienkifer (Coccinellidae), Florfliegen (Neuropte-
ra), parasitische Wespen (Hymenoptera) und rduberische Wanzen (Anthocoridae, Nabi-
dae). Unter den herbivoren Organismen wurden tiberwiegend Blattlduse (67%) und Zika-
den (67%) aufgenommen, gefolgt von Thripsen (40%).
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Laborstudien zu Effekten von Bt-Mais und Cry1A(b)-Toxin auf Blattlduse und Anta-
gonisten erschienen ebenfalls vermehrt erst in den letzten Jahren, bisweilen kombiniert mit
Freilandaufnahmen (Pilcher et al. 1997, Hilbeck et al. 1998a,b, 1999, Lozzia et al. 1998,
Zwabhlen et al. 2000, Meier & Hilbeck 2001, Dutton et al. 2002, Lumbierres et al. 2004,
Romeis et al. 2004). Am héufigsten wurden Larven von Chrysoperla carnea (Neuroptera)
untersucht (in acht der elf aufgefiihrten Referenzen), daneben noch Marienkéfer, rauberi-
sche Wanzen sowie Blattlduse und Spinnmilben (Tab. 2).

3.1.1.3 Voraussetzungen, unter denen die Arbeiten durchgefiihrt wurden

Die entomologischen Untersuchungen zu Blattldusen und Antagonisten fanden auf den
Flachen des Mais-Daueranbaues auf fiinf Versuchsgiitern von 2001 bis 2003 statt (siche
Kapitel 2 ,,Problemstellung und Zielsetzung, Versuchskonzeption). Auf jedem Versuchs-
gut war ein randomisiertes Blockdesign mit 8 Parzellen realisiert. Die acht unterschiedli-
chen Parzellen und Behandlungen ergaben sich aus den zwei Bt-Maissorten (Bt176 Nava-
res, Mon810 Novelis), den jeweiligen isogenen Kontrolllinien (Antares, Nobilis), und ei-
ner Insektizidbehandlung mit Baythroid 50 auf der Hilfte der Parzellen (2 Bt-Sorten * 2
Kontrollsorten * 2 Insektizidbehandlungen = 8 Plots). Die Bearbeitung der acht Parzellen
eines Standortes mit An- und Abfahrt erforderte durchschnittlich einen Arbeitstag fiir vier
Personen. Das heif}t, fiir einen Bearbeitungsdurchgang aller Versuchsgiiter mussten je-
weils fiinf Tage veranschlagt werden. Hierzu musste immer eine stabile Schonwetterperi-
ode abgewartet werden, damit die einzelnen Aufnahmetage sich zeitlich nicht zu sehr zwi-
schen den Versuchsgiitern unterschieden. Bei Abstinden > 2 Wochen sind die Aufnahmen
aufgrund der kurzen Generationszeit der Insekten nur noch bedingt vergleichbar. Das
Teilprojekt musste mit weniger Personal als urspriinglich geplant durchgefiihrt werden.
Die eingeplante Stelle einer Biologielaborantin konnte aufgrund eines Wechsels der Mit-
arbeiterin und anschlieBender Streichung der Stelle nur in der Saison 2001 eingebracht
werden. Bedingt durch einen Personalwechsel war auch die Beteiligung der Arbeits-
bereichsleitung ,,Schiadlinge, Niitzlinge, Vorratsschutz® (IPS 2d) nicht wie vorgesehen
moglich. Dieser Personalausfall konnte nur bedingt durch die Anstellung von saisonalen
Hilfskraften kompensiert werden. Saisonale Hilfskrifte konnen insbesondere nicht zur
Bestimmung von Tiergruppen im Feld eingesetzt werden.

3.1.1.4 Planung und Ablauf der Arbeiten

Geplant war, auf allen Versuchsgiitern in allen Parzellen des Daueranbaus 4 — 5 Aufnah-
men pro Saison (2001 — 2003) durchzufiihren. Bei eventuellen freien Kapazitdten sollten
dann soweit mdglich noch BDF-Flachen bearbeitet werden. In der Saison 2000 wurde die
Datenaufnahme und —methodik auf den Flachen des Versuchsgutes Grub erprobt, validiert
und letztendlich optimiert. Dabei zeigte sich, dass die Bonitur der verschiedenen Tier-
gruppen sehr zeit- und arbeitsaufwendig ist. Im Schnitt benétigte die Bonitierung von 10
Maispflanzen ein bis zwei Personenstunden (ohne An- und Abfahrt), so dass fiir einen
Boniturtermin auf einem Feld ,,Daueranbau im Kornermais® vier Personen einen Ar-
beitstag lang beschiftigt waren. Im Jahr 2001 wurden nur die Flachen des Daueranbaus
von drei Versuchgiitern bearbeitet (Grub, Neuhof, Baumannshof). Die Felder in Puch wa-
ren durch Hagelziige zu stark geschéddigt, und das am weitesten entfernt liegende Gut
Schwarzenau konnte bei der im Jahr 2001 extrem angespannten Personallage nicht bear-
beitet werden. In den Jahren 2002 und 2003 wurden die Daueranbaufldchen aller fiinf Ver-
suchsstandorte beprobt. Aufgrund der unter 3.3.1.3 dargelegten Personaleinschrankungen,
reduzierte sich die Anzahl pro Saison durchgefiihrter Erhebungen auf drei Termine. Die
Boniturtermine lagen vor der Insektizidanwendung (und Bliite), nach der Insektizid-
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anwendung (und Bliite), und zur Vollreife (nur im Jahr 2001 konnte der erste Termin auf-
grund der duBleren Umstinde erst kurz nach der Insektizidanwendung wahrgenommen
werden). Aufgrund der Personalknappheit konnten keine zusétzlichen BDF-Flachen bear-
beitet werden.

3.1.1.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewordener Er-
gebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung

Die Verwendung von Bt-Spritzmitteln wird im allgemeinen als sehr niitzlingsschonend
bewertet, da die verschiedenen Bt-Endotoxine sehr spezifisch auf die jeweiligen Schadlin-
ge wirken. Nebenwirkungen auf Nichtzielorganismen sind zwar bekannt, beschrinken sich
im allgemeinen jedoch auf Vertreter aus der systematischen Ordnung der betreffenden
Schadorganismen (Glare & O’Callaghan 2000). Im Bt-Mais liegt das Toxin jedoch in ei-
ner (teil-)aktivierten Form vor (inaktiv im Bt-Spritzmittel), wird kontinuierlich {iber die
ganze Saison in der Pflanze produziert, und von den verschiedensten Herbivoren (Pflan-
zenkonsumenten) und Réubern aufgenommen und in héhere Nahrungsnetzebenen weiter
befordert. Aus diesen Umstinden ergibt sich u.a. die Notwendigkeit einer Uberpriifung
und Bewertung dieser neuartigen PflanzenschutzmafBBnahme auf ihre Wirkung auf Nicht-
zielorganismen. Das im Bt-Mais gebildete Toxin stammt von Bt var. kurstaki und wirkt
damit spezifisch gegen den Maisziinsler und andere Schmetterlingsarten. Bei Schmetter-
lingsarten sind bisher auch die meisten negativen Effekte von Bt-Mais auf Nichtzielarten
beschrieben worden (s. 3.4 Tagfalter). Toxikologische Laborstudien mit Bt-Mais und wir-
bellosen Ridubern existieren relativ wenig (Tab. 2) und konzentrieren sich hauptséchlich
auf Larven der Florfliege Chrysoperia carnea (Neuroptera). Die Ergebnisse sind wider-
spriichlich. Hilbeck und Kollegen fanden eine erhdhte Mortalitdt und eine verzogerte Ent-
wicklung bei Florfliegenlarven nach Konsumierung von isoliertem CrylA(b)-Toxin sowie
von Schmetterlingslarven, welche vorher auf Bt-Mais gehalten wurden (Hilbeck et al.
1998a,b, 1999). Romeis et al. (2004) fanden keinerlei Effekt bei Gabe von CrylA(b)-
Toxin. Dutton et al. (2002) fanden nur einen Effekt (Mortalitdt, Entwicklungszeit) bei Fiit-
terung mit Schmetterlingslarven, die vorher an Bt-Mais fraflen, nicht jedoch bei Verfiitte-
rung von Blattliusen und Milben, die vorher Bt-Mais konsumierten. Romeis et al. (2004)
interpretieren diese Ergebnisse so, dass Bt-Toxin keinen Effekt auf die Florfliegenlarven
habe, der Fral an Bt-Mais aber Schmetterlingslarven schwiche und sich so ihre Nah-
rungsqualitdt fiir Rduber wie C. carnea erniedrige, was negative Auswirkungen auf eben
diese Réuber zur Folge habe. Da Blattlduse das Bt-Toxin offensichtlich nicht aufnehmen
(Head et al. 2001, Raps et al. 2001, Dutton et al. 2002), geben sie es auch nicht an Riuber
weiter. Des weiteren priferieren Florfliegenlarven Blattlduse, und bevorzugen Schmetter-
lingslarven, die auf Mais ohne Bt-Toxin gefressen haben (Meier & Hilbeck 2001). Beide
Umsténde diirften zu einer Verringerung der Exposition mit Bt-Toxin im Freiland fiihren.
An weiteren Raubarthropoden wurden bisher sonst nur noch Marienkéfer und réuberische
Wanzen untersucht, und keine negativen Effekte gefunden (Pilcher et al. 1997, Zwahlen et
al. 2000). Da das Bt-Toxin nicht im Phloem transportiert wird, wird auch kein Effekt auf
die Phloem-Sauger Blattlduse erwartet (Head et al. 2001, Raps et al. 2001, Dutton et al.
2002). Dennoch berichten Lumbierres et al. (2004) von einem negativen Effekt auf die
Blattlaus Rhopalosiphum padi, allerdings nur auf die ungefliigelte Form. Die gefliigelte
Form zeigte eine positive Reaktion auf Bt-Mais, ndmlich eine kiirzere Entwicklungszeit
und eine hohere Reproduktionsrate. Lumbierres et al. erkldren dies mit ,,pleiotropen* Ef-
fekten, also unerwarteten Sorteneigenschaften des Bt-Events, welche die Nahrungsqualitat
der Pflanze im Vergleich zur isogenen Linie fiir Blattlduse verdndern, wobei sich die ge-
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fliigelten und ungefliigelten Formen an diese verdnderte Qualitdt unterschiedlich anzupas-
sen scheinen.

Im Freiland wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl von Organismen, Rauber wie
Pflanzenkonsumenten, in Bt-Maisfeldern untersucht (Tab. 1). Mit Ausnahme der Arbeiten
von Dively & Rose (2003) und Candolfi et al. (2004) wurden keine negativen Effekte auf
Nichtzielorganismen (exklusive Lepidoptera) gefunden. Man muss jedoch die Beschrin-
kungen einiger dieser Studien beriicksichtigen, insbesondere hinsichtlich der Feldgrofe,
der Untersuchungsdauer und des Stichprobenumfanges (insgesamt und pro Saison). Auf-
grund dieser Einschrankungen lésst sich ein Nicht-Effekt nur mit einer gewissen, teilweise
geringen Wahrscheinlichkeit ausschlieBen (vgl. Bourguet et al. 2002, Perry et al. 2003,
Lang 2004). Insbesondere Langzeit-Studien auf realistischen FeldgroBen sind hier in Zu-
kunft gefragt. Des weiteren wird von positiven Effekten auf bestimmte Tiergruppen be-
richtet (Tab. 1), jedoch keinerlei Erklarung fiir diese Befunde angeboten. Moglicherweise
sind hier wiederum pleiotrope Effekte, wie bei den Blattliusen vermutet, im Spiel (s.o.,
Lumbierres et al. 2004).

3.1.1.6 Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden

In jeder Parzelle wurden 10 Maispflanzen mit Farbbidndern markiert und die Tiere auf
diesen markierten Pflanzen zu den drei Erfassungsterminen pro Saison aufgenommen.
Ausgehend vom Westrand einer jeden Parzelle wurden jeweils 2 Pflanzen aus der 10., der
15., der 20., der 25. und der 30. Reihe markiert. Die erste Pflanze einer jeden Reihe befand
sich in einem Abstand von 15m zum Parzellenrand, und die zweite Pflanze in 30m Entfer-
nung. Dies ergab pro Parzelle (= Behandlung) zehn beprobte Maispflanzen, d.h. pro Sai-
son 30 Werte (10 Pflanzen * 3 Aufnahmetermine). Die zehn Einzelwerte einer Parzelle
eines Standortes wurden zusammengefasst, so dass sich fiir jedes Jahr eine Wiederholung
von fiinf pro Behandlung ergab (= 5 Standorte). Die je drei Erfassungsperioden pro Jahr
lagen in 2001 in den Kalenderwochen (KW) 28 — 31, 35 — 36 und 38 — 40, in 2002 in KW
26 —-27,31 —32und 35 — 36, und in 2003 in KW 26, 30 — 31 und 33 — 34.

Zur Datenaufnahme wurde jede einzelne Maispflanze visuell untersucht beginnend
bei der Rispe, dann das Fahnenblatt und die restlichen Blétter und schlieBlich der Kolben.
Bei den Blittern wurden sowohl Ober- als auch Unterseite, und beim Kolben auch das
Kolbeninnere kontrolliert. Folgende Tiergruppen wurden aufgenommen: Blattlduse auf
Artniveau, Zikaden, Schlupfwespen (Adulte, Mumien), Florfliegen (Adulte, Larven, Eier),
Schwebfliegen (Larven, Eier), Marienkédfer (Adulte, Puppen, Larven, Eier), rduberische
Wanzen, und Spinnen. Mit Ausnahme der Blattlduse, die direkt im Geldnde angesprochen
werden konnen, wurde auf eine Artbestimmung verzichtet, da hierzu viele Organismen
hitten eingesammelt und im Labor bestimmt werden miissen. Darauf wurde verzichtet, um
das System durch diese destruktive Aufnahmemethode nicht zu sehr zu storen, und um
diesen zusdtzlichen, enorm hohen Arbeitsaufwand zu vermeiden. Zur Auswertung wurden
alle Blattlausarten und —stadien zusammengefasst. Die spezifischen Blattlausrauber wur-
den ebenfalls zusammengefasst (adulte Florfliegen, Florfliegen-Larven, adulte Marienké-
fer, Marienkifer-Larven, Schwebfliegen-Larven), da die Populationsdichten der einzelnen
Gruppen fiir eine Analyse zu gering waren. Zu den ,,rduberischen* Wanzen wurden Ver-
treter aus den Familien Anthocoridae, Reduviidae und Nabidae zusammengefasst.

Die einzelnen Jahre wurden getrennt ausgewertet. Zur statistischen Auswertung wurden
die Aufnahmen pro Parzelle zu einem Jahresmittelwert zusammengefasst und transfor-
miert (Ln(x+1)). Diese Werte wurden dann mit einer mehr-faktoriellen ANOVA getestet.
Hauptfaktoren waren Bt-Status (ja/nein), Insektizidanwendung (ja/nein) und Firma (Syn-
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genta, Monsanto), als zufélliger Faktor wurde der Standort (5 verschiedene) beriicksich-
tigt. ,,Firma*“ wurde als Faktor berlicksichtigt, da sich die Bt-Sorten der beiden Firmen
unterscheiden, z.B. im Toxingehalt, in der Toxinexprimierung in verschiedenen Geweben,
in der Reifezahl, u.a.m.. In einer zusitzlichen Analyse wurde eine ANOVA fiir Messwie-
derholungen durchgefiihrt, um zu priifen, ob einer der Faktoren eine signifikante Interakti-
on mit dem Datum hat, d.h. zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Saison unterschiedlich
wirkt. Die Faktoren der ANOVA fiir Messwiederholungen waren Bt, Insektizidanwen-
dung und Standort. Die Werte (Ln(x+1)) waren die Mittelwerte einer Parzelle eines Auf-
nahmedatums. Zur Berechnung wurde das Statistikprogramm SPSS, Version 11, verwen-
det.

3.1.1.7 Waihrend der Durchfiihrung des Forschungsvorhabens bekannt gewordene Fort-
schritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen

Die wihrend der Laufzeit des Forschungsprogramms erschienenen neueren Publikationen
wurden bereits unter ,,3.3.1.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher be-
kannt gewordener Ergebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung® abgehandelt. In der
AG Lang wurde aber noch ein weiteres Projekt mit Bt-Mais, das vom BMBF gefordert
wurde (FKZ 0312631A), bearbeitet. Frau Dipl.-Biol. Claudia Ludy und Herrn Dipl.-Biol.
Michael Meissle oblag hierbei die Bearbeitung moglicher Bt-Mais-Effekte auf Spinnen-
populationen in Maisfeldern und deren Rindern. In diesen Untersuchungen wurden neben
den Abundanzen auch die Artenzusammensetzung der Spinnengemeinschaften beriick-
sichtigt. Die Untersuchungen zeigten, dass fiir ein Spinnen-Monitoring auf Artniveau das
Absaugen der Maispflanzen mit handlichen Vakuum-Saugern die vergleichsweise beste
Erfassungsmethode ist (Meissle 2002, Ludy & Lang 2004a). Eine visuelle Erfassung wie
bei der vorliegenden Studie bringt vergleichbare Ergebnisse beziiglich der Abundanzen,
liefert jedoch keinerlei Information iiber die Artenzusammensetzung. Negative Effekte auf
die Populationsdichten der Spinnen wurden im Jahr 2001 gefunden, in 2002 war kein Un-
terschied zwischen Bt-Feldern und Kontrollfeldern feststellbar, und im Jahr 2003 waren in
Bt-Flachen hohere Spinnenabundanzen zu verzeichnen (Meissle 2002, Ludy & Lang
2004b). Im Artenreichtum ergab sich 2001 und 2002 kein Unterschied, und 2003 waren
mehr Spinnenarten in Bt-Maisfeldern feststellbar. In toxikologischen Laborexperimenten
hatte die Konsumierung von Bt-Toxin, Bt-Maispollen und/oder von Bienen mit Bt-
Maispollentracht keinen negativen Effekt auf Streifenkreuzspinnen, Gartenkreuzspinnen
und Wespenspinnen (untersucht wurden Mortalitit, Uberlebensdauer, Gewichtszunahme,
Reaktion auf Beute und Netzparameter) (Ludy & Lang 2004b). Im Rahmen des erwihnten
BMBF-Forschungsverbundes wurden von anderen Stellen weitere Untersuchungen ange-
stellt. Die vorldufigen Ergebnisse sind momentan (21. Juni 2004) als Posterbeitrige im
Internet abrufbar unter http://www.biosicherheit.de/forschungsergebnisse/295.doku.html.

3.1.1.8 Darstellung und Bewertung der Ergebnisse

Allgemein lésst sich sagen, dass bei allen Tiergruppen und in allen Jahren der Standort
(Versuchsgut) ausnahmslos einen signifikanten Einfluss auf die Abundanzen hatte (A-
NOVA, p < 0.05). Des weiteren war des ofteren eine Interaktion zwischen Standort und
Boniturdatum erkennbar, d.h. die Populationsentwicklung verlief unterschiedlich zwi-
schen den Standorten (repeated-measurement ANOVA, p < 0.05). Beide Faktoren erh6h-
ten die Varianz des Datensatzes und erschweren den statistischen Nachweis eines eventu-
ell vorhandenen Effektes von Bt-Mais auf die Populationsdichten.

An Blattldusen wurden drei Arten festgestellt: Rhopalosiphum padi (Haferlaus), Metopo-
lophium dirhodum (Bleiche Getreidelaus) und Sitobion avenae (GroBBe Getreidelaus). Ins-
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gesamt war eindeutig R. padi die dominierende Art, lediglich bei den ersten Bonitur-
Terminen war M. dirhodum haufiger anzutreffen. S. avenae wurde nur in Einzelexempla-
ren gefunden. Im Jahre 2001 waren die Zahlen der Blattliuse im Bt-Mais signifikant er-
niedrigt (Abb. 1, ANOVA, p < 0.01). Die Interaktion Bt * Firma wies darauf hin, dass
diese Reduktion nur im Mon810-Mais auftrat (Abb. 1A, ANOVA, p < 0.05). Auch im
Jahre 2002 zeigte sich ein Trend zu niedrigeren Blattlauszahlen im Bt-Mais (Abb. 1, A-
NOVA, p = 0.063). Im auBergewohnlich heiflen und trockenem Sommer 2003 waren so
gut wie keine Blattlause im Mais vorhanden, und somit auch keine Effekte testbar (Abb.
1). Im Jahr 2001 fiihrte die Insektizidanwendung zu einer Erhohung der Blattlauszahlen
im Monsanto-Mais (ANOVA, Insektizid * Firma, p < 0.05), was sich auch 2002 andeutete
(repeated-measurement ANOVA, Insektizid * Firma, p = 0.092). Die niedrigeren Zahlen
im Bt-Mais sind vermutlich nicht auf einen direkten Bt-Effekt zuriick zu fiihren, da Blatt-
lduse beim Saugen an Bt-Mais ja kein Cryl A(b) aufnehmen (Head et al. 2001, Raps et al.
2001, Dutton et al. 2002). Wahrscheinlich sind auch hier pleiotrope Effekte zu vermuten
(Saxena & Stotzky 2001), die moglicherweise die Nahrungsqualitdt von Mon810-Mais fiir
Blattliuse vermindern (cf. Lumbierres et al. 2004). Insektizidanwendung fiihrte zu einer
Erhohung der Blattlauszahlen, weil durch das Insektizid auch die Antagonisten vernichtet
wurden. Aufgrund ihrer hohen Immigrationsrate und kurzen Generationszeit konnen die
Blattliuse die Insektizidanwendung besser kompensieren als die Raubarthropoden und
,entkommen® so der biologischen Kontrolle, da die Antagonisten die daraus resultieren-
den extrem hohen Blattlausdichten nicht mehr ,,in den Griff bekommen®.

Bt-Mais hatte keinen Effekt auf Zikaden (Abb. 2). Die Anwendung von Baythroid 50
fiihrte in allen drei Jahren zu einer deutlichen Reduktion der Zikaden-Zahlen (Abb. 2, re-
peated-measurement ANOVA, p < 0.01), das Insektizid wirkte jedoch nicht immer auf
allen Versuchsgiitern gleich stark (repeated-measurement ANOVA, Interaktion Standort *
Insektizid, p < 0.05 — 0.10).

Bt-Mais hatte 2001 einen Effekt auf die Blattlaus-Réuber (Abb. 3, ANOVA, p <0.05).
Die Zahlen waren im Bt-Mais reduziert, allerdings nur im Bt176-Mais von Syngenta
(Abb. 3B, ANOVA, Interaktion Bt * Firma, p < 0.05). Im Jahr 2002 war der Bt-Effekt
vom Datum abhéngig (repeated-measurement ANOVA, Interaktion Datum * Bt, p < 0.05).
Im Jahr 2003 war ebenfalls ein Bt-Effekt erkennbar, allerdings gegenldufig mit hoheren
Zahlen im Bt-Mais (Abb. 3, ANOVA, p = 0.05). Der Insektizideffekt zeigte sich sehr vari-
abel. Der Grund ist darin zu suchen, dass sich hier negative letale Effekte auf die Popula-
tionen mit positiven Folgeerscheinungen wie verstirkte Zuwanderung der Rauber auf-
grund der hohen Blattlauszahlen (s.0.) iiberlagerten, und dies auch noch durch Standort-
faktoren unterschiedlich beeinflusst wurde. Im Jahre 2001 schien die Baythroid-Wirkung
vom Standort (Interaktion Insektizid * Standort, p = 0.09) und der Firma (Insektizid *
Firma, p = 0.056) abhdngig zu sein, im Jahr 2002 war die Auswirkung des Insektizids in
Monsanto- und Syngenta-Mais unterschiedlich (Insektizid * Firma, p < 0.05), und im Jahr
2003 waren in allen insektizid-behandelten Parzellen weniger Blattlausrduber nach der
Applikation vorhanden (repeated-measurement ANOVA, Insektizid * Datum, p < 0.05).

Bt-Mais hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der ,,Mumien* (= Anzahl der
durch Schlupfwespen parasitierten Blattlduse). Insektizidanwendung schien einen positi-
ven Effekt auf die Anzahl der Mumien zu haben (Abb. 4, repeated-measurement ANOVA,
p < 0.05 fiir alle Jahre), da in den insektizidbehandelten Parzellen mehr Blattlduse vorka-
men (Abb. 1), und somit die Schlupfwespen auch mehr Blattlduse parasitieren konnten.
Ein eindeutiger positiver oder negativer Effekt auf die Parasitierungsrate (= Anteil der
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parasitierten Blattlduse) war nicht schliissig zu belegen, weder aufgrund von Bt-Mais noch
von Insektizidanwendung.

Die rduberischen Wanzen gehorten neben den Spinnen zu den héufigsten wirbellosen
Réubern im Mais. In allen drei Jahren ergaben sich Hinweise auf einen Bt-Effekt auf die
Zahlen der rduberischen Wanzen (repeated-measurement ANOVA, p < 0.05 fiir 2001 und
2002; ANOVA, Bt * Firma, p = 0.089 fiir 2003). In 2001 und 2002 waren die rduberi-
schen Wanzen in Bt-Maisfeldern reduziert, wahrend die Dichten 2003 im Bt-Mais hoher
waren als in konventionellen Kontrollfeldern (Abb. 5). Insektizidanwendung fiihrte in al-
len drei Jahren zu einer deutlichen Reduktion der rduberischen Wanzen (repeated-
measurement ANOVA, p <0.05).

Die Spinnen waren neben den rduberischen Wanzen die dominanten Raubarthropoden in
den Maisfeldern. Die Abundanzen der Spinnen waren 2001 im Bt-Mais niedriger (repea-
ted-measurement ANOVA, p < 0.05), und zwar ausgeprigter im Bt176 von Syngenta
(Abb. 6B, ANOVA, Bt * Firma, p < 0.05). In den Jahren 2002 und 2003 war kein signifi-
kanter Unterschied zwischen Bt-Mais und Kontrollmais auszumachen (Abb. 6). Die Popu-
lationsdichten der Spinnen waren in allen drei Jahren in den insektizidbehandelten Parzel-
len niedriger als in den unbehandelten (repeated-measurement ANOVA, p <0.05).

Von den Blattliusen abgesehen hatte die Insektizidanwendung eine drastische negative
Wirkung auf die Abundanzen aller untersuchten Invertebraten, insbesondere auf die Spin-
nen und riduberischen Wanzen (Abb. 5 und 6). Der negative Effekt des Insektizids wurde
haufiger nachgewiesen und war vergleichsweise grof3er als die gefundenen negativen Bt-
Effekte. Es muss allerdings betont werden, dass entgegen den Resultaten bisheriger Frei-
landstudien reduzierte Abundanzen von rduberischen Arthropoden im Bt-Mais nachweis-
bar waren. Dies betrifft die spezifischen Blattlausrduber im Jahr 2001, die Spinnen im Jahr
2001, und die rduberischen Wanzen in den Jahren 2001 und 2002. Ein Problem eines rela-
tiv unspezifischen Monitorings ist es, dass es oft schwierig ist, direkte kausale Ursachen
fiir einen gefundenen Effekt zu belegen. So konnte es sich hier um einen direkten oder
indirekten toxikologischen Effekt von Bt-Mais auf die rduberischen Invertebraten handeln.
Dies erscheint zum jetzigen Wissenstand aber zumindest diskutierbar, da toxische Effekte
von CrylA(b) aus Bt-Mais bisher weder auf Blattlausrduber, rduberische Wanzen oder
Spinnen nachgewiesen werden konnten. Allerdings ist die Anzahl entsprechender Studien
zum jetzigen Zeitpunkt auch noch sehr tiberschaubar, insbesondere was den Mon810-Mais
betrifft (s. Tab. 2). Die Bt-Toxinkonzentrationen in den Maispflanzen kénnen auch inner-
halb einer Saison, von Jahr zu Jahr, von Standort zu Standort und von Sorte zu Sorte er-
heblich schwanken (Nguyen Thu & Jehle, DLR Rheinpfalz, pers. Mitt.), so dass auch to-
xische Effekte auf Nichtzielorganismen damit einhergehend variieren konnten. Eine nega-
tive Beeinflussung von Réuberpopulationen ist auch indirekt iiber die Nahrungsqualitét
der Beutetiere denkbar (Romeis et al. 2004). Die Blattlauszahlen waren insbesondere 2001
in den Mon810-Feldern erniedrigt (s.o0.), was mdglicherweise die niedrigeren Réuberzah-
len (mit) beeinflusste. Aber auch ein derartiger indirekter Effekt konnte bei groBflachigem
Anbau von Bt-Mais jedenfalls regional oder kleinrdumig zu einer Erniedrigung von Niitz-
lingspopulationen fiithren. Auch Meissle (2002) sowie Ludy & Lang (2004b) haben im
Jahre 2001 eine Reduktion von Spinnen in Bt-Maisfeldern nachgewiesen, auf den selben
Versuchsgiitern, aber mit anderen Erfassungsmethoden oder in anderen Feldern.

