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Kurzfassung

Ziel der durchgefiihrten Studie war es, das Ausmall der Gefdhrdung von Nicht-Ziel-
Schmetterlingen durch den Anbau von transgenem Bt-Mais mit Hilfe von Labor- und
Freilanduntersuchungen néher zu untersuchen. Hierfiir wurden die beiden Bt-Transformanden
Bt-176 (Sorte: PACTOL CB) der Firma SYNGENTA-SEEDS, sowie MONS810 (Sorte:
NOVELIS) der Firma  MONSANTO  verwendet. Da  Bt-Maislinien  das
lepidopterenspezifische CrylAb-Toxin in unterschiedlichen Mengen auch im Pollen
exprimieren, stellt der Anbau dieser gentechnisch verdnderten Pflanzen ein potenzielles
Risiko fiir Nicht-Ziel-Schmetterlinge dar.

Nach Etablierung einer geeigneten Biotest-Methode konnten die Auswirkung des Pollens
getestet und LDsp-Werte fiir Larven von 7 einheimischen Schmetterlingsarten ermittelt
werden. LDsp-Werte fiir Pollen der transgenen Maislinie Bt-176 lagen zwischen rund 8
Pollenkérnern (Kohlmotte — Ls) und etwa 61 Pollenkdérnern (Tagpfauenauge — L,). Die
Versuche zeigen, dass die Empfindlichkeit der Larven gegeniiber dem BT-Pollen zwischen
den verschiedenen Arten sehr stark variiert. Innerhalb einer Art sind neonate Raupen
wesentlich empfindlicher als éltere Larven. Untersuchungen zur Pollenalterung ergaben, dass
die Toxizitdt von Maispollen der Linie Bt-176 innerhalb von drei Wochen nicht abnahm.

Neben akuten toxischen Wirkungen wurden Tests zu subletalen Wirkungen an Larven der
Kohlmotte (Plutella xystostella) und des Tagpfauenauges (Inachis i0) durchgefiihrt. Die
Aufnahme geringer Bt-176 Pollenmengen kann zu Verzégerungen in der Larvalentwicklung
fiihren. Nur wenn die Schidigung der Larve in einem sehr frithen Entwicklungsstadium
erfolgt, ist das Individuum in der Lage eine zunichst geringere Gewichtszunahme bis zur
Verpuppung wieder auszugleichen. Auswirkungen subletaler Effekte auf die
Populationsdynamik werden diskutiert.

Mais der Linie MONS810 enthilt vergleichsweise wenig Bt-Toxin im Pollen. Im Laborversuch
wurden Larven der Kohlmotte, die sich als besonders Bt-empfindlich erwiesen hatten, selbst
durch eine vergleichsweise hohe Dosis von 80 Pollenkdrnern nicht signifikant geschidigt.
Allerdings flihrte die Aufnahme von StaubgefaB3-Bruchstiicken der Linie MONS810 bei diesen
Tieren zu einer signifikant erhdhten Mortalitdtsrate. Aus Sicht des Schmetterlingsschutzes
erscheint der Anbau der Linie MONS810 aufgrund der geringeren Toxin-Expression im Pollen
weniger problematisch als die Verwendung der Linie Bt-176. Allerdings muss noch geklért
werden, wie stark die Toxin-Expression im Pollen der Linie MON810 schwanken kann. Es
gibt deutliche Hinweise darauf, dass es zwischen verschiedenen Sorten bzw. aufgrund
differierender abiotischer Faktoren deutliche Variationen hinsichtlich der Toxin-Expression
geben kann. Auch muss noch untersucht werden inwieweit die hohe Toxin-Konzentration in
den Antheren ein Risiko darstellt.

Eine die Untersuchungen begleitende Kartierung von Schmetterlingsarten der Agrarlandschaft
in Unterfranken weisen aufgrund von Phinologie und Habitatpriferenzen auf eine hohe
Expositionswahrscheinlichkeit fiir die Larven von 26 tag- und 53 nachtaktiven
Schmetterlingsarten hin.



Um die Gefahr fiir Nicht-Ziel-Schmetterlinge durch den Anbau von Bt-Mais zu minimieren
wird vorgeschlagen nur Linien mit dulerst geringer Toxin-Expression im Pollen zuzulassen.
Dartliber hinaus sollte eine Mantelsaat mit konventionellem Mais angelegt werden und
Mindestabstéinde zu Naturschutzgebieten festgelegt werden.

Schlagworter: Bacillus thuringiensis, transgener Mais, Nicht-Ziel-Schmetterlinge,
Risikoabschédtzung, Bt-Mais, subletale Effekte.

Summary
Report title: Impact of transgenic Bt-maize pollen on larvae of selected butterflies

Aim of the study presented here was to assess potential side effects on non-target-butterflies
due to cultivation of transgenic BT-maize in a number of laboratory and field experiments.
Experiments were conducted with the two transgenic events Bt-176 (variety: PACTOL CB)
of SYNGENTA-SEEDS and MONS810 (variety NOVELIS) of MONSANTO. BT-maize
expresses the lepidopteranspecific CrylAb toxin in various amounts also in pollen, so
cultivation of these genetically modified plants must be considered as a potential threat for
non-target-butterflies.

After a suitable bioassay-method was established the impact of pollen could be determined.
LDso-values for larvae of 7 indigenous butterfly-species, regarding to the amount of applied
pollen grains (Bt-176-maize), could be calculated. LDsp-values regarding to pollen of Bt-176-
maize ranged between 8 pollen grains for the diamond back moth (4™ instar) and 61 pollen
grains for the peacock butterfly (2" instar). Larval susceptibility to Bt-pollen varies
considerable between different species. Within the same species neonate larvae are much
more susceptible than older caterpillars. Toxicity of Bt-176-maize pollen does not decrease
within the first three weeks after pollen shed.

Bioassays for assessing sublethal effects were conducted with larvae of the diamond back
moth and the peacock butterfly. Ingestion of low Bt-176-pollen numbers can lead to a delay in
larval development. Only if individuals are harmed in an early larval stage caterpillars are
able to compensate an initial decrease in weight gain before they pupate. Impacts of subletal
effects on population dynamics are discussed.

MONS8I10 maize contains comparable low amount of Bt-toxin in pollen. Larvae of the
diamond back moth, which had been proved to be highly Bt-susceptible were not harmed
after consumption of 80 MONS810 pollen grains. On the other hand ingestion of MONS&10
anther fragments caused a significant increase in mortality. From the aspect of butterfly
conservation cultivation of the event MONS810 seems to be less problematic than cultivation
of the event Bt-176, because of lower Cryl Ab-toxin expression in pollen. Nevertheless it has
to be proved if there is variation in pollen toxin expression between different transgenic



cultivars or due to different abiotic factors. Also it has to be cleared to which extent high toxin
concentration in anthers can pose a risk for non-target-butterflies.

During 2 years of field collections in a part of Bavaria (Germany) butterfly-species inhabiting
agricultural areas were recorded. Because of their life cycle and preferences of habitat, larvae
of 26 diurnal and 53 nocturnal species will be exposed to maize pollen with high probability.

Summarizing the results of the presented study we recommend only to permit cultivation of
Bt-maize with negligible toxin expression in pollen to minimize potential risks for nontarget
butterflies. Despite this, transgenic maize fields should be surrounded by at least 10 rows of a
non-transgenic maize hybrid to prevent dispersion of Bt-toxin containing pollen. Also
cultivation of genetically modified maize should be prohibited near nature reserves.

Key words: Bacillus thuringiensis, transgenic maize, non-target-butterflies, risk assessment,
Bt-maize, sublethal effects.



Ausfuhrliche Zusammenfassung

Transgener Bt-Mais ist gegeniiber den Larven des Maisziinslers (Ostrinia nubilalis) resistent,
da die Pflanze u. a. in den Bléttern das lepidopterenspezifische CrylAb-Toxin bildet. Da
dieses Toxin in unterschiedlichen Mengen auch im Pollen exprimiert wird, stellt der Anbau
dieser gentechnisch verdnderten Pflanzen ein potentielles Problem fiir Nicht-Ziel-
Schmetterlinge dar. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Raupen der Nicht-Ziel-Art dhnlich
empfindlich gegeniiber dem Cryl Ab-Toxin reagieren wie die Maisziinslerlarve und dass eine
hinreichende Expositionswahrscheinlichkeit fiir Maispollen besteht. Im Rahmen der hier
vorgelegten Studie wurde das Ausmal} der Gefahrdung von Nicht-Ziel-Schmetterlingen durch
den Anbau von transgenem Bt-Mais unter mitteleuropdischen Verhiltnissen mit Hilfe von
Labor- und Freilandstudien untersucht. Es wurden die beiden Bt-Maislinien Bt-176 (Sorte:
PACTOL CB) der Firma SYNGENTA-SEEDS, sowie MONS810 (Sorte: NOVELIS) der
Firma MONSANTO verwendet. Die beiden Linien unterscheiden sich hinsichtlich der
verwendeten Promotorsequenzen und gewebeabhingigen Expressionsraten. So ist z. B. die
Toxinexpression im Pollen in der Linie Bt-176 wesentlich hoher als in der Linie MONS810.
Zuerst wurde eine geeignete Biotest-Methode etabliert. Maispollen wurde zunichst in Wasser
gelost und dann auf Raupenfutterpflanzen appliziert. Nach dem Trocknen dieser definierten
Suspension wurden die zu testenden Larven auf die Blattstiicke gesetzt. Auf diese Weise
konnte untersucht werden wie sensibel die Raupen von 7 verschiedenen Schmetterlingsarten
auf das in Pollen von Bt-176-Mais enthaltene Toxin reagieren. Fiir 6 der untersuchten Arten
konnten LDsp-Werte bestimmt werden, die sich auf die Anzahl der applizierten Pollenkorner
beziechen. Am empfindlichsten erwiesen sich die Raupen (Ls) der Kohlmotte (Plutella
xylostella) fiir die ein LDso-Wert von 8 Pollenkdrnern ermittelt wurde. Ahnlich sensibel wie
L,-Raupen des Maisziinslers (Ostrinia nubilalis — 32 Pollenkorner) reagierten L,-Raupen des
Kleinen KohlweiBllings (Pieris rapae — 39 Pollenkorner), sowie neonate Larven von Kleinem
Fuchs (Aglais urticae — 32 Pollenkorner) und Tagpfauenauge (Inachis io — 37 Pollenkérner).
Fiir L,-Raupen des Tagpfauenauges wurde ein LDso-Wert von 61 Pollenkdrnern festgestellt.
Fiir Tagpfauenaugenraupen des vierten Larvalstadiums liegt der LDso-Wert bei >> 80, der
hochsten getesteten Pollenmenge. Noch unempfindlicher waren L,-Raupen des GroBlen
KohlweiBlings (Pieris brassicae — 139 Pollenkoérner). Der LDso-Wert fiir L; und L,-Raupen
der Wintersaateule (Agrotis segetum) muss mit >> 500 Pollenkérnern angegeben werden.

Fiitterungsversuche ohne Auswahlmdoglichkeit wurden auch mit Pollen und Staubgefal3-
Bruchstiicken der Linie MON810 durchgefiihrt. Im Laborversuch wurden Kohlmottenlarven
selbst durch eine Dosis von 80 Pollenkdrnern nicht signifikant geschidigt. Die Aufnahme von
Staubgefd3-Bruchstiicken der Linie MONSI10 fiihrte bei diesen Tieren zu einer signifikant
erhohten Mortalititsrate. Aus Hinsicht des Schmetterlingsschutzes erscheint der Anbau der
Linie MONS810 aufgrund dieser Daten weniger problematisch als die Verwendung der Linie
Bt-176. Allerdings ist bekannt, dass die Toxin-Expression im Pollen von MON810 Mais stark
schwankt. Dies kénnte sowohl auf abiotische Faktoren, als auch auf Unterschiede zwischen
verschiedenen Maissorten zurlickzufiihren sein. Auch muss noch genauer untersucht werden,
ob die hohe Toxin-Konzentration in den Antheren ein Risiko darstellt.



Da die Pollendichte mit zunehmender Entfernung vom Maisfeld rasch abnimmt, diirften
subletale Effekte unter Freilandbedingungen wesentlich héufiger auftreten als direkte,
toxische Auswirkungen durch Bt-Pollen. Bislang fehlten Berichte zu diesem Thema
allerdings weitgehend. In der hier verdffentlichten Studie wurden Untersuchungen zu
subletalen Effekten mit Kohlmotten (Ls) - und Tagpfauenaugenlarven (L; sowie L)
durchgefiihrt. Stets fiihrte die Aufnahme geringer Bt-176 Pollenmengen zu Verzogerungen in
der weiteren Entwicklung der betroffenen Individuen. Die einmalige Verfiitterung von 5
Pollenkornern verlangsamte die Entwicklung von Kohlmottenlarven im Vergleich zu einer
Variante, die mit Pollen von konventionellem Mais gefiittert worden war, signifikant.
Verpuppung und Falterschlupf setzten in der Bt-Pollen-Gruppe nicht nur spéter ein als in der
nicht-transgenen Variante, auch benétigten die Individuen der Bt-Variante bis zum Erreichen
des Puppen- bzw. Imaginalstadiums deutlich mehr Zeit als die Tiere der konventionellen
Variante. Noch deutlicher waren die Unterschiede zwischen den beiden Varianten bei
wiederholter Pollenaufnahme. Mit einer dhnlichen Methodik wurde {berpriift, welche
Auswirkungen die Verfiitterung einer Dosis von 10 Bt-176-Pollen auf die Entwicklung von
Tagpfauenaugenraupen des ersten und zweiten Larvalstadiums hat. Diese
Langzeituntersuchungen belegen, dass die Aufnahme einer sehr geringen Menge Bt-Toxin-
haltiger Maispollen die Larvalentwicklung zunidchst deutlich verlangsamen kann, was sich
eine (L; und L) bzw. zwei Wochen (L;) nach Beginn des Biotests anhand des signifikant
verringerten Durchschnittsgewichts duflerte. Kurz vor der Verpuppung hatten sich die
Durchschnittsgewichte der Larven allerdings weitgehend angeglichen.

In Kombination mit den Daten zur Pollenexposition am Rand von Maisfeldern belegen diese
Laboruntersuchungen, dass Bt-empfindliche Schmetterlingslarven nicht nur in direkter
Nachbarschaft von Bt-176-Maisfeldern geschiadigt werden konnen, sondern das subletale
Effekte, ausgelost durch sehr geringe Pollenmengen, auch noch in Entfernungen von mehr als
10 Metern auftreten konnen. So fanden sich wéhrend der Maisbliite in 8 Meter Entfernung
vom Feldrand bis zu 94 Pollenkérner pro Quadratzentimeter, in 16 Meter Entfernung bis zu
43 und in 32 Meter Entfernung immerhin noch bis zu 34 Pollenkdrner pro Quadratzentimeter.
Larven, deren Organismus durch die Aufnahme von geringen Bt-Pollendosen gestresst ist,
sind in hoherem Malle durch Pridatoren oder Krankheiten gefidhrdet. Raupen, die in einem
sehr frithen Entwicklungsstadium (L; oder L,) subletal durch Pollen von Bt-Mais geschédigt
wurden, konnen den daraus resultierenden Entwicklungsriickstand im weiteren Verlauf der
Ontogenese weitaus besser ausgleichen als bereits édltere Raupen (z. B. Ly).