In 2003 ergaben sich Hinweise auf einen positiven Effekt von Bt-Mais auf Blattlausrduber
und réuberische Wanzen. Auch Ludy & Lang (2004b) fanden 2003 in Bt-Maisfeldern ho-
here Spinnenabundanzen im Vergleich zu Kontrollfeldern. Das Jahr 2003 war jedoch au-
Bergewohnlich heill und trocken, und stellt zweifellos einen Sonderfall dar. Moglicherwei-
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se waren hier wiederum pleiotrope Effekte der Maispflanzen ausschlaggebend fiir die Er-
gebnisse (Saxena & Stotzky 2001). Auch in der vorliegenden Studie fielen Unterschiede
zwischen den Bt-Maispflanzen und ihren isogenen Kontrolllinien auf. So war zum Bei-
spiel in zwei Jahren (2001, 2003) der Bt-Mais hoher als die Kontrollpflanzen, bot also
mehr Lebensraum bzw. -flache fiir auf den Pflanzen lebende Tiere (repeated-measurement
ANOVA, p <0.05), was auch in anderen Studien gefunden wurde (Magg et al. 2001, Has-
sell & Shepard 2002). In 2001 hatte der Bt-Mais immer ein etwas niedrigeres Entwick-
lungsstadium als die Kontrolle, d.h. er entwickelte sich langsamer und starb auch spéter
ab, bot also ldnger Lebensraum (repeated-measurement ANOVA, p < 0.01). Derartige
Entwicklungsunterschiede zwischen Bt- und isogenem Mais sind ebenfalls aus anderen
Arbeiten bekannt (Lumbierres et al. 2004). Trockenstress kann zu verminderter Blattmasse
bei Maispflanzen fiihren (Traore et al. 2000), und in der Saison 2003 hatte der Bt-Mais
teilweise auch weniger vertrocknete Blitter als die nicht-Bt-Sorten (repeated-measurement
ANOVA, Bt * Datum * Standort, p < 0.001). Des weiteren leidet Bt-Mais nicht unter zu-
sdtzlichem Stress durch Maisziinslerbefall. Dies konnte dazu gefiihrt haben, dass sich her-
bivore Insekten im Jahr 2003 etwas zahlreicher in Bt-Mais aufhiclten, da diese Pflanzen
langer griin waren und noch Nahrung boten (z.B. die Zikaden im Mon810-Mais, Abb.
2A). Eventuell folgten Réuber ihrer Beute und erreichten so im Bt-Mais ebenfalls erhohte
Abundanzen (z.B. die rduberischen Wanzen im Mon810, Abb. 5A). Diese Interpretation
muss jedoch Spekulation bleiben, da eine signifikante Erhdhung herbivorer Insekten im
Bt-Mais fiir 2003 ja nicht nachgewiesen werden konnte (allerdings wurden auch nicht
sdmtliche Herbivoren registriert).

Die vorliegenden Ergebnisse und Interpretationen unterstreichen die Notwendigkeit, bei
einem Monitoring moglichst zahlreiche Variablen, welche die Monitoring-Parameter be-
einflussen konnten, mit aufzunehmen, um eventuell auftretende Effekte (ansatzweise) er-
kldren zu konnen. Fiir einen direkten kausalen Beleg eines Effektes wird es allerdings oft
unvermeidbar sein, zusétzlich geplante manipulative Freilandexperimente oder toxikologi-
sche Laborstudien durchzufiihren. In diesem Zusammenhang muss auch darauf hingewie-
sen werden, dass ein Nicht-Nachwelis eines Effektes nicht automatisch das Nichtvorhan-
densein des Effektes belegt. Um die Verldsslichkeit der Aussagen, oder besser ihre Irr-
tumswahrscheinlichkeit einschitzen zu kénnen, sind retrospektive Poweranalysen der Er-
gebnisse dringend anzuraten (vgl. Hilbeck et al. 2000, Andow 2003, Perry et al. 2003,
Andow & Hilbeck 2004, Lang 2004).

3.1.1.9 Zusammenfassung

Durch die Ubertragung von DNA des Bodenbakteriums Bacillus thuringiensis var. kursta-
ki (Bt) in Mais ist der so genannte Bt-Mais in der Lage, ein schmetterlingsspezifisches
Toxin zu bilden und sich so selbst gegen den Fra3 von Raupen des Maisziinsler zu schiit-
zen. Ziel dieses Teilprojektes war es nun, die potentiellen Auswirkungen eines Anbau von
Bt-Mais auf Nichtzielorganismen im Freiland zu untersuchen, wobei das Hauptaugenmerk
auf rduberischen Arten (,,Niitzlinge*) und den Haupt-Pflanzensaugern im Mais (Blattlause,
Zikaden) lag.

Die Untersuchungen fanden von 2001 — 2003 auf fiinf Versuchsgiitern in Bayern statt. Auf
diesen Standorten wurden zwei Bt-Maissorten (Mon810 von Monsanto und Bt176 von
Syngenta) sowie die jeweiligen isogenen, konventionellen Maissorten angebaut. Des wei-
teren wurde auch eine herkdmmliche PflanzenschutzmalBinahme, eine Insektizid-
behandlung mit Baythroid50, durchgefiihrt und tiberpriift. In den Versuchsfeldern wurden
folgende Tiergruppen wihrend der Anbausaisonen aufgenommen und analysiert: Blattldu-
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se, Zikaden, ,,Mumien* (= parasitierte Blattlduse), Blattlausrduber (Florfliegen-Larven und
-Imagines, Schwebfliegen-Larven, Marienkifer-Larven und —Imagines), rduberische
Wanzen (Anthocoridae, Reduviidae, Nabidae) und Spinnen.

Blattliuse waren in Bt-Maisfeldern in eher geringeren Anzahlen zu finden, insbesondere
im Mon810-Bt-Mais, wihrend sich bei Zikaden keinerlei Bt-Effekte ergaben. Die Abun-
danzen der Blattlausrduber waren in Bt-Feldern sowohl reduziert (2001) als auch erhdht
(2003), wihrend sich fiir ,,Mumien* (= von Schlupfwespen parasitierte Blattlduse) keiner-
lei Bt-Effekte ergaben. Rauberische Wanzen zeigten in jedem Untersuchungsjahr einen
Bt-Effekt: In 2001 und 2002 waren ihre Populationsdichten in Bt-Maisfeldern signifikant
erniedrigt, wihrend 2003 hohere Zahlen im Bt-Mais vorlagen. Spinnen waren 2001 im Bt-
Mais weniger zahlreich, und zwar ausgeprigter im Btl76-Mais, wihrend in den Jahren
2002 und 2003 kein Effekt feststellbar war. Die Insektizidanwendung mit Baythroid hatte
eine betrdchtliche negative Auswirkung auf die Populationsdichten fast aller untersuchter
Tiergruppen, und dies in mehreren Jahren: betroffen waren Zikaden, Blattlausrauber, rau-
berische Wanzen und Spinnen. Lediglich die Anzahl der Blattlduse wurde durch die Insek-
tizidanwendung erhoht, vermutlich weil das Insektizid deren natiirlichen Feinde reduzier-
te. Insektizidanwendung beeintrachtigte somit die biologische Kontrolle von Blattldusen
durch Antagonisten, was flir den Bt-Mais im Rahmen der vorliegenden Studie nicht nach-
gewiesen werden konnte.

Insgesamt betrachtet zeigten sich beim Anbau von Bt-Mais weniger negative Effekte auf
Nichtzielorganismen und geringere Auswirkungen auf deren Populationsdichten als bei
einer Pflanzenschutzmaflnahme mit einem pyrethroiden Insektizid. Entgegen friiherer Stu-
dien konnten jedoch Auswirkungen von Bt-Mais auf Populationen von Niitzlingen nach-
gewiesen werden; je nach Untersuchungsjahr waren diese Effekte teils negativ, teils posi-
tiv. Dies erscheint insbesondere bei den betroffenen rduberischen Wanzen und Spinnen
von Bedeutung, denn diese beiden Tiergruppen stellen im Mais wie auch in anderen land-
wirtschaftlichen Kulturen die zahlenmédfig am stirksten vertretenen Raubarthropoden.
Eine substantielle Reduzierung von rduberischen Wanzen und Spinnen konnte weitrei-
chende Folgen flir das Agrarokosystem und die biologische Kontrolle von Schidlingen
haben. Es konnte jedoch im Rahmen dieser Studie nicht gekldrt werden, ob es sich bei
dem Effekt auf Wanzen und Spinnen tatsidchlich um einen Bt-Effekt handelt, oder ob die
Populationen dieser Raubarthropoden indirekt z.B. {iber die Dichten ihrer Beutetiere oder
das Lebensraumangebot beeinflusst wurden. Angesichts der nachgewiesenen Bt-Effekte
und der Bedeutung von riuberischen Wanzen und Spinnen im Agrar-Okosystem erscheint
eine Klarung dieser Frage vordringlich. Dies sollte idealerweise iiber Langzeitversuche,
sowohl im Gelédnde als auch unterstiitzend im Labor, und auf Populations- als auch auf
Artniveau sowie mit moglichst verschiedenen Sorten an Bt- und konventionellem Mais
untersucht werden.
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3.1.1.10 Anhang mit Tabellen, Abbildungen, Literaturverzeichnis

Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

Tab. 1: Literaturiibersicht iiber Freilandstudien mit Bt-Mais und Nichtzielorganismen.
Tab. 2: Literaturiibersicht iiber Laborstudien mit Bt-Mais und Nichtzielorganismen.
Abb. 1: Blattlduse in den Versuchsflichen

Abb. 2: Zikaden in den Versuchsflachen.

Abb. 3 Blattlaus-Riuber in den Versuchsflachen.

Abb. 4: , Mumien* (parasitierte Blattlause) in den Versuchsfldchen.

Abb. 5: Riuberische Wanzen in den Versuchsfldchen.

Abb. 6: Spinnen in den Versuchsfldchen.
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Tabelle 1: Ubersicht (22.6.04) iiber die publizierten Freilandstudien mit Bt-Mais und Nichtzielorganismen (exkl. Lepidoptera & Hymenoptera).

Authors Bt event Fielq / plot N per Stufiy Samples Country | Animals Abundance in Bt maize
size treatment | period | per season compared to control
Bourguet et al. 2002 Mon810 [200—900m° |4 lyr 15 France | Aphids, Anthocoridae, syrphid larvae, ladybird beetle, | No effects
lacewings (Neuroptera), parasitoids
Candolfi et al. 2004 | Bt176 12-17ha [2-3 lyr 6—38 France |Soil-dwelling arthropods, plant-dwelling arthro- | Some Diptera including a
pods, flying-arthropods syrphid species (-)
Cicadina (+)
Neuroptera (+)
Dively & Rose 2003 | CrylA(b) | 342m” 4 2yrs  |6—8 USA Foliage-dwelling arthropods, soil-surface dwelling arthro- | Sap beetles (Nitidulidae) (-)
pods Predators in maize litter (+)
Hassell & Shepard | CrylA(b) | 29m” 6 lyr 2 USA Chrysomelidae, predacious Heteroptera, Coccinellidae, | No effects
2002 Thripidae, Cicadellidae, aphids, spiders, parasitoids
Jasinski et al. 2003 CrylA(b) |4—20 ha 5 lyr 3-7() USA Spiders, mites, parasitoids, ladybirds, Anthocoridae, | No effects
Staphylinidae, Carabidae, lacewings (Neuroptera), syrphids
Kiss et al. 2003 MONS10 | 900m? 6 2yrs | weekly Hungary | Aphids, Thrips, Cicadina, Chrysomelidae, Coccinellidae, | Aphids (+)
Carabidae, Staphylinidae, = Anthocoridae, lacewings
(Neuroptera), syrphids, aphids, spiders
Lozzia 1999 Bt176 10 ha 2(-8) 2yrs |every 14d |Italy Carabidae, spiders, aphids, Cicadellidae, and others No effect
Lumbierres et al. 2004 | Bt176 0.4—-1ha 4 3yrs 5 Spain Aphids Winged aphids (+)
Unwinged aphids (-)
Manachini 2000 Bt176 10 ha 1 2yrs | ? Italy Carabidae, Diptera, Lepidoptera, Thrips, Hymenoptera, | No effect
Cicadellidae, spiders
Musser &  Shelton | CrylA(b) | 32m” 3-4 2yrs 2 USA Coccinellidae, Anthocoridae, Aphids Coccinellidae (+)
2003 Athocoridae (+)
Orr & Landis 1997 CrylA(b) | 0.4 ha 3 lyr 3 USA Coccinellidae, Anthocoridae, lacewings (Neuroptera) Neuroptera (+)
Pilcher et al. 1997 MONS10 |22 — 45m” 3 2yrs |3 USA Coccinellidae, Anthocoridae, lacewings (Neuroptera) Overall predators (+)
Pons & Stary 2003 Bt176 ? ? lyr 2 Spain Aphids, parasitoids No effects
Volkmar &  Freier | Bt176 7—29 ha 2 2yrs |6 BRD Spiders (on ground) No effects
2003
Wold et al. 2001 CrylA(b) |21 —543m” |4 2yrs |3 USA Coccinellidae, Anthocoridae, lacewings (Neuroptera) No effects
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Tabelle 2: Literaturiibersicht (Stand: 22.6.04) der publizierten Studien im Labor mit Bt-Mais und Nichtzielorganismen (exklusive Lepidoptera

& Hymenoptera).
Authors Bt event | Toxin source | Organism(s) tested Exposure to toxin Parameters tested Effects of Bt on study organism(s)
Dutton et al. 2002 Bt176 Green plant | Aphids Aphids on whole plant Intrinsic rate of increase | No effect
material Mites Mites on whole plant Intrinsic rate of increase | No effect
Lepidoptera Larvae on whole plant Mortality, development | Higher mortality, delayed development
C. carnea (Neuroptera) aphids fed with Bt maize | Mortality, Development | No effect
C. carnea (Neuroptera) Mites fed with Bt maize Mortality, development | No effect
C. carnea (Neuroptera) Lepidoptera larvae fed | Mortality, development | Higher mortality, delayed development
with Bt maize
Hilbeck et al. 1998a CrylA(b) | Isolated toxin | C. carnea (Neuroptera) Toxin in artificial diet Mortality, development | Higher mortality
Hilbeck et al. 1998b Bt176 Maize plant | C. carnea (Neuroptera) Lepidoptera larvae fed | Mortality, development | Higher mortality, delayed development
with Bt maize
Hilbeck et al. 1999 CrylA(b) | Isolated toxin | C. carnea (Neuroptera) Lepidoptera larvae  fed | Mortality, development | Higher mortality
with toxin
Lozzia et al. 1998 Bt176 Maize plant | Aphids, Aphids on plant leaves, Mortality & fecundity of | No effects
Chrysoperla (Neuroptera) | C. carnea fed with aphids 20121131112?1’ mortality of C.
Lozzia et al. 2000 Bt176 Maize plant | Mites Plant leaves Mortality, development, | Longer development in some stages
reproduction
Lumbierres et al. 2004 Bt176 | Maize plants | R. padi, winged aphids . Mortality, development Short development, high reproduction
i . Aphids on whole plants duct: ’ .
R. padi, unwinged aphids reproduction Long development, low reproduction
Meier & Hilbeck 2001 Bt176 Maize plant | C. carnea (Neuroptera) Aphid fed with Bt Prey preferences Preference for lepidopteran larvae fed
Lepid fed with B with non-Bt maize, preference for
epidoptera ted with 5¢ aphids over lepidopteran larvae
Pilcher et al. 1997 Bt176 Pollen Coccinellid beetle Pollen Mortality, development | No effects
Anthocorid bug
C. carnea (Neuroptera)
Romeis et al. 2004 CrylA(b | Isolated toxin | C. carnea (Neuroptera) Toxin in artificial diet Mortality, development | No effects
Zwabhlen et al. 2000 Btl1 Maize plant | Anthocorid bug Thrips fed with Bt maize | Mortality, development | No effects
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A) Aphids, Mon810
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Abb. 1: Abundanzen der Blattlduse in
Bt-Maisfeldern mit Mon810 von
Monsanto (A) und Btl176 (B) von
Syngenta in den Jahren 2001 — 2003
im Vergleich zu konventionellen
Kontrollfeldern und einer Insektizid-
anwendung (Baythroid 50). Darge-
stellt sind Jahresmittelwerte pro zehn
Pflanzen (+ Standardfehler) aus drei
Terminen und von drei (2001) bzw.
fiinf Standorten (2002, 2003).

Abb. 2: Abundanzen der Zikaden in
Bt-Maisfeldern mit Mon810 von
Monsanto (A) und Bt176 (B) von
Syngenta in den Jahren 2001 — 2003
im Vergleich zu konventionellen
Kontrollfeldern und einer Insektizid-
anwendung (Baythroid 50). Darge-
stellt sind Jahresmittelwerte pro zehn
Pflanzen (+ Standardfehler) aus drei
Terminen und von drei (2001) bzw.
fiinf Standorten (2002, 2003).
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A) Aphid predators, Mon810
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Abb. 3: Abundanzen der Blattlaus-
Réuber in Bt-Maisfeldern mit Mon810
von Monsanto (A) und Bt176 (B) von
Syngenta in den Jahren 2001 — 2003 im
Vergleich zu konventionellen Kontroll-
feldern und einer Insektizidanwendung
(Baythroid 50). Zusammen gefasst sind
adulte Florfliegen, Florfliegen-Larven,
adulte = Marienkdfer, = Marienkéfer-
Larven und Schwebfliegen-Larven.
Dargestellt sind die Jahresmittelwerte
pro zehn Pflanzen (+ Standardfehler)
aus drei Terminen und von drei (2001)
bzw. fiinf Standorten (2002, 2003).

Abb. 4: Anzahl der ,,Mumien* (von
Schlupfwespen parasitierte Blattlduse)
in Bt-Maisfeldern mit Mon810 von
Monsanto (A) und Bt176 (B) von
Syngenta in den Jahren 2001 — 2003
im Vergleich zu konventionellen Kon-
trollfeldern und einer Insektizidan-
wendung (Baythroid 50). Dargestellt
sind die Jahresmittelwerte pro zehn
Pflanzen (+ Standardfehler) aus drei
Terminen und von drei (2001) bzw.
fiinf Standorten (2002. 2003).
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A) Predacious Heteroptera, Mon810
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Abb. 5: Abundanzen der rduberischen
Wanzen in Bt-Maisfeldern mit Mon810
von Monsanto (A) und Bt176 (B) von
Syngenta in den Jahren 2001 — 2003 im
Vergleich zu konventionellen Kontroll-

feldern und einer Insektizidanwendung
(Baythroid 50).

Dargestellt sind die Jahresmittelwerte
pro zehn Pflanzen (+ Standardfehler) aus
drei Terminen und von drei (2001) bzw.
fiinf Standorten (2002, 2003).

Abb. 6: Abundanzen der Spinnen in
Bt-Maisfeldern mit Mon810 von
Monsanto (A) und Bt176 von Syn-
genta (B) in den Jahren 2001 — 2003
im Vergleich zu konventionellen
Kontrollfeldern und einer Insektizid-
anwendung (Baythroid 50). Darge-
stellt sind die Jahresmittelwerte pro
zehn Pflanzen (+ Standardfehler) aus
drei Terminen und von drei (2001)
bzw. fiinf Standorten (2002. 2003).
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3.1.2 Schmetterlinge

3.1.2.1 Aufgabenstellung

In diesem Teilprojekt sollte die potentielle Gefdhrdung, die durch Pollen von Bt-Mais auf die
Schmetterlingsfauna ausgehen konnte, untersucht werden. Wéhrend der Maisbliite kann der
Maispollen in angrenzende und benachbarte Flichen eingetragen werden und dort von Nicht-
ziel-Organismen konsumiert werden, z.B. von Schmetterlingsraupen, die mit Maispollen kon-
taminiertes Blattmaterial ihrer Futterpflanzen fressen und derart das im Pollen enthaltene To-
xin aufnehmen konnen. Der mogliche negative Effekt des Maispollens diirfte mit seinem Bt-
Toxingehalt korreliert sein, so dass dann vergleichsweise von der Sorte ,,Navares* (Bt176 von
Syngenta) ein stirkerer Effekt ausginge als von der Sorte ,,Novelis* (Mon810 von Monsanto).
Im Rahmen der Untersuchungen zur Schmetterlingsfauna wurden verschiedene Ansétze und
Punkte untersucht: Untersuchungen zum Bliihzeitpunkt des Mais, Toxinbestimmung von Pol-
len von Bt-Mais, Quantifizierung des Eintrages von Bt-Maispollen in Feldrinder, Be-
standsaufnahme der relevanten Tagfaltergesellschaft, ausgewihlte Auswertung der Arten-
schutzkartierung des Bayerischen Landesamtes fiir Umweltschutz, und als Fallbeispiele die
Arten Papilio machaon (Schwalbenschwanz) und Arctia caja (Brauner Bér), welche exempla-
risch eingehender untersucht wurden.

3.1.2.2 Umfassende Dokumentation und Auswertung der verwendeten Literatur

Publizierte Labor-Arbeiten zu den Effekten von Bt-Mais auf Nichtziel-Schmetterlinge (Lepi-
doptera) erschienen erst wihrend der Laufzeit des Projektes héufiger. Insgesamt wurden elf
Studien recherchiert bzw. beriicksichtigt (Pilcher et al. 1997a, Losey et al. 1999, Hansen Jesse
& Obrycki 2000, Wraight et al. 2000, Felke & Langenbruch 2001, Hellmich et al. 2001, Zan-
gerl et al. 2001, Felke et al. 2002, Binning & Rice 2002, Hansen Jesse & Obrycki 2002, Felke
& Langenbruch 2003). Wie schon bei den Blattldusen und Antagonisten (s.0.) stammen die
meisten Arbeiten aus den USA (Tab. 1). Von den dort behandelten Arten sind ungefdhr die
Hilfte auch in Europa relevant, was hauptsdchlich durch drei Arbeiten aus der BBA Darm-
stadt belegt wird (Felke & Langenbruch 2001, 2003, Felke et al. 2002). Die Studien aus den
USA (Labor und Freiland) konzentrieren sich sehr stark auf den Monarchfalter, Danaus ple-
xippus (Losey et al. 1999, Hansen Jesse & Obrycki 2000, Hellmich et al. 2001, Stanley-Horn
et al. 2001, Zangerl et al. 2001). In den Laborexperimenten wurde iiberwiegend Pollen verfiit-
tert (Tab. 1), aber bei sekundidren Schadschmetterlingen auch griines Maispflanzenmaterial
(Pilcher et al. 1997a, Binning & Rice 2002). Von den verschiedenen Bt-Events wurde am
hiufigsten Bt176 gepriift (in 82% der elf Studien), dann Btl1 (45%), dann Mon810 (18%)
und vereinzelt weitere Events (in manchen Studien wurden mehrere Events gleichzeitig ge-
priift). Das auf Bt-Toxin empfindliche erste Larvenstadium (L1) wurde am haufigsten beriick-
sichtigt, lediglich bei den europdischen Arten wurden meist auch unempfindlichere éltere Sta-
dien (L2 — L4) untersucht. Meist wurde ein ausreichender Stichprobenumfang an Larven ge-
testet, bei den in Tab. 1 prédsentierten Larvenzahlen gilt es jedoch zu beriicksichtigen, dass
sich diese Larven jeweils auf die verschiedenen Bt-Events und die entsprechenden Kontrollen
aufteilen.

Veroffentlichte Freilandstudien zum Effekt von Bt-Mais auf Nichtziel-Schmetterlinge
existieren unseres Wissens nur vier Stiick, und alle stammen aus den USA (Pilcher et al.
1997a, Wraight et al. 2000, Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001). Eine Arbeit behan-
delt sekunddre Schadschmetterlinge im Mais (Pilcher et al. 1997a), und die restlichen drei den
Effekt von Bt-Maispollen auf zwei Tagfalter, Danaus plexippus und Papilio polyxenes (Tab.
2). Behandelt wurden die drei gebrduchlichsten Bt-Events: Bt176, Mon810 und Btl1. Mit
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Ausnahme von Pilcher et al. (1997a) fanden die Experimente nur wéhrend einer Saison und
wihrend der Maisbliite statt.

3.1.2.3 Voraussetzungen, unter denen die Arbeiten durchgefiihrt wurden

Fiir die Bearbeitung des Teilprojektes ,,Schmetterlinge (Lepidoptera)* wurden sdmtliche Ver-
suchsflachen sowie das gesamte Gelidnde aller Versuchsgiiter genutzt (siehe Kapitel 2 ,,Prob-
lemstellung und Zielsetzung, Versuchskonzeption®). Fiir die Toxin-Bestimmung des Bt-Mais-
Pollens wurden sowohl die Flichen des Dauerversuches als auch die Praxisflichen beprobt.
Damit wurden Pollenproben von den beiden relevanten Bt-Events (Bt176, Mon810) als auch
Pollen aus unterschiedlichen Jahren, Standorten und Anbausituationen beriicksichtigt, was die
Représentativitdt der Ergebnisse erhoht. Zur Untersuchung des Polleneintrages in Feldrdnder
konnten mit den 2 ha groBBen Praxisflichen idealerweise Schldge mit realistischer FeldgroB3e
heran gezogen werden, und so eine praxisrelevante Situation studiert werden. Die Be-
standsaufnahme der Tagfalter von Mais-Feldrindern erfolgte mittels der Kartierung (d.h.
Sichtbeobachtung) adulter Individuen, eine gebrduchliche Erfassungsmethode, die weniger
zeitaufwéndig ist als die Erfassung von Larvenstadien. Diese Kartierungen wurden tiber vier
Jahre an insgesamt sieben Standorten von Siidbayern (Schwaiganger) bis Nordbayern
(Schwarzenau) durchgefiihrt, womit eine breite zeitliche und geographische Reprisentierung
der erhobenen Daten gewéhrleistet war. Vom Bayerischen Landesamt fiir Umweltschutz er-
hielten wir Daten der Artenschutzkartierung, welche hinsichtlich der Habitatnutzung und
Phinologie der einzelnen Falterarten analysiert werden konnen. Als Fallbeispiele wihlten wir
zwei Arten aus, den Schwalbenschwanz (Papilionidae, Papilio machaon) und den Braunen
Bér (Arctiidae, Arctia caja). Kriterien fiir die Auswahl der zwei Arten war die Habitatnutzung
(d.h. landwirtschaftliche Flichen oder angrenzende Gebiete), zeitliche Uberschneidung der
Phénologie mit der Maisbliite, Ziichtbarkeit im Labor, und Gefdhrdung (d.h. Nennung in der
bayerischen oder bundesdeutschen ,,Roten Liste*). Die Feldrinder der 2-ha grofen Praxis-
schldge in Grub und Neuhof (Btl176-Mais ,,Navares*) wurden auch fiir Freilandversuche mit
Larven des Schwalbenschwanzes genutzt. Wie bereits im Kapitel ,,Blattlduse und Antagonis-
ten* unter 3.3.1.3 dargelegt (siche dort), konnte aufgrund der angespannten Personallage im
Arbeitsbereich IPS 2d ,,Schidlinge, Niitzlinge, Vorratsschutz* nicht der geplante Umfang des
Teilprojektes realisiert werden.

3.1.2.4 Planung und Ablauf der Arbeiten

Bliihzeitpunkt. Zur Erfassung des Bliithzeitpunktes verschiedener Maissorten wurden die Da-
tenbanken zu den an der LfL durchgefiihrten Maissortenversuchen ausgewertet. Es wurden die
Jahre 1995 — 2000 ausgewertet, da ab der Saison 2001 bei den Sortenversuchen der Bliihzeit-
punkt nicht mehr registriert wurde. Es wurden insgesamt ,,nur sechs Jahre ausgewertet, da
die Daten alle noch im Grofrechner-Format gespeichert waren, und die Konvertierung auf
PC-Kompatibilitit sehr zeitaufwidndig war. Zur Gewinnung von Daten zum Bliihzeitpunkt
von Bt-Mais wurde die Blithdaten von ,,Navares* (Bt176 von Syngenta) in den Praxisschla-
gen und Dauerversuchsparzellen von 2000 bis 2003 aufgenommen und ausgewertet. ,,Nove-
lis* (Mon810 von Monsanto) wurde nicht ausgewertet, dessen Bliihzeitpunkt diirfte jedoch
dhnlich liegen, da beide isogene Sorten, Nobilis von Monsanto (K270) sowie Antares von
Syngenta (K220), relativ friih blithende Sorten sind.

Toxinbestimmung. Die Toxinbestimmung von Bt-Maispollen wurde mittels eines serolo-
gischen ELISA-Tests durchgefiihrt. Hierbei wurde hauptsédchlich Pollen von Bt176 unter-
sucht, da dieser einen hoheren CrylA(b)-Anteil aufweist, widhrend sich die Toxin-

konzentrationen von Mon810-Pollen des dfteren unter der Nachweisgrenze der Analyse-Kits
befinden.
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Polleneintrag. Die Maispollenverbreitung wurde mittels Objekttriager (siehe ,,3.1.2.6.
Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden®) in und an den Praxisschlidgen von
Navares-Mais (Bt176) untersucht. Da die Objekttrager bis zu einer Entfernung von 10 m zum
Maisfeld aufgestellt wurden (s. Abb. 2), mussten an den jeweiligen Feldrdndern entsprechen-
de Freirdume vorhanden sein. Dies fiihrte dazu, dass aufgrund der vorherrschenden Topogra-
phie und rdumlichen Verhéltnisse um die Felder die Nordseite von Maisschldgen letztendlich
iberreprasentiert war, wiahrend von der Siidseite keinerlei Daten aufgenommen werden konn-
ten (aufgrund der vorherrschenden Windverhiltnisse sind an den Siidseiten die geringsten
Polleneintrdge zu erwarten). Zur Untersuchung der Maispollendichten auf Blittern von
Schmetterlings-Futterpflanzen wurde die Wilde Mohre (Daucus carota) gewihlt, da dies eine
bevorzugte Nahrungspflanze von Schwalbenschwanzraupen ist, diejenige Schmetterlingsart,
die in diesem Teilprojekt ndher untersucht wurde (s.u.).

Tagfalter-Kartierung. Zur Erfassung der an Maisfeldrindern vorkommenden Tagfalter-
Arten wurden Sichtbeobachtungen von adulten Faltern durchgefiihrt. Mittels Erfassung der
Larven wire zwar der wichtige Bodenstandigkeitsnachweis erbracht, eine Larvenerfassung ist
jedoch um ein Vielfaches zeitaufwéndiger und konnte im Rahmen des Projektes nicht geleis-
tet werden. Gelegentlich konnte die Bodenstindigkeit aber durch die Zufallsbeobachtung von
Eiablage, Raupen oder Puppen belegt werden (s.a. Tab. 3). Nachtfalter, eine weitere wichtige
und im Rahmen des Projektes interessante Gruppe, wurden nicht erfasst, da dies das Zeit- und
Personallimit der Arbeitsgruppe gesprengt hitte. Die Daten der Tagfalterkartierung wurden in
der Folge zur Berechnung des erforderlichen Stichprobenumfanges fiir ein zukiinftiges Moni-
toring verwendet.