Laboruntersuchungen ergaben, dass die Toxizitit von frischem und drei Wochen altem
Maispollen der Linie Bt-176 auf Kohlmottenlarven des vierten Stadiums identisch war. Dies
bedeutet, dass der Pollen dieser Linie fiir Larven von Nicht-Ziel-Lepidopteren eine Gefahr
darstellt, solange er auf deren Futterpflanzen verfiigbar ist. Wahlversuche mit
Kohlmottenfaltern erbrachten keine Hinweise darauf, dass die Tiere Kohlblitter, die mit Bt-
176-Pollen bedeckt waren, bei der Eiablage mieden. Auch die Raupen zeigten bei der
Nahrungsaufnahme keine Vermeidungsreaktion, wenn ihr Futter mit dem fiir sie toxischen
Pollen bedeckt war. Dies bedeutet, dass es zwangslidufig zu einer Pollenaufnahme durch
Raupen kommt, falls deren Futterpflanzen mit Pollen kontaminiert sind.



In Unterfranken wurden im Rahmen von Kartierungsmallnahmen Lepidopterenarten der
Agrarlandschaft erfasst. Fiir die Larven von 26 tag- und 53 nachtaktiven Schmetterlingsarten
besteht aufgrund von Phénologie und Habitatpriaferenzen eine hohe
Expositionswahrscheinlichkeit fiir Maispollen. Eine eventuelle Gefdhrdung der betroffenen
Arten durch den Anbau von Bt-Mais wird diskutiert.

Um die Gefahr fiir Nicht-Ziel-Schmetterlinge durch den Anbau von Bt-Mais zu minimieren
wird vorgeschlagen nur Linien mit dulerst geringer Toxin-Expression im Pollen zuzulassen.
Dartliber hinaus sollte eine Mantelsaat mit konventionellem Mais angelegt werden und
Mindestabstédnde zu Naturschutzgebieten festgelegt werden.

Summary (extended version)

Transgenic Bt maize is resistant against larvae of the European corn borer (Ostrinia nubilalis)
because leaves and other tissues are expressing the CrylAb toxin which acts specifically
against butterflies. Cultivation of these genetically modified plants may pose a risk to non
target butterflies, because toxin is expressed also in pollen. Caterpillars of non target species
showing the same level of toxin susceptibility as the ECB larva can be harmed, if the
probability for maize pollen ingestion is high. Here a risk assessment for European non target
butterflies due to cultivation of transgenic Bt maize was done by combining laboratory and
field experiments. Bt-176 maize (variety: PACTOL CB) of SYNGENTA-SEEDS company as
well as MON810 maize (variety: NOVELIS) of MONSANTO company was used for this
study. Both events differ from the inserted toxin promoters as well as the toxin expression of
different tissues. Because of this reason Bt-176 pollen contains much more toxin as MON810
pollen.

First of all a suitable bioassay method was established. Maize pollen was solved in water and
than applied on the caterpillar’s food plants. After the defined solution was dried the test
organisms were placed on the leaf disks. By using this method the susceptibility of larvae
from 7 butterfly species to Bt-176 maize pollen could be examined. LDso-values regarding to
the number of applied pollen grains could be determined for 6 of those species. 4" instar
larvae of the diamond back moth (Plutella xylostella) showed the highest susceptibility as an
LDso-value of 8 pollen grains indicates. More or less the same sensitivity was reported for 2™
instar larvae of the European Corn Borer (Ostrinia nubilalis — 32 pollen grains), 2™ instar
larvae of the imported cabbage worm (Pieris rapae — 39 pollen grains), neonate larvae of the
Small tortoiseshell (Aglais urticae — 32 pollen grains) and neonate larvae of the Peacock
butterfly (Inachis io — 37 pollen grains). LDso-values for 2™ and 4™ instar larvae of the
Peacock butterfly were calculated with 61 and >> 80 pollen grains respectively. 2" instar
larvae of Pieris brassicae were even less susceptible as an LDsj-value of 139 pollen grains
indicates. LDso-values for 1* and 2™ instar larvae of the noctuid species Agrotis segetum must
be given with >> 500 pollen grains — the highest dose that was tested.



No choice feeding tests were also done with pollen and anthers of the maize event MONS10.
In a laboratory experiment Diamond back larvae were not even harmed significantly due to an
amount of 80 pollen grains applied on cabbage leaf disks. On the other hand ingestion of
fragments from anthers caused a significant increase in mortality. Due to these observations
cultivation of MONS10 maize seems to be less problematic than cultivation of Bt-176 maize
from the aspect of butterfly conservation. However, it is known that toxin expression can
differ widely in pollen of MON&10 maize. Different amounts of toxin could be caused by
abiotic factors. Also differences between various cultivars seem to be possible. Further studies
have to focus on the question if high toxin concentrations in anthers can pose a risk for
caterpillars of non target butterflies.

It can be assumed that sub-lethal effects of Bt pollen will be more frequent under field
conditions than toxic effects, because pollen density declines rapidly with increasing distance
to the edge of the maize field. Up to now detailed results for this important topic were not
available. Here we studied sub-lethal effects on 4™ instar larvae of the diamond back moth, as
well as on 1*' and 2™ instar larvae of the Peacock butterfly. Ingestion of few pollen grains (Bt-
176 maize) always caused a delay in development of affected larvae. The development of
diamond back moth larvae which were fed only once with 5 pollen grains was reduced
significantly compared to a variant that received pollen from an isogenic conventional maize
cultivar. Individuals of the Bt pollen group started to pupate and hatch later as individuals of
the non transgenic variant. Also there was a significant difference for mean developmental
time between those two groups. If pollen application was repeated four times the observed
differences between the two variants were even more evident. The impact of 10 Bt-176 pollen
grains on the development of 1* and 2™ instar larvae of the Peacock butterfly was assessed by
using a similar bioassay method. These long term experiments revealed, that the ingestion of a
small number of Bt-176 pollen grains initially reduced the speed of larval development. One
week after the bioassay was started 1* and 2" instar larvae showed a significant reduction for
average weight compared to individuals which received pollen from non transgenic maize.
The same result was obtained for 1% instar larvae two weeks after the start of the bioassay.
However, average weight for the two pollen variants did not differ significantly directly
before pupation.

In combination with data for pollen drift these laboratory results suggest, that caterpillars
which are susceptible to Cryl Ab toxin could be harmed due to Bt-176 pollen uptake not only
in close vicinity to maize fields. It seems possible that sub-lethal effects, caused by very small
pollen numbers can be observed also in a distance of more than 10 metres from the edge of
the field. During the time of pollen shed up to 94 pollen grains per square centimetre could be
found 8 metres from the field’s edge. 16 metres from the edge the maximum number was 43
and 32 metres from the edge the maximum number was 34 pollen grains per square
centimetre. Larvae, which had been stressed from the ingestion of a small Bt pollen dose, are
more threatened because of predators and diseases. Caterpillars experiencing developmental
delays early in life (1 or 2™ instar) are able to compensate if they subsequently consume
uncontaminated foliage. For older larvae (for example 4™ instar) this is not possible.



Toxicity of Bt-176 pollen either fresh or 3 weeks old was tested on larvae of the diamond
back moth in a laboratory assay. Differences in toxicity could not be observed. This means,
that pollen from this transgenic event can pose a risk for larvae of non target butterflies as
long as it is available on their host plants. Choice tests with adult diamond back moths did not
indicate, that egg laying individuals avoid cabbage leafs dusted with Bt-176 pollen. Also
caterpillars feeding from cabbage leafs did not show any sign of avoidance if their food was
contaminated with pollen grains from this event. This means, that pollen will be automatically
ingested by larvae if it exists on their host plant.

During 2 years of field collections in Unterfranken (Bavaria, Germany) butterfly-species
inhabiting agricultural areas were recorded. Because of their life cycle and preferences of
habitat, larvae of 26 diurnal and 53 nocturnal species will be exposed to maize pollen with
high probability. Potential risks resulting from this exposition probability are discussed.
Summarizing the results of the presented study we recommend to permit only cultivation of
Bt-maize with negligible toxin expression in pollen to minimize potential risks for non-target
butterflies. Despite this, transgenic maize fields should be surrounded by at least 10 rows of a
non-transgenic maize hybrid to prevent dispersion of Bt-toxin containing pollen. Also
cultivation of genetically modified maize should be prohibited near nature reserves.

Abklrzungen

Bt Bacillus thuringiensis

Bt-11 transgener Mais-Event der Firma SYNGENTA SEEDS

Bt-176 transgener Mais-Event der Firma SYNGENTA SEEDS

CrylAb lepidopterenspezifisches Bt-Toxin, dass von Maispflanzen der Events
Bt-11, Bt-176 und MONS810 exprimiert wird

L, Raupen des ersten Larvalstadiums

LDs Dosis einer Aktivsubstanz, die im Biotest auf 50 % der
Versuchsorganismen letal wirkt

MONZI10 transgener Mais-Event der Firma MONSANTO

PACTOL isogene, konventionelle Maissorte zu PACTOL CB (Bt-)

PACTOL CB transgene Maissorte (event Bt-176) (Bt+)

NOBILIS isogene, konventionelle Maissorte zu NOVELIS (Bt-)

NOVELIS transgene Maissorte (event MON810) (Bt+)
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Tabellarische Ubersicht der durchgefiihrten Versuche

Versuch Bt-Maislinie Testorganismus Ziel
Pollenfiitterungsversuch Bt-176 Larven von Maisziinsler Quantifizierung von letalen
ohne Auswahlméglichkeit. (L,), Kohlmotte (L), und subletalen Pollendosen,
Biotestdauer: 1 Woche Wintersaateule (L, und L), |sowie Bestimmung von
Tagpfauenauge (L, Ly, Ly) | LDsp-Werten.
und Kleiner Fuchs (L;)
Pollenfiitterungsversuch Bt-176 Larven von Kohlmotte (L;) | Beobachtung der
ohne Auswahlmoglichkeit. und Tagpfauenauge (L, und | Auswirkungen subletaler
Biotestdauer: bis zu 5 L,). Pollendosen auf
Wochen (Schlupf des letzten verschiedene Parameter des
Falters). Entwicklungszyklus
Pollenfiitterungsversuch Bt-176 Larven der Kohlmotte (L,). | Toxizitdtsbestimmung von

ohne Auswahlmdglichkeit.
Biotestdauer: 1 Woche

Vergleichsuntersuchung
mit frischem, 2- und 3
Wochen altem Pollen

unterschiedlich altem
Maispollen der Linie Bt-
176

Pollenfiitterungsversuch mit
Auswahlmoglichkeit.

Bt-176

Larven von Kohlmotte (L)
und Kleiner KohlweiBling

(Ly).

Es wurde getestet, ob
Raupen Futterpflanzen
meiden, die mit Maispollen
der Linie Bt-176 bedeckt
sind

Wahlversuche zur Eiablage | Bt-176 Falter der Kohlmotte Es wurde getestet, ob Falter
bei der Eiablage Pflanzen
meiden, die mit Pollen der
Linie Bt-176 bedeckt sind

Versuch Bt-Maislinie Testorganismus Ziel

Fiitterungsversuch mit Pollen | MONg10 Larven der Kohlmotte (L4) | Quantifizierung von letaler

und Staubgefdfien ohne und subletaler Pollen- und

Auswahlmoglichkeit. Antherendosis

Biotestdauer: 1 Woche

Freilandbiotests Bt-176 Larven von Tagpfauenauge | Untersuchung der

(L)) und Kleiner
KohlweiBling (L,)

Pollentoxizitit unter
Freilandbedingungen

Erfassung der Pollendrift

Es wurde untersucht wie stark Maispollen mit dem Wind
verdriftet wird und die Pollendichte in Abhéngigkeit zur
Entfernung vom Maisfeld bestimmt

Schmetterlingskartierung in der Agrarlandschaft —
Kreis Miltenberg (Unterfranken)

abgeschitzt

Es wurden fiir die deutsche Agrarlandschaft typische
Schmetterlingsarten erfasst und jeweils die
Expositionswahrscheinlichkeit der Larven fiir Maispollen
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1. Einleitung und Zielsetzung

Schon seit Jahren werden Vor- und Nachteile der sog. Griinen Gentechnik in der deutschen
Offentlichkeit kontrovers diskutiert, wobei die meisten Menschen dieser recht neuen
Technologie bislang eher skeptisch gegeniiber stehen. Transgene Pflanzen konnen u. a.
Resistenzen gegen Insekten, Pilze, Nematoden, Viren, Bakterien oder Herbizide zeigen.
Andere gentechnisch verdnderte Pflanzen weisen einen verdnderten Stoffwechsel auf, sind
durch ménnliche Sterilitdt charakterisiert und/oder enthalten Markergene, die z. B. fiir eine
Antibiotikaresistenz verantwortlich sind. Als Hauptgrinde gegen den Anbau von
gentechnisch verénderten Pflanzen werden noch nicht absehbare gesundheitliche Risiken fiir
den Verbraucher, sowie mogliche Auswirkungen auf Natur und Umwelt genannt. Die hier
vorgestellte Studie geht auf den Aspekt ,,Umweltwirkungen® ein und beschéftigt sich mit den
Auswirkungen von insektenresistentem Bt-Mais auf Nicht-Ziel-Organismen.

Der untersuchte Bt-Mais enthélt in seinem Genom eine DNA-Sequenz des Bodenbakteriums
Bacillus thuringiensis und ist somit in der Lage, das selektiv gegen Lepidopteren wirkende
kristalline Endotoxin CrylAb zu bilden (KOZIEL et al. 1993). Somit ist dieser transgene Mais
vor den Larven des Maisziinslers (Ostrinia nubilalis) geschiitzt, einer Art, die sowohl in
Nordamerika, als auch in Europa als 6konomisch bedeutender Maisschéddling auftritt. Pro Jahr
verursachen die Bekdmpfung des Maisziinslers, bzw. die von ihm angerichteten Schiden
allein in der US-Landwirtschaft Kosten in Hohe von 1 Mrd. US $ (ZANGERL et al. 2001). Es
wurde zundchst nicht angenommen, dass der Anbau von Bt-Mais einen negativen Einfluss auf
Nicht-Ziel-Organismen haben konnte (PILCHER & RICE 1998). Spiter jedoch stellten LOSEY et
al. (1999) in einer Laborstudie fest, dass die Raupen des in Nordamerika weit verbreiteten
Monarchfalters (Danaus plexippus) geschiadigt werden, wenn sie von Futterpflanzen frafen,
die mit Pollen der transgenen Maishybride N4640 (Linie Bt-11) bedeckt waren. Nachfolgende
Labor- und Freilanduntersuchungen bestétigten, dass der Pollen von Bt-Mais fiir die Raupen
verschiedener Schmetterlingsarten eine Gefahr darstellen kann (HANSEN & OBRYCKI 2000,
FELKE & LANGENBRUCH 2001). Diese Erkenntnis ist allerdings nicht weiter iiberraschend
wenn man bedenkt, dass die Larven vieler Schmetterlingsarten aus verschiedenen Familien
empfindlich gegeniiber Bacillus thuringiensis-Endotoxinen reagieren (KRIEG, 1986 und
KRIEG & LANGENBRUCH, 1981). Zudem war relativ friih bekannt, dass transgene Bt-
Maissorten das CrylAb-Toxin in unterschiedlicher Ausprigung auch im Pollen exprimieren
(FEARING et al. 1997). Ziel des Forschungsvorhabens war es, zu dem Thema ,,Effekte auf
Nicht-Ziel-Schmetterlinge® mehr Daten zu liefern und eine Ubertragbarkeit von
Laborergebnissen auf die Situation im Freiland zu ermdglichen.

Zwar liegen aus Nordamerika zur Gefihrdung von Schmetterlingen durch Bt-Mais
mittlerweile eine ganze Reihe von Untersuchungen vor, diese konzentrieren sich allerdings
fast ausschlieBlich auf den dort sehr populdren Monarchfalter (Danaus plexippus). Ziel der
hier vorgelegten Studie war es zu iiberpriifen ob und in welchem Ausmal} einheimische
Schmetterlingsarten durch das im Maispollen enthaltene CrylAb-Toxin geschidigt werden.
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Um festzustellen, ob beziiglich der Raupen-Empfindlichkeit gegeniiber Bt-Pollen
interspezifische Unterschiede bestehen, wurden Larven moglichst vieler Schmetterlingsarten
aus verschiedenen Familien untersucht. Fiir drei Arten wurde auch die Empfindlichkeit
verschiedener Larvalstadien ermittelt um zu tiberpriifen, ob Junglarven durch die Aufnahme
von Bt-Pollen stirker gefdhrdet sind als dltere Raupen. Die fiir die Tests ausgewéhlten Arten
sind alle in Mitteleuropa heimisch und koénnen somit als Stellvertreter flir die deutsche
Lepidopterenfauna gelten. Da sich die meisten einheimischen Arten unter Laborverhéltnissen
nicht, oder nicht in ausreichendem Mal3e nachziichten lassen, wurden die verwendeten Arten
auch unter dem Aspekt der Ziichtbarkeit ausgewdhlt. Der Maisziinsler (Ostrinia nubilalis)
wurde mit aufgenommen, um die Empfindlichkeit zwischen Ziel- und Nichtzielorganismen
gegeniiber dem Pollen von Bt-176-Mais vergleichen zu konnen. Wahlversuche unter
Laborbedingungen sollten Aufschluss dariiber bringen, ob Falter bzw. Raupen bei Eiablage
bzw. Nahrungsaufnahme solche Pflanzen meiden, die mit Maispollen bedeckt waren. Falls bei
Lepidopteren generell ein solches Vermeidungsverhalten existiert, hitte dies fiir die
Risikoeinschitzung weit reichende Konsequenzen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Laborarbeiten lag auf der Untersuchung von subletalen
Effekten geringer Pollenmengen (event Bt-176) auf Raupen. Hierbei wurde getestet, wie sich
die ein- bzw. mehrmalige Verfiitterung einer subletalen Pollendosis auf die Entwicklung von
Raupen verschiedener Arten auswirkt. Unter Freilandbedingungen diirften Raupen
tiberwiegend subletalen Pollenmengen ausgesetzt sein, so dass derartigen Untersuchungen
eine besondere Relevanz zukommt. Daten zu dieser Thematik fehlten allerdings bislang
vollig. In weiteren Laborstudien wurde iiberpriift, ob und wenn ja in welchem Ausmal} die
Toxizitit von Bt-176-Pollen mit zunehmendem Alter abnimmt. Unter der Annahme, dass
Maispollen u. U. 2 bis 3 Wochen auf Futterpflanzen von Nicht-Ziel-Schmetterlingen
verfligbar sein konnte, ist es beziiglich einer Risikoabschétzung wichtig zu wissen, ob sich die
Toxizitdt des Pollens in diesem Zeitraum verdndert. Ebenfalls unter Laborbedingungen
fanden Fiitterungsversuche mit Pollen und Staubgefiflen des transgenen Mais-events
MONRS8I10 statt. Wahrend bekannt war, dass im Pollen von MON810-Mais im Vergleich zum
event Bt-176 deutlich weniger Toxin exprimiert wird, deuteten US-amerikanische
Forschungsergebnisse darauf hin, dass Staubgefdfle des events MONS10 eine toxische
Wirkung auf Schmetterlingslarven haben kdnnten.

Im Rahmen von Freilandversuchen wurden Effekte von Bt-176-Pollen auf Larven
verschiedener Schmetterlingsarten unter mdglichst praxisnahen Bedingungen untersucht.
Hiermit sollte tberpriift werden, ob die im Labor zu beobachtenden Effekte auch unter
Freilandbedingungen auftreten. Zeitgleich wurden Untersuchungen zur Pollen-Verdriftung
durchgefiihrt und die Pollenmengen ermittelt, die in bestimmten Entfernungen vom Rand
eines blithenden Maisfeldes nieder gehen. In Kombination mit den in Laborversuchen
ermittelten Empfindlichkeiten fiir verschiedene Arten (LDsp-Werte) ldsst sich die
Gefihrdungswahrscheinlichkeit fiir diese Spezies abschédtzen. Im Rahmen einer weiteren
Freilanduntersuchung wurden zwischen Anfang Juni und Mitte August in der Nihe des
Versuchsstandortes Imagines von tag- und nachtaktiven Lepidopteren erfasst. Spater wurde
anhand von Literaturdaten fiir die Larven jeder Art die Pollen-Expositions-
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Wahrscheinlichkeit ermittelt. Hiermit sollten die Schmetterlingsarten aufgelistet werden,
deren Larven aufgrund von Habitatpriferenzen und Phénologie mit hoher Wahrscheinlichkeit
mit Maispollen in Kontakt kommen kénnen und fiir die somit genauer untersucht werden
miisste, ob eine Gefdhrdung durch den Anbau von Bt-Mais mdglich ist.

Die Mehrzahl der Untersuchungen wurde mit Pollen der Linie Bt-176 durchgefiihrt, da hier
die Toxinexpression deutlich hoher ist als in den Linien Bt-11 und MONS810. Durch die
vergleichende Betrachtung von Ergebnissen der verschiedenen Labor- und Freilandstudien
war letztlich eine umfassende Beurteilung der Fragestellung ,,Bedrohung der einheimischen
Lepidopterenfauna durch den Anbau von transgenem Bt-Mais® moglich. Teilergebnisse dieser
Untersuchung wurden bereits publiziert (FELKE, 2000; FELKE & LANGENBRUCH, 2001; FELKE
& LANGENBRUCH, 2002; FELKE & LANGENBRUCH, 2003; FELKE et al., 2002).
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2. Laborversuche mit Maispollen der Linie Bt-176
2.1. No choice-Tests zur Quantifizierung von letalen und subletalen Pollendosen

2.1.1. Allgemeine Methodik der Biotests

Um die Wirkung des Bt-Pollens quantifizieren zu konnen, wurden Fiitterungsversuche ohne
Auswahlmoglichkeit durchgefiihrt, wie sie auch zum Testen von Bt-Pflanzenschutzmitteln
iiblich sind (RIETHMULLER & LANGENBRUCH, 1989). Die Larven wurden mit Blattstiicken
ihrer tliblichen Futterpflanze gefiittert, auf die Pollen von Bt-Mais bzw. einer isogenen,
konventionellen Sorte appliziert worden war (i. d. R. mehrere Konzentrationen). Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten unbehandelte Blattstiicke. Um frischen Maispollen fiir die
Laboruntersuchungen zur Verfiigung zu haben, wurde regelméfig Mais im Gewichshaus
angezogen. Jede Woche wurden jeweils 10 Pflanzen der Sorten PACTOL CB (Bt+),
PACTOL (Bt-), NOVELIS (Bt+) und NOBILIS (Bt-) ausgesit. Die Pflanzen verblieben bis
zur Bliite im Gewédchshaus und wurden entsorgt, sobald sie keinen Pollen mehr lieferten. Bei
gelegentlichem Befall mit Blattldusen wurden Larven der Florfliege (Chrysoperla carnea)
eingesetzt. Spinnmilben wurden durch das Ausbringen von Raubmilben (Phytoseiulus
persimilis) bekdmpft. Chemische Pflanzenschutzmittel fanden keine Verwendung. Zur
Vorbereitung der Pollensuspension wurde zunéchst frischer Pollen von den im Gewichshaus
gezogenen Maispflanzen geerntet. Hierzu wurde die Fahne einer blilhenden Maispflanze
leicht angetippt und der herabfallende Pollen in einer Plastikschale aufgefangen. Um reinen
Pollen zu erhalten, wurden etwaige Verunreinigungen wie abgefallene Staubgefdfle oder
Insekten (z. B. Thripse) sofort ausgesiebt. Der Pollen wurde dann entweder direkt verwendet,
oder aber bei —30°C in der Gefriertruhe gelagert. Die Applikation des Pollens auf die
entsprechende Raupen-Futterpflanze erfolgte in Form einer wissrigen Suspension. Hierzu
wurde Pollen mit Hilfe einer Feinwaage abgewogen und in einem halben Milliliter
Leitungswasser suspendiert. Die verschiedenen Pollen-Konzentrationen wurden in einem
Zentrifugenrohrchen (Fassungsvermdgen: 12 ml) angesetzt, und die Suspension mit Hilfe
eines Magnetriithrers (300 Umdrehungen pro Minute) fiir 5 bis 10 Minuten geriihrt. Stets
wurden 0,5 pl Pollensuspension appliziert. Wiahrend der Pollenentnahme wurde die
Suspension stindig geriihrt, um eine gleichmifige Verteilung des Pollens in der Losung zu
gewdhrleisten.

Die Pipettenspitze wurde vor jedem Applikationsvorgang vorsichtig an einem Papiertuch
abgewischt um zu verhindern, dass auBlen an der Pipettenspitze anhaftende Pollenkdrner mit
aufgebracht wurden. Bevor die Larven auf die mit Pollen versehenen Blattstiicke gesetzt
werden konnten, wurden diese bei Raumtemperatur solange stehen gelassen, bis das Wasser
komplett verdunstet war. Diese Applikationsform gewihrleistete, dass der Pollen relativ gut
auf der Blattoberfldche haften blieb. Durch Abzdhlen der Maispollen unter dem Binokular (n
= 20) wurde festgestellt, dass 0,5 pl einer Pollen-Konzentration von 5 mg/ml im Durchschnitt
10 (9,8 = 0,3), 0,5 pl einer Konzentration von 10 mg/ml im Durchschnitt 20 (20,2 + 0,5), 0,5
ul einer Konzentration von 20 mg/ml durchschnittlich 40 (40,5 + 1,5) und 0,5 pl einer
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Konzentration von 40 mg/ml im Durchschnitt 80 (79,2 + 2,3) Pollenkorner enthalten (jeweils
Mittelwert + SF).

Die Larven der verschiedenen Schmetterlingsarten tolerierten die Haltungsbedingungen
wiéhrend des Biotests unterschiedlich gut. Wahrend Raupen von Wintersaateule, Maisziinsler
und Kohlmotte einzeln in kleinen Kunststoffwiirfeln gehalten werden konnten, mussten die
Larven von Tagpfauenauge und Kleinem Fuchs in Gruppen von 10 Tieren durchgefiihrt
werden, die in etwas grofleren Petrischalen untergebracht wurden.

Die Versuche mit Wintersaateule, Maisziinsler, Tagpfauenauge (Ls) und Kohlmotte wurden in
2 x 2 x 2 cm groflen Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml einer 2%igen Agarlosung
gefiillt wurden (Einzeldosen-Methode). Nach dem Auskiihlen des Agars wurde in jeden
Behilter ein Kohl-, Brennnessel- bzw. Mais-Blattstiick mit einem Durchmesser von 3 mm
gelegt (Blattfliche: 0,14 cm?). Hierbei wurden die Blattstiickchen stets so platziert, dass die
Blattoberseite nach oben zeigte. AnschlieBend wurde die Blattscheibe leicht auf die Unterlage
gedriickt und die vorbereitete Pollensuspension appliziert. Nachdem das Wasser komplett
verdunstet war, wurde in jeden Wiirfel eine einzelne Larve gesetzt. Die Kontrolltiere erhielten
eine Blattscheibe derselben Grofle, allerdings ohne Pollen. Nach 24 Stunden erfolgte die erste
Bonitur und die bis dahin verzehrte Blattfliche wurde festgehalten. Falls die Larven das
Blattstiickchen bis zu diesem Zeitpunkt komplett verzehrt hatten, erhielten sie unbehandeltes
Futter in Form eines ca. 2 cm’grofen Blattstiicks. Spitestens nach 48 Stunden wurden alle
Tiere mit unbehandeltem Futter nachgefiittert, unabhéngig davon, ob sie die erste Blattscheibe
inzwischen aufgefressen hatten oder nicht. Insgesamt wurde der Versuch flinfmal bonitiert,
wobei die Anzahl der noch lebenden Tiere festgehalten wurde. AuBerdem erhielten die
Larven bei dieser Gelegenheit frische Blattstiicke.

Bei den Untersuchungen mit Tagpfauenauge und Kleiner Fuchs wurden in der unbehandelten
Kontrolle pro Versuch 50 (5 Pflanzen mit je 10 Larven) und fiir die restlichen Varianten
jeweils 10 Tiere verwendet (Petrischalen-Methode). Bei den iibrigen Varianten wurden
unterschiedliche Pollenmengen auf die Raupenfutterpflanzen appliziert. In der ersten Variante
wurden 50, in der zweiten 100, in der dritten 200, in der vierten 400 und in der finften
Variante 800 Pollenkorner aufgetragen. Es wurden somit durchschnittlich 5, 10, 20, 40 bzw.
80 Pollenkdrner pro Larve appliziert. Die Pollensuspension wurde auf die Mittelrippe eines
mittelgrofen Blattes einer jungen, frischen Brennnesselpflanze aufgetragen. Nach dem
Trocknen der Pollenldsung wurde das Blatt abgeschnitten und in eine, mit 3 ml 2%igem Agar
gefiillte Petrischale (Durchmesser: 3 cm), gelegt. AnschlieBend konnten die Raupen unter
Verwendung eines feinen Pinsels auf das Blattchen iibertragen werden. Um ein Entweichen
der Tiere zu verhindern, wurde ein Stiick Handtuchpapier (SCOTT HOSTESS Natura, Fa.
Kimberly-Clark) unter den Deckel der Petrischale geklemmt. Sobald das mit Pollen versehene
erste Blédttchen komplett verzehrt und damit auch der anhaftende Pollen gefressen war,
wurden die Tiere bis zum Versuchsende mit unbehandelten Brennnesselbléttern nachgefiittert.
Larven der Kontrollgruppe erhielten von Beginn an unbehandeltes Futter.

Sowohl die Polystyrolwiirfel, als auch die Petrischalen verblieben fiir die gesamte Biotest-
Dauer in einem Klimaschrank mit Hell-Dunkel-Rhythmus (16 h hell/ 8 h dunkel). Wihrend
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der ,,Nacht“ sank die Temperatur auf 15°C, wihrend sie am ,,Tag* auf 25°C stieg. Nach einer
Woche wurde der Versuch beendet und das Gewicht jeder einzelnen Larve bestimmit.

Um Unterschiede beziiglich Mortalititsrate, Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme von
Raupen der verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA,
PROC GLM), sowie Tukey-, Waller- oder Student-Newman-Keuls-Test zum Vergleich der
Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm 8.01).

2.1.2. Biotests mit Ostrinia nubilalis-Raupen (L)

Material & Methoden

Um die Empfindlichkeit von Zielorganismus und Nichtziel-Arten gegeniiber dem Pollen von
Bt-176-Mais vergleichen zu konnen, sollte festgestellt werden welchen Einfluss die
Verfiitterung des Pollens von konventionellem und transgenem Bt-Mais auf Mortalitétsrate
und Gewichtszunahme von Maisziinslerlarven des zweiten Stadiums hat. Es wurden stets
solche Larven verwendet, die sich gerade zum ersten Mal gehdutet hatten. Da die Larven
hinsichtlich ihres Gewichts nicht einheitlich waren, mussten sie zu Beginn des Biotests
einzeln gewogen werden. Pro Versuch wurden insgesamt 150 Tiere verwendet. Die Larven
fiir die Versuche stammten aus einer am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz in Darmstadt
etablierten Laborzucht. Um Tiere verwenden zu konnen, die an die Aufnahme von
Maisbléttern gewohnt waren, erfolgte der Schlupf der Raupen direkt an jungen, ca. 50 — 60
cm hohen Maispflanzen der konventionellen Sorte PACTOL (Bt-).