Artenschutzkartierung. Anhand der ASK-Daten des LfU kann fiir jede Schmetterlingsart
das zeitliche Auftreten wéahrend der Saison sowie die Habitatnutzung in Bayern analysiert
werden. Diese Parameter sind eminent wichtig, um die rdumliche und zeitliche Uberschnei-
dung der Arten mit der Bt-Maispollenbliite beurteilen zu konnen. Die Auswertung wurde fiir
die zwei gewihlten Beispielsarten Schwalbenschwanz (P. machaon) und Brauner Bér (4. ca-
ja) vorgenommen. Ausgewertet wurden die Daten filir die adulten Falter, da bei den Larval-
Nachweisen der Stichprobenumfang zu gering war. Prinzipiell wire eine derartige Auswer-
tung fiir alle Schmetterlingsarten sinnvoll und angeraten, hitte aber das Zeit- und Personal-
budget des Teilprojektes iiberstiegen.

Laborexperimente. Die Laborexperimente wurden mit Raupen des Schwalbenschwanzes
(P. machaon) und des Braunen Bér (4. caja) durchgefiihrt, denen Pollen von Btl176-Mais zum
Fressen gegeben wurde. Pollen von Bt176-Mais wurde verwendet, da dieser eine hohere Bt-
Toxin-Konzentration aufweist als Mon810-Pollen. Die Versuche mit Schwalbenschwanz
wurden mit Raupen des ersten Larvenstadiums (L1) durchgefiihrt. Anhand der Raupen des
Braunen Birs sollte untersucht werden, ob der Fral von Bt-Maispollen die verschiedenen
Larvenstadien unterschiedlich beeinflusst, deshalb wurden bei dieser Art die Stadien L1 — L3
verwendet. Ungliicklicherweise verstarben die empfindlichen L1-Larven samtlicher angestell-
ten Versuchsansitze, so dass beim Braunen Bir nur Resultate fiir die Entwicklungsstadien 2
und 3 vorliegen.

Freilandversuche. Die Freilandversuche wurden 2001 mit L1-Raupen vom Schwal-
benschwanz am Rand der Btl176-Praxisschlidge in Grub und Neuhof durchgefiihrt (Vojtech
2002). Entsprechend der rdumlichen Gegebenheiten und Moglichkeiten fand der Versuch in
Grub am Nordrand des Feldes und in Neuhof am Ostrand statt. Die Raupen waren wahrend
der Maisbliite im Feld und wurden danach ins Labor verbracht. Dort sollten sie ihre Entwick-
lung bis zum adulten Tier vollenden. Aufgrund einer mikrobiellen Infektion verstarb jedoch
der Grofiteil der Versuchstiere, und es konnten keine subletalen Parameter wie Entwicklungs-
zeit u.d. aufgenommen werden. In den Jahren 2000 (Grub) und 2002 (Schwarzenau) wurden
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ebenfalls Freilandversuche mit Schwalbenschwanzlarven an Bt-Maisfeldern durchgefiihrt. In
beiden Jahren mussten die Daten jedoch wegen zu starker Niederschldge wihrend des Ver-
suchszeitraumes verworfen werden (kein oder kaum Pollenflug sowie erhohte Mortalitédt der
Larven bei starkem Regen). Der Aufwand derartiger Experimente ist sehr hoch, u.a. durch die
punktgenaue Ziichtung von L1-Larven zur Maisbliite, durch die tagtigliche Betreuung der
Versuche vor Ort, und durch die Nachbetreuung der Versuchstiere (inklusive Futterpflanzen-
zucht). Des weiteren muss eine immens hohe Anzahl an Raupen geziichtet und versorgt wer-
den, um zum einen den notwendigen Stichprobenumfang zu erhalten und zum anderen die
extrem hohe Mortalitidt der Raupen in der Freilandphase kompensieren zu konnen. Aufgrund
dessen wurden die Freilandversuche in der letzten Saison 2003 nicht mehr wiederholt, da der
(unsichere) Erkenntnisgewinn in keinem verniinftigen Verhiltnis zum aufzubringenden Auf-
wand stand.

3.1.2.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewordener Ergeb-
nisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung

Bt-Toxine var. kurstaki (CrylAb) wirken toxisch auf Schmetterlingsraupen und werden seit
langem als biologische Spritzmittel gegen Schadschmetterlinge in der Landwirtschaft einge-
setzt (Glare & O’Callaghan 2000). Letale und subletale Effekte von Bt-Priaparaten auf Nicht-
ziel-Lepidopterenlarven wurden sowohl im Labor als auch im Freiland nachgewiesen (z.B.
Miller 1990, Johnson et al. 1995, Wagner et al. 1996, Peacock et al. 1998). Losey et al. (1999)
wiesen darauf hin, dass Bt-Maispollen vom Wind auf Futterpflanzen am Feldrand verdriftet,
und von dort vorkommenden Schmetterlingslarven aufgenommen werden kann. Da Pollen
von Bt-Mais ebenfalls Bt-Toxin enthélt, kann so eine Schiddigung von Nichtziel-
Schmetterlingsarten erfolgen. Das Ausmal} dieses negativen Effektes auf die Larven hédngt
von der Toxinkonzentration des Pollens ab, von dem Ausmal} der Pollenexposition (Bliihzeit-
punkt, Pollenverbreitung und -menge), und dem toxischen Effekt eines Bt-Maispollen-Fral3es
auf die Schmetterlingslarven (Sears et al. 2001).

Es ist bekannt, dass sich der Gehalt an Bt-Toxin (CrylAb) im Pollen zwischen den verschie-
denen Events und Sorten unterscheidet. So enthilt Pollen von Bt176 mit 1,1 bis 2,9 g
CrylA(b) pro g Pollen ein Vielfaches an Bt-Toxin im Vergleich zu Mon810-Pollen, dessen
Gehalt zwischen 0,002 und 0,09 pg CrylA(b) pro g Pollen schwankt (Pilcher et al. 1997b,
Hansen Jesse & Obrycki 2000, 2002, Wraight et al. 2000, Sears et al. 2001, Wolt 2003).

Der Bliihzeitpunkt von Maisfeldern liegt in Mitteleuropa im allgemeinen im Juli, und Mais-
felder blithen durchschnittlich zwischen 5 und 8 Tagen (Zscheischler et al. 1990, Treu & Em-
berlin 2000, Feil & Schmid 2001, Oberhauser et al. 2001, Wolt 2003). Zum Mais-Pollenflug
(Menge und Reichweite) existieren zahlreiche Publikationen (Fleischmann 1942, Raynor et
al. 1972, Emberlin et al. 1999, Hansen Jesse & Obrycki 2000, Treu & Emberlin 2000,
Wraight et al. 2000, Pleasants et al. 2001, Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001,
Eastham & Sweet 2002). Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind aber oft nicht vergleichbar auf-
grund unterschiedlicher Feldgrofen, verschiedenartiger Methoden, unterschiedlicher Erfas-
sungszeitrdume, und anderes mehr. Maispollen kann zwar sehr weit verdrifted werden (bis zu
2000m, Fleischmann 1942), aber der Grofteil des Maispollens fliegt wohl nicht weiter als
60 m (Raynor et al. 1972). Eastham & Sweet (2002) schitzen, dass circa 90% des Maispol-
lens in einem Radius von 10 m um das blithende Maisfeld niedergehen.

Zur Frage, wie viel des in Feldrindern eingetragenen Pollens sich auf Futterpflanzen von
Schmetterlingslarven findet, existieren so gut wie keine Studien. Pleasants et al. (2001) be-
richten, dass am Feldrand circa 40% des eingetragenen Pollens auf Bléttern der Gewdhnli-
chen Seidenpflanze, einer Futterpflanze des Monarchfalters, zu liegen kommt. Weitere Stu-
dien, die Pollenkonzentration auf Futterpflanzen messen, stammen alle aus den USA und sind
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nicht auf europdische Verhiltnisse iibertragbar, da sie iiberwiegend den Monarchfalter (Da-
naus plexippus) und die Gewohnliche Seidenpflanze (Asclepias syriaca) behandeln (Hansen
Jesse & Obrycki 2000, Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl et al. 2001). Lediglich in der Arbeit
von Zangerl et al. (2001) wird iiber Pollendeposition auf Blittern des Pastinaks (Pastinaca
sativa) berichtet, der auch eine Futterpflanze der Larven des Europdischen Schwalben-
schwanzes (P. machaon) ist. Die hochste durchschnittliche Maispollenmenge auf Bléttern des
Pastinaks betrug direkt am Feldrand 320 Pollenkdrner pro cm?® Blattfliche, und in 2 m Entfer-
nung zum Maisfeld 180 Pollenkdrner pro cm? (Zangerl et al. 2001).

Die Laboruntersuchungen zur Wirkung von Bt-Maispollenfra3 sind in Tab. 1 zusammen ge-
fasst. Nach jetzigem Kenntnisstand verursacht die Konsumierung von Bt-176 Pollen sowohl
eine erhohte Mortalitit bei den Schmetterlingslarven als auch negative subletale Effekte wie
z.B. geringere Gewichtszunahme und eine langere Entwicklungszeit (Felke & Langenbruch
2001, 2003, Hansen Jesse & Obrycki 2000, Wraight et al. 2000, Felke et al. 2001, Hellmich et
al. 2001, Zangerl et al. 2001). Die toxische Wirkung von Mon810- und Btl1-Pollen scheint
dagegen relativ gering zu sein (Hansen Jesse & Obrycki 2000, 2002, Wraight et al. 2000,
Hellmich et al. 2001). Altere Larvenstadien mehrerer Schmetterlingsarten sind auf Bt-Toxin
weniger empfindlich als die L1-Larven (Binning & Rice 2002, Felke & Langenbruch 2001,
2003, Felke et al. 2002, Hellmich et al. 2001). In einigen Arbeiten wurden die entsprechenden
LD50-Werte berechnet (Felke & Langenbruch 2001, 2003, Hellmich et al. 2001, Felke et al.
2002). Zu beachten ist, dass in den Laborstudien der Bt-Maispollen meist nur kurzzeitig den
Larven angeboten wurde (1 — 2 Tage), unter Freilandbedingungen aber eine ldngere Maispol-
lenschiittung erfolgt (durchschnittlich 5 — 8 Tage, maximal bis zu 14 Tagen). Auffillig ist
weiterhin, dass nur wenige Studien die gesamte Entwicklungszeit vom Ei bis zum adulten
Falter berticksichtigt haben. Insbesondere die Reproduktionsrate der adulten Weibchen wére
aber ein wichtiger Parameter, da dies ein Schliisselfaktor fiir die moglichen Auswirkungen auf
Populationsebene ist. Auch gilt es zu beachten, dass die standardisierten Laborbedingungen
Idealbedingungen fiir die Larven darstellen. Unter Stress wiirden Schmetterlingslarven emp-
findlicher auf Toxine reagieren, und im Freiland sind die Raupen zahlreichen zusitzlichen
Stressoren ausgesetzt wie widrigen Klimabedingungen, Nahrungsknappheit, Krankheiten und
Réaubern. So erhoht sowohl Nahrungsknappheit als auch eine Infektion die Anfalligkeit von
Schmetterlingsraupen auf Bt-Toxin (Pierce et al. 2001, Ben-Dov et al. 2003). Die Aufnahme
von Bt-Maispollen kann auch zu verminderter Aktivitét bei den Larven fiihren, die sich dann
hdufiger auf der Blattoberseite aufhalten, wo sie Raubern gegeniiber stirker exponiert sind
(Felke & Langenbruch 2001).

Veroffentlichte Freilandstudien zum Effekt von Bt-Maispollen auf Schmetterlingsraupen
existieren bisher nur drei (!) Stiick (Tab. 2), was allerdings bei dem dafiir notwendigen Ar-
beitsaufwand nicht weiter verwundern darf. Zu europidischen Schmetterlingsarten existieren
keinerlei veroffentlichte Freilandarbeiten, hier ist man ganz auf die bisher bekannten Laborre-
sultate angewiesen (aber siehe auch ,,3.1.2.7 Wihrend der Durchfiihrung des Forschungsvor-
habens bekannt gewordene Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen®). Die publi-
zierten Freilandstudien spiegeln im wesentlichen die bekannten Laborergebnisse wider:
Bt176-Mais kann am Feldrand vorkommende Raupen letal und subletal schiddigen, wahrend
Mon810- und Btl1-Mais weniger negativ zu wirken scheinen (Tab. 2). Allerdings erscheint
der Stichprobenumfang mancher Studien zu gering (auch aufgrund der hohen natiirlichen
Mortalitdt der Larven), um Aussagen auf einem hohen Sicherheits- bzw. Wahrscheinlich-
keitsniveau zu gestatten.



Darstellung der Ergebnisse nach Arbeitsgruppen 35

3.1.2.6 Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden

Bliihzeitpunkt. Zur Bestimmung des Bliithzeitraumes des Mais’ in Bayern wurden die an der
LfL durchgefiihrten Sortenversuche der Jahre 1995 bis 2000 ausgewertet. Insgesamt wurden
307 unterschiedliche Maissorten beriicksichtigt, die auf 1680 Feldern auf 22 verschiedenen
Standorten angebaut wurden. Zur Bestimmung des Bliihzeitpunktes von Btl176-Mais ,,Nava-
res* wurden die Bliihzeiten der 2ha-Praxisschldge auf den Versuchsgiitern zwischen 2000 und
2003 notiert.

Toxinbestimmung. Die Toxinbestimmung wurde fiir Pollen von Mon810 (,,Novelis*“ von
Monsanto) und Bt176 (,,Navares* von Syngenta) durchgefiihrt, sowie zur Kontrolle von Pol-
len der isogenen Sorten (,,Nobilis*“ von Monsanto, ,,Antares” von ,,Syngenta®). Der Pollen
wurde zwischen 2000 und 2003 auf den Versuchsfeldern der Staatsgiiter gesammelt. Der Pol-
len wurde durch ein Imm-Sieb gesiebt und dann bei —20°C gelagert. Zur Toxinbestimmung
wurde der Pollen fiir 12 Stunden bei 28°C aufgetaut und vor der Analyse nochmals gesiebt
(0,1 mm Maschenweite). Zur Analyse wurde der ELISA-Nachweiskit EnviroLogix Quan-
tiPlate™ fiir Cryl Ab/CrylAc von Adgen© verwendet. Die Nachweisgrenze dieses Kits liegt
bei 250ppb. Von jeder Pollenprobe wurden 2 bis 3 Aliquots genommen und bestimmt, und
daraus der Mittelwert des Bt-Gehalts der Pollenprobe berechnet.

Polleneintrag. Der Mais-Polleneintrag in Feldrander wurde am Rand der Praxisschldge in den
Jahren 2000 bis 2002 untersucht. Die Anzahl Pollen wurde mit Objekttrigern (76 * 26 mm),
die diinn mit Vaseline bestrichen waren, bestimmt. Diese Objekttriger wurden in einer Hohe
von 6 — 20 cm und in verschiedenen Entfernungen zum Maisfeldrand aufgestellt (-5 m im
Maisfeld selber, direkt am Rand in 0 m Entfernung, und in verschiedenen Entfernungen bis zu
10 m). Die Objekttrager wurden jeweils fiir 24 Stunden exponiert, und dann die Pollenmenge
pro Flacheneinheit im Labor manuell oder mittels Bildanalyse (Leica Qwin) ausgezéhlt. Ins-
gesamt wurden wihrend der Versuche 300 Objekttriger ausgebracht. Zur Analyse, welche
Variablen die Pollenmenge am stirksten bestimmen, wurde eine multiple Regressionsanalyse
durchgefiihrt mit der abhidngigen Variable ,,Pollendichte® und den unabhidngigen Variablen
»Lufttemperatur”, ,Niederschlagsmenge®, ,,Relative Feuchtigkeit”, ,,Windgeschwindigkeit®,
,Entfernung zum Maisfeld”, ,,Hohe des Objekttriagers®, ,,Himmelsrichtung des Feldrandes®,
»~Entwicklungsstadium des Mais“ (d.h. Bliihstadium des Mais, BBCH nach Meier 1997), und
,»Standort®.

Zur Bestimmung, wie viel Pollen auf Futterpflanzen zu liegen kommt, wurden Versuche in
Neuhof im Jahre 2002 durchgefiihrt. Direkt am Rand des Bt176-Praxisschlags wurden wih-
rend der Maisbliite Blétter von Wilder Mohre (Daucus carota) exponiert. Die Blétter waren
durchschnittlich 15 cm lang und wurden in einer Héhe von 9 cm fiir 24 Stunden aufgestellt.
Insgesamt wurden 36 Blatter am 22., 23. und 26. Juli exponiert (BBCH-Stadium des Mais =
65). Nach der Expositionszeit wurde ein durchsichtiger Klebestreifen auf die Oberseite der
Blétter gepresst, die Bldtter eingesammelt, und im Labor die Anzahl Pollen auf der Blattober-
seite manuell ausgezihlt. Die Blattfliche wurde mittels Bildanalyse (Leica Qwin) bestimmt,
und fiir jedes Blatt die Anzahl Maispollen pro cm” Blattfliche berechnet. Gleichzeitig wurde
auch der Polleneintrag auf Objekttrager (s.0.) gemessen.

Tagfalterkartierung. In den Jahren 2000 bis 2003 fanden Kartierungsgénge von Mai bis Sep-
tember auf sieben Standorten der staatlichen Versuchgiiter zur Erfassung der auftretenden
adulten Tagfalter statt (Grub, Finsing, Schwaiganger, Puch, Baumannshof, Neuhof, Schwar-
zenau). Notiert wurden die beobachteten Arten und deren Héufigkeit in Feldrdandern entlang
von Maisfeldern (sowohl Bt-Felder als auch konventionelle). Insgesamt wurden 24 Feldrin-
der in unterschiedlicher Erfassungsintensitdt bearbeitet. Fortpflanzungsnachweise der adulten
Falter wurden nicht systematisch erbracht, Zufallsbeobachtungen von Ei-, Raupen- und Pup-
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penfunden wurden jedoch notiert (zur Methodik vgl. auch Lang 2004). Auf der Grundlage der
ermittelten Tagfalterzahlen und deren einfachen Varianzen wurde eine Stichprobenabschit-
zung fiir ein Monitoring, das eventuell zukiinftig begleitend zum Anbau von Bt-Mais durch-
gefiihrt werden wird, ermittelt. Berechnet wurde die Anzahl von Feldrdndern, die beprobt
werden miissten, um einen Unterschied zwischen Rindern an Bt-Mais und Réndern neben
konventionellem Mais statistisch absichern zu konnen. Zu dieser Berechnung wurde die
Software nQuery, Version 4.0, verwendet. Die Kalkulation wurde unter folgenden Annahmen
durchgefiihrt: Die Daten sind normalverteilt, die Stichprobenzahl ist gleich verteilt zwischen
den beiden Arten von Feldrdndern (Bt und konventionell), ein t-Test flir unabhingige Stich-
proben wird verwendet, der Test ist einseitig, das Signifikanzniveau o = 0.05, und die Power
des Tests ist gleich 80% (d.h. die Wahrscheinlichkeit, einen Unterschied bei gegebenem o zu
entdecken).

Artenschutzkartierung. Es wurden die Fundort- und Nachweisdaten der Artenschutz-
kartierung (ASK) des Bayerischen Landesamtes fiir Umweltschutz fiir die beiden Schmetter-
lingsarten Schwalbenschwanz (Papilio machaon) und Brauner Béir (Arctia caja) ausgewertet
(Stand: 19.04.2004). Ausgewertet wurden die Daten fiir die Imagines beziiglich der Habitat-
nutzung (Lebensraumvorkommen) und Flugzeit. Es wurden nur Daten bis 800 Hohenmeter
.NN. gewertet, da dariiber hinaus in Bayern kein Maisanbau mehr stattfindet (Mitteilungen
der entsprechenden Landwirtschaftsimter Kaufbeuren, Weilheim, Bad Td6lz-Wolfratshausen,
Passau-Rotthalmiinster u.a.). Die Daten wurden mit dem Programm MS-Access 2000 bearbei-
tet. Als ,,in landwirtschaftlichen Flichen vorkommend* wurde eine Falter-Beobachtung dann
gewertet, wenn in der Lebensraumangabe der ASK eines der folgenden Kriterien genannt
wurde: Griinlandbrache, Wiesen und Weiden, Griinland, Fettwiese/-weide, Acker, Ackerland,
Sonderkulturen, Weinberg (aufgelassen), Weinbauflichen, Weinberg (bewirtschaftet), Exten-
sivgriinland, Flachen der Landwirtschaft, mesophiles Griinland. Eine Erwdhnung der folgen-
den Angaben in der Vegetationsbeschreibung der ASK fiihrte ebenfalls zu einer Zuordnung
zu ,,in landwirtschaftlichen Flichen vorkommend*: Acker, Ackerkrautgesellschaft, landwirt-
schaftliche Nutzflaeche, Fettwiese/-weide, Weinberg, Getreidefeld, Gerstenfeld, Kleefeld,
Maisfeld, Rapsfeld, Haferfeld. Die Nachweise wurden fiir die bildliche Darstellung (Abb. 5,
7) in die vier landwirtschaftlichen Lebensriume ,,Griinland*, , Acker®, , Weinberge* und
,Landwirtschaftlich genutzte Flichen ohne weiteren Angaben* eingeteilt. Zur Bestimmung
der Fundorte, die nicht auf landwirtschaftlichen Flachen liegen, aber an landwirtschaftlich
genutzte Flachen angrenzen, wurden die Angaben in der Sparte Umgebungsvegetation und
Umgebungsnutzung der ASK analog ausgewertet.

Laborexperimente. Im Labor wurden Raupen von P. machaon im ersten Stadium (L1-
Larven) mit Maispollen von Btl176-Mais (Sorte ,,Navares®) gefiittert bzw. erhielten zur Kon-
trolle keinen Pollen. Zu diesem Zweck wurde Maispollen unterschiedlicher Menge auf stan-
dardisierte Futterpflanzen-Plittchen von Pastinak (Pastinaca sativa) gegeben, jeweils eine
L1-Raupe darauf gesetzt und nach 48h die Menge an gefressenem Pollen notiert. Die L1-
Larven waren zum Versuch zwischen 12 und 24 Stunden alt, und wurden vor dem Versuch
circa 4 — 5 Stunden ohne Futter belassen, um den Hungerzustand zu standardisieren. Die Ver-
suche fanden bei einer Temperatur von 25°C, 50% rel. Luftfeuchte und bei einem eingestell-
ten 16-Stunden-Tag statt. Registriert und ausgewertet wurden die Mortalitdt der Larven und
subletale Effekte wie FraBleistung, Entwicklungszeit, Gewichtszunahme, Verpuppungsge-
wicht sowie Grofle und Gewicht der adulten Falter.

Analog zu den oben beschriebenen Laborversuchen wurden Raupen des Braunen Birs (Arctia
caja) im zweiten und drittem Entwicklungsstadium mit Maispollen von Bt176- Pollen gefiit-
tert (Sorte ,,Navares*) bzw. erhielten zur Kontrolle keinen Pollen. Zu diesem Zweck wurde
wiederum Maispollen unterschiedlicher Menge auf standardisierte Futterpflanzen-Pléattchen
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(Lowenzahn) gegeben, jeweils eine Raupe darauf gesetzt und nach 24h die Menge an gefres-
senem Pollen notiert. Die L2-Larven waren zum Versuch im Mittel 10 Tage alt, die L3 Lar-
ven waren durchschnittlich 12 Tage alt. Alle Larven wurden vor dem Versuch circa 4 — 5
Stunden ohne Futter belassen, um den Hungerzustand zu standardisieren. Die Versuche fan-
den bei einer Temperatur von 25°C, 50% rel. Luftfeuchte und bei einem eingestellten 16-
Stunden-Tag statt. Registriert und ausgewertet wurden die Mortalitdt der Larven und subletale
Effekte wie FraBleistung, Entwicklungszeit, Gewichtszunahme, Verpuppungsgewicht, Pup-
pendauer, Grof8e und Gewicht der adulten Falter, und Lebenszeit der Falter.

Freilandversuche. Die Freilandversuche wurden mit frisch geschliipften L1-Larven des
Schwalbenschwanzes (P. machaon) durchgefiihrt (Vojtech 2002). Die Versuche fanden in
Grub (20.7. — 24.7.2001) und Neuhof (25.7. — 30.7.2001) statt. Zum Zeitpunkt der Maisbliite
wurden getopfte Futterpflanzen (Wilde Mohre) am Btl76-Maisfeldrand (,,Navares®) in unter-
schiedlichen Entfernungen aufgestellt (0 — 10 m) und damit unterschiedlichen Pollenkonzent-
rationen exponiert (vgl. Abb. 2). Die untersuchten Entfernungen waren in Grub O m, 1 m, 5 m
und 10 m. Bei der Entfernung 0 m wurden in Grub 4 Mdohrenpflanzen platziert, bei den iibri-
gen Entfernungen je drei Pflanzen. Die untersuchten Entfernungen in Neuhof waren 0 m, 1 m,
3m, 5m und 10 m. In jeder Entfernung wurden in Neuhof 6 Mohrenpflanzen gepflanzt. So-
wohl in Grub als auch in Neuhof wurden je 10 Raupen auf jede Mohrenpflanze gesetzt. Die
Larven wurden 5 (Grub) bis 6 Tage (Neuhof) im Feld belassen und die Uberlebensrate aufge-
nommen.

3.1.2.7 Waiéhrend der Durchfiihrung des Forschungsvorhabens bekannt gewordene Fortschrit-
te auf diesem Gebiet bei anderen Stellen

Zur Wirkung von Bt-Maispollenfra3 auf Schmetterlingslarven wurden am franzdsischen Insti-
tut National de la Recherche Agronomique (INRA) bisher unveroffentlichte Labor-
experimente von M.H. Pham-Delégue, L. Kaiser, R. Ramirez-Romero, J. Chantaux und R.
Delorme angestellt. L1-Larven wurden mit Pollen von Mon810 gefiittert und die LD50 be-
stimmt. Getestet wurden folgende europidische Arten: Pieris brassicae, Colias crocea,
Nymphalis urticae, Maniola jurtina, Papilio machaon, Lycaena phlaeas, Laothoe populi und
Smerinthus ocellata. Bei allen Arten lag die jeweilige LD50 oberhalb der realistischerweise
im Freiland zu erwartenden Dosen. Uber das exakte AusmaB des letalen und weiterer subleta-
ler Effekte ist nichts veroffentlicht.

Die Arbeitsgruppe von 1. Schuphan und A. Gathmann von der RWTH Aachen, Lehrstuhl
fiir Biologie V, beprobt angesidte Ackersenf-Streifen entlang von Maisfeldern wéhrend der
Pollenschiittung. Aufgenommen und ausgewertet werden Raupen der Schmetterlingsarten
Plutella xylostella und Pieris rapae neben Bt-Mais, konventionellem Mais, und Mais mit In-
sektizidbehandlung. Die bisherigen (unverdffentlichten) Ergebnisse zeigen eine Reduktion
der Raupenabundanzen durch die Insektizid-Applikation, und keinen Unterschied in der Mor-
talitdt zwischen Bt- und Kontrollmais wihrend der Periode der Maisbliite.

M. Felke und G.A. Langenbruch haben neben ihren Laborexperimenten (s. Tab.1 ) auch
Freilandexperimente mit Larven des Tagpfauenauges (/nachis io) und Bt176-Mais durchge-
fiihrt. Diese unverdffentlichten Arbeiten zeigten, dass auch unter Freilandbedingungen der
Pollenflug von Bt176-Mais negative Effekte auf Tagpfauenaugen-Raupen hat.

B. Darvas vom Plant Protection Institute in Budapest, Ungarn, untersuchte in Labor-
experimenten die Wirkung von Bt-Maispollen von Mon810 auf L1-Larven des Tagpfauen-
auges (/. io) und des C-Falters (Polygonia c-album). Bei Gabe von natiirlicherweise vorkom-
menden Pollenmengen wurde eine verringerte Gewichtszunahme der Raupen nach Fral3 von
Bt-Pollen festgestellt. Dieser Effekt verschwand jedoch in der Folge wieder wihrend der wei-
teren Larvalentwicklung zum Imago. Auch diese Studie ist noch nicht verdéffentlicht.
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Zu Ergebnissen, welche wihrend der Durchfithrung des Forschungsvorhaben ver6ffentlicht
wurden, siehe ,,3.1.2.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewor-
dener Ergebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung®.

3.1.2.8 Darstellung und Bewertung der Ergebnisse

Bliihzeitpunkt. Der GroBteil des Mais” (91%) bliihte im Juli zu einem mittleren Datum 18.07.
+ 9 Tage (Mittelwert = Standardabweichung) (Abb. 1A). Der friiheste Termin war der 27.
Juni, und der spéteste der 8. August. Die Bt-Sorte ,,Navares* blithte im Mittel am 12.07. mit
einer Spannweite vom 30. Juni bis 26. Juli (Abb. 1B). Da Maisfelder bis zu 14 Tagen Pollen
schiitten konnen (Oberhauser et al. 2001, Treu & Emberlin 2002), kann man somit von Ende
Juni bis zur dritten Augustwoche mit blithenden Maisfeldern in Bayern rechnen.