Jeder Biotest enthielt 11 Varianten: unbehandelte Kontrolle, 5 verschiedene Konzentrationen
mit Pollen von konventionellem Mais (Sorte: PACTOL) und 5 verschiedene Konzentrationen
mit Pollen von Bt-176-Mais (Sorte: PACTOL CB). Fiir die unbehandelte Kontrolle wurden
pro Versuch 50 und fiir die restlichen Varianten jeweils 10 Tiere verwendet. In den Pollen-
Biotests wurden unterschiedliche Pollenmengen an die Raupen verfiittert. Die erste Variante
erhielt im Schnitt 10 Pollenkérner pro Individuum, in der zweiten Variante wurden im
Durchschnitt 20, in der dritten 40, in der vierten 80 und in der fiinften Variante 160
Pollenkdrner pro Larve appliziert. Die Versuche wurden in 2 x 2 x 2 cm grof3en
Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml einer 2%igen Agarlosung gefiillt wurden. Nach
dem Auskiihlen des Agars wurde in jeden Behilter ein Mais-Blattstiick der Sorte PACTOL
(Bt-) mit einem Durchmesser von 3 mm gelegt, auf das der Pollen appliziert wurde. Da die
Larven zu Versuchsbeginn unterschiedlich schwer waren, wurde die Gewichtszunahme in
Prozentwerten berechnet. Die Verdopplung des Ausgangsgewichts entspricht einer
Gewichtszunahme von 100 Prozent.

Um Unterschiede beziiglich Mortalitdtsrate und Gewichtszunahme von Ostrinia nubilalis-
Raupen (L;) der 11 verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse
(ANOVA, PROC GLM), sowie Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte, verwendet (SAS-
Programm 8.01).
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Ergebnisse
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Anzahl der applizierten Pollenkdrner

Durchschnittliche Mortalitdtsrate (% =+ SF) von Ostrinia nubilalis-Raupen (L2)
nach einer Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch
ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sédulen mit demselben
Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 12,23; p < 0,0001;
Tukey-Test).

Abbildung 1 ist zu entnehmen, dass sich die Sterblichkeit der getesteten Maisziinslerlarven
mit zunehmender Anzahl der applizierten Pollenkdrner von PACTOL CB-Mais (Bt+) erhohte,

so dass sich

eine Dosis-Wirkungsbeziehung eindeutig nachweisen lieB. Ab einer Zahl von 20

Pollen war der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle signifikant. Bis zu einer Menge von
80 Pollenkdrnern stieg die Mortalitdtsrate dann aber nur noch leicht auf 64 % an. Bei der
hochsten getesteten Pollendosis (160 Pollenkdrner) lag die Sterblichkeit nach einer Woche bei
80 %. Bei Verfiitterung von Pollen der isogenen Sorte PACTOL (Bt-) lie sich in keiner
Variante ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle nachweisen. Bei

Applikation

von 160 Pollenkérnern war die Mortalititsrate sogar niedriger als in der

unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 2:  Gewichtszunahme (% = SF) von Ostrinia nubilalis-Raupen (L,) nach einer Woche,
bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch ermittelter
Durchschnittswert). Eine Gewichtszunahme von 100 % entspricht einer
Verdopplung des Ausgangsgewichts. Zwischen den einzelnen Varianten lieen sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellen (F (10 FG) = 0,95; p =
0,4896; Tukey-Test).

Wie Abbildung 2 zeigt, lieBen sich zwischen den einzelnen Varianten keine statistisch
signifikanten Unterschiede feststellen. Mogliche Ursachen hierfiir werden weiter unten
diskutiert.

Diskussion

Ein Vergleich der Mortalititsraten nach einer Woche belegt eindeutig, dass Maisziinsler-
Raupen (L,) durch die Aufnahme von Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+)
massiv geschiadigt werden, wobei die Schiadigung dosisabhingig ist. Wie Abbildung 1 zeigt,
trat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Mortalititsrate: 10,3 %) bereits bei
Applikation von 10 Pollenkérnern der Sorte PACTOL CB (Bt+) eine hohere Mortalitdtsrate
auf. Allerdings lie} sich dieser Unterschied statistisch nicht absichern. Dies war erst ab einer
Dosis von 20 Pollenkérnern moglich. Hier konnte eine Steigerung der Larvalsterblichkeit auf
fast 60 % registriert werden. Bis zu einer Erh6hung der Dosis auf 80 Pollenkorner stieg die
Mortalitdtsrate nur noch leicht auf 64 % an. Eine Applikation von 160 Pollenkdrnern pro
Raupe hatte eine Larvalsterblichkeit von durchschnittlich 80 % zur Folge. Die prozentuale
Gewichtszunahme der iiberlebenden Larven lag in der PACTOL-CB-Gruppe (Bt+) generell
etwas niedriger als in der Kontrollgruppe, wobei die Werte zwischen 71 % und 93 % vom
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Vergleichswert der Kontrolltiere lagen. Eine Dosis-Wirkungsbeziehung war nicht
auszumachen. Es ist anzunehmen, dass die Larven der PACTOL CB-Varianten (Bt+), die den
Versuch iiberlebt haben, nur einen Teil des applizierten Pollens verzehrt hatten und bis zur
Aufnahme von unbehandeltem Futter hungerten.

Die Larven, die mit Pollen der isogenen Linie PACTOL (Bt-) gefiittert worden waren, zeigten
dhnlich niedrige Mortalitdtsraten wie die Kontroll-Raupen. Die geringen Abweichungen
stellten sich als statistisch nicht signifikant heraus. Auch hinsichtlich der prozentualen
Gewichtszunahme gab es keinen signifikanten Unterschied zum Vergleichswert der
Kontrollgruppe. Die Verfiitterung von Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-)
fiihrte bei Maisziinsler-Raupen also weder zu positiven, noch zu negativen Effekten.

2.1.3. Biotests mit Plutella xylostella-Raupen (L)

Material und Methoden

Im Rahmen einer 1999 durchgefiihrten Studie wurde die Empfindlichkeit von
Kohlmottenlarven gegeniiber dem Pollen von Bt-176-Mais bereits schon einmal untersucht
und auf der Basis der hierbei gewonnenen Mortalititsraten ein LDso-Wert berechnet. Da
damals nur wenig Pollen zur Verfiigung stand, musste iiberwiegend tiefgefrorener Pollen
verwendet werden. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Studie sollte tiberpriift werden, ob die
Lagerung bei — 30°C die Toxizitdt des Pollens beeinflusst. Daher wurden die Versuche mit
frischem PACTOL CB-Pollen (Bt-176-Mais) wiederholt. Fiir die Biotests wurden stets solche
Larven verwendet, die sich gerade zum dritten Mal gehdutet hatten. Raupen des vierten
Larvalstadiums sind gut an der hellen und verhdltnismafig groen Kopfkapsel zu erkennen.
Es wurden 2 verschiedene Versuchsreihen angesetzt, die sich in der Methodik der
Pollenapplikation (Einzelapplikation unter Binokularkontrolle, bzw. Aufbringung -einer
Pollensuspension) unterschieden. Aufgrund der unterschiedlichen Applikations-Methoden
wurden die Versuchsreihen fiir die Berechnung von Mortalitdtsraten und Nahrungsaufnahme
nicht zusammengefasst.

Bei der Einzelapplikation bestand jeder Biotest aus den 6 Varianten unbehandelte Kontrolle
sowie 1 Pollenkorn, 2, 4, 8 und 16 Pollenkdrner von PACTOL CB-Mais (Bt+). Pro Biotest
und Variante wurden 10 Larven getestet. Die Versuche wurden neunmal wiederholt. Die
Larven fiir die Versuche stammten aus einer am Institut flir biologischen Pflanzenschutz in
Darmstadt etablierten Laborzucht. Die Versuche wurden in 2 x 2 x 2 cm grofen
Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml einer 2%igen Agarlosung gefiillt wurden. Nach
dem Auskiihlen des Agars wurde in jeden Behilter eine Kohlblattscheibe (Markstammkohl)
mit einem Durchmesser von 3 mm gelegt. Die Blattstiickchen wurden stets so platziert, dass
die Blattoberseite nach oben zeigte. AnschlieBend wurde die Blattscheibe leicht auf die
Unterlage gedriickt und etwas angefeuchtet. Der Pollen wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze
trocken auf das Blattstiick aufgetragen. AnschlieBend wurden iiberzéhlige Pollenkdrner unter
dem Binokular unter Verwendung eines feinen Haarpinsels entfernt.

In einem zweiten Versuchsansatz erfolgte die Applikation in Form einer wéssrigen
Pollensuspension. Im Durchschnitt wurden 5, 10, 20 und 40 Pollenkdrner der Sorte PACTOL
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CB (Bt+) auf Kohlblattstiickchen appliziert. Es handelt sich bei diesen Angaben um empirisch
ermittelte Durchschnittswerte. Aulerdem gab es eine Kontrollvariante, die mit unbehandelten
Kohlblattscheiben gefiittert wurde. Pro Biotest und Variante wurden 10 Larven getestet. Die
Versuche wurden viermal wiederholt. Wie fiir die oben geschilderten Biotests wurden auch
hier die Nahrungsaufnahme in den ersten 24 Stunden, sowie die Mortalitdtsrate nach einer
Woche festgehalten. Der fiir Plutella xylostella-Raupen berechnete LDso-Wert bezieht sich
auf die Mortalitédtsraten, die im ersten Versuchsansatz (trockene Pollenapplikation) beobachtet
wurden.

Um Unterschiede beziiglich Mortalitdtsrate und Nahrungsaufnahme von Plutella xylostella-
Raupen (L4) der 6 (trockene Pollenapplikation), bzw. 5 (Applikation einer Pollensuspension)
verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM),
sowie Student-Newman-Keuls- und Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte verwendet
(SAS-Programm 8.01).

Ergebnisse
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Abbildung 3:  Durchschnittliche Mortalitdtsrate nach einer Woche (% + SF) fiir Plutella xylostella
- Raupen (Ls) im Bezug zu der pro Larve applizierten Pollenmenge (unter
Binokular-Kontrolle abgezihlt). Fiir alle Wiederholungen wurde frischer Pollen
verwendet. Unterschiede zwischen S#ulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (5 FG) =21,36; p < 0,0001; Tukey-Test).

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich wird, erhohte sich die Mortalitdtsrate fiir die getesteten
Kohlmottenlarven mit zunehmender Anzahl der applizierten Pollenkérner (PACTOL CB-
Mais (Bt+)) deutlich. Ab einer Zahl von 4 Pollen war der Unterschied zur unbehandelten
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Kontrolle signifikant. Bei der hochsten hier getesteten Menge (16 Pollenkorner) lag die
Sterblichkeit nach einer Woche bei fast 80 %.
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Abbildung 4:  Durchschnittlich verzehrte Blattfliche nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella - Raupen (L) im Bezug zu der pro Larve applizierten Pollenmenge
(unter Binokular-Kontrolle abgezahlt). Fiir alle Wiederholungen wurde frischer
Pollen verwendet. Unterschiede zwischen Saulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (5 FG) = 69,03; p < 0,0001; Student-Newman-Keuls-
Test).

Abbildung 4 zeigt, dass die von den Larven innerhalb von 24 Stunden verzehrte Blattfliche
immer weiter abnahm, je mehr Pollen (PACTOL CB-Mais (Bt+)) auf das Kohlblattstiickchen
appliziert worden war. Bereits ab einer Zahl von 2 Pollenkdrnern erwies sich der Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle als signifikant. Bei der hochsten hier getesteten Menge (16
Pollenkdrner) lag die durchschnittlich verzehrte Blattfliche nur noch bei 34 % und somit bei
rund einem Drittel des Wertes fiir die unbehandelte Kontrolle.
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Abbildung 5:  Durchschnittliche Mortalitétsrate nach einer Woche (% + SF) fiir Plutella xylostella
- Raupen (L,) im Bezug zu der pro Larve applizierten Pollenmenge (empirisch
ermittelter Durchschnittswert). Fiir alle Wiederholungen wurde frischer Pollen
verwendet. Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (4 FG) = 32,68; p < 0,0001; Student-Newman-Keuls-
Test).

Abbildung 5 verdeutlicht, dass sich die Mortalitdtsrate fiir die getesteten Kohlmottenlarven
mit zunehmender Anzahl der applizierten Pollenkérner (PACTOL CB-Mais (Bt+)) deutlich
erhohte. Bereits bei einer Zahl von 5 Pollen war der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle
signifikant. Wéhrend die Variante mit der zweithdchsten Pollenkonzentration (20
Pollenkdrner) nach einer Woche schon eine Mortalitdtsrate von 95 % zeigte, liberlebte in der
Variante mit der hochsten getesteten Menge (40 Pollenkdrner) keine einzige Larve den
Biotest.
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Abbildung 6:  Durchschnittlich verzehrte Blattfliche nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella - Raupen (L;) im Bezug zu der pro Larve applizierten Pollenmenge
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Fiir alle Wiederholungen wurde frischer
Pollen verwendet. Unterschiede zwischen Saulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (4 FG) = 53,39; p < 0,0001; Student-Newman-Keuls-
Test).

Abbildung 6 macht den Einfluss von BT-Pollen (PACTOL CB-Mais) auf die
Nahrungsaufnahme von Kohlmottenlarven deutlich. Es zeigte sich, dass die von den Larven
innerhalb von 24 Stunden verzehrte Blattfliche immer weiter abnahm, je mehr Pollen auf das
Kohlblattstiickchen appliziert worden war. Wéhrend die unbehandelten Kontrolltiere 92 %
der Kohlblattscheibe verzehrten, lag dieser Wert bei 5 applizierten Pollenkérnern nur noch bei
58 %. Dieser Unterschied erwies sich als statistisch signifikant. Bei der hdchsten hier
getesteten Menge (40 Pollenkorner) lag die durchschnittlich verzehrte Blattfliche nur noch
bei 13,5 % und somit bei rund einem Siebtel des Wertes der unbehandelten Kontrolle.

Diskussion

Prinzipiell fiihrten beide Versuchsreihen zu den gleichen Ergebnissen. Bei steigender
Bedeckung des Raupenfutters mit Pollen der Sorte PACTOL CB (Bt-176-Mais) nahm die
Mortalitdtsrate der getesteten Kohlmottenlarven (Ls4) zu, wihrend die durchschnittlich
verzehrte Blattfliche zuriickging. Der Vergleich beider Applikationsmethoden zeigt, dass die
in dieser Studie iiblicherweise durchgefiihrte Applikation einer Pollensuspension zu
vergleichbaren Ergebnissen filihrt wie das exaktere, aber weitaus arbeitsintensivere
Aufbringen einzelner Pollenkorner.

Bereits ab einer Zahl von 2 applizierten Pollenkornern fraen die Raupen signifikant weniger
als die Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe. Hinsichtlich der Mortalitétsrate zeigten sich
signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle ab einer Dosis von 4 Pollenkérnern.
Eine Erhéhung der applizierten Pollenmenge von 20 auf 40 Pollenkérner fithrte zu einer
Steigerung der Mortalitdtsrate von 95 auf 100 %, sowie zu einer Reduktion der verzehrten
Blattflache von 21 auf 13,5 %. In beiden Fillen erwiesen sich die Unterschiede als statistisch
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nicht signifikant. Daraus wird ersichtlich, dass bereits die Verfiitterung von nur 20
Pollenkornern der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) eine derart toxische Wirkung auf
Kohlmottenlarven des vierten Stadiums hat, dass eine weitere Dosissteigerung kaum noch zu
einer Verstarkung der Effekte fiihrt.

Ein Vergleich dieser Studie mit den von FELKE & LANGENBRUCH (2001), sowie FELKE et al.
(2002) veroffentlichten Daten konnte darauf hindeuten, dass die Toxizitdt des Pollens von
gentechnisch verdndertem Mais infolge einer Lagerung in tiefgefrorenem Zustand abnehmen
kann. Ganz besonders deutlich wird dies durch einen Vergleich der LDso-Werte fiir
Kohlmottenraupen des vierten Larvalstadiums. Wahrend FELKE & LANGENBRUCH (2001), die
fiir ihre Versuche teils frischen aber iiberwiegend eingefrorenen Pollen verwendeten, einen
LDso-Wert von 19,2 Pollenkdrnern berechneten, wurde in der hier durchgefiihrten Studie ein
LDsp-Wert von 7,77 Pollenkdrnern ermittelt, der sich ausschlieBlich auf frisches Material
bezieht. Diese Menge entspricht rund 40 % des o.g. LDsp-Werts von 19,2 Pollenkornern. In
beiden Fillen wurde die transgene Sorte PACTOL CB (Bt+) verwendet.

FELKE & LANGENBRUCH (2001) geben als 95%iges Konfidenzintervall des LDsp-Werts eine
Spannbreite von 9,2 bis 29,8 Pollen an. Das 95%ige Konfidenzintervall des hier berechneten
LDso-Werts von 7,77 schwankt dagegen mit 6,14 bis 9,74 weit weniger stark. Dies kann damit
erklart werden, dass die Toxizitit von frischem Pollen weit weniger stark schwankt als dies
bei Verwendung von teils frischem und teils eingefrorenem Material der Fall ist. Auch alle
tibrigen in dieser Studie ermittelten LDso-Werte beziehen sich auf die Verwendung von
teilweise frischem und teilweise eingefrorenem Pollen. Dies bedeutet, dass alle Werte bei
ausschlieflicher Verwendung von frischem Pollen deutlich nach unten korrigiert werden
miissten. Der Vergleich zwischen den beiden fiir Plutella xylostella berechneten LDso-Werten
konnte den hierfiir benotigten Korrekturfaktor liefern.

Da die beiden Versuchsreihen in einem zeitlichen Abstand von rund 3 Jahren durchgefiihrt
wurden, konnten auch Anderungen in der Bt-Empfindlichkeit der Larven fiir die
abweichenden LDso-Werte verantwortlich sein. Eine solche Anderung erscheint aber eher
unwahrscheinlich, da Tiere aus Biotests nicht fiir die Zucht verwendet wurden, und es somit
nicht zu einer Selektion in Richtung einer Bt-Toxin-Resistenz kommen konnte.

2.1.4. Biotests mit Agrotis segetum-Raupen (L1 und Ly)
Material & Methoden

Es sollte gepriift werden, welchen Einfluss die Verfiitterung des Pollens von konventionellem
und transgenem Bt-Mais auf Mortalititsrate und Gewichtszunahme von Agrotis segetum-
Raupen (Lepidoptera, Noctuidae) hat. Fiir die Biotests wurden entweder Larven des ersten
oder des zweiten Larvalstadiums verwendet. Im ersten Fall handelte es sich um neonate Tiere,
die nicht élter als 24 Stunden waren. Fiir die iibrigen Biotests wurden Larven verwendet, die
sich gerade zum ersten Mal gehéutet hatten. Da die Larven hinsichtlich ihres Gewichts nicht
einheitlich waren, mussten sie vor Versuchsbeginn einzeln gewogen werden. Die
Versuchstiere stammten aus einer am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz in Darmstadt
auf Kunstmedium etablierten Laborzucht. Um Tiere verwenden zu koénnen, die an die
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Aufnahme von Kohlbléttern gewohnt waren, erfolgte der Schlupf der Raupen direkt an jungen
Bléttern von Markstammkohl.

Die Versuche wurden in wiirfelformigen Kunststoffdosen mit 2 cm Kantenldnge angesetzt,
die mit je 1,5 ml einer 2%igen Agarlosung gefiillt wurden. Nach dem Auskiihlen des Agars
wurde in jeden Behilter ein rundes Blattstiick Markstammkohl (Brassica oleracea acephala
medullosa) mit einem Durchmesser von 3 mm gelegt, auf die eine Pollensuspension appliziert
wurde. Nach einer Woche wurde der Versuch beendet und das Gewicht jeder einzelnen Larve
bestimmt. Da die Larven zu Versuchsbeginn unterschiedlich schwer waren, wurde die
Gewichtszunahme in Prozentwerten berechnet. Die Verdopplung des Ausgangsgewichts
entspricht einer Gewichtszunahme von 100 Prozent.

Die Biotests mit neonaten Larven bestanden aus zwei verschiedenen Varianten, in denen
entweder Pollen von konventionellem Mais (Sorte: PACTOL (Bt-)) oder Pollen von Bt-176-
Mais (Sorte: PACTOL CB (Bt+)) verfiittert wurde. Diese Versuche wurden neunmal
wiederholt, wobei pro Wiederholung und Variante 40 bis 50 Larven getestet wurden. Mit
Raupen des zweiten Larvalstadiums wurden 2 verschiedene Versuchsreihen durchgefiihrt, da
Pollen von transgenem und konventionellem Mais nicht gleichzeitig zur Verfligung standen.
Im ersten Ansatz wurde eine unbehandelte Kontrollvariante mit einer Gruppe verglichen, die
mit Pollen von Bt-176-Mais (Sorte: PACTOL CB (Bt+)) gefiittert wurde. Im zweiten Ansatz
fand ein Vergleich zwischen einer unbehandelten Kontrollvariante und solchen Tieren statt,
die mit Pollen der konventionellen, isogenen Sorte PACTOL (Bt-) gefiittert wurden.

Beide Versuchsreihen wurden jeweils 14 mal wiederholt, wobei pro Wiederholung und
Variante 25 Larven getestet wurden. Da die beiden Versuchsreihen unter den gleichen
Bedingungen stattfanden, wurden sie spiter zur Berechnung von durchschnittlichen
Mortalititsraten bzw. durchschnittlicher Gewichtszunahme zusammengefasst und es erfolgte
ein statistischer Vergleich der 3 Varianten unbehandelte Kontrolle, Pollen von PACTOL-
Mais (Bt-) und Pollen von PACTOL CB-Mais (Bt+).

Da erste Versuche mit einer Dosis von bis zu 80 Pollenkdrnern pro Larve mit der transgenen
Sorte PACTOL CB (Btt+) keinen sichtbaren Effekt hatten, wurden spéter relativ hohe
Pollenmengen verfiittert. Dies wurde dadurch erreicht, dass 0,5 pl Pollen, der sich aus einer
Suspension abgesetzt hatte, direkt vom Boden der Kiivette aufgenommen wurde. Durch
mehrmaliges Auszéhlen dieser Menge wurde ein pro Larve applizierter Durchschnittswert
von 542 + 28,17 Pollenkdrnern bestimmt.

Um Unterschiede beziiglich Mortalitdt und Gewichtszunahme von neonaten Agrotis segetum-
Raupen zu untersuchen, wurden ein PROC t-test nach COCHRAN, sowie ein Tukey-Test zum
Vergleich der Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm 8.01). Die prozentuale
Gewichtszunahme jedes einzelnen Individuums wurde als eine Wiederholung gewertet. Um
die Unterschiede bezogen auf die Gewichtszunahme von Agrotis segetum-Raupen (L;) auf
ihre statistische Signifikanz zu testen, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA, Proc GLM),
sowie ein Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte, benutzt (SAS-Programm 8.01).
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Ergebnisse

Bei allen Versuchen konnte hiufig beobachtet werden, dass die Larven offensichtlich gezielt
zuerst den auf das Blattstiick applizierten Pollen fralen und das Kohlbldttchen erst spéter
verzehrten. Aus diesem Grund wird die nach 24 Stunden konsumierte Blattfliche nicht

angegeben.
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Abbildung 7:  Durchschnittliche Mortalitéitsrate (% + SF) von Agrotis segetum (L;) nach einer
Woche, die mit 542 + 28,17 Pollenkérnern von konventionellem Mais (Sorte:
PACTOL) oder Bt-176-Mais (Sorte: PACTOL CB) gefiittert worden waren
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (t (16 FG) = 0,88; p =
0,3916; Tukey-Test.

Wie Abbildung 7 zeigt, lag die durchschnittliche Mortalititsrate in beiden Varianten deutlich
unter 10 %. Der Unterschied von 3 % zwischen den Larven, die Pollen von konventionellem
und transgenem Mais gefressen hatten, stellte sich als statistisch nicht signifikant heraus.
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Abbildung 8:  Durchschnittliche Gewichtszunahme (% + SF) von Agrotis segetum-Raupen (L))
nach einer Woche, die mit 542 + 28,17 Pollenkornern der konventionellen
Maissorte PACTOL, oder der transgenen Sorte PACTOL CB gefiittert worden
waren (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Eine Gewichtszunahme von 100
% entspricht einer Verdopplung des Ausgangsgewichts. Unterschiede zwischen
Sédulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (t (700 FG) =
4,05; p <0,0001; Tukey-Test).

Wie Abbildung 8 zeigt, nahmen Larven, die mit Pollen von konventionellem Mais gefiittert
worden waren, innerhalb einer Woche durchschnittlich stirker an Gewicht zu, als die Tiere,
die Pollen von Bt-176-Mais gefressen hatten. Die durchschnittliche Gewichtszunahme der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) lag lediglich bei 82,3 % der Vergleichstiere. Der Unterschied
zwischen beiden Gruppen erwies sich als hoch signifikant. In allen 3 Varianten lag die
durchschnittliche Mortalititsrate bei fast 0 %. Aus diesem Grund wurde nicht untersucht, ob
die aufgetretenen geringen Unterschiede statistisch signifikant sind.
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Abbildung 9:  Durchschnittliche Gewichtszunahme nach einer Woche (% + SF) fiir Agrotis
segetum-Raupen (L), die mit 542 + 28,17 Pollenkérnern der konventionellen
Maissorte PACTOL, oder der transgenen Sorte PACTOL CB gefiittert worden
waren. Die Larven der Kontrollgruppe erhielten unbehandeltes Futter. Eine

Gewichtszunahme von 100 % entspricht einer Verdopplung des Ausgangsgewichts
(F (2 FG) =75,10; p < 0,0001; Tukey-Test).

Wie Abbildung 9 zeigt, wuchsen Larven (L,), die Pollen von konventionellem Mais
aufgenommen hatten, innerhalb einer Woche deutlich schneller als unbehandelte
Kontrolltiere. Diese wiederum nahmen wesentlich mehr an Gewicht zu als jene Raupen, die
Pollen von Bt-176-Mais gefressen hatten. Die Unterschiede zwischen den Varianten erwiesen
sich als signifikant.

Diskussion

Die Larven der Erdeulenart Agrotis segetum wurden im Biotest durch den Verzehr von Pollen
der transgenen Maislinie Bt-176 kaum geschadigt. Selbst fiir neonate Raupen, die mehr als
500 Pollenkorner gefressen hatten, lag die Mortalitdtsrate nach einer Woche lediglich bei
knapp 8 % und war damit nur rund 3 % hoher als in der unbehandelten Kontrollgruppe.
Dieser geringe Unterschied erwies sich als statistisch nicht signifikant. Fiir Raupen des 2.
Larvalstadiums von Agrotis segetum wurde nach Verzehr der gleichen PACTOL CB-
Pollenmenge (Bt+) sogar nur eine Mortalitdtsrate von durchschnittlich 0,29 % festgestellt.
Dies war deutlich weniger als in den Varianten unbehandelte Kontrolle (0,58 %) und
PACTOL (1,43 %). Es wurde nicht untersucht, ob diese Unterschiede statistisch signifikant
sind, da eine Sterblichkeitsrate von rund 1 % fiir Raupen-Biotests extrem gering und somit zu
vernachldssigen ist.

Ein Vergleich der Gewichtzunahme ergab allerdings fiir beide Larvalstadien signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten. Wihrend neonate Larven, die mit
Pollen von konventionellem Mais gefiittert worden waren ihr Gewicht innerhalb einer Woche
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um durchschnittlich 821,13 % steigern konnten, betrug der Gewichtszuwachs bei der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) nur 675,81 %. Ein dhnliches Ergebnis konnte auch fiir die etwas
dlteren Raupen (L,) festgestellt werden. Die geringste Gewichtszunahme wurde mit 414,13 %
bei den Larven festgestellt, die mit Pollen von gentechnisch verdndertem Mais gefiittert
worden waren. Die unbehandelten Kontrolltiere nahmen innerhalb einer Woche um
durchschnittlich 535,30 % zu. Am stérksten fiel das Wachstum in der PACTOL-Gruppe (Bt-)
mit 718,85 % aus.

Biotests wie die hier durchgefiihrten sollten sich aus verschiedenen Varianten
zusammensetzen, die gleichzeitig, unter identischen Bedingungen (z. B. Temperatur,
Tagesldnge, usw.) und mit Larven gleicher Herkunft sowie gleichen Alters durchgefiihrt
werden. Dagegen wurden mit Agrotis segetum-Raupen des zweiten Larvalstadiums zwei
Versuchsreihen durchgefiihrt, die zur Berechnung von durchschnittlicher Gewichtszunahme
bzw. Mortalititsrate zusammengefasst wurden. Da alle Versuche unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt wurden erscheint dies gerechtfertigt. Da Pollen der beiden zu
untersuchenden Maissorten (PACTOL (Bt-) und PACTOL CB (Bt+)) nicht gleichzeitig zur
Verfiigung standen war es nicht moglich alle 3 Varianten in einem einzigen Biotest
zusammenzufassen.

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass A. segetum—Larven durch transgenen Mais der Linie Bt-
176 nicht gefdhrdet sind. Selbst die Aufnahme extrem hoher Pollenmengen fiihrte bei
Verfiitterung an neonate Larven nicht zu einer signifikant erhohten Mortalitit. Allerdings
wurden sowohl bei Raupen des ersten, wie auch des zweiten Larvalstadiums subletale Effekte
in Form einer verringerten Gewichtszunahme festgestellt. Hierbei muss angemerkt werden,
dass es unter Freilandbedingungen nicht sehr wahrscheinlich sein diirfte, dass
Schmetterlingslarven aufBlerhalb von Maisfeldern mehr als 500 Maispollen zusammen mit
ihrer Nahrung aufnehmen kdnnen. Es ist aber denkbar, dass sich 500 Pollenkérner innerhalb
mehrtagiger Perioden ohne Niederschlag innerhalb von Maisfeldern akkumulieren kdnnten.

Die Aufnahme von Pollen der konventionellen Sorte PACTOL (Bt-) schidigte die Tiere nicht.
Hier wuchsen die Larven sogar schneller, als unbehandelte Kontrolltiere. Dieselbe
Beobachtung konnten Felke & Langenbruch (2001) und Felke et al. (2002) auch fiir Raupen
der beiden Kohlweilllingsarten Pieris brassicae und P. rapae machen. Maispollen scheint fiir
die Raupen von Agrotis segetum generell eine attraktive Nahrungsquelle darzustellen. Hierfiir
spricht, dass viele Tiere im Biotest offensichtlich gezielt zuerst den auf das Blattstiickchen
applizierten Pollen fraBlen, bevor sie das Kohlbliattchen verzehrten. Die Wintersaateule
(Agrotis segetum) wird bei Krieg & Langenbruch (1981) als schwach empfindlich gegeniiber
Bacillus thuringiensis-Endotoxinen eingestuft. Im Rahmen von Laborversuchen erzielte
Langenbruch (1977) unter Verwendung einer 5S-prozentigen Dipel-Spriihlosung
(Expositionszeit: 72 Stunden) bei A. segetum-Raupen (L) nach 10 Tagen eine Mortalitétsrate
von 56 %. Allerdings zeigten bereits Raupen des zweiten Larvalstadiums unter diesen
Bedingungen iiberhaupt keine Mortalitit mehr. Wesentlich erfolgreicher verliefen
Koderversuche. Bei Raupen des dritten Larvalstadiums bewirkte der Einsatz eines 2-
prozentigen Dipel-Kdders (in % der Trockensubstanz) nach 20 Tagen eine Sterblichkeitsrate
von 80 %. Wurde die Dipel-Konzentration auf 9,5 % erhoht, konnte die Mortalitdtsrate in
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Tischversuchen auf 100 % gesteigert werden. Auch L4 und Ls-Tiere konnten mit dieser
Methode recht gut abgetotet werden, allerdings nahm der Wirkungsgrad mit zunehmender
Larvengrof3e ab. Das kommerzielle BT-Praparat Dipel enthdlt sowohl Sporen, als auch o-
Endotoxin-Kristalle in einer Konzentration von ca. 25 x 109 pro Gramm. Von Koziel et al.
(1993) wird angegeben, dass DIPEL die Toxine CrylAa, CrylAb, CrylAc, CryllA und
CrylIB enthdlt. MacIntosh et al. (1990) untersuchten die Wirkung von 3 verschiedenen,
trypsinisierten 6-Endotoxin-Kristallen auf einen weiteren Vertreter der Gattung Agrotis, die
Art A. ipsilon.