Toxingehalt. Der Pollen von Bt176-Mais ,,Navares enthielt 2.59 + 0.40 ug CrylAb / g
Pollen (n = 10, Mittelwert + Standardabweichung). Der Pollen von Mon810-Mais ,,Novelis*
enthielt im Mittel zwischen 0.25 + 0.09 pg CrylAb und 0.13 + 0.16 ug CrylAb pro Gramm
Pollen, je nachdem ob man die Werte unter der Nachweisgrenze als Nullwerte oder mit
250ppb (= Nachweisgrenze) einrechnet (n = 6, Mittelwert £ Standardabweichung). Die Pro-
ben der isogenen, konventionellen Vergleichssorten (n = 14) enthielten kein Bt-Toxin. Die in
dieser Studie festgestellten Toxingehalte im Pollen liegen damit in dem bisher berichteten
Bereich, allerdings im oberen Drittel der veroffentlichten Werte (Pilcher et al. 1997, Hansen
Jesse & Obrycki 2000, Wraight et al. 2000, EPA 2001, Sears et al. 2001; Hansen Jesse &
Obrycki 2002, Wolt 2003).

Polleneintrag. Die Pollendeposition am Feldrand war sehr variabel und reichte von 0 bis
429 Pollenkdrner pro cm” und 24 Stunden (Abb. 2). Mit steigender Entfernung zum Feldrand
sank die Pollendichte, konnte in einer Entfernung von 10 m aber immer noch 93 Pollen pro
cm’ betragen (Abb. 2). Die Pollendichte wurde am stirksten beeinflusst von der relativen
Luftfeuchte, der Entfernung zum Maisfeldrand und dem Bliihstadium des Mais entsprechend
der multiplen Regressionsgleichung: Pollendichte (n/cm?) = 17,11 — 3,37 * rel. Feuchte (%) —
4,00 * Entfernung zum Feld (m) — 3,26 * Bliihstadium (BBCH) (R* = 0,48; p < 0,001; Werte
der Pollendichte Ln(x+1)-transformiert, der Rel. Feuchte arcsine(x)-transformiert, der Entfer-
nung zum Feldrand Quadratwurzel(Ln(x+10))-transformiert, und des Bliihstadiums arcsi-
ne(x/67)-transformiert). Die anderen getesteten Variablen (s. 3.3.2.6) hatten vergleichsweise
weniger Einfluss auf die Pollendichte. Im Vergleich zu den wenigen bisher verdffentlichten
Studien fallt auf, dass die hier festgestellten Pollendichten im Feldrand etwas hoher liegen als
bisher beschrieben (Raynor et al. 1972, Hansen Jesse & Obrycki 2000, Wraight et al. 2000,
Stanley-Horn et al. 2001, Zangerl at al. 2001). Auch in diesem Projekt wurde eine stetige Ab-
nahme der Pollendichte in Abhédngigkeit von der Entfernung zum Maisfeldrand festgestellt,
allerdings war hier die Abnahme weniger steil als bisher berichtet, d.h. auch in 10 m Entfer-
nung konnten noch relativ hohe Pollenzahlen festgestellt werden.

Je mehr Pollen in den Feldrand eingetragen wurde, desto mehr Pollen fand sich auch auf
Blittern der Wilden Mdhre (Abb. 3). Im Mittel fanden sich 33,5 + 24,9 Pollen pro cm” Blatt-
fliche und 24 h (Mittelwert + Standardabweichung; Minimum = 7,1 Pollen/cmz; Maximum =
93,0 Pollen/cm?). Im Durchschnitt fanden sich somit 31,6% des eingetragenen Pollens auf den
Blattern (Minimum = 12,4%; Maximum = 63,5%). Von Pollendichten dieser Gro3enordnung
ist bekannt, dass sie negative Auswirkungen auf Schmetterlingsraupen haben konnen (Hansen
Jesse & Obrycki 2000; Stanley-Horn et al. 2001; Zangerl et al. 2001; Felke & Langenbruch
2003). Hier gilt es zusétzlich zu beriicksichtigen, dass die hier prisentierten Werte auf 24-
Stunden-Messungen beruhen, und dass sich der Pollen aber wihrend der mehrtéigigen Mais-
bliite auf Pflanzen am Feldrand akkumulieren kann. Dies wird zum Beispiel in mehreren an-
deren Arbeiten deutlich, die hohere Pollendichten auf Futterpflanzen von Schmetterlings-
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raupen beschreiben, die durch eine Akkumulation iiber mehrere Tage zustande kommen. An-
dererseits kann starker Regen oder Wind den Pollen auch wieder von den Pflanzen abtragen
oder abwaschen (Hansen Jesse & Obrycki 2000, Pleasants et al. 2001, Stanley-Horn et al.
2001, Zangerl et al. 2001).

Tagfalterkartierung. Insgesamt wurden an Maisfeldrindern 949 Individuen beobachtet, die
sich auf 36 Tagfalter-Arten verteilten (Tab. 3). Die hdufigsten Arten waren der Kleine Kohl-
weiBling (Pieris rapae), der SenfweiBling (P. napi), der kleine Fuchs (Nymphalis urticae) und
das Kleine Wiesenvogelchen (Coenonympha pamphilus), wiahrend die restlichen Arten nur
einen Anteil von jeweils unter 5% einnahmen. Unter den nachgewiesenen Arten finden sich
22% in der Roten Liste Bayerns (Golz & Geyer 2003) und 28% in der Roten Liste Deutsch-
lands (Pretscher 1998). Mit dieser Kartierung wird eine typische Artengemeinschaft von Tag-
faltern an bayerischen Feldridndern beschrieben. Es gilt jedoch zu beachten, dass sich die beo-
bachteten Feldrinder in intensiv genutzten Agrarrdumen befanden, und dass weitere, auch
seltenere Arten, in extensiver genutzten Flichen, naturndheren Lebensrdumen oder anderen
geographischen Regionen zu erwarten sind. Auf der anderen Seite sind sicherlich einige der
festgestellten Arten nicht durch Bt-Mais gefdhrdet, da deren Larven kaum direkt am Feldrand
dem Maispollen exponiert sind (z.B. Apatura ilia). Aus Tabelle 4 ist die Anzahl von Feldrin-
dern ersichtlich, die beprobt werden miissten, um einen Bt-Effekt auf Schmetterlinge im
Rahmen eines Freiland-Monitorings nachweisen zu konnen (vgl. Lang 2004). Die Anzahl der
Feldriander kann je nach Rahmenbedingungen eine betrachtliche Hohe erreichen. Als Beispiel,
um eine Reduktion der Artenzahl um 5% nachzuweisen, miisste man insgesamt 2156 Feld-
rdnder beproben, also 1078 Feldrinder neben Bt-Maisfeldern plus 1078 neben konventionel-
len Feldern. Oder, bei einer Beprobung von 2 x 12 Feldrdndern konnte man nur einen Effekt
grofer/gleich 50% statistisch absichern. Will man einzelne Arten untersuchen, kann sich der
Aufwand je nach Schmetterlingsart betrdchtlich erhdhen (Tab. 4). Um zum Beispiel einen
10%igen Riickgang der Schwalbenschwanz-Populationen statistisch abzusichern, wére die
Bearbeitung von 1728 Feldrindern erforderlich. Die exakte Zahl zu beprobender Feldrander
héngt neben der Varianz der verschiedenen Variablen letztendlich von der gewiinschten Ge-
nauigkeit des Monitorings ab, d.h. welcher Effekt soll mit welcher Wahrscheinlichkeit auf
welchem Signifikanzniveau nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4). Daher sollte diese Stichpro-
benberechnung auch nicht als absolutes Mal3 gesehen werden, sondern eher als eine ungefdhre
Schatzung des Monitoring-Umfangs. Durch Standardisierung der Kartierung, spezielles Pro-
bendesign, spezieller Strukturierung der Originaldaten und mit Beriicksichtigung von Covari-
aten konnte die Varianz und der benoétigte Stichprobenumfang vermutlich etwas reduziert
werden (Perry et al. 2003).

Artenschutzkartierung. Von insgesamt 2700 ausgewerteten ASK-Eintragungen stammten
27% der Fundorte von Papilio machaon aus Magerrasenflichen, 22% aus Mooren, Feucht-
wiesen und Uferbereichen, und weitere 22% aus landwirtschaftlich genutzten Flachen; die
restlichen Lebensraumtypen waren jeweils mit Anteilen unter 10% vertreten (Abb. 5). Bei
insgesamt 682 (= 25%) nicht agrarisch genutzten Fundorten fanden sich Angaben zu einer
angrenzenden landwirtschaftlichen Bewirtschaftung. Addiert man die letztgenannten Fundorte
zu den Nachweisen aus den Agrarlebensrdumen hinzu, so ergibt sich, dass 47% der bayeri-
schen Fundorte des Schwalbenschwanzes in landwirtschaftlich beeinflussten Flachen liegen.
Der Anteil der in landwirtschaftlichen Flachen fliegenden Falter und des Schwalben-
schwanzes ist vermutlich unterschétzt, da in die ASK zum einen hauptséchlich Daten aus na-
turschutzfachlich wertvolleren Habitaten eingehen und damit der Agrarlebensraum unterre-
prasentiert ist, und zum anderen die ASK-Bearbeiter hiufig die Nutzung in Nachbarfldchen
nicht notieren. P. machaon tritt in Bayern in zwei Generationen auf: Die erste Generation
fliegt ungefdhr von Mitte bis Ende Mai und die zweite Generation, die ungefdhr drei mal so
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michtig ist wie die erste, von circa Mitte Juli bis Mitte August (Abb. 6). Eine Uberschneidung
der Flugzeit der zweiten Generation mit der Maisbliite ist somit gegeben (vgl. Abb. 1).

Von insgesamt 212 ausgewerteten ASK-Eintragungen stammten 27% der Fundorte von Arctia
caja aus Wildern und 15% aus Feuchtwiesen und Mooren (Abb. 7). Mit der zweithdufigste
Lebensraum waren landwirtschaftlich genutzte Flichen (15%). Bei insgesamt 38 (= 18%)
nicht agrarisch genutzten Fundorten fanden sich Angaben zu einer angrenzenden landwirt-
schaftlichen Bewirtschaftung (Abb. 7). Addiert man die letztgenannten Fundorte zu den
Nachweisen aus den Agrarlebensraumen hinzu, so ergibt sich, dass 33% der bayerischen
Fundorte des Braunen Birs in landwirtschaftlich beeinflussten Flichen liegen. Der Braune Bér
fliegt in Bayern in einer Generation von Mitte Juli bis Mitte August (Abb. 8). Eine Uber-
schneidung der Flugzeit mit der Maisbliite ist somit gegeben (vgl. Abb. 1).

Laborexperimente. Je mehr Bt-Maispollen L1-Raupen des Schwalbenschwanzes konsu-
mierten, desto geringer war ihre Uberlebensrate (Abb. 9). Die Uberlebenskurve unterschied
sich signifikant von der Kontrolle ab einer Dosis von 5Smg/10ml. Aus Tab. 5 ist ersichtlich,
dass die Pollendichte auf dem Blatt bei einer Dosis von 5mg/10ml den natiirlicherweise auf-
tretenden Pollendichten (24-h Wert) entsprechen kann (vgl. Abb. 3), und somit ein letaler
Effekt von Bt176-Maispollen auf Schwalbenschwanzlarven auch im Freiland nicht auszu-
schlieen ist. Legt man die Messungen von akkumulierten Maispollendichten auf Pastinak-
pflanzen von Zangerl et al. (2001) zugrunde, so liegt auch noch die Behandlung 20mg/10ml
aus Tabelle 5 im Bereich der natiirlicherweise vorkommenden Pollenexposition. Je mehr Pol-
len auf den Pastinakbldttern vorhanden waren, desto mehr Pollen fralen die Raupen auch
(Abb. 10A). Die Konsumierung von Bt-Maispollen verursachte in der Folge eine verminderte
FraBleistung bei den Raupen des Schwalbenschwanzes (Abb. 10B) und weiter ein reduziertes
Korpergewicht (Abb. 11A). Schwalbenschwanzlarven mit einem niedrigeren Kopergewicht
am zweiten Tag bendtigten ldnger bis zur Verpuppung (Abb. 11B). Die Dauer der Puppenru-
he und das Puppengewicht unterschieden sich nicht signifikant zwischen den verschiedenen
Behandlungen (ANOVA, p > 0,05, Daten nicht gezeigt). Die Konsumierung von Bt-
Maispollen als Larve hatte weder einen Effekt auf die FliigelgroBen von adulten P. machaon
noch auf das Korpergewicht der Méannchen (Abb. 12A-C). Allerdings fiihrte der Bt-Pollen zu
einem verringerten Gewicht der adulten Weibchen (Abb. 12A). Insgesamt zeigen die Versu-
che, dass der Frall von Btl76-Maispollen letale und subletale Effekte auf Raupen und Falter
des Schwalbenschwanzes haben kann, und dies in Pollen-Konzentrationen, die auch natiirli-
cherweise im Freiland vorkommen. Hier gilt es zusétzlich zu beriicksichtigen, dass Maisfelder
mehrere Tage blithen und Pollen auf den Futterpflanzen akkumulieren kann, wéhrend die
Raupen des Laborversuchs nur zwei Tage einer einmaligen Gabe von Bt-Pollen ausgesetzt
waren. Neben der erhdhten Mortalitdt hitten auch subletale Effekte negative Auswirkungen
auf Populationsebene. Eine verlingerte Entwicklungszeit bedeutet ein verldngertes Risiko,
von Rdubern erbeutet zu werden, und verschiebt die Fortpflanzungszeit weiter nach hinten in
der Saison. Das Korpergewicht der Weibchen ist positiv korreliert mit der Ei-Produktion, d.h.
ein verringertes Korpergewicht bedeutet weniger Nachkommen.

Es wurde kein Effekt von Bt-Maispollen auf die Mortalitét von L2- und L3-Larven des
Braunen Bir (4. caja) festgestellt (Abb. 13). Sowohl die Menge an gefressenem Lowenzahn
als auch die Gewichtszunahme der Raupen unterschied sich zwischen den beiden Larven-
stadien (ANOVA, p < 0,05), nicht aber zwischen den Bt-Maispollen-Behandlungen (Abb. 14,
15). Auch auf die Parameter Entwicklungszeit der Raupen, Verpuppungsgewicht und Puppen-
dauer, sowie Grofle, Gewicht und Lebenszeit der adulten Falter (Daten nicht gezeigt) hatte die
Konsumierung von Bt-Maispollen keine signifikante Auswirkung. Im Gegensatz zu den
Schwalbenschwanz-Raupen zeigten die Larven des Braunen Birs somit keinerlei Beeintréach-
tigung durch Bt176-Pollen. Dies liegt vermutlich daran, dass dltere Larvenstadien (oder even-
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tuell diese Art?) weniger empfindlich auf Bt-Toxine reagieren (Binning & Rice 2002, Felke &
Langenbruch 2001, 2003, Felke et al. 2002).

Freilandversuche. Im Rahmen der Freilandversuche konnte kein Effekt des Bt176-Mais
auf die Mortalitidt von L1-Raupen des Schwalbenschwanzes (Papilio machaon) nachgewiesen
werden (Abb. 16). Weder in Grub noch in Neuhof unterschieden sich die Raupen direkt am
Feldrand, die dem hochsten Polleneintrag ausgesetzt waren, in ihrer Mortalitit von weiter
entfernt stehenden Raupen. Allerdings war die natiirliche Mortalitit schon sehr hoch, insbe-
sondere in Neuhof (Abb. 16B), so dass ein Bt-Effekt dadurch moglicherweise iiberlagert wur-
de. Fiir die Raupen in Neuhof kann auch nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden,
dass sie nicht bereits mit einer bakteriellen Infektion belastet waren. Zumindest subletale
Effekte von Bt176-Pollen auf Schwalbenschwanzlarven sind an und fiir sich auch unter Frei-
landbedingungen zu erwarten. Zum einen reagierten die Raupen im Labor empfindlich auf die
Gabe von Bt-Maispollen (s.0.). Zum anderen ist aus Freilandversuchen mit einer Art aus der
selben Gattung, Papilio polyxenes, bekannt, dass der Pollenflug von Bt176-Mais Raupen die-
ser Art unter Freilandbedingungen schadigt (Wraight et al. 2000, Zangerl et al. 2001).

3.1.2.9 Zusammenfassung

Die in Europa zugelassenen gentechnisch verdnderten Bt-Maissorten enthalten DNA des Bo-
denbakteriums Bacillus thuringiensis var. kurstaki und sind somit in der Lage, ein Toxin
(CrylAb) zum Schutz gegen Raupen des Schadschmetterlings Maisziinsler zu bilden. Dieses
Toxin wird in allen Geweben des Bt-Mais gebildet, aber in unterschiedlichen Konzentrationen
je nach Gewebe und Bt-Maissorte. In diesem Teilprojekt wurde die potentielle Gefdhrdung,
die durch Pollen von Bt-Mais auf die Schmetterlingsfauna ausgeht, ndher untersucht. Mais ist
ein Windbliitler, und wéhrend der Maisbliite kann der Maispollen in angrenzende und be-
nachbarte Flichen eingetragen und dort von Nichtziel-Organismen aufgenommen werden.
Dies konnte insbesondere Raupen von Schmetterlingen am Feldrand negativ beeinflussen, da
das Bt-Toxin schmetterlingsspezifisch wirkt. Schmetterlingsraupen kommen in Kontakt mit
dem Toxin, wenn der Bt-Maispollen auf ihren Futterpflanzen deponiert wird, und die Raupen
dann die mit Maispollen kontaminierten Blitter fressen und so das im Pollen enthaltene Toxin
aufnehmen.

Im Rahmen der Untersuchungen zur Schmetterlingsfauna wurden verschiedene Ansétze
und Punkte wéhrend der Laufzeit des Projektes (2000 — 2004) untersucht: Untersuchungen
zum Bliihzeitpunkt des Mais’, Toxinbestimmung von Pollen von Bt-Maissorten, Quantifizie-
rung des Eintrages von Bt-Maispollen in Feldrdnder, Bestandsaufnahme der in Feldrdndern
vorkommenden Tagfaltergesellschaft, ausgewihlte Auswertung der Artenschutzkartierung
des Bayerischen Landesamtes fiir Umweltschutz, und als Fallbeispiele die Arten Papilio ma-
chaon (Schwalbenschwanz) und Arctia caja (Brauner Bér), welche exemplarisch eingehender
untersucht wurden. Die Effekte einer Konsumierung von Bt-Maispollen wurden fiir die zwei
Beispielsarten sowohl im Labor als auch im Freiland untersucht.

Der tiberwiegende Teil des Mais (91%) bliiht in Bayern im Juli. Der fritheste Beginn der
Maisbliite war der 27. Juni, der spateste Beginn der 8. August. Auch die Bt-Maissorte ,,Nava-
res® (Event Bt176) bliihte vorwiegend im Juli. Der Pollen von ,Navares® (Bt176) enthielt
durchschnittlich 2590 ppb CrylAb-Toxin, der Pollen von ,,Novelis*“ (Event Mon810) 90 —
250 ppb CrylAb-Toxin. Der Maispolleneintrag in Feldrinder war sehr variabel und reichte
von 0 bis 429 Pollenkdrner pro cm” Fliche und 24 Stunden. Mit steigender Entfernung zum
Maisfeldrand sank die Pollendichte, konnte aber in einer Entfernung von 10 m maximal im-
mer noch 93 Pollen pro cm? betragen. Je mehr Pollen in den Feldrand eingetragen wurde, des-
to mehr Pollen fand sich auch auf Bléttern dort stehender Wilder Mohren, einer Futterpflanze
fiir Raupen des Tagfalters Schwalbenschwanz. Im Mittel fanden sich 31% des eingetragenen
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Pollens auf den Mohrenblittern (durchschnittlich 33,5 Pollenkérner pro cm® Blattfliche und
24 h). An Maisfeldrindern wurden insgesamt 36 Tagfalterarten festgestellt, von denen 28%
auf der bayerischen und/oder bundesdeutschen ,,Roten Liste stehen. Der Schwalbenschwanz
(Papilio machaon) kommt in Bayern hauptsédchlich in Magerrasenflachen vor, aber auch der
Agrarraum ist ein sehr wichtiger Lebensraum: 47% der Fundorte dieser Falterart stammen
entweder aus landwirtschaftlich genutzten Flichen oder aus Habitaten, die in Nachbarschaft
zur Landwirtschaft liegen. Der Braune Bér (Arctia caja) kommt hauptsdchlich in Wéldern
und Feuchtfldchen vor, sein zweithdufigster Lebensraum sind Fldchen der Landwirtschaft:
33% der Fundorte des Braunen Bérs stammen entweder aus landwirtschaftlich genutzten Fla-
chen oder aus Habitaten, die in Nachbarschaft zur Landwirtschaft liegen. Der Hauptteil der
Populationen beider Falterarten fliegt im Juli zum Zeitpunkt der Maisbliite. Der Frafl von
Bt176-Maispollen hatte negative Auswirkungen auf L1-Larven des Schwalbenschwanz im
Labor. Je mehr Bt-Maispollen die Raupen konsumierten, desto geringer war ihre Uberlebens-
rate, desto geringer war ihr Korpergewicht, desto langer war ihre Entwicklungszeit zum adul-
ten Falter, und desto geringer war das Korpergewicht adulter Weibchen. Diese letalen und
subletalen Effekte traten bereits bei Pollenkonzentrationen auf, die auch natiirlicherweise im
Freiland vorkommen. Der Fral} von Bt176-Maispollen hatte aber keinerlei Effekt auf L2- und
L3-Larven des Braunen Bér. In zwei Freilandversuchen konnte kein Effekt von Bt-Mais auf
Raupen des Schwalbenschwanzes am Feldrand festgestellt werden. Allerdings war die natiir-
liche Mortalitdt bei den Freilandversuchen bereits sehr hoch (bis zu 95%), was moglicherwei-
se einen Bt-Effekt {iberlagerte. Eine Stichprobenabschitzung zeigte, dass bei einem Monito-
ring eine Vielzahl von Feldrindern beprobt werden miisste, um einen Bt-Maiseffekt auf Falter
statistisch absichern zu konnen, z.B. einen 10%igen Riickgang der Schwalbenschwanz-
Populationen zu belegen, wiirde die Bearbeitung von 1728 Feldrédndern erfordern.

Aufgrund des Bliihzeitpunkt des Mais” und des AusmaBes des Polleneintrages in Feld-
rander erscheint eine Exposition von Raupen von Nichtziel-Schmetterlingen als sehr wahr-
scheinlich. Diese Exposition wird unter anderem auch von der Flugzeit der Falter mitbe-
stimmt, und es ist damit zu rechnen, dass eine Vielzahl von Schmetterlingen im Juli an Mais-
feldrdndern vorkommen. Insbesondere bei einem grofflichigen Anbau von Bt176-Mais konn-
ten negative Auswirkungen auf die Schmetterlingsfauna am Feldrand nicht grundsétzlich aus-
geschlossen werden. Um die Falterfauna zu schiitzen, sollten daher Bt-Maissorten mit einem
geringeren Toxingehalt im Pollen angebaut werden (Mon810, Btl1), oder eine circa 10 m
breite Mantelsaat aus konventionellem Mais um Btl76-Maisfelder angelegt werden. Ange-
sichts des noch @uBerst geringen Kenntnisgrades iiber Freilandwirkungen von Mon810- und
Bt11-Mais auf einheimische Schmetterlinge, wiren jedoch noch umfassende Experimente und
Studien mit diesen Bt-Sorten im Feld dringend anzuraten. Die Auswahl der hierbei zu beriick-
sichtigenden Falterarten konnte iiber eine griindliche Auswertung der Artenschutzkartierung
des Landesamtes fiir Umweltschutz beziiglich Lebensraume und Flugzeiten der einzelnen
Arten erfolgen.
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Tab. 1: Ubersicht (Stand: 22.6.04) iiber die publizierten Laborstudien mit Bt-Mais und Nichtziel-Schmetterlingen (d.h.

ohne ,,Schidlinge®).

Study Event, toxin Diet Organism(s) tested Origin of | Instar of Number of | Parameters tested | Effects of Bf on study organism(s)
species larvae larvae tested
Binning & Rice Btl1 Maize plants | Papaipema nebris (Noctui- USA L1-L4 not known Larval mortality & | Higher mortality, lower weight,
2002 lant t ight
Cry 9C and rﬁﬁgg zﬁ ant | dae), secondary pes body weig L3~ L4 less susceptible,
no difference between Bt events
Felke & Lan- Bt176 Pollen Pieris brassicae (Pieridae) Europe L2-L13 ca. 440 Larval mortality & | Higher mortality, lower weight,
bruch 2001 bod ight
genbruc Pieris rapae (Pieridae) L2-L3 ca. 670 ody weig LD50 values differ among species,
Plutella xylostella L4 ca. 550 older larvae less susceptible
(Yponomeutidae)
Felke et al. Bt 176 Pollen Pieris brassicae (Pieridae) Europe L2 174 Larval mortality & | Higher mortality, lower consumption rate,
2002 bod ight -1 ight, LD50 values difft
Pieris rapae (Pieridae) L2 359 sgm};)ti\gglrgate’ con S(r))vevgcires\zvmg ’ values drifer among
Plutella xylostella  (Ypo- L4 206 older larvae less susceptible
nomeutidae)
Felke & Lan- Bt176 Pollen Nymphalis io (Nymphali- Europe L2-14 3153 Larval mortality & | Higher mortality, lower weight,
bruch 2003 d bod ight
genbruc ac) ody weig L3 — L4 larvae less susceptible, LD50
Hansen Jesse & Bt176 Pollen Danaus plexippus (Danai- USA L1 455 Larval mortality & | Higher larval mortality, higher effect of
Obrycki 2000 dae) body weight, pupal | Bt176, no effect on adults
Btll weight, adult wing
length, adult lipid
content
Hansen Jesse & Bt176, Pollen, anthers | Euchatias egle (Arctiidae) USA L1-12 45 Larval mortality No effects
Obrycki 2002
Btl1
Hellmich et al. | Bt176,Bt11,Mon810, | Artificial diet, | Danaus plexippus (Danai- USA L1-L3 > 1000 Larval mortality & | Higher mortality & lower weight after
2001 Cry9C, CrylAc,CrylF pollen dae) body weight, con- | consumption of Bt176, L3 — L4 less sus-
L1 sumption rate ceptible, contaminants in pollen masses
(anthers) increase adverse effects, LC50
Losey et al Btl1 Pollen Danaus plexippus (Danai- USA L2-L13 50 Larval mortality & | Higher mortality & lower weight, lower
1999 dae) body weight, con- | consumption rate
sumption rate
Pilcher et al. Bt176 Maize: green | Agrotis ipsilon USA, L1 240 Larval mortality & | P. unipuncta larvae had higher mortality,
1997a plant material . . Europe 0 development, pupal | longer development & less pupal weight,
Papaipema nebris USA L1(?) 160 weights (male, | H. zea had higher mortality & longer
Pseudaletia unipuncta L1 240 female) development
USA
Helicoverpa  zea (all Europ,e L1 240
Noctuidae and secondary
pests) USA
Wraight et al. Mon810, Bt176 Pollen Papilio polyxenes USA L1 96 Larval mortality No effect of Mon810, increased mortality
2000 (Papilionidae) with Bt176
Zangerl et al Bt176 Pollen Papilio polyxenes (Papilio- USA L1 ? Larval mortality Higher mortality, LD50 value
2001 nidae)
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Tabelle 2: Literaturtibersicht (Stand: 22.6.04) der publizierten Freiland-Studien mit Bt-Mais und Nichtziel-Schmetterlingen.

Study Event | Field/ N per |Seasons | Country Species Instar of larvae Parameters tested Effects of Bt maize
plot size | treatment (n = total number)
Pilcher et al.| Btl176 | 22.8m’ 80 Bt 2 USA | Agrotis ipsilon L1 (n =800 per yr) Consumption, No effect,
1997a p lcaorﬁts; O?O Agrotis ipsilon L4 (n= 320 per yr) consumption, no effect,
plants Papaipema nebris  |L2 — L3 (n = 160 in 1 | consumption, less damage in Bt corn,
Pseudaletia yD) consumption, less damage in Bt corn,
unipuncia L1 (n ca. 3000 per yr) consumption less damage in Bt corn
Helicoverpa zea L1 (n=800—4000)
(all species are Noc-
tuidae and secon-
dary pests)
Stanley- Bt176 | 21m’, 3-10 1 USA |Danaus plexippus|L1 (n=96), Bt176 Larval survival & |Less survival and less
Horn et al. (Danaidae) _ weight; weight with Btl176
2001 Btll 13; L1 (n=40), Btl76 for Btll 1y- | corm insecticide appli-
Mon810 a L1 — L3 (n = 480), dor 1 corln ONY- cation increased mor-
0.2 ha Bil1 evelopmental  time, | ¢ ality
: pupal and  adult
L1 (n=540), Btll weight, and wing
length.
L1 (n=150), Mon810
Wraight et|{Mon810| 1.2 ha 5 1 USA | Papilio  polyxenes |L1 (n = 100) Larval mortality, | No effects
al. 2000 (Papilionidae) larval weight
Zangerl et al. | Bt176 | 90m’, 4-5 1 USA | Danaus plexippus | D. plexippus L1 (n =|Larval mortality, | Less weight of P.
2001 (Danaidae) 600), larval weight polyxenes larvae, only
e e 22 larvae of D. plexip-
Papilio  polyxenes | Papilio polyxenes L1 . .
(Papilionidac) (n = 300) pus survived in total

(i.e., statistical power is
very low)
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Maissorten auf 1680 Feldern von 22 Standorten). (B) Beginn der Maisbliite des Bt176-

Abb. 1: (A) Beginn der Maisbliite in Bayern von 1995 — 2000 (N = 307 verschiedene
Mais ,,Navares auf den bayerischen Versuchsgiitern 2000 — 2003 (N = 21 Felder).
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Abb. 2: Eintrag von Maispollen am Feldrand in Abhéngigkeit von der Entfernung zum
Maisfeld (Anzahl der Maispollen auf mit Vaseline bestrichenen Objekttragern, n = 300,
24-Stunden-Werte). Regressionslinie, 95%-Konfidenzintervall und Regressionsgleichung
sind in der Graphik angegeben.
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Abb. 3: Dichte von Maispollen auf Bléttern der Wilden Mdhre (Daucus carota) in Abhén-
gigkeit von der Pollendeposition. Gezeigt sind 24-Stunden-Messungen von Aufnahmen an
einem Btl76-Maisfeldrand in Neuhof. Die Pollendeposition wurde mit Objekttrigern ge-
messen (vgl. Abb. 2). Die lineare Regression (95%-Konfidenzinterval eingetragen) lautet:
y=10.99 +0.30x, R2=0,54, p < 0.001, n = 36.
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Tabelle 3: Artenliste der in Maisfeldriandern festgestellten Tagfalter. Beobachtungen von
adulten Faltern in den Jahren 2000 bis 2003 auf sechs Versuchsgiitern in Bayern (Beo-
bachtungszeit insgesamt = 2235 min).

No. Art Gefihrdung Beobachtungen  rel. Anteil
BY? BRD’ (n) (%)
1 Papilio machaon L' v* 16 1.69
2 Leptidea sinapis L. / reali Reiss. D’ v* 2 0.21
3 Colias hyale L. / alfacariensis Ribbe 2 0.21
4 Gonepteryx rhamni L. 10 1.05
5 Aporia crataegi L. 3° V! 1 0.11
6 Pieris brassicae L. 27 2.85
7 Pieris rapae L.' 318 33.51
8 Pieris napi L.' 89 9.38
9 Anthocharis cardamines L. 10 1.05
10 Apatura iris L. v* v* 1 0.11
11 Apatura ilia Denis & Schifferm. v* 3¢ 3 0.32
12 Limenitis camilla L. v* 3¢ 1 0.11
13 Nymphalis io L.' 33 3.48
14 Nymphalis c-album L. 3 0.32
15 Nymphalis urticae L.' 72 7.59
16 Vanessa atalanta L.! 19 2.35
17 Vanessa cardui L. 34 3.58
18 Araschnia levana L.' 15 1.58
19 Melitaea diamina Lang 36 36 1 0.11
20  Argynnis paphia L. 11 1.16
21 Issoria lathonia L. 20 2.11
22 Brenthis ino Rottemburg 3° v* 10 1.05
23 Boloria selene Denis & Schifferm. 3¢ \ 3 0.32
24 Melanargia galathea L. 33 348
25  Maniola jurtina L. 41 4.32
26  Aphantopus hyperantus L. 39 4.11
27  Coenonympha pamphilus L. 57 6.01
28  Pararge aegeria L. 5 0.53
29  Lasiommata megera L. 2 0.21
30  Neozephyrus quercus L. 1 0.11
31 Lycaena phlaeas L. 4 0.42
32 Polyommatus icarus Rottemburg 25 2.63
33 Carterocephalus palaemon Pallas v* 3 0.32
34 Thymelicus sylvestris Poda 14 1.48
35 Thymelicus lineola Ochsenheimer 19 2.00
36  Ochlodes sylvanus Esper 5 0.53

! Reproduktionsnachweis: Beobachtung von Eiablage, Raupen oder Puppen
* Bolz & Geyer (2003), Rote Liste Bayern

? Pretscher (1998), Rote Liste Deutschland

*V = Arten der Vorwarnliste

> D = Daten defizitér

63 = Gefihrdet
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Tab. 4: Stichprobenabschitzung fiir ein Tagfalter-Monitoring. Angegeben sind die Anzahl
von Feldrindern, welche beprobt werden miissten, um einen Bt-Effekt auf die Artenzahl
und die Gesamtabundanz aller Tagfalter sowie auf die Abundanz von 11 ausgewéhlten
Arten nachzuweisen. Die Anzahl Feldrénder ist filir verschiedene Szenarien errechnet (5 —
50% Reduktion), und fiir den Gesamtstichprobenumfang miissen die Zahlen verdoppelt
werden (d.h., Feldrinder neben Bt-Maisfeldern plus Feldrdnder neben konventionellen
Feldrandern). Die Berechnungen basieren auf den Mittelwerten (£ 1SD) der Tagfalter-
kartierung 2000 — 2002 von 15 Feldrdandern (zu weiteren Voraussetzungen sieche Punkt

3.3.2.6 und Lang 2004).

Anzahl pro 60min

Anzahl von Stichprobenpaaren zum

Variable
und Feldrand (+ Nachweis einer Reduktion von
1SD) 5% 10% 15% 20% 25% 30% 40% 50%

Anzahl Arten 5.95+2.78 1078 271 121 69 44 31 18 12
Gesamtabundanz 23.29 + 8.88 720 181 81 46 30 21 12 8
P. machaon 1.51+1.26 3406 864 383 215 139 97 55 36
P. rapae 10.78 £4.70 940 236 106 60 39 27 16 11
P. napi 2.89 + 1.31 1005 254 113 64 42 29 17 11
l.io 1.24 + 0.59 1114 279 153 71 46 32 19 12
V. atalanta 1.30£1.36 5451 1364 607 342 219 153 86 56
C. cardui 1.08 +1.11 5266 1317 586 330 212 147 83 54
A. urticae 1.30 £ 0.95 2621 656 292 165 105 74 42 27
I. lathonia 1.75 + 1.51 3642 922 409 231 148 103 59 38
M. jurtina 1.79+1.08 1814 449 201 114 73 51 29 19
C. pamphilus 1.61+1.10 2288 580 257 145 94 65 37 24
P. icarus 1.34 +0.90 2216 555 250 141 90 63 36 23
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Abb. 4: Power-Analyse zum Monitoring eines Bt-Mais-Effektes auf die Artenzahl von
Tagfaltern (A) und die Gesamtabundanz von Tagfaltern (B) in Feldrandern. Die Wahr-
scheinlichkeit, einen Effekt zu entdecken (= Power) ist fiir verschiedene Fallbeispiele ge-
zeigt, die von einer 5% bis 30% Reduktion der Arten- bzw. Individuenzahlen ausgehen.
Der Stichprobenumfang ist angegeben als Paare von Feldrdndern, d.h. fiir den gesamten
Beprobungsaufwand miissen die Zahlen der x-Achse verdoppelt werden (= Bt-Feldrénder
plus Nicht-Bt-Feldrander). Zu den Voraussetzungen der Berechnungen siehe Punkt 3.3.2.6

und Lang (2004).
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Abb. 5: Lebensrdume des Schwalbenschwanzes (Papilio machaon) in Bayern. Nachweise
von Imagines aus der Artenschutzkartierung des bayer. LfU (n = 2700 Fundorte, Stand
19.04.2004). ,,An Landwirtschaft angrenzende Flichen* bezeichnet den Prozentsatz der
Fundorte, die zwar keine landwirtschaftlichen Fldchen aber landwirtschaftlichen Flichen
benachbart sind.
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Abb. 6: Jahreszeitliches Auftreten (Phidnologie) des Schwalbenschwanzes (Papilio ma-
chaon) in Bayern. Nachweise von Imagines aus der Artenschutzkartierung des bayer. LfU
(n = 3706 Beobachtungen, Stand 19.04.2004).
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Abb. 7: Lebensrdume des Braunen Bir (4rctia caja) in Bayern. Nachweise von Imagines
aus der Artenschutzkartierung des bayer. LfU (n = 212 Fundorte, Stand 19.04.2004). ,,An
Landwirtschaft angrenzende Fldchen* bezeichnet den Prozentsatz der Fundorte, die zwar
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Abb. 8: Jahreszeitliches Auftreten (Phénologie) des Braunen Bér (Arctia caja) in Bayern.
Nachweise von Imagines aus der Artenschutzkartierung des bayer. LfU (n = 526 Beobach-
tungen, Stand 19.04.2004).
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Tab. 5: Fiitterungsversuch im Labor mit Bt176-Maispollen und L1-Larven des Schwal-
benschwanzes (P. machaon): Experimentelle Pollenexposition sowie Blatt- und Pollen-
Fral3 der verschiedenen Behandlungen (Behandlung = auf Blatt aufgetragene Pollenlosung
(mg Pollen pro 10ml Wasser); Applizierter Pollen = absolute Anzahl Pollenkorner auf
dem Blatt; Pollen pro Blattfliche = Pollendichte; Blatt-Fral = Menge des von den Larven
in 48h gefressenem Blattmaterials; Pollen-Fral3 = Anzahl Pollen, die von den Larven in
48h gefressen wurden). Die Variable ,,Blatt-Fra}* wurde in vier Klassen (0% - 25%, -
50%, - 75%, - 100% gefressen) aufgenommen und umgerechnet. Als Blitter wurden stan-
dardisierte Bléttchen von Pastinak (Pastinaca sativa) gegeben. Die prasentierten Werte
sind Mittelwerte + Standardabweichungen. Sternchen markieren signifikante Unterschiede
unter den Behandlungen in einer Spalte (p < 0.05, Kruskal-Wallis-Test). Werte innerhalb
einer Spalte mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0.05,
Tamhane-Test); n = jeweilige Anzahl der Raupen.

Behandlung Applizierter Pollen*  Pollen pro Blattflache* Blatt-Fra®* Pollen-Frafl3*
(Pollen pro 10ml)  (n) (n/ sz) (sz) (n)
Kontrolle (n=133) Oa Oa 164 +£049a Oa
1.0mg (n = 31) 471+236b 18.78 £9.39b 1.39+ 049 a 442+217b
2.5mg (n = 44) 9.86+1.83¢c 39.34£7.28c¢c 090+£0.51b 8.86+2.14 c
5.0mg (n = 44) 18.61+2.83d 74.24 +11.29d 0.86+£0.49bc 16.02x4.10d
7.5mg (n = 47) 30.77£545¢€ 12271+ 21.75 e 061+0.31cd 2362+7.23e
10mg (n = 38) 39.80+6.68 f 159.12 + 26.65 f 049+0.27de 2761x1147e
20mg (n = 35) 68.63+14.44 g 273.72 £ 57.61¢g 0.31+0.16f 34.71+£19.96 e
30mg (n = 32) 107.84 £ 28.44 h 430.14 +113.41h 0.37 £ 0.24 ef 65.91+3741f
100 N
1A TR N
® \\ N 1mg a
a0 |\ ~—
'\ \ R - Control a
70 1 I\ Ny
= 1 \ LTS \‘——25mga
S l\ : \__\
g 50 4 s S ﬂ— ——————— 5mg b
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Abb. 9: Uberlebenskurven von Larven des Schwalbenschwanzes (P. machaon) nach Fraf3
von Bt176-Maispollen. Behandlung = applizierte Pollenlosung (mg Pollen pro 10ml Was-
ser), zur Menge an jeweils gefressenem Pollen siehe Tab. 5. Kurven mit unterschiedlichen
Buchstaben unterscheiden sich signifikant (p < 0,05; Kaplan-Meier-Analyse).
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Abb. 10: (A) Abhingigkeit des Pollenfral” von der Pollendichte auf der Blattfliche;
(B) Beziehung zwischen gefressenem Blattmaterial und konsumierten Bt-Maispollen. La-
borversuche mit L1-Raupen des Schwalbenschwanzes (P. machaon) und Btl176-
Maispollen; alle FraBwerte beziehen sich auf einen 48-Stunden-Zeitraum. In der Graphik
sind jeweils die Regressionslinien mit 95%-Konfidenzintervallen, Regressionsgleichun-
gen, R? und p-Werte eingetragen (n = Anzahl der Raupen).
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Abb. 11: (A) Korpergewicht zwei Tage alter Raupen in Abhéngigkeit von der Anzahl kon-
sumierter Bt-Maispollen (in 48h); (B) Entwicklungszeit der Raupen in Abhédngigkeit vom
Korpergewicht am zweiten Tag. Laborversuche mit L1-Raupen des Schwalbenschwanzes
(P. machaon) und Btl176-Maispollen. In der Graphik sind jeweils die Regressionslinien
mit 95%-Konfidenzintervallen, Regressionsgleichungen, R* und p-Werte eingetragen (n =
Anzahl der Raupen).
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Abb. 12: Korpergewicht (A), Vorderfliigel-Lange (B) und Vorderfliigel-Breite (C) adulter
Schwalbenschwénze (P. machaon), die als L1-Larven Bt-Maispollen fraen. Die verschie-
denen Behandlungen bezeichnen die applizierten Pollendosen (mg Bt176-Maispollen pro
10ml Wasser), zur Menge an jeweils gefressenem Pollen siehe Tab. 5, und die Zahlen in
Klammern bezeichnen die jeweilige Anzahl an Faltern. Angegeben sind Mittelwerte mit
Standardabweichungen. Sédulen in (A) mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden
sich signifikant (p < 0.05, Tamhane-Test)
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Abb. 13: Mortalitdt (%) von L2- und L3-Raupen des Braunen Biérs (4. caja) 48 Stunden
nach Bt176-Maispollen-Fral3 (Laborversuch). Angegeben sind die Mittelwerte + Standard-
fehler fiir die verschiedenen Behandlungen (auf Lowenzahn-Blatt applizierte mg Bt-
Maispollen pro 10ml Wasserlosung) getrennt fiir das zweite und dritte Larvenstadium.
Werte iiber den Sdulen geben die durchschnittliche Anzahl von gefressenem Bt-Pollen pro
Larve fiir die verschiedenen Behandlungen an. Stichprobenumfang ist 10 — 20 Raupen pro
Behandlung und Larvenstadium.
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Abb. 14: Laborversuch zum Blattfral3 (in 48h) von L2- und L3-Raupen des Braunen Birs
(4. caja). Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler fiir verschiedene Behandlun-
gen (auf Lowenzahn-Blatt applizierte mg Bt-Maispollen pro 10ml Wasserldsung) getrennt
fiir das zweite und dritte Larvenstadium. Zur Anzahl der gefressenen Maispollen siche
Abb. 13. Stichprobenumfang ist 10 — 20 Raupen pro Behandlung und Larvenstadium.
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Abb. 15: Gewichtszunahme (%) innerhalb von sieben Tagen von L2- und L3-Raupen des
Braunen Biérs (4. caja) nach Btl176-Maispollen-Fra. Angegeben sind die Mittelwerte +
Standardfehler fiir verschiedene Behandlungen (auf Lowenzahn-Blatt applizierte mg Bt-
Maispollen pro 10ml Wasserlosung) getrennt fiir das zweite und dritte Larvenstadium. Zur
Anzahl der gefressenen Maispollen siche Abb. 13. Stichprobenumfang ist 10 — 20 Raupen
pro Behandlung und Larvenstadium.
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Abb. 16: Freilandversuche mit L1-Raupen des Schwalbenschwanzes (P. machaon) in
Grub (A) und Neuhof (B). Raupen wurden in unterschiedlicher Entfernung zu einem
Bt176-Feld wihrend der Maisbliite auf Wilde Mohre gesetzt und waren so einem Pollen-
dichte-Gradienten ausgesetzt (vgl. Abb. 2). Angegeben ist die Mortalitit (%) der Raupen
nach sieben Tagen (Mittelwerte + Standardfehler).
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3.2 Nematoden

3.2.1 Aufgabenstellung

Nematoden sind in fast allen Boden in hoher Individuendichte und Artenzahl vorhanden.
Neben den pflanzenparasitiren Fadenwiirmern, die weltweit an vielen Kulturarten be-
trachtliche wirtschaftliche Schdden verursachen, spielen andere Erndhrungsgruppen, ins-
besondere bakteriophage und mykophage Nematoden fiir die metabolische Aktivitit des
Bodens und damit fiir die Bodenfruchtbarkeit eine nicht unbedeutende Rolle. Deshalb be-
stand die Aufgabe darin, einerseits mogliche Effekte von Bt-Mais auf endoparasitire Wur-
zelnematoden der Gattung Pratylenchus zu untersuchen und andererseits festzustellen, ob
der Anbau von Bt-Mais quantitative und/oder qualitative Verdnderungen bei den so ge-
nannten saprophagen Nematoden verursacht. Wihrend eine Beeintrachtigung von Schad-
nematoden aus Sicht des Pflanzen- als auch Umweltschutzes sogar wiinschenswert bzw.
tolerierbar wére, sollten die nicht pflanzenparasitiren Nematoden im Zusammenwirken
mit der Mikroorganismengemeinschaft des Boden moglichst unbeeinflusst bleiben.

3.2.2 Umfassende Dokumentation und Auswertung der verwendeten Literatur

Die zur speziellen Aufgabenstellung verfligbare Literatur ist vergleichsweise iiberschau-
bar, da Nematoden als Nichtziel-Organismen von Bt-Mais in der Forschung bislang we-
nig Interesse gefunden haben. Nur zwei jlingste Veroffentlichungen (Saxena & Stotzky
2001, Manachini et al. 2002) befassen sich direkt mit den moglichen Auswirkungen von
Bt-Mais auf die Nematodenfauna. Unter 3.2.5 und 3.3.7 wird auf diese beiden Arbeiten
noch néher eingegangen. Das relativ geringe Interesse an Interaktionen zwischen Pflanzen
mit Bt-Genen und Nematoden ist nicht ganz verstdndlich, zumal in mehreren fritheren
Veroftentlichungen tiber Wirkungen von Bacillus thuringiensis auf Nematoden berichtet
wird (Osman et al. 1988, Meadows et al. 1990, Zuckerman et al. 1993, Borgonie et al.
1996) und ein spezieller Stamm mit nematiziden Eigenschaften bereits vor 10 Jahren pa-
tentrechtlich geschiitzt wurde. Gentechnisch verdnderte Pflanzen mit Nematodenresistenz
auf der Basis von Bt-Genen sind deshalb denkbar und konnten dazu beitragen, weltweit
vorhandene Bekdmpfungsprobleme zu 16sen (Urwin et al. 1998, Jung 1998, Vrain 1999,
Atkinson et al. 2003).

Im vorliegenden Projekt wurden Bt-Maissorten verwendet, die ausschlieBlich das Endoto-
xin CrylAb exprimieren. Dieses ist nicht mit den Protoxinen der seit Jahrzehnten einge-
setzten B. thuringiensis Priparate identisch, weshalb grundsitzlich nicht von einer ver-
gleichbaren Spezifitit bzw. Toxizitit ausgegangen werden kann. Bemerkenswert hinsicht-
lich der Wirksamkeit von Bt-Crystal-Proteinen auf Nematoden sind unter diesem Aspekt
neueste Untersuchungen, bei denen sich sechs phylogenetisch unterschiedliche Nemato-
den gegeniiber vier von sieben getesteten Toxinen als empfindlich erwiesen (Wei et al.
2003). Da nur fiinf Bakterien fressende und eine tierparasitire Nematodenart verwendet
und CrylAb selbst nicht getestet wurde, ldsst diese Studie keine Aussage zur nematiziden
Wirkung der gepriiften Bt-Mais Sorten auf pflanzenparasitire Arten zu. Interessant ist,
dass bei den untersuchten Nematoden vergleichbare morphologische Effekte durch die
Crystal-Proteine gefunden wurden, wie sie von Insekten bekannt sind (Marroquin et al.
2000, Huffman et al. 2004). Dies setzt eine Aufnahme von B. thuringiensis bzw. von
Crystal-Proteinen {iber die Nahrung voraus. Bei Phytonematoden ist das wegen des sehr
kleinen Mundstacheldurchmessers von nur 0.2 um jedoch unwahrscheinlich. Unklar ist
deshalb, wie in einem Versuch mit kommerziellen Bt-Priparaten zur Nematodenbe-
kdmpfung an Tomaten Wirkungsgrade erzielt wurden, die mit einem Nematizid ver-
gleichbar waren (Osman et al. 1988). Vermutlich werden bei der Sporulation von B. thu-



Darstellung der Ergebnisse nach Arbeitsgruppen 63

ringiensis neben mehreren Endotoxinen weitere Metaboliten gebildet, liber deren Wir-
kungsmechanismus auf Nematoden nur wenig bekannt ist. Beispielsweise wird iiber einen
verringerten Schlupf (Devidas & Rehberger 1992) oder iiber ovizide Eigenschaften (Bott-
jer & Bone 1987) berichtet. Bei einer ldngeren Persistenz bzw. einer moglichen Anreiche-
rung von Bt-Toxinen im Boden (Tapp & Stotzky 1998), die liber Erntereste und Wurzel-
exudate dorthin gelangen (Saxena et al. 1999), ist ein Gefdhrdungspotential fiir die Nema-
todenfauna deshalb grundsétzlich nicht auszuschlieen.

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass anthropogene Einfliisse zu Verschie-
bungen zwischen den Erndhrungsgruppen von Nematoden fiihren konnen (Freckman
1993, Ruess 1993, Leliveldt & Sturhan 1994) und aus dem Verhiltnis von Pilz- und Bak-
terienfressern Riickschliisse auf den Dekompositionspfad im Boden mdglich sind (Freck-
mann 1988, Ingham 1985). Bei pflanzenparasitdren Nematoden ist die Abhéngigkeit von
Bewirtschaftungsmafinahmen schon seit langem bekannt und wegen spezieller Wirtspflan-
zenanspriiche gelten einige Arten als typische Fruchtfolgeschidlinge. Fiir 6kotoxikologi-
sche Untersuchungen, insbesondere zur Bioindikation im Boden, hat dagegen das Interes-
se an nicht pflanzenparasitiren Nematoden in den letzten Jahren stark zugenommen (Bon-
gers et al. 1990, Freckmann & Ettema 1993, Sturhan 1996, Eckschmitt & Bongers 2000).
Zu diesem Zweck wurden auch spezielle Biotestverfahren mit Nematoden entwickelt, um
Auswirkungen von Bodenbelastungen durch Schadstoffe, z.B. Schwermetalle oder durch
Pflanzenschutzmittel nachzuweisen (Donking 1994, Hdss 2001, Wilms 1992). Auf die
Eignung eines life-cycle-tests mit Caenorhabditis elegans fiir ein Monotoring der Biover-
fligbarkeit von Bt-Toxinen im Boden wird unter 3.2.6 und 3.2.8 noch niher eingegangen.

Fiir die Untersuchungsmethoden und Auswertungsverfahren wurde die in der Nematologie
allgemein bekannte Literatur herangezogen (Goodey 1963, Seinhorst 1988, Maal3en 1977,
Yeats 1993). Der C. elegans Test erfolgte nach einem Laborprotokoll von Ecossa. Die
quantitativen und qualitativen Analysen von CrylAb in Bt-Maisproben wurden mittels
ELISA (Fearing et al. 1997) nach den Firmenvorgaben fiir den Diagnostic-Kit durchge-
fiihrt.

Da in der Literatur iiber unterschiedliche Ligningehalte zwischen transgenem Mais (Bt+)
und den isogenen Linien (Bt-) berichtet wird (Saxena & Stotzky 2002), und darin eine
Ursache fiir eine verdnderte Wirt-Parasit-Beziehung herbivorer Nematoden und ein ande-
res Abbauverhalten der Maisriickstinde im Boden liegen konnte (Flores et al. 2000, E-
scher et al. 2000), wurden diesbeziiglich einige eigene Laboruntersuchungen durchgefiihrt.
Gerade die stoffliche Aquivalenz, die grundsitzlich zwischen isogenen und transgenen
Pflanzen unterstellt wird, ist in verschiedener Hinsicht zu iiberdenken (Scheukelaars
2002). Literaturhinweise iiber eine hohere Anfilligkeit von Bt-Baumwolle gegeniiber
Wurzelgallennematoden (Colyer et al. 2000) oder den vélligen Verlust der Nematodenre-
sistenz bei Bt-Kartoffeln (Brodie 2003) sind Hinweise darauf, dass durch die Ubertragung
eines Gens unerwartete Ereignisse eintreten konnen. Deshalb sollte ein Monitoring neben
okologisch relevanten Nichtziel-Organismen auch direkte Schaderreger nicht aufler Acht
lassen.

3.23 Voraussetzungen, unter denen die Arbeiten durchgefiihrt wurden

Die nematologischen Untersuchungen von Boden- und Wurzelproben wurden auf den
Flachen des Mais-Daueranbaus durchgefiihrt. Dazu wurden jahrlich vor der Saat und nach
der Ernte von jeder der acht Parzellen zwei Bodenmischproben gezogen. Wegen der be-
kannten inhomogenen Nematodenverteilung innerhalb einer Fliche beschrinkte sich die
Bodenentnahme auf kleine, durch Magnete fixierte Entnahmestellen (4x5=20 m* ). Durch
jeweils 20 Einstiche bis 20 cm Bodentiefe wurden mit einem Probenstecher etwa vier Li-
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ter Erde entnommen. Bis zur Laboruntersuchung erfolgte die Probenlagerung bei 5 °C in
Plastiktiiten. Dariiber hinaus wurden zur Feststellung des Wurzelbesatzes durch Pratylen-
chus spp. von zwei Standorten zu verschiedenen Terminen je Maissorte die Wurzeln von
20 Pflanzen entnommen (Tab.1l). Die Isolierung der Nematoden aus den Bodenproben
erfolgte nach dem Baermann-Trichter-Verfahren aus jeweils zwei mal 100 ml Erde je
Mischprobe. Fiir die Extraktion aus den Maiswurzeln stand eine Spriihnebelanlage zur
Verfligung, in der bis max. 20 Gramm Wurzelfrischgewicht je Pflanze bearbeitet wurden.
Wegen des grofBen Probenumfanges und einer Extraktionsdauer von 4 bzw. 12 Tagen bei
den Boden - bzw. Pflanzenproben, war eine zeitgleiche Untersuchung aller Proben nicht
moglich. Auch eine durchgidngige Beprobung aller fiinf Versuchsstandorte zu allen vorge-
sehenen Terminen konnte nicht eingehalten werden. Insbesondere im sehr nassen Herbst
2002 waren diese Arbeiten nicht ordnungsgemal durchfiihrbar.

Durch die teilweise sehr unterschiedliche Bodentextur der Standorte (z.B. Baumannshof
6% Ton, 7% Schluff und 87% Sand gegeniiber Schwarzenau 26% Ton, 57% Schluff und
17% Sand) ist allein aufgrund dieser Voraussetzungen erfahrungsgemafl mit groen Un-
terschieden in der Diversitidt und Abundanz der Nematodenfauna zu rechnen. Da Boden-
parameter wie Ton- und Humusgehalt auch die Persistenz bzw. Bioverfiigbarkeit von Bt-
Toxinen beeinflussen (Koskella & Stotzky 1997, Crechio & Stotzky 1998), erfiillten die
stationdren Dauermais-Versuche beste Voraussetzungen, um ohne stérende Einfliisse
wechselnder Fruchtarten, wie sie auf den BDF-Flachen vorlagen, mogliche Effekte nach-
zuweisen.

Nachdem die sehr aufwédndigen Untersuchungen zur Diversitit und Dominanzstruktur der
Nematodenfauna an der LfLL selbst nicht moglich waren, wurde diese Arbeit im Rahmen
eines Werkvertrages an Frau Dr. Ruess iibertragen, die sich durch mehrere Publikationen
auf diesem Gebiet als Expertin ausgewiesen hat (Ruess 1993). Zur Bestimmung der Ne-
matoden auf Gattungsebene wurden fixierte Nematodensuspensionen aus Bodenproben
der Standorte Baumannshof und Schwarzenau vom Friihjahr 2001 und vom Baumannshof
und Neuhof vom Frithjahr 2002 herangezogen.

Durch einen weiteren Werkvertrag mit Herrn Dr. Hoss (Ecossa) wurden Untersuchungen
zur Bioverfiigbarkeit von Bt-Toxinen in ausgewéhlten Bodenproben vergeben, die mit
dem Bakterien fressenden Nematoden Caenorhabditis elegans durchgefiihrt wurden. Die-
ser Biotest, der fiir den Nachweis insbesondere von Schwermetallen in Sediment- und
Bodenproben entwickelt wurde (Donking 1994, Traunspurger et al.1997), befindet sich
zurzeit im Anerkennungsverfahren nach DIN/ISO. Auch an der LfL kam der Test zum
Einsatz. Zur Abschétzung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurde von einigen Boden-
proben parallel zum Biotest der Toxingehalt durch ELISA ermittelt. Diese Untersuchun-
gen libernahm dankenswerterweise eine Arbeitsgruppe der FAL Braunschweig, die sich in
einem BMBF-Forschungsprojekt mit dem Abbau von Bt-Mais in Bdoden und Auswirkun-
gen auf die Mikroorganismen befasst (Baumgarte & Tebbe 2003).

Fiir die eigenen Laboruntersuchungen zum Ligningehalt von Mais standen keine chemi-
schen Analysenmethoden nach Hatfield et al. (1999) zur Verfiigung. Ersatzweise wurden
deshalb histologische Untersuchungen von Stdngel- und Wurzelquerschnitten mit ver-
schiedenen Firbetechniken durchgefiihrt. Aulerdem hat die Arbeitsgruppe ,,Rohstoffqua-
litdt pflanzlicher Produkte™ an der LfLL versuchsweise die NIR-Spektroskopie eingesetzt,
um Unterschiede im Ligningehalt zwischen Bt+ und Bt- zu iiberpriifen.

3.24 Planung und Ablauf der Arbeiten

Die alljahrlich vorgesehenen Bodenprobenahmen jeweils vor der Saat und nach der Einar-
beitung des Kornermaisstrohs waren, wie bereits erwahnt, nicht fiir alle fiinf Standorte
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realisierbar. Im Friihjahr reichte die Laborkapazitit fiir die Bearbeitung aller 80 Proben
nicht immer aus und die Herbstprobeziehung war teilweise wegen sehr ungiinstiger Bo-
den- bzw. Witterungsverhéltnisse und nicht rechtzeitiger Bodenbearbeitung nicht moglich.
Auch fiir die Untersuchung von Maiswurzelproben auf ihren aktuellen Besatz mit Praty-
lenchus spp. war es aus methodischen Griinden erforderlich, insbesondere wegen der ho-
hen Anzahl notwendiger Wiederholungen (80 Einzelproben je Standort), sich auf ausge-
wihlte Standorte zu beschrdanken. Tab. 1 im Anhang zeigt den Probenumfang fiir die je-
weils durchgefiihrten Untersuchungen.