Sie konnten fiir das Cry1Ac-Toxin einen LCso-Wert von 18pg/ml und fiir das auch in Bt-Mais
exprimierte CrylAb-Toxin einen LCsp-Wert von > 80 pg/ml feststellen. Beide Werte
beziehen sich auf neonate Larven. Insofern ist die hier festgestellte geringe Empfindlichkeit
von Agrotis segetum gegeniiber der Aufnahme von Pollen der Maislinie Bt-176 nicht weiter
tiberraschend, da in dieser Linie ausschlieBlich eine verkiirzte Form des Cryl Ab-Endotoxins
von B. t. subsp. kurstaki HD-1 exprimiert wird.

Ob sich die Ergebnisse von A. segetum auf andere einheimische Noctuiden iibertragen lassen,
bleibt allerdings fraglich. Es wird daher angeregt Larven weiterer einheimischer
Noctuidenarten zu untersuchen, die aufgrund von Phinologie und Habitatpriferenzen mit
Maispollen in Kontakt kommen kdnnen.

2.1.5. Biotests mit Inachis io-Raupen (verschiedene Stadien)

Hierbei wurde getestet, welchen Einfluss die Verfiitterung des Pollens von konventionellem
und transgenem Mais auf Uberlebensrate und Gewichtszunahme von Inachis io-Raupen des
ersten, zweiten und vierten Larvalstadiums hat. Wie sich im Verlauf der Versuche zeigte,
erwiesen sich die verschiedenen Larvenstadien gegeniiber den Biotest-Bedingungen als
unterschiedlich empfindlich. Raupen des vierten Larvalstadiums tolerierten die Standard-
Biotest-Bedingungen (Einzelhaltung in mit Agar gefiillten Kunststoffwiirfeln) ohne Probleme.
Dagegen zeigten Tiere des zweiten Larvalstadiums unter diesen Voraussetzungen auch in der
unbehandelten Kontrolle fast stets eine 100%ige Mortalitétsrate. Es ist anzunehmen, dass es
durch die relativ hohe Luftfeuchtigkeit in den kleinen Behéltern zur Entstehung von
Bakteriosen gekommen war. Auch eine Erhdhung der Agar-Konzentration konnte das
Problem nicht beheben.

Aus diesem Grund musste eine modifizierte Biotest-Methode entwickelt werden, bei der eine
Gruppe von Larven auf Blitter kompletter Brennnesselpflanzen gesetzt wurde (s. 2.1.5.1.).
Unter diesen Bedingungen war eine Verfiitterung einer genau definierten Pollenmenge an eine
einzelne Larve nicht mehr moglich. Die spater aufgefiihrte applizierte Pollenmenge pro Larve
bezieht sich daher auf berechnete Durchschnittswerte. Uber die tatséchlich aufgenommene
Pollenmenge kann keine Angaben gemacht werden. Im Einzelfall ist es mdglich, dass ein
Individuum auch mehr oder weniger Pollen aufgenommen hat, als die durchschnittlich pro
Larve applizierte Pollenmenge.
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2.1.5.1. Biotests mit neonaten Inachis io-Raupen

Material & Methoden

Pro Biotest wurden insgesamt 150 frisch geschliipfte Larven verwendet. Da die Tiere
hinsichtlich ihres Gewichts einheitlich waren, wurden sie zu Beginn des Biotests nicht
gewogen. Um Unterschiede beziiglich Mortalitdtsrate und Gewichtszunahme von Inachis io-
Raupen (L;) der 3 verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse
(ANOVA, PROC GLM), sowie Student-Newman-Keuls- und Waller-Test zum Vergleich der
Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm 8.01).

Ergebnisse
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Abbildung 10: Durchschnittliche Mortalitdtsrate (% + SF) von Inachis io-Raupen (L;) nach einer
Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch ermittelter
Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 13,75; p < 0,0001; Waller-Duncan-Test).

Wie aus Abbildung 10 ersichtlich wird, erhohte sich die Mortalitétsrate fiir die getesteten
Inachis io-Larven mit zunehmender Anzahl der applizierten Pollenkérner (PACTOL CB-
Mais (Bt+)), so dass eine Dosis-Wirkungsbeziehung eindeutig nachgewiesen werden konnte.
Bis zu einer Menge von 20 Pollenkdrnern war dieser Anstieg allerdings noch nicht besonders
stark ausgeprégt. Erst ab einer Zahl von 40 Pollen war der Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle signifikant. Bei der hochsten hier getesteten Menge (80 Pollenkorner) lag die
Sterblichkeit nach einer Woche bei 85 %. Bei Verfiitterung von Pollen der isogenen Sorte
PACTOL (Bt-) lieB sich in keiner Variante ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle nachweisen.
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Abbildung 11: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L) nach einer
Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch ermittelter
Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 17,26; p < 0,0001; Student-Newman-
Keuls-Test).

Abbildung 11 zeigt, dass das durchschnittliche Gewicht der Larven, die die Aufnahme von
Pollen der transgenen Sorte PACTOL CB (Bt+) iiberlebt hatten, umso niedriger lag je mehr
Pollen auf das Brennnesselblatt appliziert worden war. Bereits ab einer Zahl von 10
Pollenkdrnern erwies sich der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle als signifikant. Bei
der hochsten applizierten Menge (80 Pollenkdérner) wogen die iiberlebenden Tiere
durchschnittlich 0,56 mg und wiesen somit lediglich 19 % des Kd&rpergewichts auf, das die
Larven der unbehandelten Kontrollgruppe erreicht hatten. Bei Verfiitterung von Pollen der
isogenen Sorte PACTOL (Bt-) konnte in keinem Fall ein signifikanter Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden.

Diskussion

Sowohl ein Vergleich der Mortalitdtsrate, als auch des Durchschnittsgewichts nach einer
Woche belegen eindeutig, dass neonate Inachis io-Larven durch die Aufnahme von Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) massiv geschiddigt werden. Diese Schidigung ist
dosisabhingig. Wie Abbildung 10 zeigt, trat aber im Vergleich zu unbehandelter Kontrolle
und PACTOL-Variante (Bt-) erst bei Applikation von 40 Pollenkérnern der Sorte PACTOL
CB (Bt+) eine signifikant erhdhte Mortalitdtsrate von 67,5 % auf. Doch schon die
Verfiitterung von 10 Pollenkdrnern von PACTOL CB-Mais (Bt+) fiihrte bei den iiberlebenden
Individuen im Vergleich zu Kontrolle bzw. PACTOL-Variante (Bt-) zu einer signifikant
geringeren Gewichtszunahme. Mit zunehmender Pollenmenge verstirkte sich dieser Effekt.
Die Tiere, die eine Pollendosis von 80 Pollenkdrnern pro Individuum iiberlebt hatten, wiesen
mit durchschnittlich 0,56 mg lediglich 19 % des Korpergewichts auf, das die Larven der

34



unbehandelten Kontrollgruppe erreicht hatten. Eine Verfiitterung von Pollen der isogenen,
konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-) beeintrichtigte die Entwicklung der I. io-Larven
generell nicht. Damit konnte nachgewiesen werden, dass die genannten Effekte nach der
Aufnahme von Pollen der transgenen Linie Bt-176 nicht durch das Vorhandensein eines fiir
die Larven ungewohnten ,,Fremdkorpers® auf der Futterpflanze verursacht werden, sondern
durch das im Pollen enthaltene Bt-Toxin.

2.1.5.2. Biotests mit Inachis io-Raupen des zweiten Larvalstadiums

Material & Methoden

Es wurden ausschlieBlich Larven verwendet, die sich gerade zum ersten Mal gehautet hatten.
Da das Gewicht der Larven nicht einheitlich war, mussten sie zu Beginn des Biotests
gewogen werden. Zu Versuchsbeginn stand Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL
(Bt-) nicht zur Verfligung. Daher bestanden die ersten Biotests lediglich aus einer
unbehandelten Kontrolle, sowie verschiedenen BT-Pollen-Varianten. Spéter setzten sich die
Biotests aus verschiedenen Varianten mit BT-Pollen und konventionellem Maispollen
zusammen. In diesem Fall wurde eine unbehandelte Kontrolle weggelassen, da nicht mehr
ausreichend viele Larven der gewiinschten Grofle vorhanden waren. Da alle Versuche unter
den gleichen Bedingungen stattfanden, wurden sie spdter zur Berechnung von
durchschnittlichen Mortalitétsraten bzw. durchschnittlicher Gewichtszunahme
zusammengefasst. Zuerst bestand jeder Biotest aus 7 Varianten: unbehandelte Kontrolle
sowie 6 Behandlungen mit Pollen von Bt-176-Mais (Sorte: PACTOL CB) in verschiedenen
Konzentrationen. Die Kontrolltiere erhielten stets unbehandeltes Futter. Bei den einzelnen
Pollen-Varianten wurden unterschiedliche Pollenmengen auf die Raupenfutterpflanzen
appliziert. In der ersten Variante wurden 100, in der zweiten 200, in der dritten 400, in der
vierten 800 in der fiinften 1.600 und in der sechsten Variante 3.200 Pollenkdrner auf die
Raupenfutterpflanze aufgetragen. Da fiir jede Wiederholung 10 Larven verwendet wurden,
wurden somit durchschnittlich 10, 20, 40, 80, 160 und 320 Pollenkérner pro Individuum
appliziert. Spéter bestanden die Biotests aus 8 Varianten. Hier wurden 4 PACTOL (Bt-) und 4
PACTOL CB-Varianten (Bt+) mit identischen Pollenmengen miteinander verglichen. Pro
Individuum wurden rechnerisch 40, 80, 160 und 320 Pollenkdrner appliziert.

Nach einer Woche wurde der Versuch beendet und das Gewicht jeder einzelnen Larve
bestimmt. Da die Larven zu Versuchsbeginn unterschiedlich schwer waren, wurde die
Gewichtszunahme in Prozentwerten berechnet. Die Verdopplung des Ausgangsgewichts
entspricht einer Gewichtszunahme von 100 Prozent. Um Unterschiede beziiglich
Mortalititsrate und Gewichtszunahme von Inachis io-Raupen (L,) der 3 verschiedenen
Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Student-
Newman-Keuls- und Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm
8.01).
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Ergebnisse
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Abbildung 12: Durchschnittliche Mortalititsrate (% + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach einer

Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch ermittelter
Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind

; p < 0,0001; Student-Newman-

61

b

statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 28

Keuls-Test).

Abbildung 12 ldsst erkennen, dass sich die Mortalitdtsrate fiir die getesteten Inachis io-Larven

mit zunehmender Anzahl der applizierten Pollenkérner (PACTOL CB-Mais (Bt+)) erhohte,

so dass sich eine Dosis-Wirkungsbeziehung eindeutig nachweisen lieS. Ab einer Zahl von 40

Pollen war der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle signifikant. Bei der zweithochsten

getesteten Pollendosis (160 Pollenkorner) lag die Sterblichkeit nach einer Woche bei 86 %.

Eine Verdopplung der applizierten Pollenmenge fiihrte nur noch zu einer unerheblichen
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(Bt-) lieB sich nie ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle nachweisen. Bei
Applikation von 320 Pollenkdrnern war die Mortalititsrate sogar niedriger als in der

Steigerung der Mortalitétsrate. Bei Verfiitterung von Pollen der isogenen Sorte PACTOL

unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 13: Durchschnittliche Gewichtszunahme (% + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach
einer Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch
ermittelter Durchschnittswert). Eine Gewichtszunahme von 100 % entspricht einer
Verdopplung des Ausgangsgewichts. Die durchschnittliche Gewichtszunahme
wurde aus der Zusammenfassung beider Versuchsreihen errechnet. Unterschiede
zwischen Séulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (10
FG) =93,00; p <0,0001, Tukey-Test).

Abbildung 13 zeigt, dass die durchschnittliche Gewichtszunahme der Larven, die die
Aufnahme von Pollen der transgenen Sorte PACTOL CB (Bt+) iiberlebt hatten, umso
niedriger ausfiel je mehr Pollen auf das Brennnesselblatt appliziert worden war. Bereits ab 10
Pollenkdrnern erwies sich der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle als signifikant. Bei
der hochsten applizierten Menge (320 Pollenkorner) erreichten die iiberlebenden Tiere
lediglich 14 % der Gewichtszunahme, die die Larven der unbehandelten Kontrollgruppe im
selben Zeitraum erzielt hatten. Auch die prozentuale Gewichtszunahme der PACTOL-
Varianten (Bt-) war deutlich geringer als die der unbehandelten Kontrolle. Mogliche
Ursachen hierfiir werden weiter unten diskutiert.

Diskussion

Da Tagpfauenaugenraupen des zweiten Larvalstadiums nicht einzeln getestet werden konnten,
musste die Biotest-Methode modifiziert werden. Da eine Gruppe von 10 Larven gemeinsam
zum Biotests angesetzt wurde, war die Verfiitterung einer genau definierten Pollenmenge an
eine einzelne Larve nicht mehr moglich. Die genannten applizierten Pollenmengen pro Larve
beziehen sich daher auf berechnete Durchschnittswerte. Uber die tatsichlich aufgenommene
Pollenmenge konnen keine Angaben gemacht werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
einzelne Individuen z. T. mehr, z. T. aber auch weniger Pollen aufgenommen haben, als die
durchschnittlich pro Larve applizierte Pollenmenge. In der Regel besteht ein Biotest aus einer
Anzahl von Varianten, die gleichzeitig, unter gleichen Bedingungen (z. B. Temperatur,
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Tagesldnge, usw.) und mit Larven gleicher Herkunft sowie gleichen Alters durchgefiihrt
werden. Im hier geschilderten Fall handelt es sich um zwei Versuchsreihen, die zu
Berechnung von durchschnittlicher Gewichtszunahme und Mortalitdtsrate zusammengefasst
wurden. Dies erscheint gerechtfertigt, da alle Versuche unter identischen Bedingungen
durchgefiihrt wurden. Die Griinde weshalb nicht alle Varianten in einem einzigen Biotest
zusammengefasst werden konnten sind folgende: zum einen stand Pollen der konventionellen
Maissorte PACTOL (Bt-) zu Beginn der Tests nicht zur Verfiigung und zum anderen gab es
aufgrund einer Schlechtwetterperiode voriibergehend Probleme geniigend
Tagpfauenaugenlarven des gewiinschten Stadiums zu erhalten. Sowohl ein Vergleich der
Mortalititsrate, als auch des Durchschnittsgewichts nach einer Woche belegen eindeutig, dass
Inachis io-Raupen (L,) durch die Aufnahme von Pollen der transgenen Maissorte PACTOL
CB geschadigt werden konnen. Diese Schiadigung ist dosisabhingig. Wie Abbildung 12 zeigt,
trat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Mortalitétsrate: 4,84 %) ab einer Dosis von 40
Pollenkdrnern eine statistisch signifikant erhohte Mortalititsrate in der PACTOL-CB-
Variante (Bt+) auf. Mit zunehmender Pollendosis stieg die Larvalmortalitdt stark an. Ab 160
Pollenkornern pro Larve fiihrte eine weitere Dosis-Steigerung zu keinem weiteren Anstieg der
Sterblichkeit mehr. Die Larven, die die Aufnhahme von PACTOL-CB-Pollen (Bt+) {iberlebten,
hatten nach einer Woche im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe deutlich weniger an
Gewicht zugelegt. Bei einer Dosis von 10 Pollen betrug der vergleichende Gewichtszuwachs
lediglich 52,48 % und reduzierte sich mit erhohter Pollen-Applikation weiter. Die
Gewichtssteigerung innerhalb einer Woche bei den Larven, die eine Applikation von 320
Pollenkornern tiberlebt hatten, betrug im Vergleich zur Kontrolle nur noch 8 %.