3.2.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewordener
Ergebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung

Phytonematoden

Bei einigen Kulturarten, z.B. bei Kartoffeln oder Zuckerriiben, ist es der konventionellen
Zichtung gelungen, gegen bestimmte Nematodenarten resistente Sorten zu entwickeln.
Eine Sorte gilt dann als nematodenresistent, wenn eine Vermehrung der jeweiligen Nema-
todenart nicht mdéglich ist bzw. weitgehend unterdriickt wird. Auch bei Mais oder Weizen
wurden Sortenunterschiede in der Anfilligkeit z.B. gegeniiber Stingeldlchen Ditylenchus
dipsaci (Knuth 2001) oder Wurzelldsionsnematoden Pratylenchus thornei nachgewiesen.
Unterschiede in der Wirtspflanzenqualitdt zwischen Bt+ und Bt- Maissorten gegeniiber
Phytonematoden sind bisher nicht publiziert, obwohl von anderen transgenen Bt-
Pflanzenarten entsprechende Beobachtungen vorliegen (Colyer et al. 2000, Brody 2003).
Um diese Fragestellung im Rahmen des Monitorings zu kliaren, wurde ein in der Nemato-
denresistenzpriifung tibliches Verfahren angewandt, indem die Populationsdichten der
Nematoden vor und nach dem Anbau der jeweiligen Sorte verglichen werden. Da Sorten
sehr spezifisch auf eine bestimmte Nematodenart reagieren konnen und auf einigen Ver-
suchsstandorten Mischpopulationen von Pratylenchus penetrans, P. neglectus und P.
crenatus vorlagen, die jedoch zahlenmifBig nicht getrennt erfasst wurden, ist eine Ergeb-
nisbewertung allerdings nur eingeschrankt moglich.

Saprophage Nematoden

Einfliisse von Bt+ und Bt- auf die gesamte Nematodenfauna bzw. bestimmte Erndhrungs-
gruppen nachzuweisen, war Gegenstand von Gefdllversuchen von Saxena & Stotzky
(2001) und von Freilanduntersuchungen von Manachini & Lozzia (2002). Die Ergebnisse
beider Veroffentlichungen beruhen auf einem kurzen Versuchszeitraum und erfassen so-
mit keine denkbaren Langzeitwirkungen. Die GefaBBversuche dauerten lediglich 40 Tage.
Dabei wurde Felderde eines Standortes (58% Sand, 41% Schluff, 1% Ton) verwendet und
in Topfen mit fiinffacher Wiederholung Bt-Mais (NK4640Bt) und die isogene Linie kul-
tiviert bzw. zerkleinertes Material der jeweiligen Maispflanzen als Biomasse eingearbeitet.
Die Nematodenextraktion aus den Bodenproben erfolgte vergleichbar mit der hier ange-
wandten Methode. Weder bei den Nematoden noch bei den anderen untersuchten Orga-
nismen ergaben sich signifikante Unterschiede zur Kontrolle. Allerdings wurden mogliche
Verdnderungen in der Zusammensetzung und Diversitit dieser Gruppen nicht erfasst.
Eine tendenziell geringere Anzahl von Bakterien (-20%) bei Bt+ kdnnte beispielsweise zu
einer Abnahme bakteriophager Nematoden gefiihrt haben, bei gleichzeitiger Zunahme
anderer Erndhrungsgruppen. Die Felduntersuchungen aus Italien (Manachini 2002), mit
einer Differenzierung nach Nematodengattungen bzw. Erndhrungsgruppen, sind deshalb
wesentlich aussagekriftiger. Interessant ist, dass bei diesen Vergleichsuntersuchungen im
Mittel von acht Standorten nach Bt+ bakteriophage Nematoden eine geringere und my-
kophage Nematoden eine hohere Abundanz aufwiesen, die allerdings statistisch nicht ge-
sichert war. Als Erkldrung wiére neben einem reduzierten Nahrungsangebot (sieche oben)
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auch ein direkter Effekt von Cry1Ab denkbar. Eine Dominanz der Bakterienfresser mit der
Tendenz zu niedrigeren Werten bei Bt+ wurde auch im vorliegenden Monitoring gefunden
(siehe unter 3.2.8), ebenso eine Zunahme der Pilzfresser. Da dies nur auf Bt176, aber nicht
auf MONS810 zutraf, wird die Gesamtproblematik eines Monitorings deutlich, wenn sich
Maissorten hinsichtlich Qualitit und Quantitéit der Bt-Toxine unterscheiden. Die Untersu-
chungen aus Italien beziehen sich ausschlieSlich auf Bt176. Im Gegensatz zu MONS&10
bildet diese Sorte kein Toxin in den Wurzeln, dafiir aber im Pollen (eigene Untersuchun-
gen, Jehle & Nguyen 2003). Keine Auswirkungen zeigten die Untersuchungen von Mana-
chini (2002) hinsichtlich des Nematodenspektrum mit jeweils 37 Gattungen bei beiden
Maisvarianten.

Nematodenbestimmungen auf Gattungsebene sind besonders aufwéndig. AuBBerdem wei-
sen Befallsdichtebestimmungen erfahrungsgeméf hohe Varianzen auf, weshalb fiir statis-
tische Absicherungen der Untersuchungsaufwand unverhéltnisméfig hoch wird. Vorteil-
haft wire deshalb ein standardisierbarer Biotest mit entsprechend sensitiven Nematoden,
um die Bioverfiigbarkeit von Bt-Toxinen in Feldproben nachzuweisen. Die fiir Schad-
stoffbelastungen in Boden haufig benutzten Tests, z.B. mit Regenwiirmern (Eisenia fetida)
oder Collembolen, sind fiir Cry1Ab offensichtlich nicht geeignet bzw. zu wenig empfind-
lich (Zwahlen et al. 2003), weshalb bislang Insekten-Bioassays z.B. mit Larven des Ta-
bakschwédrmers Manduca sexta angewandt werden. Nach Vorlage von mit Bodensuspen-
sionen kontaminiertem Futter wird die Mortalitit nach drei bzw. sieben Tagen bestimmt
(Sims & Holden 1996). Mit C. elegans, dessen Lebenszyklus nur etwa 72 Stunden dauert,
liee sich die Testdauer erheblich verkiirzen. AuBlerdem ist dieser Nematode leicht zu kul-
tivieren und Boden stellt sein natiirliches Habitat dar. Damit erfiillt er wichtige Vorausset-
zungen fiir ein Testsystem, mit dem Okologische Risiken durch Bt-Toxine im Boden
nachgewiesen werden sollen (Jepson et al.1994). Auf die Ergebnisse von ECOSSA und
eigene Erfahrungen mit dem C. elegans Test wird unter 3.2.8 weiter eingegangen.

3.2.6 Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden

Auf die angewandten Untersuchungsverfahren wurde weitgehend bereits unter 3.2.3 ein-
gegangen. Fir die mikroskopische Auswertung der aus den Maiswurzeln extrahierten
Nematoden wurde neben der visuellen Zéhlung auch ein automatisches Bildanalysesystem
(Leica Qwin) eingesetzt. Wegen der Verschmutzung der Nematodensuspensionen einzel-
ner Proben durch restliche Erd- und Feinwurzelanteile erwies sich die arbeitssparende
Bildanalyse leider nur bedingt geeignet. Durch Optimierung der Probenvorbereitung konn-
te das System fiir diesen Zweck aber gut genutzt werden. Auch fiir den Test mit C. ele-
gans, bei dem u.a. der Lingenzuwachs der Nematoden als subletaler Parameter gemessen
wird, kam die Bildanalyse versuchsweise zur Anwendung.

Fiir die statistische Datenanalyse wurden bei Pratylenchus spp. und den saprophagen Ne-
matoden die pi - und pf- Werte (pi = population density initial, pf = population density
final) getrennt nach Standorten berechnet. Je Maisvariante standen dafiir acht Einzelwerte
(vier Mischproben mit jeweils zwei Extraktionen) zur Verfiigung. Der Mittelwertsver-
gleich erfolgte durch ANOVA mittels T-Test und Newman-Keuls-Test. Eine Mittelwerts-
bildung iiber die Parzellen mit und ohne chemischer Ziinslerbekdmpfung erschien mog-
lich, da ein Einfluss des Insektizids (Baythroid) auf die Nematoden erwartungsgemal
nicht nachzuweisen war. Analog wurde mit den Werten des Wurzelbesatzes verfahren. Fiir
die Auswertung zur Dominanzstruktur der Nematoden wurde der U-Test von Wilcoxon,
Mann und Whitney verwendet, der zum Vergleich zweier unabhéngiger Stichproben bei
nicht normal verteilten Werten dient.
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3.2.7 Wihrend der Durchfithrung des Forschungsvorhabens bekannt gewordene
Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen

Fiir die spezielle Fragestellung, inwieweit Bt-Mais die Nematodenfauna beeinflusst, wur-
den keine neueren Ergebnisse bekannt, soweit sie nicht bereits in den vorausgegangenen
Abschnitten erwihnt sind. Allerdings wurde erstmals auch transgener Raps, der CrylAc
exprimiert, hinsichtlich der Auswirkungen auf die trophische Struktur der Nematodenfau-
na untersucht (Manachini et al. 2003). Bei diesen Untersuchungen war gegeniiber der
konventionellen Sorte ein signifikant hoherer Anteil mykophager und ein niedrigerer An-
teil phytophager Nematoden nachzuweisen. Aulerdem gibt es einige Hinweise auf anti-
bakterielle Wirkungen von Bt-Toxinen (Escher et al. 2000, Zalunin et al. 2003), wodurch
eine indirekte Nematodenwirkung denkbar ist. Mehrjéhrige Toxinanalysen aus Bt-Mais-
Feldern bestirken zudem die Vermutung einer moglichen Akkumulation von CrylAb
(Hopkins & Gregorich 2003), weshalb geeignete Biotests fiir eine Bewertung der Biover-
fiigbarkeit an Bedeutung gewinnen.

3.2.8 Darstellung und Bewertung der Ergebnisse
Phytonematoden

Die Populationsdichte von Pratylenchus spp. stieg im Verlauf des viermaligen Maisan-
baus auf allen Standorten im Mittel aller Sorten erwartungsgemél mehr oder weniger
deutlich an (Abb. 1), da Mais eine gute Wirtspflanze ist (Knuth 2000). Das unterschiedli-
che Ausgangsniveau und die Entwicklung der Nematoden auf den fiinf Standorten sind auf
die verschiedenen Vorfriichte zu Versuchsbeginn und auf die Bodenunterschiede zuriick-
zufithren, da Pratylenchus spp. leichtere Boden bevorzugen. Hinsichtlich der Wirtspflan-
zenqualitit fiir Pratylenchus spp. zeigte nur der Standort Baumannshof bei Nobi-
lis/Novelis-Bt im Vergleich zu Antares/Navares-Bt in zwei Jahren (2002 und 2003) eine
geringere Nematodenvermehrung (Abb. 2), die auch in entsprechend niedrigeren Werten
des Wurzelbesatzes erkennbar war (Abb. 5). Solche unterschiedlichen Reaktionen von
Maissorten sind z.B. gegeniiber Stingeldlchenbefall (Ditylenchus dipsaci) bekannt (Knuth
2001), und konnten u.U. mit der unterschiedlichen Reifezeit dieser Sorten, aber auch mit
der Inhomogenitét der Versuchsfliche zusammenhéngen. Gemessen an den Abundanzen
von Pratylenchus spp. lber alle Probenahmezeitpunkte ergaben sich sonst an keinem
Standort signifikante Unterschiede zwischen den Sorten (Abb. 3). Effekte durch Bt-Toxine
waren somit weder bei MON-810 noch bei Bt-176 nachweisbar. Allerdings wies Novelis-
Bt wiederholt bei Herbstbodenproben auffallend niedrige Befallswerte auf (Abb. 4), deren
Ursache in einem hoheren Ligningehalt dieser Sorte vermutet wird (Saxena & Stotzky
2002). Infolge eines langsameren Abbaus der Pflanzen- bzw. Wurzelreste ist mit einer
verzogerten Auswanderung der Nematoden zu rechnen. Aullerdem kann bei einem Lig-
ningehalt von 6.2% gegeniiber 3.7%, wie er bei MON-810 Hybriden im Vergleich zu iso-
genen Linien gefunden wurde, ein verdndertes Wirt-Parasit-Verhalten bei Herbivoren
nicht ausgeschlossen werden. In den eigenen histologischen Untersuchungen zum Lignin-
gehalt an Stingel- und Wurzelquerschnitten waren Strukturunterschiede erkennbar, die
aber nicht quantifiziert werden konnten. Mit Hilfe der Nahinfrarot-Spektroskopie, die u.a.
fiir Untersuchungen von Pflanzeninhaltsstoffen oder der Zusammensetzung der organi-
schen Substanz in Bodenproben geeignet ist (Schulz 2002, Couteaux et al. 2003), wurden
Unterschiede im Ligningehalt zwischen Stingel und Wurzel, nicht jedoch zwischen den
Sorten gefunden. Im Gegensatz zur Untersuchung von Saxena & Stotzky (2002) wird in
der Literatur aber auch iiber niedrigere Ligningehalte von Bt-Mais und einem schnelleren
Abbau berichtet (Escher et al. 2000). Untersuchungen zur stofflichen Aquivalenz von
transgenen und isogenen Sorten sind deshalb von besonderer Bedeutung.
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Erste Hinweise auf unterschiedliche Reaktionen von Bt-Mais gegeniiber Pratylenchus spp.
ergaben sich bereits 1998. In Sortenversuchen der LBP lagen - ohne nennenswerten Mais-
zinslerbefall - die Silomaisertrdge bezogen auf 80% TS von Navares-Bt und Pactol-Bt,
einer weiteren Bt-Maissorte, bei relativ 109 bzw. 107 gegeniiber den konventionellen
Vergleichssorten. Eine stirkere Wiichsigkeit dieser Bt-Sorten liel3 sich in GefaBBversuchen
im Gewichshaus mit Pratylenchus spp. verseuchter Erde nachvollziehen. Die Frage nach
einer geringeren Nematodenanfilligkeit bzw. einer besseren Nematodentoleranz von Bt-
Mais war deshalb naheliegend und wurde schon vor dem Monitoringprojekt durch eigene
Untersuchungen aufgegriffen (Arndt 2000), zumal aus dlteren Nematizidversuchen die
Schadwirkung von Pratylenchus spp. an Mais belegt ist (Kiithe & Rossner 1978). Leider
war im Rahmen des Monitorings keine Ertragsermittlung moglich, weshalb Toleranzun-
terschiede, wie sie auch im konventionellen Sortenspektrum vorhanden sind, nicht iiber-
priift werden konnten.

Saprophage Nematoden

Die Individuendichte saprophager Nematoden héngt hauptsidchlich von den Bodenverhalt-
nissen zum Probenahmezeitpunkt ab. AuBlerdem bewirkt die Zufuhr organischen Materi-
als, z.B. durch Einarbeitung von Ernteriickstinden oder Giillegaben, kurzfristig einen
starken Populationsanstieg. Bedingt durch die groBen Mengen an Kdrnermaisstroh, die
jéhrlich auf den Dauermaisversuchen anfielen, stieg - mit Ausnahme des Standortes Bau-
mannshof - die Individuendichte iiber alle Maisvarianten mehr oder weniger stark an
(Abb. 6). Fiir die gegensitzliche Entwicklung am Baumannshof, dem Standort mit dem
niedrigsten mikrobiellen Biomassegehalt, war moglicherweise ein zu frither Probenahme-
zeitpunkt im Frithjahr 2003 verantwortlich. Differenziert nach den einzelnen Sorten, erga-
ben sich an keinem Standort Effekte von Bt-Mais, wie das Beispiel Neuhof zeigt (Abb. 7).
Dies traf auch fiir die Untersuchungen zur Diversitét der Nematoden zu, da die Anzahl der
nachgewiesenen Gattungen in den verschiedenen Erndhrungsgruppen zwischen Bt+ und
Bt- sich nur geringfiigig unterschied (Tab. 2). Hinsichtlich der Dominanzstruktur war in
den Friihjahrsproben 2002 bei Bt176 zwar ein Anstieg der Pilzfresser und ein Riickgang
der Bakterienfresser zu beobachten (Tab. 3), vergleichbar mit den Vorjahresdaten und
Ergebnissen aus Italien (Manachini 2002), der aber statistisch nicht zu sichern ist. Fiir zu-
kiinftige anbaubegleitende Monitoringerhebungen sind diese Untersuchungen zu aufwén-
dig, wenn signifikante Effekte nachgewiesen werden sollen.

Biotest mit Caenorhabditis elegans

Der Biotest, mit dem Effekte von Bt-Toxinen auf subletale Parameter (Wachstum, Eizahl,
Reproduktionsleistung) von C. elegans liberpriift wurden, erfolgte mit Wurzelanhangser-
de aus den Maisparzellen vom Baumannshof und Neuhof in 2002. Weitere Tests mit Bo-
denproben und Rhizosphirenerde aus 2003 wurden z.T. parallel von der Arbeitsgruppe der
LfL und Ecossa durchgefiihrt. Die Ergebnisse von 2002 zeigten bei den Parametern Kor-
perlinge, Eizahl, und Reproduktionsrate teilweise signifikante Unterschiede zwischen
Bt+ und Bt- und auch deutliche Standorteinfliisse (Abb. 8). Da auch zwei Teilproben ei-
ner nicht Bt-Mais-Parzelle signifikante Unterschiede aufwiesen, konnte daflir u.U. ein
Randeffekt infolge ungenauer Maisstroheinarbeitung verantwortlich sein. Auch bei Bt-
Toxinanalysen von Bodenproben wurden in angrenzenden Kontrollparzellen vereinzelt
positive Werte gefunden, die vermutlich durch den Eintrag von Bt-Maispollen bedingt
waren (Baumgarte 2003).

Bei den Proben aus 2003, die ausschlieBlich vom Baumannshof stammten, zeigte der Ne-
matodentest sowohl mit freier Erde vor dem Maisanbau (Abb. 9) als auch mit Wurzelan-
hangserde Effekte durch Bt-Mais, insbesondere bei Novelis-Bt. Einige Bestimmungen der
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Toxingehalte im Boden, die dankenswerter Weise von der FAL-Braunschweig mittels
ELISA gemacht wurden, stiitzen die Hinweise auf eine mdgliche Sensitivitit von C. ele-
gans gegeniiber CrylAb. In Vergleichsproben von Wurzelanhangserde mit deutlichen
Effekten auf Wachstum und Reproduktionsrate wurden {iber 0.5 ng CrylAb je g Boden
nachgewiesen (Hoss et al. 2004). Zur weiteren Uberpriifung und Validierung des Nemato-
dentests zum Nachweis der Bioverfiigbarkeit von Bt-Toxinen wurde diese Methode in ein
neues BMBF-Verbundprojekt ab 2005 aufgenommen.

3.2.9  Zusammenfassung

Insektizide auf der Basis von B. thuringiensis sind seit Jahrzehnten in der Landwirtschaft
zugelassen und diirfen auch im Okoanbau eingesetzt werden. Die kommerziellen Pripara-
te zeichnen sich je nach Bt-Stamm durch eine hohe Spezifitit z.B. gegeniiber Schmetter-
lingen oder Kéfern aus und gelten als besonders umweltvertrdaglich (Krieg 1983). Bt-
Mais, dem ein Gen aus B. thuringiensis libertragen wurde, exprimiert ein Toxin, mit dem
sich die Pflanze selbst vor Maisziinslerbefall schiitzt, welches jedoch hinsichtlich Qualitat
und Quantitit nicht mit einem herkdmmlichen Bt-Spritzmittel vergleichbar ist. Das Spek-
trum von Nichtzielorganismen, das durch Bt-Maisanbau betroffen sein kann, wird als we-
sentlich groBer eingeschétzt, weil u.a. mehr Toxine liber Erntereste auch in den Boden
gelangen und die Wirksamkeit nicht von speziellen Rezeptoren der Zielorganismen ab-
héngt.

Nematoden gehdren in Boden zur arten- und individuenreichsten Tiergruppe der Meta-
zoen. Mit unterschiedlichen Erndhrungstypen (Pilzfresser, Bakterienfresser, Pflanzenpara-
siten) sind sie im Okosystem Boden am Stoffumsatz beteiligt und finden verstirktes Inte-
resse zur biologischen Bodenbewertung. Uber Effekte von B. thuringiensis auf Nemato-
den gibt es mehrere Literaturhinweise, die allerdings keine Riickschliisse auf eine nemati-
zide Wirkung transgener Bt-Pflanzen erlauben. Die im Rahmen des Monitorings unter-
suchten Bodenproben zeigten bei den pflanzenparasitiren Nematoden der Gattung Praty-
lenchus keine signifikanten Unterschiede zwischen den Parzellen mit Bt+ bzw. Bt-, abge-
sehen von einer etwas hoheren Vermehrungsrate bei Antares/NavaresBt gegeniiber Nobi-
lis/NovelisBt an nur einem von fiinf Standorten. Bei den myko- und bakteriophagen Ne-
matoden waren ebenfalls keine Einfliisse von Bt-Mais nachweisbar. Eine geringe Zunah-
me der Pilzfresser zu Lasten der Bakterienfresser bei Bt176 deckt sich mit Ergebnissen
einjahriger Feldversuche aus Italien. Da durch einen Biotest mit dem bakteriophagen Ne-
matoden Caenorhabditis elegans bei Bt-Mais geringere Reproduktionsleistungen nach-
weisbar waren, konnte dies ein Indiz fiir eine direkte toxische Wirkung von Cry1Ab sein.
Wegen nur weniger Vergleichswerte von Toxingehalten in den Bodenproben, die parallel
mittels ELISA gemessen wurden, kann iiber die Sensitivitit dieses Nematodentests keine
abschliefende Aussage gemacht werden. In einem nachfolgenden Projekt soll dieser Test,
der fiir 6kotoxikologische Untersuchungen bereits standardisiert ist, fiir ein Bt-Mais-
Monitoring mit weiteren Cry-Toxinen validiert werden.
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3.2.10 Anhang mit Tabellen, Abbildungen, Literaturverzeichnis
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Ubersicht iiber die Probenahmen und die durchgefiihrten Untersuchungen

Anzahl Nematoden-Gattungen nach Erndhrungsgruppen in Proben zweier Standorte
vom Friihjahr 2002

Anteil der Nematoden nach Erndhrungsgruppen in Proben von Antares und Navares-
Bt vom Standort Baumannshof 2002

Ausgangs- und Endbefall mit Pratylenchus spp. nach viermaligem Maisanbau {iber
alle Sorten auf den fiinf Versuchsstandorten

Populationsdynamik von Pratylenchus spp. bei den Maissorten am Standort Bau-
mannshof

Abundanzen von Pratylenchus spp. an den Standorten {iber alle Beprobungstermine
nach Sorten

Populationsdynamik von Pratylenchus spp. zwischen Friithjahrs- und Herbstproben
Besatz der Maiswurzeln durch Pratylenchus spp. am Standort Baumannshof

Veridnderung der Anzahl saprophager Nematoden an den flinf Versuchsstandorten im
Mittel aller Sorten

Populationsverdanderung saprophager Nematoden nach Sorten am Standort Neuhof

Korperlange von C. elegans nach 96 stlindiger Exposition in Wurzelanhangserde
2002 vom Standort Baumannshof und Neuhof

Korperldnge von C. elegans mit Proben vom Baumannshof 2003

Eizahl von C. elegans mit Proben vom Baumannshof 2003

Reproduktionsrate von C. elegans mit Proben vom Baumannshof 2003
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Tab. 1: Ubersicht iiber die Probenahmen und durchgefiihrten Untersuchungen

Standort FY2000 | H 2000 F 2001 H 2001 F 2002 H 2002 F 2003 H 2003
Bodenproben ?

Baumannshof X X X X X keine X X
Neuhof X X X X X Probe- X X
Schwarzenau X X X X nahme X X
Grub X X moglich X X
Puch X X X X
Wurzelproben ¥ 2000 2000 2001 2001 2002 2002 2003 2003
Baumannshof Aug. Sept. Juli Aug. Juli Sept. Juni Sept.
Neuhof Okt. Juni

! F=Friihjahr, H=Herbst jeweils vor Maisanbau bzw. nach der Ernte; * Untersuchung auf Pratylenchus spp.
und saprophage Nematoden; x=zusitzlich Gattungsbestimmung und/oder Biotest mit C .elegans;
fett=zusétzlich Wurzelanhangserde fiir C. elegans Test

Tab. 2: Anzahl der Nematoden-Gattungen nach Erndhrungsgruppen in Proben von 2002

NEUHOF BAUMANNSHOF
Antares  Navares-Bt Nobilis  Novelis-Bt| Antares Navares-Bt Nobilis Novelis-Bt

Bakterienfresser 9 9 12 10 15 14 15 14
Pilzfresser 2 2 3 3 3 3 3 3
Pflanzenfresser 3 3 4 3 2 3 2 2
Obligate 2 2 4 5 1 1 4 2
Pfanzenparasiten

Réuber - - - | 1 - - -
Allesfresser 2 3 4 2 2 1 1 1
Gattungen total 18 19 27 24 24 22 25 22

Tab. 3: Anteil (%) der Erndhrungsgruppen in Proben von Antares und Navares-Bt vom
Standort Baumannshof 2002 "

Erndhrungsgruppen Antares Navares-Bt
Bakterienfresser 76.9 (61.8) 73.5 (57.5)
Pilzfresser 16.8 (4.7) 19.1 (9.4)
Pflanzenparasiten 5.0 (30.6) 5.9 (28.7)
sonstige 1.2 (2.9) 1.6 (4.4)

Werte in Klammern stammen von Feldversuchen aus Italien (Manachini et al. 2002)
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Abb. 1: Ausgangsbefall (pi) und Endbefall (pf) von Pratylenchus spp. nach viermaligem
Maisanbau (Mittelwerte mit Standardabweichung)
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Abb. 7: Populationsverdnderung saprophager Nematoden nach Sorten am Standort Neuhof
(Mittelwert und Standardabweichung zu Versuchsbeginn und von drei Friihjahrsbepro-
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staben bedeuten signifikant unterschiedliche Werte (one-way ANOVA, posthoc: Tukey,
p<0.05)
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33 Bodenmikrobiologie

3.3.1 Aufgabenstellung

Bodenmikroorganismen sind unverzichtbar fiir den Kreislauf der Nahrstoffe und stehen
am Anfang nahezu aller Stoffumsetzungen im Boden. Die besondere Bedeutung der Bo-
denmikroorganismen filir die Pflanzenerndhrung liegt in der Mineralisierung der Ernte-
rickstidnde, die zu einer Bereitstellung von pflanzenverfiigbaren Néhrstoffen fiihrt. Dar-
iiber hinaus regulieren die Bodenmikroorganismen den Humusgehalt und schaffen che-
misch-physikalische Bodeneigenschaften, die das Pflanzenwachstum begiinstigen. Die
mikrobielle Aktivitét ist daher fiir die Bodenfruchtbarkeit von wesentlicher Bedeutung.
Das Ziel der Untersuchungen war es, die Gesamtheit der fiir eine langfristige Boden-
fruchtbarkeit wichtigsten bodenmikrobiologischen Stoffwechselleistungen an verschiede-
nen Ackerstandorten zu erfassen.

Durch vergleichende Untersuchungen von verschiedenen, wichtigen bodenmikrobiologi-
schen Eigenschaften an Anbaufldchen mit Bt-Mais bzw. mit der vergleichbaren konventi-
onellen Maissorte sollen eventuelle Einfliisse des Bt-Toxins in Wurzel- und Pflanzenres-
ten und im Boden auf Bodenmikroorganismen festgestellt werden.

3.3.2 Umfassende Dokumentation und Auswertung der verwendeten Literatur

Fiir die vorliegende Arbeit wurde ausschlieBlich Literatur zum methodischen Teil dieser
Arbeit verwendet. Diese findet sich im Abschnitt Material und Methoden (3.3.6.) wieder.

3.3.3  Voraussetzungen unter denen die Arbeiten durchgefithrt wurden

Zum Zeitpunkt der Antragsstellung wurde mit einer anteiligen Arbeitsleistung von drei
Vollzeitlaborkriften im Arbeitsbereich kalkuliert. Aus nicht vorhersehbaren Griinden ver-
lor der Arbeitsbereich im Verlaufe des Forschungsprojektes zweieinhalb Stellen, die zur
Aufgabe einiger geplanter Untersuchungen fiihrten. In den wesentlichen Punkten konnte
das Projekt aber wie geplant beendet werden.

3.34 Planung und Ablauf

Die Untersuchungen wurden an den Dauerversuchen mit Kdrnermais auf den staatlichen
Versuchsgilitern am Baumannshof, in Grub, Neuhof, Puch und Schwarzenau sowie an den
verfligbaren Bodendauerbeobachtungsflichen (BDF) mit Mais durchgefiihrt.

Um mogliche Verdnderungen wihrend der Vegetationszeit feststellen zu konnen, wurde
zusétzlich zum iiblichen Beprobungstermin im Friihjahr auch im Sommer zur Maisbliite
und im Herbst nach der Maisernte beprobt. Die Beprobung startete im Sommer 2000 und
endete mit der Probenahme im Herbst 2003. Es ergaben sich somit elf Untersuchungster-
mine an den jeweiligen Daueranbauversuchen. Aus organisatorischen Griinden konnte am
Standort Schwarzenau die Probenahme nicht selbst durchgefiihrt werden, sie erfolgte
durch Dritte.

Auf Grund der Heterogenitit der Einzelproben und ihrer widerspriichlichen Analysedaten
wurde der Standort Schwarzenau ab dem Jahr 2003 nicht mehr beprobt. Neben der mikro-
biellen Biomasse als MaB fiir die mikrobielle Bodenbelebtheit wurden vier Enzymaktivita-
ten bestimmt, die wesentliche Stoffwechselleistungen im Boden charakterisieren.

Bei den Bodendauerbeobachtungsflichen entfiel die Probennahme im Sommer und musste
wegen Personalmangels im Herbst 2002 ganz eingestellt werden. Insgesamt wurden 8
BDF-Flachen beprobt, von denen jedoch nur 6 zur Auswertung kamen, da an zwei Stand-
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orten nur ein Untersuchungstermin moglich war. Ebenso wurden die Untersuchungen auf
potenzielle und aktuelle Nitrifikation aus Personalmangel 2002 eingestellt.

3.3.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewordener
Ergebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung

Derzeit gibt es nur wenig Studien {iber den Einfluss von Bt-Toxin auf die Aktivitidt der
Bodenmikroorganismen (FIFRA SAP Report 2001). Dabei handelte es sich entweder um
in vitro Laborversuche (Saxena und Stotzky 2001) oder um Feldversuche an einem Stand-
ort mit einem einzigen Untersuchungsmerkmal, der auch von uns untersuchten Dimethyl-
sulfoxidreduktase (Miicher 2004). In beiden Fillen konnte kein Effekt von Bt-Toxin bzw.
Bt-Mais auf die Bodenmikroorganismen festgestellt werden.

Alle tibrigen bodenmikrobiologischen Forschungen in Zusammenhang mit dem Anbau
von Bt-Mais befassten sich mit dem moglichen Gentransfer Bt-Mais = Bodenmikroorga-
nismen und der moglichen Verschiebung in der Populationsdynamik der Bodenmikroor-
ganismen.

Auf beiden Gebieten gibt es keine gesicherten Ergebnisse. Beziiglich des Gentransfers ist
zu bedenken, dass in einem Gramm Ackerboden iiber 10° Bodenmikroorganismen leben,
dies entspricht bei einer Bodentiefe von 10 cm 10'” Bodenmikroorganismen pro Hektar.
Die Suche nach einem seltenen Ereignis ist in Anbetracht der astronomisch hohen Zahl an
Bodenmikroorganismen demzufolge aussichtslos. Dariiber hinaus ist Bacillus thuringien-
sis ein typisches Bodenbakterium und der ,,natiirliche” Gentransfer Bacillus thuringiensis
an andere Bodenmikroorganismen viel wahrscheinlicher.

Ebenso sind Untersuchungen zur Populationsdynamik der Bodenmikroorganismen wenig
erfolgsversprechend, da jeder Boden auf Grund der verdnderten Umwelteinfliisse (Tempe-
ratur, Wasser, Stoffeintrag) tdgliche Verdnderungen in der Zusammensetzung der Bo-
denmikroorganismen aufweist (miindliche Mitteilung Dr. Schloter, GSF).

3.3.6 Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden
Probenahme, Aufbereitung und Lagerung

Von jeder Teilfliche wurde eine Mischprobe aus 50 Einzelproben aus der Oberkrume (0-
10 cm) hergestellt. Die homogenisierten Proben wurden luftgetrocknet und auf 2 mm ge-
siebt. Ein Teil der Proben wurde bis zur Untersuchung tiefgefroren bei —18 °C gelagert.
Riickstellproben fiir Nachuntersuchungen und weitergehende Analysen wurden ebenfalls
bei —18 °C gelagert. Zur Analyse wurden die Proben im Kiihlschrank aufgetaut und auf
50 % der maximalen Wasserkapazitit eingestellt.

Analysen

Alle Proben wurden auf die bodenmikrobiologischen Merkmale Biomasse, Katalaseaktivi-
tdt, DMSO-Reduktase, B-Glucosidase und Argininammonifikation untersucht. Dariiber
hinaus wurde in Verdachtsfillen auch die Aktivitit an nitrifizierenden Mikroorganismen
iiberpriift. Alle Untersuchungen wurden nach den international standardisierten Metho-
denvorschriften (Bodenbiologische Arbeitsmethoden, F.Schinner et al.1993) durchgefiihrt.
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Mikrobielle Biomasse

Substratinduzierte Respiration (SIR) nach Anderson und Domsch 1978. Bodenproben
werden mit Glucose versetzt und die unmittelbar folgende Atmungsreaktion (CO»-
Produktion) mit Hilfe eines Infrarot-Gasanalysators bestimmt. Durch Kalibrierung
kann auf mikrobiologisch gebundenen Kohlenstoff (= Cmic ) umgerechnet werden

(ug C/g TS).
Enzymaktivititen

Katalasezahl: Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid zur Bodenprobe wird die inner-
halb von drei Minuten enzymatisch abgespaltene O,-Menge gasvolumetrisch gemes-
sen und in Prozent angegeben ( Beck 1971).

- B-Glucosidase-Kohlenstoffkreislauf: Bodenproben werden mit dem Substrat B-
Glucosido-Saligenin (Salicin) 3 Stunden bei 37 °C bebriitet. Das durch B-
Glucosidaseaktivitdt freigesetzte Saliginin wird nach Férbung kolorimetrisch bei
578 nm bestimmt (modifiziert nach Hoffmann und Dedeken 1966).

- Dimethylsulfoxid-Reduktion-Schwefelkreislauf: Bodenproben werden nach Zugabe
von Dimethylsulfoxid 3 Stunden bei 30 °C in einem gasdichten Gefd3 bebriitet. Das
gebildete Dimethylsulfid wird gaschromatographisch erfasst (Alef und Kleiner 1989).

- Argininammonifikation-Stickstoffkreislauf: Nach einer dreistiindigen Inkubation der
Bodenproben mit einer wissrigen Argininlosung wird das gebildete Ammonium mit
einer 2 M Kaliumchloridlosung extrahiert und kolorimetrisch bestimmt (modifiziert
nach Alef und Kleiner 1986).

Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programmpakets SAS. Dabei wurden
nach der Varianzanalyse (unter Berlicksichtigung der Einflussfaktoren Probenahmetermin
und Sorten sowie im Falle der Verrechnung der gesamten Serie auch der Orte) die konven-
tionellen und transgenen Sorten paarweise mit dem t-Test verglichen. Dieser Vergleich
erfolgte ortsweise und tliber die Orte fiir die Paare Novelis-Bt/Nobilis-konventionell bzw.
Navares-Bt/Antares-konventionell. Dariiber hinaus wurde auch eine multivariante Vari-
anzanalyse durchgefiihrt, indem alle Untersuchungsmerkmale gemeinsam zur Unterschei-
dung der Vergleichspaare herangezogen wurden. Bei diesem Verfahren ist bei gleichsin-
nigen Effekten der Merkmale zu erwarten, dass gegeniiber dem univarianten Ansatz auch
kleinere Differenzen statistisch abzusichern sind.

Bei allen Vergleichen wurden die mit Insektizid behandelten Parzellen als Wiederholun-
gen verwendet, nachdem sich herausstellte, dass der Faktor ,,ohne* und ,,mit Insektizide*
auf die mikrobiellen Bodenparameter keinen Einfluss hatte.

3.3.7 Wihrend der Durchfiithrung des Forschungsvorhabens bekannt gewordene
Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen

Im Jahre 2004 wurden in einer Dissertation der RWTH-Aachen erstmalig Ergebnisse aus
Bt-Mais-Freilandversuchen zur Bodenmikrobiologie verdffentlicht (Miicher 2004). Dabei
wurde die Dimethylsulfoxidreduktaseaktivitdt an einem Versuchsstandort mit Bt-Mais und
isogenem Vergleichsmais innerhalb von zwei Versuchsjahren verglichen. Die Probenahme
erfolgte jeweils im Herbst (September bzw. Oktober) und die Analysen wurden entspre-
chend der von uns verwendeten Methode nach Alef und Kleiner 1986 durchgefiihrt. In
beiden Versuchsjahren konnte kein signifikanter Unterschied in der DMSO-
reduktaseaktivitit zwischen Bt-Mais und isogener Vergleichssorte festgestellt werden. In



Darstellung der Ergebnisse nach Arbeitsgruppen 85

seiner Arbeit weist Miicher darauf hin , dass auch andere bodenmikrobiologische Sum-
menparameter wie Bodenatmung, Ammonifikation und Dehydrogenaseaktivitit fiir ein
Monitoring angewendet werden konnten.

3.3.8 Darstellung und Bewertung der Ergebnisse
Bt-Mais-Daueranbauversuche

In Abb. 1 ist der Ausgangsbiomassegehalt aller fiinf Versuchsstandorte dargestellt. Die
deutlichen Unterschiede in der mikrobiellen Bodenbelebtheit (ug mikrobieller Kohlen-
stoff/g TS) an den einzelnen Versuchsstandorten geben den Schwankungsbereich der Bo-
denbelebtheit auf bayerischen Ackerboden recht gut wieder. So lag der Biomassegehalt
am sauren Standort Baumannshof mit 156 pg Cmic sehr niedrig, wihrend der Biomasse-
gehalt in Grub mit 465 pg Cmic deutlich tiber dem Durchschnitt lag. Die drei iibrigen
Standorte entsprechen in etwa dem mittleren Biomassegehalt bayerischer Ackerflichen
von 278 pg Cmic, ermittelt aus dem bayerischen BDF-Projekt.

Da der Standort Schwarzenau auf Grund der widerspriichlichen Analysedaten nicht be-
riicksichtigt wurde, lagen demzufolge elf Probennahmetermine (Sommer 2000 bis Herbst
2003) an vier Standorten fiir die Auswertung vor.

Betrachtet man die mikrobiologischen Kennwerte iiber alle elf Untersuchungstermine, so
ist ein signifikanter Anstieg der mikrobiellen Aktivitit im Verlaufe der Vegetationsperiode
zu erkennen. Auf allen Standorten und Versuchsparzellen stieg die mikrobielle Aktivitat
vom Friihjahr iiber Sommer zum Herbst hin an. Dieser durch eine verstirkte Wurzelbil-
dung wihrend der Vegetationszeit bedingte ,,Rhizosphédreneffekt™ ist in der Literatur seit
langem bekannt. Daher wurden zur Auswertung die Ergebnisse der einzelnen Jahreszeiten
(3mal Friihjahr, 4mal Sommer und 4mal Herbst) in Gruppen zusammengefasst. Die statis-
tische Auswertung ergab keine signifikanten Abweichungen innerhalb der Termingrup-
pen.

In den Abb. 2 bis Abb. 6 sind alle Untersuchungsparameter an den einzelnen Versuchs-
standorten als Paarvergleich Bt-Mais/ konventionelle Sorte mit Angabe des statistischen
Ergebnisses (t-Test) dargestellt.

Die mikrobielle Biomasse und die Katalasezahl gelten als die wesentlichen Merkmale zur
Ermittlung der allgemeinen Bodenbelebtheit und werden im Vergleich zu den iibrigen
bodenenzymatischen KenngroBen weniger von Umweltfaktoren beeinflusst. Fiir beide
Untersuchungsparameter ergaben sich an den vier Versuchsstandorten keine signifikanten
Abweichungen beim Paarvergleich Bt-Mais/konventionellem Mais (Abb. 2 und Abb. 3).
Die Katalasezahl und mikrobielle Biomasse waren ohne Ausnahme in allen Termingrup-
pen und fiir beide Paarvergleiche (NavaresBt/Antares; NovelisBt/Nobilis) nicht signifikant
unterscheidbar. Auch lassen die festgestellten nicht signifikanten Unterschiede keine Ab-
héngigkeit zum Standort oder der transgenen Maissorte erkennen.

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich auch bei den drei ilibrigen bodenenzymatischen Unter-
suchungen (Abb. 4 bis Abb. 6).

Zumeist ergaben die speziellen bodenenzymatischen Paarvergleiche keine signifikanten
Unterschiede. Lediglich vier Paarvergleiche, einer am Standort Neuhof und drei in Puch,
zeigten signifikante Abweichungen. In Neuhof konnte bei der Glucosidasemessung ein fiir
die Bt-Maissorte Navares signifikant kleinerer Wert als bei der Vergleichssorte Antares
festgestellt werden. Am Standort Puch lag die DMSO-Reduktaseaktivitit bei der Bt-Sorte
Navares signifikant {iber und bei der Bt-Sorte Novelis signifikant unter der jeweiligen
Vergleichssorte. An diesem Standort konnte auch eine fiir die Bt-Sorte Navares signifikant
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erhohte Arginidesaminase gemessen werden. Insgesamt ergaben sich vier signifikante
Abweichungen, wobei zweimal die Bt-Sorten iiber und zweimal unter den Vergleichssor-
ten lagen. Uber alle Standorte gesehen ergaben sich keine signifikanten Abweichungen in
den fiinf einzelnen Untersuchungsparametern (vgl. Tab. 1). Unterstiitzt wird dieses Ergeb-
nis auch durch die multivariante Varianzanalyse, indem alle 5 Untersuchungsmerkmale
gemeinsam fiir eine statistische Unterscheidbarkeit herangezogen wurden (Tab. 2). Fiir
einen behaupteten Unterschied zwischen Bt-Maissorte und isogener Vergleichssorte miiss-
te man nach allen vier berechneten Statistiken eine Irrtumswahrscheinlichkeit von knapp
85 % fiir Novelis/Nobilis und 99 % fiir Navares/Antares in Kauf nehmen.

Insgesamt gesehen ergab sich in dem Versuch eine sehr gute Ubereinstimmung der bo-
denenzymatischen Kennwerte mit den Biomasseergebnissen.

BDF-Vergleichsflachen

Auf Grund der unterschiedlichen Versuchsvoraussetzungen an den jeweiligen BDF-
Standorten (Versuchsanlage und Betreuung durch den Landwirt, unterschiedliche Hetero-
genitit der Versuchsflichen) wurden die Ergebnisse in einem Vorher-nachher-Vergleich
dargestellt. Hierzu wurde die Friihjahrsprobenahme (vor Maisanbau) mit der Herbstprobe-
nahme (nach Maisanbau) verglichen und die isogene Vergleichssorte gleich 100 % ge-
setzt. Hatte z.B. die Bt-Flache im Friihjahr 110% der Vergleichsfliche und im Herbst
112 %, so ergab sich eine Verdnderung der Aktivitit durch den Anbau von Bt-Mais von
+ 2 %. Dieses Vorgehen war notig, da die Vergleichsparzellen im Friihjahr vor Versuchs-
beginn sich teilweise bis zu 30 % in den Aktivitdtszahlen unterschieden.

In Tabelle 3 sind die Verdnderungen der mikrobiologischen Untersuchungsparameter,
bedingt durch Bt-Maisanbau, fiir die sechs untersuchten BDF-Standorte zusammenge-
stellt. Positive Zahlen zeigen einen Anstieg der Aktivititswerte fiir Bt-Mais und negative
Zahlen entsprechend einen Riickgang im Vergleich zur isogenen Vergleichssorte an. Aus
dem bayerischen BDF-Programm ist bekannt, dass Einzelproben eine durchschnittliche
Streuung von 6 % in den mikrobiologischen Aktivititszahlen aufweisen. Demzufolge
wurden Aktivititsverdnderungen unter 12 % (zweifache Streuung) als nicht unterscheidbar
angesehen. In der Zusammenstellung treten lediglich zwei erhohte Verdnderungen in den
Untersuchungsparametern auf, die beide positive Werte haben. Einmal lag am BDF-
Standort B die Katalasezahl mit 12 % in der Bt-Variante {iber der Vergleichsvariante und
zum anderen am Standort C2001 die DMSO-Reduktase mit 15 %. Im Folgejahr konnte am
Standort C2002 dieser Unterschied nicht mehr beobachtet werden. In allen tibrigen Unter-
suchungsparametern und Standorten lagen die festgestellten Unterschiede zumeist deutlich
unter der 12 %-Marke. Die Ergebnisse aus den BDF-Standorten belegen somit die Aussa-
ge aus den Daueranbauversuchen, wonach keine Unterschiede in der bodenmikrobiologi-
schen Aktivitdt bedingt durch Bt-Maisanbau feststellbar sind.

3.3.9 Zusammenfassung

In dem vorliegenden Monitoringbericht wurden erstmalig an mehreren Standorten iiber
einen lingeren Untersuchungszeitraum und iiber die gesamte Vegetationsperiode hinweg
alle wesentlichen bodenmikrobiologischen Summenparameter vergleichend fiir Bt-Mais
und isogener Vergleichssorte untersucht.

Nach elf Probenahmeterminen {iber vier Jahre verteilt kann an den vier auswertbaren Bt-
Mais-Daueranbaustandorten keine Verdnderung in den untersuchten bodenmikrobiologi-
schen Merkmalen festgestellt werden. Gelegentlich auftretende signifikante Unterschiede
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in den Paarvergleichen waren sowohl positiv wie negativ und lassen nach dem vorliegen-
den Zahlenmaterial keine Abhédngigkeit zur transgenen Maispflanze erkennen.

Eine zusidtzliche Bestitigung dieser Ergebnisse geben auch die Analysewerte der ausge-
wihlten BDF-Flachen. Nach dem vorliegenden Zahlenmaterial kann eine Beeintréichti-
gung der Bodenfruchtbarkeit und der mikrobiologischen Bodenaktivitdt durch den Anbau
der Bt-Maissorten Navares und Novelis ausgeschlossen werden. Aus bodenmikrobiologi-
scher Sicht bestehen keine Bedenken gegen den Anbau der zwei untersuchten transgenen
Maissorten.

3.3.10 Tabellen, Abbildungen und Literatur

Tab. 1: Statistischer Paarvergleich Bt-Mais — Konventionelle Sorte (Navares/Antares
und Novelis/Nobilis) iiber alle Termine und Insektizidstufen

Ort Vergleich” | Biomasse | Katalase | DMSO | Glucosidase | Arginin
Nov./Nob. nein® nein nein nein nein
Baumannshof _ . ' ' '
Nav./Ant. nein nein nein nein nein
Nov./Nob. nein nein nein nein nein
GrUb . . . . .
Nav./Ant. nein nein nein nein nein
Nov./Nob. nein nein nein <3 nein
Neuhof _ _ ' ‘ '
Nav./Ant. nein nein nein nein nein
Nov./Nob. nein nein >¥ nein >¥
Nav./Ant. nein nein < nein nein
Nov./Nob. nein nein nein nein nein
alle Orte _ _ ' ‘ .
Nav./Ant. nein nein nein nein nein

Y Nov./Nob. = Novelis-Bt/N obilis-konv.; Nav./Ant. = Navares-Bt/Antares-konv.
nein” = kein signifikanter Unterschied

<* = Bt-Mais signifikant kleinerer Wert

>4 = Bt-Mais signifikant groBerer Wert
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Tab. 2: Multivariante Varianzanalyse mit Biomasse, Katalase, DMSO, Glucosidase,
Arginin

Vergleich Novares/Antares und Novelis/Nobilis

Statistik (nach SAS) Uberschreitungswahrscheinlichkeit *)
Navares/Antares Novelis/Nobilis
Wilks’ Lambda 0,9916 0,8486
Pillais Trace 0,9916 0,8486
Hotelling-Lawley Trace 0,9916 0,8486
Roy’s Greatest Root 0,9916 0,8486

" Alle vier Statistiken bestitigen die Nullhypothese, d.h. Bt-Sorte unterscheidet sich nicht
von der konventionellen Sorte (P > 0,05).

Beispiel 0,9916: Fiir einen behaupteten Unterschied zwischen beiden Sorten miisste man
eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 99,16 % in Kauf nehmen.

Tab. 3: Verdnderung (%) der bodenmikrobiologischen Kenngroflen beim Vergleich Bt-
Mais/konventioneller Mais auf Bodendauerbeobachtungsfldchen (Erlduterungen
siche Text)

BDF- mikrobielle | o lase- | PMSO- B-Glucosidase Arginin-

Flichen/Jahr | DIOMasse | oy | Reduktase | o pioinin/g TS/3 1 | desaminase

ug C/g TS DMS/g TS/h ug N/g TS/h
BDF A /2002 6 -4 -1 -3 3
BDF B /2002 3 12 2 0 5
BDF C /2001 0 -2 15 -5 0
BDF C /2002 -4 1 -2 -7 2
BDF D /2001 -6 -6 -5 -3 -3
BDF E /2001 1 -2 5 1 -3
BDF F /2001 4 6 7 2 -2
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Abb. 1:  Durchschnittlicher mikrobieller Biomassegehalt an den Versuchsstandorten
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Abb. 2: Mittelwerte Biomasse und t-Test flir Paarvergleich Bt-Mais/konventionell iiber
alle Termingruppen und beide Insektizidstufen
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Abb. 3: Mittelwerte Katalasezahl und t-Test fiir Paarvergleich Bt-Mais/konventionell
iiber alle Termingruppen und beide Insektizidstufen
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Abb. 4: Mittelwerte DMSO und (t-Test) fiir Paarvergleich Bt-Mais/konventionell {iber
alle Termingruppen und beide Insektizidstufen

s P oS O Navares Bt
S ? O Antares kon.

s.:P<5% Novelis Bt

[0 Nobilis kon.

Arginin-Desaminierung pg N/g TS /h

Baumannshof Grub Puch Neuhof

Abb. 5: Mittelwerte Arginin und t-Test fiir Paarvergleich Bt-Mais/konventionell iiber alle
Termingruppen und beide Insektizidstufen
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Abb. 6: Mittelwerte B-Glucosidase und t-Test fiir Paarvergleich Bt-Mais/konventionell
tiber alle Termingruppen und beide Insektizidstufen
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3.4 Collembolen und Lumbriciden

34.1 Aufgabenstellung

Ziel der Untersuchungen war die Priifung, ob der Anbau von Bt-Mais im Vergleich zu
gentechnisch nicht verdnderten Sorten sowie eine Insektizidbehandlung gegen den Mais-
zlinsler im Vergleich zu insektizidfreiem Anbau negative Auswirkungen auf die Boden-
fauna hat. Als Indikatororganismen dienten Collembolen (Springschwinze) und Lumbrici-
den (Regenwiirmer), Tiergruppen, die aufgrund ihres Individuen- und Artenreichtums auf
landwirtschaftlichen Fldachen sehr gut eine quantitative und qualitative Veridnderung des
Bodens und des Nahrungsangebots durch Verdnderung der Taxozonosen anzeigen konnen.
Die Untersuchungen wurden auf fiinf GroB3flachenversuchen an verschiedenen Standorten
unter Dauermaisanbau durchgefiihrt.

3.4.2 Umfassende Dokumentation und Auswertung der verwendeten Literatur

Uber die Auswirkungen von Bt-Mais auf die Bodenfauna liegen bisher keine Ergebnisse
aus echten Freilandversuchen mit natiirlichen Populationen unter Praxisbedingungen vor.
Die wenigen in der Literatur beschriebenen Untersuchungsansdtze stammen aus Labor-
oder ,,Halbfreilanduntersuchungen® mit jeweils nur einer Art und sind damit auf landwirt-
schaftliche Flichen nur bedingt iibertragbar. Goy et al. (1995) sowie Saxena und Stotzky
(2001) untersuchten in Fiitterungsversuchen im Labor die Auswirkung von Bt-Mais auf
den Kompostwurm Eisenia foetida bzw. auf die Freilandform Lumbricus terrestris. Goy et
al. hielten E. foetida in Kunsterde, der sie Blattextrakte von Bt- und Nicht-Bt-Mais bei-
mischten. Nach 14 Tagen waren alle Tiere noch am Leben und hatten gleiche Gewichts-
zunahmen. Saxena und Stotzky benutzten fiir ihre Untersuchungen die Mineralbodenart L.
terrestris. Sie hielten je 20 geschlechtsreife Tiere in Plastiktopfen, die mit Mineralboden
gefiillt und mit Bt- und Nicht-Bt-Mais bepflanzt waren. Nach 40 Tagen Versuchsdauer bei
24 °C und Tag/Nacht-Beleuchtung zeigte sich kein Unterschied beziiglich der Mortalitét
und der Biomasse. Zum gleichen Ergebnis kamen Topfversuche mit Mineralboden, in den
Bt- und Nicht-Bt-Maisstroh eingemischt war. Das Bt-Toxin war unmittelbar nach Beendi-
gung des Versuchs im Darm und im Kot der Regenwiirmer nachzuweisen, konnte aber
bereits 2-3 Tage nach Umsetzung der Wiirmer in frische Erde nicht mehr festgestellt wer-
den.

Zwabhlen et al. (2003) priiften in Labor- und ,,Halbfreilandversuchen den Einfluss des Bt-
Toxins auf L. terrestris. Im Labor erfolgten dazu Fiitterungsversuche an adulten Tieren
in Glasréhrchen. Im Freiland wurden subadulte Tiere in Gazebeuteln, die mit Maisstroh
und Erde gefiillt waren, 60 cm tief im Feld vergraben. Die Fiitterungsversuche der Re-
genwiirmer im Labor und im Freiland mit Nicht-Bt- oder Bt-Maisstroh dauerten 200 Tage.
Gepriift wurde die Mortalitdt und die Gewichtsentwicklung der Tiere. Weder im Labor
noch im Freilandversuch fiihrte Bt-Mais zu einer hoheren Mortalitit. Im Laborversuch
zeigte sich nach 160 Tagen Versuchsdauer (bei den adulten Tieren) ein signifikanter Ge-
wichtsverlust bei der Gruppe, die mit Bt-Mais gefiittert wurden. Dies konnte im Freiland-
versuch (bei subadulten Tieren) nicht bestétigt werden. Unterschiede zwischen Labor- und
Freilandversuchen ergaben sich auch bei der Abbaugeschwindigkeit des Bt-Toxins. Im
Labor nahm der Toxingehalt des Maisstrohs zunéchst stark ab und blieb dann bis Ver-
suchsende auf konstant niedrigem Niveau. Im Freiland war der Toxingehalt des Mais-
strohs zumindest bis zum 80. Versuchstag noch so hoch, dass er Ziinslerlarven hitte abto-
ten konnen. Bei Versuchsende, nach 240 Tagen war das Toxin nur noch in geringen Men-
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gen nachweisbar. Dem Versuch von Zwahlen et al. (2003) kommt deshalb eine grofle
Bedeutung zu, weil hier die Reaktion der Regenwurm-Freilandart L. terrestris nicht nur in
einem Laborversuch, sondern erstmals auch in einem ,,Halbfreilandversuch* getestet wur-
de.

Uber die Reaktion von Collembolen auf Bt- und Nicht-Bt-Mais gibt es nur wenig Verdf-
fentlichungen. Deeb et al. (2003) fanden in Feldversuchen keine signifikanten Unterschie-
de zwischen Parzellen mit Bt-Mais und Nicht-Bt-Mais. Allerdings handelte es sich dabei
um eine gegen Maiswurzelbohrer gentechnisch verdanderte Sorte mit dem Cry3b Toxin.

343 Voraussetzungen, unter denen die Arbeiten durchgefiihrt wurden

Im Unterschied zu den in 3.4.2 dargestellten Arbeiten wurden die vorliegenden Untersu-
chungen im Freiland unter Praxisbedingungen durchgefiihrt. Auf Fldchen mit Dauermais-
anbau wurden Bt-Mais und Nicht-Bt-Mais und Insektizid- und Nicht-Insektizid-Parzellen
verglichen. Der Dauermaisanbau ist als ,,worst case® fiir eine Bt- bzw. Insektizidbelastung
in der landwirtschaftlichen Praxis zu werten. Die vorliegenden Untersuchungen wurden
im zweiten und dritten Jahr des Anbaus durchgefiihrt. Somit war gewdhrleistet, dass to-
xinhaltige Wurzelausscheidungen, Pollen und die Abbauprodukte von Pflanzenresten be-
reits in die natilirliche Nahrungskette gelangt waren. Ein weiterer Vorteil des Freilandver-
suches ist, dass die natiirlich vorhandenen, artenreichen Taxozonosen gepriift werden
konnten. Nachteile der Freilanduntersuchungen sind die manchmal sehr heterogene Ver-
teilung der Tiere, eine z.T. geringe Besiedlungsdichte und die Einfliisse der unterschiedli-
chen Standort- und Witterungsfaktoren.

Die Versuche wurden auf Grof3parzellen (30 x 50 m) an fiinf Standorten auf den Staatsgii-
tern Baumannshof, Grub, Neuhof, Puch und Schwarzenau durchgefiihrt. Durch die breite
Streuung der Versuchsstandorte iiber Bayern war es moglich, eventuelle Auswirkungen
des Bt-Maises und der InsektizidmaBnahmen unter verschiedenen Boden- und Witte-
rungsbedingungen zu priifen. Die Versuche waren auf allen Standorten gleichartig ange-
legt (Abb.1). In einem ersten Block lagen vier Parzellen mit den Maissorten Bt 176 ,,Na-
vares“, der isogenen Sorte ,,Antares”, sowie Bt MON 810 ,Novelis* und der isogenen
Sorte ,,Nobilis* nebeneinander. In einem zweiten Block standen die gleichen Sorten mit
einer Insektizidanwendung. Die Versuchsflichen befanden sich inmitten eines grofBeren
Maisschlags, sodass keine Randeinwirkungen durch andere Kulturpflanzen zu befiirchten
waren.

Fiir die Auswertung der Untersuchungen wiére es gilinstiger gewesen, wenn es auf den ein-
zelnen Versuchsstandorten Versuchswiederholungen gegeben hitte. Nachdem dies aus
versuchstechnischen Griinden nicht méglich war, wurden die Versuche von verschiedenen
Standorten als Wiederholungen gewertet.