Bei Verfiitterung von Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-) trat im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle keine signifikant erhohte Larvalmortalitit auf. Bemerkenswert
war, dass die Mortalititsrate mit zunehmender Pollenmenge sogar deutlich abnahm. So betrug
sie bei einer Dosis von 40 Pollenkdrnern pro Larve 16 %, bei der 8-fachen Menge dagegen
nur noch 4 %. Interessanterweise fiel die Gewichtszunahme innerhalb einer Woche in der
PACTOL-Gruppe (Bt-) signifikant niedriger aus als bei den Kontrolltieren. Von einer
Schadigung der Larven durch den Pollen von konventionellem Mais ist aber vermutlich nicht
auszugehen. Erstens war die Mortalitdtsrate nicht signifikant erhoht und zweitens verringerte
sich der Unterschied in der Gewichtszunahme zwischen Kontrolle und PACTOL-Gruppe (Bt-
) mit steigender Pollenmenge. Die geringere Gewichtszunahme innerhalb der PACTOL-
Gruppe (Bt-) ldsst sich damit erkldren, dass fiir die PACTOL-Varianten (Bt-) z. T. wesentlich
schwerere Individuen verwendet wurden, als fiir die Kontrollvariante und leichtere Larven
unter identischen Bedingungen prozentual deutlich mehr an Gewicht zulegen konnen als
dltere Larven. Die Verwendung von etwas dlteren L,-Tieren lieB sich nicht umgehen, da
gegen Ende der recht kurzen Fortpflanzungsperiode von Inachis io keine geeigneteren Larven
vorhanden waren. Es wird daher angenommen, dass die beobachteten Unterschiede in der
prozentualen Gewichtszunahme zwischen Kontroll- und PACTOL-Gruppe (Bt-) methodisch
bedingt waren und die Verfiitterung von Pollen der isogenen, konventionellen Maissorte
PACTOL (Bt-) die Entwicklung der I. io-Raupen (L) nicht beeintrachtigt. Die hier
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geschilderten methodischen Schwierigkeiten beziehen sich nur auf Biotests mit
Tagpfauenaugenraupen des zweiten Larvalstadiums.

Eine Gefdahrdung von Tagpfauenaugenraupen des zweiten Stadiums ist unter
Freilandbedingungen nicht vollig auszuschlieen. Diese Tiere erwiesen sich im Laborversuch
als relativ empfindlich, so dass zumindest subletale Effekte in der Ndhe von Maisfeldern der
transgenen Linie Bt-176 mdglich erscheinen. Derartige subletale Effekte konnten sich in einer
geringeren Gewichtszunahme der Larven manifestieren und in der Folgezeit zu verldngerten
Entwicklungszeiten oder einer hoheren Anfélligkeit gegeniiber Pathogenen fiihren.

2.1.5.3. Biotests mit Inachis io-Raupen des vierten Larvalstadiums

Material & Methoden

Es wurden Larven verwendet, die sich gerade zum dritten Mal gehéutet hatten. Da die Raupen
hinsichtlich ihres Gewichts nicht einheitlich waren, wurden sie zu Beginn des Versuchs
gewogen. Die Biotests bestanden lediglich aus einer Kontroll-Variante, sowie 4
verschiedenen Pollen-Varianten (Sorte: PACTOL CB (Bt+)), da Tiere dieser Grofle nur
begrenzt verfiigbar waren. In der ersten Variante wurden im Schnitt 10 Pollenkdrner pro
Individuum verfiittert. In der zweiten wurden durchschnittlich 20, in der dritten 40 und in der
vierten Variante 80 Pollenkdrner pro Larve verabreicht. Es gab keine Varianten, in denen
Pollen von konventionellem Mais verfiittert wurde. Die Versuche wurden in 2 x 2 x 2 cm
groBen Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml einer 2%igen Agarlosung gefiillt
wurden. Nach dem Auskiihlen des Agars wurde in jeden Behilter ein Brennnessel-Blattstiick
mit einem Durchmesser von 3 mm gelegt, auf das die vorbereitete Pollensuspension appliziert
wurde. Nach 2 Tagen wurden die Larven in Kunststoffbecher mit gelochtem Deckel
tiberfiihrt, die 5 cm hoch waren und einen Durchmesser von 7 cm aufwiesen. Insgesamt
wurde der Versuch fiinfmal bonitiert, wobei die Anzahl der noch lebenden Tiere festgehalten
wurde. Aullerdem erhielten die Larven bei dieser Gelegenheit frische Blattstiicke.

Nach einer Woche wurde der Versuch beendet und das Gewicht jeder einzelnen Larve
bestimmt. Da die Larven zu Versuchsbeginn unterschiedlich schwer waren, wurde die
Gewichtszunahme in Prozentwerten berechnet. Eine Gewichtszunahme von 100 Prozent
entspricht der Verdopplung des Ausgangsgewichts Um Unterschiede beziiglich der
Gewichtszunahme von Inachis io-Raupen (L) der beiden Varianten zu untersuchen, wurden
Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte,
verwendet (SAS-Programm 8.01).
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Abbildung 14: Gewichtszunahme (% + SF) nach einer Woche fiir Inachis io-Raupen (L), bezogen
auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch ermittelter
Durchschnittswert). FEine Gewichtszunahme von 100 % entspricht einer
Verdopplung des Ausgangsgewichts. Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben
Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (4 FG) = 4,34; p < 0,002, Tukey-
Test).

Abbildung 14 zeigt, dass die Gewichtszunahme der Larven tendenziell abnahm, je mehr
Pollen (PACTOL CB-Mais (Bt+)) auf das Kohlblattstiickchen appliziert worden war. Ab
einer Zahl von 40 Pollenkdrnern erwies sich der Unterschied zur unbehandelten Kontrolle als
signifikant. Bei der hochsten hier getesteten Menge (80 Pollenkdrner) erreichten die Raupen
aber noch fast 76 % der Gewichtszunahme von unbehandelten Kontrolltieren. Die
Mortalitdtsrate betrug in der Kontrollgruppe 0 %, in der Gruppe mit 10 Pollenkdrnern 1,85 %,
in der Gruppe mit 20 Pollenkdrnern 3,77 %, in der Gruppe mit 40 Pollenkdrnern 0 % und in
der Gruppe mit 80 Pollenkérnern 3,57 %.

Diskussion

Die Biotestmethode fiir Inachis i0-Raupen des vierten Larvalstadiums ist dhnlich der
Methodik wie sie fiir Agrotis segetum oder Plutella xylostella entwickelt wurde (Einzeldosen-
Methode). Allerdings unterscheidet sie sich deutlich von den Methoden, die spéter fiir
kleinere Inachis io-Raupen (L; und L,) entwickelt wurden (Petrischalen-Methode). Die
Biotest-Methode fiir kleinere Raupen musste zwangsldaufig modifiziert werden, da die
Kontroll-Mortalitdt unakzeptabel hoch war. Fiir Inachis io-Raupen des vierten Larvalstadiums
konnte dagegen die Einzeldosen-Methode angewendet werden, da in der Kontroll-Gruppe
keine erhohte Sterblichkeit auftrat.
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Vergleich von Mortalitdtsrate und Durchschnittsgewicht nach einer Woche zeigen, dass die
schon recht groB3en Inachis io-Raupen des vierten Larvalstadiums durch die Aufnahme von
bis zu 80 Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) nur miBig geschéddigt wurden.
Die hochste Sterblichkeit trat mit knapp 4 % in der Gruppe auf, die mit 20 Pollenkdrnern pro
Individuum gefiittert worden war. Demgegeniiber lag die Mortalititsrate fiir die Larven, die
im Durchschnitt 80 Pollenkorner gefressen hatten bei 0 %. Erst bei Analyse der prozentualen
Gewichtszunahme wird deutlich, dass auch derart grole Raupen noch durch das im Pollen
enthaltene CrylAb-Toxin geschddigt werden konnen. Es handelt sich aber nur um subletale
Effekte, die zudem im Vergleich mit Raupen des ersten und zweiten Larvalstadiums recht
gering ausfielen. So erzielten selbst die Larven, die durchschnittlich 80 Pollenkodrner verzehrt
hatten, noch fast 76 % der Gewichtszunahme von unbehandelten Kontrolltieren. Bei
entsprechender Pollendosis erreichten Inachis io-Raupen (L;) 45,26 % und neonate
Tagpfauenaugen-Larven sogar nur 19 % der Gewichtszunahme von unbehandelten
Kontrolltieren. Hinzu kommt, dass tiberhaupt nur ein geringer Teil der Versuchstiere diese
Pollendosis iiberlebt hatte. Ein LDsp-Wert konnte fiir Tagpfauenaugenraupen des vierten
Larvalstadiums nicht berechnet werden, da in den Versuchen kaum Mortalitdt auftrat. Um
einen LDsp-Wert fiir dieses schon recht unempfindliche Larvenstadium berechnen zu kénnen
miissten Fiitterungs-Versuche mit deutlich hdheren Pollendosen durchgefiihrt werden.

Es bleibt festzuhalten, dass groflere Raupen des Tagpfauenauges durch die Aufnahme von
Maispollen der transgenen Linie Bt-176 unter Freilandbedingungen in den meisten Féllen nur
subletal geschddigt werden diirften. Pollenmengen, die fiir eine Schidigung ausreichen
konnten sind nur innerhalb von Maisfeldern bzw. in direkt angrenzenden Bereichen zu
erwarten.

2.1.6. Biotests mit Aglais urticae-Raupen (L)
Material & Methoden

In Laborbiotests wurde untersucht, welchen Einfluss die Verfiitterung des Pollens von
konventionellem und transgenem Mais auf Mortalitdtsrate und Gewichtszunahme von
neonaten Aglais urticae-Raupen (Kleiner Fuchs) hat. Pro Biotest wurden insgesamt 150 frisch
geschliipfte Larven verwendet. Da die Tiere hinsichtlich ihres Gewichts einheitlich waren,
wurden sie zu Beginn des Biotests nicht gewogen. Jeder Biotest bestand aus 11 Varianten:
unbehandelte Kontrolle, 5 Behandlungen mit Pollen von konventionellem Mais (Sorte:
PACTOL) in verschiedenen Konzentrationen, sowie 5 Behandlungen mit Pollen von Bt-176-
Mais (Sorte: PACTOL CB) in verschiedenen Konzentrationen. Fiir die unbehandelte
Kontrolle wurden pro Versuch 50 (5 Pflanzen mit je 10 Larven) und fiir die restlichen
Varianten jeweils 10 Tiere verwendet. Bei den einzelnen Varianten wurden unterschiedliche
Pollenmengen auf die Raupenfutterpflanzen appliziert. In der ersten Variante wurden 50, in
der zweiten 100, in der dritten 200, in der vierten 400 und in der fiinften Variante 800
Pollenkorner aufgetragen. Es wurden somit durchschnittlich 5, 10, 20, 40 bzw. 80
Pollenkorner pro Larve appliziert. Die Versuche wurden insgesamt neunmal wiederholt.
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Um Unterschiede beziiglich Mortalitdtsrate und Gewichtszunahme von Aglais urticae-Raupen
(Ly) der 11 verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA,
PROC GLM), sowie Student-Newman-Keuls- und Waller-Duncan-Test zum Vergleich der
Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm 8.01).

Ergebnisse
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Abbildung 15: Durchschnittliche Mortalitdtsrate (% + SF) von Aglais urticae -Raupen (L,) nach
einer Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch
ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sédulen mit demselben
Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 19,03; p < 0,0001;
Waller-Duncan-Test).

Die Mortalitdtsrate erhohte sich fiir die getesteten Aglais urticae -Larven mit zunehmender
Anzahl der applizierten Pollenkorner (Bt-176-Mais), so dass eine Dosis-Wirkungsbeziehung
eindeutig nachgewiesen werden konnte. Bereits ab einer Zahl von 10 Pollen war der
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle signifikant. Eine Verdopplung der Pollenmenge auf
20 Pollenkorner brachte zunéchst keine weitere Zunahme der Larvalsterblichkeit. Erst bei
Applikation von 40 Maispollen nahm die Mortalitdtsrate wieder deutlich zu. Bei der hochsten
verabreichten Menge (80 Pollenkorner) lag die Sterblichkeit nach einer Woche bei 91 %. Bei
Verfiitterung von Pollen der isogenen Sorte PACTOL (Bt-) lie sich in keiner Variante ein
signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle nachweisen. Die Larven vom Kleinen
Fuchs reagierten generell recht empfindlich, was die relativ hohe Mortalitit in unbehandelter
Kontrolle, sowie den 5 PACTOL-Varianten (Bt-) ausdriickt.
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Abbildung 16: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg = SF) von Aglais urticae -Raupen (L) nach
einer Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Pollenmenge (empirisch
ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sédulen mit demselben
Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (10 FG) = 3,69; p < 0,0001,
Student-Newman-Keuls-Test).

Abbildung 16 zeigt, dass das durchschnittliche Gewicht der Larven, die die Aufnahme von
Pollen der transgenen Sorte PACTOL CB (Bt+) iiberlebt hatten, umso niedriger lag je mehr
Pollen auf das Brennnesselblatt appliziert worden war. Allerdings erwies sich der Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle erst ab einer Zahl von 40 Pollenkdrnern als signifikant. Bei der
hochsten applizierten Menge (80 Pollenkoérner) wogen die {iberlebenden Tiere
durchschnittlich 1,85 mg und wiesen somit 27 % des Korpergewichts auf, das die Larven der
unbehandelten Kontrollgruppe erreicht hatten. Bei Verfiitterung von Pollen der isogenen
Sorte PACTOL (Bt-) trat in keiner Variante ein signifikanter Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle auf.

Diskussion

In ersten Versuchen erwiesen sich die Raupen vom Kleinen Fuchs als extrem empfindlich.
Fast alle Kontrolltiere starben im Verlauf einer Woche, wenn sie nach der z. B. fiir Agrotis
segetum oder Plutella xylostella beschriebenen Standardmethode getestet wurden. Da eine
mikroskopische Untersuchung der toten Larven auBler einem Befall mit saprophytischen
Bakterien keinen Befund lieferte ist zu vermuten, dass die Feuchtigkeit in der mit Agar
ausgegossenen Kunststoffdose fiir die Larven zu hoch war, was letztlich Bakteriosen
verursachte. Da auch eine erhdhte Agarkonzentration keine besseren Uberlebensraten in der
unbehandelten Kontrolle erbrachte, musste schliefflich die oben beschriebene, extrem
arbeitsaufwindige Biotestmethode (Petrischalen-Methode) entwickelt werden. Nachteilig bei
dieser Methode war, dass nun eine grofere Pollenmenge an eine Gruppe von 10 Tieren
verfiittert wurde. Es ist zu vermuten, dass innerhalb der einzelnen Gruppen eine groBere
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Streubreite beziiglich der Pollenaufnahme auftrat, als dies bei Einzelapplikation der Fall
gewesen ware.