Da Collembolen- und Lumbriciden-Taxozénosen an der LfL schon in verschiedenen Pro-
jekten untersucht wurden (BauchhenB3, 1977, 1989, 1997, 1998), waren die technischen
Voraussetzungen und Kenntnisse fiir die vorliegende Arbeit vorhanden.
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3.4.4 Planung und Ablauf der Arbeiten

Die Untersuchungen wurden aus arbeitstechnischen Griinden auf fiinf Grofparzellen mit
Dauermaisanbau beschrinkt, weil hier im Vergleich zu praxisiiblichen Fruchtfolgen am
ehesten mit Auswirkungen des Bt-Toxins zu rechnen ist.

Fiir die Priifung der Collembolen wurden die Proben in 2001 und 2002 jeweils im Sommer
oder im Herbst gezogen (Tab 1). Im Sommer erfolgte die Beprobung auf den Parzellen
ohne Insektizid, im Herbst auf den Parzellen mit Insektizid (Novelis+I; Nobilis+I). Die
Sommerproben dienten somit dem Vergleich Bt-Mais und Nicht-Bt-Mais, die Herbstpro-
ben dagegen in erster Linie dem Vergleich Insektizid und Nicht-Insektizid.

Fir die Lumbriciden-Untersuchungen wurden nur im Herbst 2001 und 2002 auf ausge-
wihlten Versuchsgliedern Proben gezogen und zwar auf folgenden Parzellen: Navares,
Antares, Novelis und Nobilis sowie Nobilis+1. Da eine Schidigung der Lumbriciden durch
das Insektizid nicht zu erwarten war, erschien die Untersuchung nur einer Insektizidpar-
zelle als ausreichend.

34.5 Zusammenstellung der Gesamtproblematik und bisher bekannt gewordener
Ergebnisse auf dem Gebiet der Aufgabenstellung

Beim Anbau transgener Nutzpflanzen ist es unabdingbar, deren Wirkung auf die Umwelt
zu kennen. Nur so konnen Schiadigungen der Biozonose bei groBflachigem und langfristi-
gem Anbau vermieden werden. Deshalb sind mehrjdhrige Untersuchungen der Gesamt-
biozdnose unter Praxisbedingungen notwendig. Die in 3.4.2 zitierten Arbeiten erfassen nur
Teilaspekte durch Labor- oder Halbfreilandversuche, weshalb die Untersuchungen unter
Praxisbedingungen zu erginzen sind. Dies konnte durch die vorliegenden Freilandversu-
che mit Dauermaisanbau realisiert werden. Es wurden Collembolen- und Lumbriciden-
Untersuchungen im 2. und 3. Jahr eines Dauermaisanbaus durchgefiihrt. Durch den Dau-
eranbau von Mais war gewéhrleistet, dass dessen Abbauprodukte zu Beginn der Untersu-
chungen bereits im Boden vorlagen und in unterschiedlichen Verrottungsstadien zusam-
men mit ithrem Pilz- und Bakterienbewuchs den Collembolen und Lumbriciden als Nah-
rungsquelle zur Verfiigung standen. Zwangslédufig erfolgte somit die Inkorporation des Bt-
Konstrukts bzw. von Crylab-Toxin {iber den Nahrungsweg.

Collembolen und Lumbriciden sind geeignete Testobjekte, weil sie eine wichtige Rolle im
Nihrstoffkreislauf innehaben, die Bodenstruktur verbessern und sich als Detritusfresser
ausschlieBlich von verrottenden pflanzlichen Substanzen in verschiedenen Abbaustadien
erndhren.

3.4.6 Angewandte wissenschaftliche und technische Methoden

Um subjektive Einfliisse bei der Untersuchung durch das Laborpersonal auszuschlieBen,
erfolgten sdmtliche Auszdhlungen und Artbestimmungen der Proben unter verdeckter
Kennzeichnung.

Collembolen-Proben

Fiir die Collembolen-Untersuchungen wurden pro Parzelle 20 Proben gezogen, die in zwei
7 Meter breiten Streifen, 5 Meter rechts und links der Mittellinie und 15 m vom unteren
und oberen Parzellenrand entfernt, lagen. Die Proben wurden jeweils mit einem in der
Bodenphysik gebrauchlichen 100 ml Stechzylinder an ungestorten Stellen zwischen den
Saatreihen entnommen. Der 4 cm hohe Stechzylinder wurde so tief eingeschlagen, dass
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der obere Rand mit der Bodenoberfliche abschloss. Die Stechzylinder wurden, mit zwei
Deckeln versehen, in Kiihltaschen ins Labor gebracht. Noch am gleichen Tag wurde mit
der Austreibung der Tiere begonnen, indem die Proben zwei Tage auf 25°C, zwei weitere
Tage auf 30°C und den letzten Tag auf 35°C erwédrmt wurden. Die Temperatur im Trich-
terinneren lag dabei jeweils etwa 10 °C niedriger. Die ausgetriebenen Tiere wurden in
Vorlagen mit 96 % Alkohol abgetdtet und konserviert und unter dem Binokular ausgele-
sen und den Familien zugeordnet. Die Determination erfolgte anhand von aufgehellten
Priaparaten unter dem Mikroskop nach Gisin (1960) und Palissa (1964). Juvenile Tiere
wurden grundsitzlich keiner Art zugeordnet. Sie sind in den Artenlisten summarisch auf-
gefiihrt.

Lumbricidenproben

Fiir die Lumbricidenuntersuchungen wurden pro Parzelle 10 Proben gezogen. Die Proben
wurden im Mittelbereich der Parzellen, bis zu 5 m rechts und links der Mittellinie und 15
m vom unteren, bzw. oberen Rand entfernt gezogen. Pro Parzelle wurden in diesem Innen-
raum 10 Proben von je einem Quadratmeter Fliche genommen. Die Probennahme erfolgte
mittels der ,,Formalinmethode* (2x101 0,2% Ldsung). Die Tiere wurden in 96 % Alkohol
abgetotet und konserviert. Die Artbestimmung erfolgte unter dem Binokular nach Wilcke
(1967), Bouche (1972) und nach Herr (1987). Die Biomasse wurde nach Bauchhenf3
(1981) aus dem Volumen berechnet. Juvenile Tiere wurden grundsétzlich nicht bestimmt.
Sie sind in den Artenlisten summarisch aufgefiihrt.

Statistik

Bodentiere sind in der Regel nicht normal verteilt. Zur Absicherung moglicher Unter-
schiede wurden daher parameterfreie statistische Methoden gewihlt. Fiir die weitere Aus-
wertung wurde aus den 20 Messwiederholungen bei Collembolen und den 10 Messwie-
derholungen bei Lumbriciden fiir jeden Termin und Ort sowie jede GroBparzelle der Me-
dian gebildet.

Die Hypothese (Hy), dass zwischen Bt-Mais und Nicht-Bt-Mais kein Unterschied beziig-
lich der Anzahl der Collembolen und der Anzahl, sowie dem Gewicht der Lumbriciden
besteht, wurde mit dem Wilcoxon-Test flir Paardifferenzen (Sachs 1992) {iberpriift. Die
Differenz der Mediane zwischen Bt-Mais und der entsprechenden Nicht-Bt-Mais Variante
wird gegen u=0 getestet. Mit diesem Test wird des weiteren iiberpriift, ob zwischen den
mit Insektizid behandelten Versuchsgliedern und den entsprechenden Varianten ohne In-
sektizid ein signifikanter Unterschied besteht.

Analog wurden als Nebenhypothesen die Unterschiede zwischen Bt-Mais und Nicht-Bt-
Mais sowie zwischen Insektizid und Nicht-Insektizid bei der Collembolen-
Gesamtindividuendichte sowie in den Collembolen-Familien und Collembolen-Arten und
der Gesamtindividuendichte der Lumbriciden sowie bei einzelnen Lumbricidenarten und
deren Biomasse getestet. Des weiteren wurde fiir jeden Untersuchungstermin fiir Collem-
bolen, deren Familien und Arten, sowie fiir Lumbriciden, deren Biomasse und Arten auf
Unterschiede zwischen den Varianten mit dem Kruskal-Wallis Test (Sachs 1992) {iber-
priift. Die Darstellung der Ergebnisse der Nebenhypothesen erfolgt in grafischer Form und
soll nicht als schlieBende Statistik beurteilt werden. Mit einer anschlieBenden Varianzana-
lyse wurden die Faktoren Jahr, Ort, Bt-Mais, und Insektizid hinsichtlich ihrer Gewichtung
ausgewertet.

Fiir die Beratung bei der statistischen Auswertung der Versuchsergebnisse und die Durch-
sicht des Manuskripts danke ich Herrn Peter Eiblmeier.
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3.47 Wihrend der Durchfiihrung des Forschungsvorhabens bekannt gewordene
Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen

Wihrend der Laufzeit des Forschungsvorhabens wurden die in 3.4.2 zitierten Arbeiten von
Saxena und Stotzky (2001) und Zwahlen et al. (2003) bekannt. Da es sich hierbei um La-
bor- und ,,Halbfreiland““-Untersuchungen an jeweils nur einer Art handelt, brachten diese
Ergebnisse fiir die vorliegende Arbeit keinen wesentlichen Erkenntnisgewinn. Die 2003
erschienene Arbeit von Deeb et al., in der Freilanduntersuchungen an Collembolen darge-
stellt werden, hat die hier gewonnenen Ergebnisse bestdtigt. Allerdings handelte es sich
dabei um eine gentechnisch verdnderte Maissorte mit einem anderem Bt-Toxin, welches
eine Resistenz gegen den Maiswurzelbohrer verleiht.

3.4.8 Darstellung und Bewertung der Ergebnisse
Familien- und Artenspektren der Collembolen

Insgesamt wurden 21.614 Collembolen ausgelesen und nach Familien geordnet. Die Iso-
tomiden waren mit 9548 Individuen am hiufigsten vertreten, gefolgt von Onychuriden mit
7.319, Entomobryiden mit 3.289, Poduriden mit 869 und Sminthuriden mit 589 Individu-
en. Vergleiche Tab. 3 und Abb. 3. Am Baumannshof war die Individuendichte in 320 100-
ml-Proben mit 7.466 Tieren am hochsten, gefolgt von Grub mit 4.950, Puch mit 3.717,
Schwarzenau mit 2.941 und Neuhof mit 2.549 Tieren. Bei den Isotomiden der Sommer-
und Herbstproben des Jahres 2001 (6.152 Individuen) wurden die Arten determiniert. Ins-
gesamt waren 14 Arten, allerdings mit sehr ungleicher Verteilung, vertreten (vergleiche
Tab.4). Die Arten I. notabilis, F. fimetaria und F. listeri kamen auf allen Versuchsstandor-
ten vor, I. notabilis mit insgesamt 2.204, F'fimetaria mit 116 und F. listeri mit 190 Indivi-
duen. Auf vier Standorten kamen vor: F. candida, F. quadrioculata, 1. viridis, I. minor
und 1. palustris.

Artenspektrum der Regenwiirmer

Insgesamt wurden 18.655 Regenwiirmer ausgezdhlt und bestimmt. Es waren 10 Arten
vertreten (vergl. Tabelle 4). Die héufigste Art war Allolobophora caliginosa mit 2.478
Tieren. Diese ist auf allen Untersuchungsstandorten vertreten. Am hdufigsten kommt diese
Art in Puch, Grub und am Neuhof vor. Lumbricus terrestris war mit insgesamt 690 Tieren
als zweithiufigste Art, ebenfalls auf allen Untersuchungsstandorten vertreten. Am haufigs-
ten kommt L. terrestris in Grub, am Neuhof und in Puch vor. Es folgen A. chlorotica, A.
rosea und O. lacteum mit insgesamt 578, 365 und 39 Tieren, die jeweils auf 3 Standorten
zu finden waren. In Grub war die Individuendichte (Summe aus 50 1m?-Proben) mit 7592
Tieren am hochsten, gefolgt von Puch mit 5713, vom Baumannshof mit 2641, vom Neu-
hof mit 2236 und von Schwarzenau mit 473 Tieren.

Weder fiir die Collembolen-Gesamt-Individuendichte, die Lumbriciden-Gesamt-
Individuendichte noch fiir die Lumbriciden-Biomasse konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den Bt-Varianten und den Nicht-Bt-Varianten ermittelt werden. Auch der Ver-
gleich der Insektizid- mit der Nicht-Insektizid-Variante erbrachte keinen signifikanten
Unterschied fiir die Collembolen-Gesamt-Individuendichte, die Lumbriciden-Gesamt-
Individuendichte und die Lumbriciden-Biomasse (Abb. 2). Die differenzierte Auswertung
der Collembolen-Familien, Collembolen-Arten und der Lumbriciden-Arten erbrachte nur
fiir den Vergleich der Insektizid-Variante mit der Nicht-Insektizid-Variante bei Isotomiden
und Entomobryiden einen Hinweis auf vorliegende signifikante Unterschiede. Sowohl bei
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Isotomiden als auch bei den Entomobyriden wurden dabei hohere Abundanzen in der In-
sektizid-Variante ermittelt (Abb. 3-7). Bei einer Auswertung der einzelnen Bt-Varianten
und Insektizid-Varianten zu verschiedenen Messzeitpunkten ergab sich kein Hinweis auf
signifikante Unterschiede (Abb. 8-21).

Weitere Auswertungen zeigten, dass sowohl der Ort als auch das Jahr der Probennahme
signifikanten Einfluss auf die Collembolen-Gesamt-Individuendichte hatten. Fiir die
Lumbriciden-Gesamt-Individuendicht und die Lumbricidenbiomasse konnte im Jahr der
Erhebung fiir den Ort der Probennahme ein signifikanter Einfluss bestimmt werden. Eine
Zusammenstellung der Ergebnisse der durchgefiihrten Varianzanalyse ist in Tabelle 6 dar-
gestellt.

Die methodische Problematik bei der Bestimmung von Lumbriciden-Taxozonosen und
Collembolen-Taxozonosen erfordert einen erheblichen Arbeitsaufwand (Bauchhenf,
1977). Mit den durchgefiihrten Arbeiten (Artbestimmung von 18600 Regenwiirmern und
Bestimmung der Familie von 21000 Collembolen) konnte daher nur ein geringes Spekt-
rum der moglichen relevanten Anbauszenarien fiir Bt-Mais und eventueller Anreiche-
rungsvorginge des Bt-Toxins hinsichtlich Lumbriciden und Collembolen methodisch kor-
rekt gepriift werden. Unter diesen Bedingungen beeinflusste sowohl der Ort, als auch das
Jahr die Collembolen-Taxozonosen. Fir Lumbriciden-Taxozonosen konnte in dem Jahr
der Beprobung ein signifikanter Ortseinfluss festgestellt werden. Es ergaben sich Hinwei-
se, dass eine Insektizidapplikation die Collembolen-Taxozonosen positiv beeinflusst. Hin-
sichtlich Bt-Mais konnte fiir die beiden Sorten Navares und Nobelis vorerst kein Einfluss
auf Lumbriciden-Taxozdnosen und Collembolen-Taxozonosen festgestellt werden.

Es ist zu wiinschen, dass die Untersuchungen, speziell an Collembolen und Lumbriciden
weitergefiihrt werden konnen. Dabei wére es wichtig, auf Parzellen mit echten Wiederho-
lungen arbeiten zu konnen.

3.4.7 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es festzustellen, ob und inwieweit ein grof3flichiger Anbau von Bt-
Mais (Navares, Novelis) im Vergleich zu Nicht-Bt-Mais (Antares und Nobilis) und die
Anwendung eines Insektizids (Baythroid, gegen den Maisziinsler) im Vergleich zu Nicht-
Insektizid quantitative und qualitative Auswirkungen auf die Collembolen- und die
Lumbriciden-Taxozonosen haben kann.

Collembolen und Lumbriciden gelten als Indikatororganismen fiir die Bodenfauna. Verén-
derungen des Bodens und vor allem des Nahrungsspektrums sind sehr gut an der Verénde-
rung ihrer Taxozonosen zu erkennen (Bauchhenf3 1977, 1989, 1997, 1998). Sie erndhren
sich von pflanzlichen Abbauprodukten und deren mikrobiellem Besatz. Durch diese Er-
nidhrungsweise ist gewdhrleistet, dass die Tiere im zweiten und dritten Jahr des Dauer-
maisanbaus sich von den Abbauprodukten der jeweiligen Maissorte erndhren miissen.

Die Untersuchungen fanden auf Grof3parzellenversuchen statt, die an fiinf verschiedenen
Standorten auf Staatsgiitern in Bayern wiederholt wurden. In jedem Versuch wurden auf
Parzellen von 30x50 Metern, die Sorten Bt-Navares, Antares, Bt-Novelis und Nobilis,
jeweils mit und ohne Insektizidanwendung im Daueranbau angebaut.

Die Probennahme wurde bei Collembolen mit 100 ml Stechzylindern durchgefiihrt, die in
Kiihltaschen ins Labor gebracht und noch am gleichen Tag ausgelesen wurden. Bei
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Lumbriciden erfolgte die Austreibung mittels einer 0,2 % Formalinldsung in der Zeit vol-
ler Aktivitdt der Tiere.

Die Collembolen-Proben wurden in den Jahren 2001 und 2002 im Sommer und Herbst,
bei Lumbriciden entweder 2001 (Schwarzenau) oder 2002 (alle iibrigen Standorte) im
Herbst gezogen.

Bei Collembolen wurden pro Probentermin und Parzelle 20 100 ml Proben genommen, bei
Lumbriciden 10 1m? Proben. Die Collembolen (21.600 Tiere) wurden aus den Berlese-
Vorlagen ausgelesen und den Familien zugeordnet. Die Isotomiden des Untersuchungsjah-
res 2001 (6.150 Tiere) wurden bis zur Art bestimmt. Bei Lumbriciden (18.600 Tiere) wur-
den alle Tiere bis zur Art bestimmt.

Fiir die Auswertung wurde bei Collembolen aus 20 Parallelproben einer Parzelle und bei
Lumbriciden aus 10 Parallelproben der Median gebildet. Aufgrund dieser Medianwerte
erfolgte die statistische Verrechnung der Ergebnisse nach dem Wilcoxon Test fiir Paardif-
ferenzen und dem H-Test von Kruskal und Wallis (Sachs1992).

Die Parzellen von Bt-Mais und Nicht-Bt-Mais wiesen weder bei Collembolen noch bei
Lumbriciden signifikante Unterschiede beziiglich der Abundanzwerte auf. Bei den Col-
lembolen-Familien Isotomidae und Entomobryidae war die Individuendichte auf Insekti-
zidparzellen signifikant hoher als auf den Nicht-Insektizidparzellen. Dies konnte aber auf
Artbasis nicht verifiziert werden.

Auch nach dem H-Test waren in keinem Fall signifikante negative Auswirkungen des An-
baus von Bt-Mais und und der Anwendung eines Insektizids auf die Collembolen- und
Lumbriciden-Taxozonosen der Untersuchungsflichen festzustellen. Die Untersuchung
zeigt die Entwicklung nach dreijdhrigem Dauermaisanbau. Sie sollte nach einigen Jahren
und weiterem Dauermaisanbau wiederholt und durch gleichzeitige Messungen des Toxin-
gehalts im Boden komplettiert werden.
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3.4.10 Anhang mit Tabellen, Abbildungen, Literaturverzeichnis

50m
Bt 176 konvent. 176 Bt Mon 810 konvent. Mon
Navares Antares Novelis 810 Nobilis
Bt 176 konvent. 176 Bt Mon 810 konvent. Mon
Navares + Antares + Novelis + 810 Nobilis +
Insektizid Insektizid Insektizid Insektizid
Abbildung 1: Versuchsplan
Tabelle 1: Probennahmetermine bei Collembolen
Baumannshof | Grub Neuhof |Puch Schwarzenau
Sommer 2001 16.07.01 11.07.01 |01.08.01 |25.07.01 07.08.01
Herbst 2001 18.09.01 25.09.01 [02.10.01 [10.10.01 19.10.01
Sommer 2002 09.07.02 22.06.02 |23.07.02 |16.07.02 29.07.02
Herbst 2002 11.09.02 04.09.02 [18.09.02 [01.10.02  |----=mmmm--
Tabelle 2: Probennahmetermine bei Lumbriciden
Baumannshof | Grub Neuhof |Puch Schwarzenau
Regenwurmproben | 18.10.02 16.10.02 [23.10.02 [11.10.02 |15.11.01
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Tabelle 3: Abundanzwerte der Collembolen-Familien 2001/2002 (Summen aus 320 100ml

Stechzylinderproben)
Collembolenfamilien | Baumannshof Grub Neuhof Puch Schwarzenau Summe

Isotomidae 2306 3052 1212 2139 839 9548
Onychuridae 4475 790 705 1170 179 7319
Entomobryidae 399 656 147 219 1868 3289

Poduridae 147 381 336 4 1 869

Sminthuridae 139 71 140 185 54 589
Summe 7466 4950 2540 3717 2941 21614

Tabelle 4: Abundanzwerte der Collembolen-Arten 2001 (Summen aus 160 100 ml Stech-

zylinderproben)

Collembolenarten Baumannshof Grub Neuhof Puch | Schwarzenau Summe
Isotoma notabilis 733 467 424 49 531 2204
Isotomurus palustris 0 278 142 1275 1 1696
Isotomina thermophila 473 7 3 0 0 483
Folsomides parvulus 0 318 0 7 0 325
Folsomia listeri 152 3 3 16 16 190
Isotoma viridis 22 16 129 0 4 171
Folsomia fimetaria 69 3 8 23 13 116
Folsomia quadrioculata 2 1 32 63 0 98
Folsomia candida 13 76 2 4 0 95
Isotoma olivacea 0 0 0 1 91 92
Isotomiella minor 44 0 9 1 1 55
Folsomia multiseta 0 0 0 34 0 34
Folsomia spinosa 16 0 0 1 0 17
Isotoma violacea 0 9 7 0 0 16
juvenil 251 180 33 74 22 560
Summe 1775 1358 792 1548 679 6152

Tabelle 5: Abundanzwerte der Regenwurmarten 2001 bzw 2002 (Summenwerte aus 50

1m2-Proben

RW-Arten Baumannsho{ Grub Neuhof Puch Schwarzenau [Summe

A. caliginosa 8 959 522 987 2 2478
L. terrestris 2 296 232 119 41 690
A.chlorotica 386 0 68 0 124 578
A. rosea 0 164 190 11 0 365
L. rubellus 54 0 0 119 0 173
D. rubida 71 4 0 0 0 75
O. lacteum 0 13 0 9 17 39
A. longa 0 2 0 0 0 2
O. cyaneum 0 0 0 0 1 1
L. castaneus 0 0 0 1 0 1
juvenil 2120 6154 1224 4467 288 14253
Summe 2641 7592 2236 5713 473 18655
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Tabelle 6: A posteriori Varianzanalyse

Merkmal

Jahr

Ort

Bt

Insektizid

Collembolen-
Gesamtindividuen

*

Lumbriciden-
Gesamtindividuen

Lumbriciden-
Biomasse

*) p< 0.05
-) p>=0.05

0) Keine Ergebnisse

90

80

70

60

50

40 1

30

20

70,2

25,7
22,3

10,5

14,8

11,6

Collembolen Ind/100ml, Lumbricidae Ind/m? L. Biomasse g/m?

Bt-Mais
n=20

n.s.

Nicht-Bt-Mais

Collembolen-Individuendichte

Insektizid Nicht-Insektizid
n=15
Collembolen-Individuendichte

n.s.

Bt-Mais Nicht-Bt-Mais
n=10
Lumbriciden-Individuendichte

n.s.

Bt-Mais Nicht-Bt-Mais
n=10
Lumbriciden-Biomasse

n.s.

Abb. 2: Durchschnittliche Individuendichte und Biomasse der Collembolen und Lumbrici-
den auf Bt- und Nicht-Bt-Parzellen sowie Insektizid- und Nicht-Insektizid-Parzellen. Kei-
ne signifikanten Unterschiede (Wilcoxon-Test p = 0,05)
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2, 2,9
g 2,6
8 2,1
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24 1,9
1
0
Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais Nicht-Bt-Mais
n=16 n=14 n=8
Isotomidae-Individuendichte Onychiuridae-Individuendichte Entomobryidae-Individuendichte
ns. n.s. ns.

Abb. 3: Durchschnittliche Individuendichte und Biomasse der Collembolentamilien Iso-
tomidae, Onichiuridae und Entomobryidae (Familien mit der hochsten Individuendichte)
auf Bt- und Nicht-Bt-Parzellen. Keine signifikanten Unterschiede (Wilcoxon-Test p =
0,05)

Collembolenfamilien: Ind/100ml
S

3,6 3,7
34
2 1,9
1 0,9
0
Insektizid Nicht-Insektizid Insektizid Nicht-Insektizid Insektizid Nicht-Insektizid
n=18 n=18 n=12
Isotomidae-Individuendichte Onychiuridae-Individuendichte Entomobryidae-Individuendichte

n.s.

Abb.4: Durchschnittliche Individuendichte der Collembolentamilien Isotomidae, Onychiu-
ridae und Entomobryidae auf Insektizid- und Nicht-Insektizid-Parzellen. Die Werte fiir
Isotomiden und Entomobryiden zeigen signifikante Unterschiede, die fiir Onychiuriden
nicht (Wilcoxon-TEST; p = 0,05).
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Collembolenarten: Ind/100ml
S

24
1,2
1 0,75
0 4 | |
Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais | Nicht-Bt-Mais
n=6 n=6
|. notabilis-Individuendichte I. palustris-Individuendichte
n.s. n.s.

Abb. 5: Durchschnittliche Individuendichte der Collembolenarten 1. notabilis und 1. pa-
lustris (die Arten mit den hochsten Abundanzwerten) auf Bt-Mais- und Nicht-Bt-Mais-
Flachen. Keine signifikanten Unterschiede (Wilcoxon-Test, p=0,05)
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24
0
Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais Nicht-Bt-Mais Bt-Mais Nicht-Bt-Mais
n=6 n=6 n=8 n=6
L. terrestris- Ind.dichte A.caliginosa-Ind.dichte L. terrestris-Biomasse A.caliginosa-Biomasse
ns. n.s. ns. ns.

Abb.6: Durchschnittliche Individuendichte und Biomasse der Lumbricidenarten A. caligi-
nosa und L. terrestris auf Bt-Mais und nicht Bt-Maisflachen. Die Abundanz- und Biomas-
sewerte zeigen keine signifikanten Unterschiede. (Wilcoxon-TEST; p = 0,05).
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Collembolenarten: Ind/100ml
S

1,9

Insektizid Nicht-Insektizid Insektizid Nicht-Insektizid
n=6 n<6!
|. notabilis-Individuendichte |. palustris-Individuendichte
n.s.

Abb.7: Durchschnittliche Individuendichte der Collembolenarten I.notabilis und I. pa-
lustris auf Insektizid- und Nicht-Insektizid-Parzellen (bei I.palustris reichen die Wiederho-

lungen fiir eine Bewertung nicht aus). Keine signifikanten Unterschiede (Wilcoxon-Test =
p 0,05).

40
—{- Baumannshof
c len - g t, S 2001, 2002 —@—Grub
H(2001) = 0,6672 —&— Neuhof
H(2002) = 1,4246 & Puch
T 30 [} —— zenau [—|
S /
Q
H] /
c
Q
-3
o
o .\
£ 20
=3
=3
=
<
°
o
2
E ‘\‘ /
2
° J 1
8 10 E ! % : i
0
Navares Antares Novelis Nobilis Navares Antares Novelis Nobilis
2001 2001 2001 2001 2002 2002 2002 2002

Abb. 8: Collembola-Gesamtindividuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis- und
Nobilis-Parzellen, Medianwerte aus 20 Einzelproben, Sommer 2001 (links), Sommer 2002
(rechts).

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 9: Lumbricidae-Gesamtindividuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis-,
Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 10 Einzelpro-

ben, Herbst 2002.
Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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Abb. 10: Lumbricidae-Gesamtbiomasse, auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis-, Nobilis-
und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 10 Einzelproben,

Herbst 2002.

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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Abb. 11: Collembola-Gesamtindividuendichte auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insektizid
(Novelis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus

20 Einzelproben, Herbst 2001 (links), Herbst 2002 (rechts).
Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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(rechts).
Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 13: Onychiuriden-Individuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis- und No-
bilis-Parzellen, Medianwerte aus 20 Einzelproben, Sommer 2001 (links), Sommer 2002

(rechts).

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 14: Entomobryiden-Individuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis- und
Nobilis-Parzellen, Medianwerte aus 20 Einzelproben, Sommer 2001 (links), Sommer 2002

(rechts).

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 15: Isotomiden-Individuendichte auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insektizid (Nove-
lis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 20
Einzelproben, Herbst 2001 (links), Herbst 2002 (rechts).

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 16: Onychiuriden-Individuendichte auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insektizid (No-
velis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 20
Einzelproben, Herbst 2001 (links), Herbst 2002 (rechts).

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 17: Entomobryiden-Individuendichte auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insektizid
(Novelis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus

20 Einzelproben, Herbst 2001 (links), Herbst 2002 (rechts).
Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis test, p = 0,05)
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Abb. 18: Isotoma notabilis — Individuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis- und
Nobilis-Parzellen, Sommer 2001 (links) und auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insektizid
(Novelis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Herbst 2001

(rechts), Medianwerte aus 20 Einzelproben.

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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Abb. 19: Isotomurus palustris — Individuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-Novelis-
und Nobilis-Parzellen, Sommer 2001 (links) und auf Bt-Novelis-, Bt-Novelis mit Insekti-
zid (Novelis+I)-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Herbst 2001
(rechts), Medianwerte aus 20 Einzelproben.

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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Abb. 20: Aporrectodea caliginosa - Individuendichte auf Bt-Navares-, Antares-, Bt-
Novelis-, Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 10
Einzelproben, Herbst 2002.

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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Nobilis- und Nobilis mit Insektizid (Nobilis+I)-Parzellen, Medianwerte aus 10 Einzelpro-
ben, Herbst 2002.

Keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p = 0,05)
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