Sowohl ein Vergleich der Mortalitdtsrate, als auch des Durchschnittsgewichts nach einer
Woche belegen eindeutig, dass neonate A. urticae-Larven durch die Aufnahme von Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) massiv geschiddigt werden. Diese Schiadigung ist
dosisabhingig. Wie Abbildung 15 zeigt, trat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
bereits bei Applikation von 10 Pollenkérnern der Sorte PACTOL CB (Bt+) eine signifikant
erhohte Mortalititsrate auf. Die gleiche Pollendosis fiihrte dariiber hinaus bei den
tiberlebenden Individuen zu einer deutlich geringeren Gewichtszunahme. Mit zunehmender
Pollenmenge verstirkten sich diese Effekte. So trat bei der hochsten hier verwendeten
Pollendosis (80 Pollenkdrner pro Individuum) eine Mortalitdtsrate von 91,11 auf. Die Tiere,
die bis zu diesem Zeitpunkt {iberlebt hatten, wiesen mit durchschnittlich 1,85 mg lediglich 27
% des Korpergewichts auf, das die Larven der unbehandelten Kontrollgruppe erreicht hatten.
Eine Verfiitterung von Pollen der isogenen, konventionellen Maissorte Pactol (Bt-)
beeintriachtigte dagegen die Entwicklung der A. urticae-Larven nicht. Damit muss
angenommen werden, dass die genannten Effekte nach der Aufnahme von Pollen der
transgenen Linie Bt-176 nicht durch das Vorhandensein eines fiir die Larven ungewohnten
,wFremdkorpers® auf der Futterpflanze verursacht werden, sondern durch das im Pollen
enthaltene Bt-Toxin.

2.1.7.  Bestimmung von LDsy-Werten fir alle untersuchten Schmetterlingsarten bzw.
Larvalstadien, bezogen auf Maispollen der Linie Bt-176

Material & Methoden

Zur Berechnung von LDso-Werten wurde zunichst aus der Zahl der iiberlebenden Larven fiir
jeden Biotest die Mortalititsrate nach Ablauf von 7 Tagen berechnet. Danach lieB3 sich unter
Einbeziehung der innerhalb der Kontrollgruppe beobachteten Mortalitdt die korrigierte
Mortalitdtsrate nach SCHNEIDER-ORELLI (s. UNTERSTENHOFER 1963) ermitteln. Mit Hilfe der
gewihlten Versuchsanordnung ohne Auswahlmoglichkeit sollte erreicht werden, dass jedes
Individuum das gesamte Blattstiick einschlieBlich der darauf applizierten Substanz verzehrt.
Dadurch ist es moglich, einen LDso-Wert zu bestimmen, also das Mal3 an Aktivsubstanz, das
zu einer Mortalitit von 50 % der Versuchstiere fiihrt. Allerdings fraBen die Raupen héufig nur
einen Teil des angebotenen Blattmaterials und damit auch meist nicht die gesamte
aufgebrachte Pollenmenge. Nur im Fall des Biotests mit Plutella xylostella (L) (frischer
Pollen) wurde die verfiitterte Pollenmenge unter dem Binokular abgezdhlt. Ansonsten erfolgte
die Applikation in Form einer wéssrigen Pollensuspension. Bei den hier angegebenen
Pollenmengen handelt es sich daher um empirisch ermittelte Durchschnittswerte.

Bei allen getesteten Arten, mit Ausnahme von Agrotis segetum, konnte man beobachten, dass
die durchschnittliche Nahrungsaufnahme mit zunehmender Pollenbedeckung (PACTOL CB
(Bt+)) abnahm. Die hier angegebenen LDsp-Werte beziehen sich daher auf die Anzahl der pro
Individuum applizierten Pollenkérner und nicht auf die Pollenmenge, die von den Larven
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aufgenommen wurde. Die Berechnung der LDso-Werte erfolgte mit Hilfe der von FINNEY
(1971) entwickelten Probit-Regressionsanalyse (SAS-Programm 8.01). In die Probit-
Regressionsanalyse gingen nur solche Biotests ein, fiir die die Mortalititsrate in der
unbehandelten Kontrollgruppe bei maximal 20 % lag.

Fiir die Versuche wurde nach Moglichkeit frischer Maispollen verwendet. Falls dieser nicht
zur Verfligung stand musste auf eingefrorenes Material zuriickgegriffen werden, das bei
— 30°C in der Tiefkiihltruhe gelagert worden war. Um zu iiberpriifen, ob es durch diese Art
der Aufbewahrung zu Toxizitdtsverdanderungen des Pollens kommen kann, wurde im Verlauf
des dritten Projektjahres eine zusitzliche Testreihe mit Plutella xylostella durchgefiihrt, bei
der die Raupen ausschlieBlich mit frisch geerntetem Pollen gefiittert wurden.

Ergebnisse

Von 6 der insgesamt 7 untersuchten Schmetterlingsarten konnten LDso-Werte beziiglich der
pro Individuum applizierten Pollenmenge von Bt-176-Mais der Sorte PACTOL CB (Bt+)
berechnet werden. Lediglich fiir die Larven der Noctuidenart Agrotis segetum, die bei
Aufnahme von Bt-176-Pollen gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe keine signifikant
erhohte Mortalitdt zeigten, war dies nicht mdglich. Auch fiir Tagpfauenaugen-Raupen im
vierten Larvalstadium konnte kein LDso-Wert bestimmt werden, da die mit Pollen gefiitterten
Tiere im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keine erhohte Mortalitétsrate zeigten. Die in
Tabelle 1 zuletzt aufgefiihrten LDso-Werte fiir Plutella xylostella, Pieris rapae und Pieris
brassicae wurden nicht im Rahmen des F&E-Vorhabens ermittelt, sondern entstammen einer
bereits 1999 am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz durchgefiihrten Studie, deren
Ergebnisse mittlerweile publiziert sind (FELKE & LANGENBRUCH, 2001).
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Tabelle 1: LDsy-Werte der 7 untersuchten Lepidopterenarten mit 95%igem Vertrauensbereich. Die
LDsp-Werte beziehen sich auf die pro Larve applizierte Pollenmenge von Bt-176-Mais
(Sorte: PACTOL CB). * Es wurde teils frischer, teils tiefgefrorener Pollen (— 30°C)
verwendet. (1) Applikation einer wéssrigen Pollensuspension, d. h. Pollenmengen wurden
empirisch ermittelt. (2) Applikation einer abgezihlten Pollenmenge.

Art (Larvalstadium) LDso-Wert 95 % VB
" Aglais urticae (L) * 32,04 0,88 — 61,96
" Agrotis segetum (L;) * >> 542 —
" Agrotis segetum (L,) * >> 542 —
M Inachis io (L)) * 36,67 21,59 — 54,34
M Inachis io (L,) * 61,4 29,3 — 88,70
O Inachis io (Ls) * >> 80 _
" Ostrinia nubilalis (L,) * 32,43 19,38 — 48,80
@ Plutella xylostella (L,)
(frischer Pollen) 777 014974
" Pieris brassicae (L,) * 139,20 54,6 — 846.000
D Pieris rapae (L,) * 39,00 25,70 — 122,70
M Plutella xylostella (L,) * 19,20 9,20 —29.80

Diskussion

Wie bereits oben erldutert wurde, beziehen sich die hier veroffentlichten LD, -Werte auf die

applizierte Pollenmenge. Da die FraBleistung der Raupen mit zunehmender Pollenbedeckung
der Futterpflanzen abnahm und somit nicht mehr der gesamte applizierte Pollen verzehrt
wurde ist davon auszugehen, dass LD,-Werte, die sich auf die tatsdchlich aufgenommene

Pollenmenge beziehen wiirden, mit Sicherheit niedriger ldgen als die 0.g. Werte.

Die Larven der Kohlmotte (Plutella xylostella) erwiesen sich von allen getesteten Arten
gegeniiber dem Pollen von transgenem Mais der Linie Bt-176 (Sorte: PACTOL CB) am
empfindlichsten (s. Tabelle 1). Nach Verfiitterung von teilweise eingefrorenem Pollen starben
50 % der Versuchstiere bei Applikation von durchschnittlich 19,20 Pollenkérnern auf die
Futterpflanze. Bei ausschlieBlicher Verfiitterung von frischem Pollen lag der LDso-Wert fiir
diese Art sogar bei nur noch 7,77 applizierten Pollenkérnern. Am unempfindlichsten zeigten
sich die Eulenraupen der Art Agrotis segetum. Hier fiihrte selbst die Verfiitterung von extrem
hohen Bt-Pollenmengen (542 £ 28,17 Pollenkdrner) an neonate Larven nicht zu einer
signifikant erhohten Mortalititsrate. Aus diesem Grund lieBen sich weder fiir A. segetum-
Raupen des ersten, noch des zweiten Larvalstadiums LDso-Werte berechnen. Fiir die iibrigen
5 Spezies konnten LDsp-Werte zwischen 32 und 139 Pollenkdrnern berechnet werden.
Interessanterweise konnte fiir Raupen von vier verschiedenen Lepidopterenarten eine &hnliche
Suszeptibilitit nachgewiesen werden. Aglais urticae (L,), Inachis io (L;), Ostrinia nubilalis
(L,) und Pieris rapae (L,) zeigten alle LDsp-Werte zwischen 32 und 39 Pollenkdrnern. Dies
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konnte darauf hindeuten, dass die Larven etlicher Nicht-Ziel-Schmetterlinge durch den Pollen
von Mais der transgenen Linie Bt-176 mindestens in gleichem Malle geschiddigt werden
konnen, wie die Maisziinsler-Raupe.

Wie die Untersuchungen mit verschiedenen Larvalstadien des Tagpfauenauges (Inachis io)
belegen, sind édltere und somit auch schwerere Larven weitaus weniger empfindlich als
Jungraupen. Dies bestétigt frithere Ergebnisse von FELKE & LANGENBRUCH (2001) sowie
FELKE et al. (2002), die dhnliche Empfindlichkeits-Unterschiede auch bei verschieden alten
KohlweiBllingsraupen (Pieris brassicae und P. rapae) feststellten. Innerhalb derselben Art
diirften neonate Larven somit generell am stérksten durch die Aufnahme von Bt-Maispollen
geschédigt werden. Wie das Beispiel der extrem sensitiven Kohlmotte zeigt, konnte auch im
interspezifischen Vergleich das Gewicht der Larven beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber
dem Pollen von Bt-Mais eine entscheidende Rolle spielen. Dies wiirde bedeuten, dass kleine
Schmetterlingsarten mit sehr leichten Raupen in weitaus stirkerem Mal} durch den Anbau von
Bt-Mais gefdahrdet sein konnten, als die Mehrzahl der hier untersuchten, relativ groBen
Tagfalterarten. Allerdings bedarf es zur Absicherung dieser These noch weiterer
Untersuchungen mit einer Reihe von Kleinschmetterlingen.

Das Beispiel der beiden untersuchten Kohlweillingsarten verdeutlicht, dass auch
phylogenetisch nah verwandte Spezies deutliche Suszeptibilitits-Unterschiede zeigen konnen.
Obwohl die Raupen von P. brassicae und P. rapae zu Testbeginn nahezu das gleiche
Durchschnittsgewicht aufwiesen, wichen die erhaltenen LDso-Werte deutlich voneinander ab
(FELKE & LANGENBRUCH, 2001; FELKE et al., 2002). Mogliche Ursachen hierfiir konnten
interspezifische Unterschiede in der Struktur der Toxin-Rezeptoren, und/oder beim pH-Wert
des Darmsafts sein. So gibt BERENBAUM (1980) fiir Pieris rapae einen Mitteldarm-pH-Wert
von 7,3 bis 7,6 und fiir P. brassicae von 8,0 an.

Die beiden Versuchsreihen mit Plutella xylostella-Raupen deuten darauf hin, dass die
Lagerung des Pollens groBBen Einfluss auf dessen Toxizitit haben kann. Im Rahmen der ersten
Untersuchung stand nur fiir einen Teil der Biotests frischer Pollen zur Verfiigung. Fiir die
restlichen Versuche wurde tiefgefrorener Pollen verwendet, der bei — 30°C im
Tiefkiihlschrank aufbewahrt worden war. Unter diesen Bedingungen starben 50 % der
Versuchstiere bei Verfiitterung von durchschnittlich 19,2 Pollenkérnern. Im Rahmen einer
spateren Versuchsreihe wurde ausschlieBlich frischer Pollen angeboten. Hier lag der LDso-
Wert bei nur noch 7,77 Pollenkérnern. Diese Menge entspricht 40,47 % des o.g. LDso-Werts
von 19,2 Pollenkornern. Fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Situation im Freiland
bedeutet dies, dass die hier vorgestellten LDso-Werte fiir den Fall eines Kontakts der Raupen
mit frischem Maispollen deutlich nach unten korrigiert werden miissen.

Es ist anzunehmen, dass die z.T. deutlichen Unterschiede in der Pollenwirkung, die sich in
den 95-prozentigen Vertrauensbereichen der LDsp-Werte manifestieren, auf unterschiedlich
lange Lagerung des Pollens zuriickzufiihren sind. Hierfiir spricht, dass der 95-prozentige
Vertrauensbereich bei Verfiitterung von frischem Pollen an Kohlmottenlarven wesentlich
enger war als der aller anderen Versuche, in denen unterschiedlich alter Pollen verwendet
worden war. Darliber hinaus konnen die z. T. groBen Vertrauensbereiche darauf
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zuriickgefiihrt werden, dass pro Biotest verschieden schwere und damit vermutlich auch
unterschiedlich Bt-tolerante Larven zusammengefasst wurden. AuBerdem schwankte die
applizierte Pollenzahl um den pro Variante angegebenen Mittelwert. Denkbar wére auch, dass
der Toxingehalt des Pollens nicht bei allen Pflanzen einheitlich ist und beispielsweise von der
Vitalitdt der einzelnen Pflanzen abhingt. Auch ist vorstellbar, dass es im Laufe der ca.
einwdchigen Blithperiode einer Pflanze zu Anderungen im Toxingehalt des Pollens kommen
kann.

Nach den bisher vorliegenden Laborergebnissen ist anzunehmen, dass Pollen von transgenem
Mais der Linie Bt-176 vor allem fiir Kleinschmetterlinge mit entsprechend Bt-empfindlichen
Larven gefdhrlich werden konnte. Dariliber hinaus sind generell neonate Raupen einem
hoheren Risiko ausgesetzt als dltere Larven. Wie vergleichende Untersuchungen mit
Kohlmottenlarven gezeigt haben, wirkt frischer Pollen wesentlich stirker toxisch als
eingefrorenes Material. Die hier ermittelten LDsp-Werte ermdglichen, zusammen mit
Angaben zur Pollenexposition in bestimmten Entfernungen zum Maisfeld, gute
Anbhaltspunkte um das Gefahrdungsrisiko der einzelnen Arten durch Bt-176-Mais abschétzen
zu konnen. Dieser Aspekt wird in der allgemeinen Diskussion noch einmal aufgegriffen.

2.1.8. Langzeituntersuchungen mit Plutella xylostella-Raupen (L4) zu Auswirkungen
geringer Pollenmengen

2.1.8.1. Effekte bei einmaliger Verfltterung einer geringen Pollendosis

Material & Methoden

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollten Langzeiteffekte wie Entwicklungsdauer,
Verpuppungs- und Schlupfrate an Kohlmottenraupen untersucht werden, die kurz nach der
dritten Hautung mit 5 bis 6 Pollenkdrnern von transgenem bzw. konventionellem Mais
gefiittert worden waren. Der verwendete Pollen stammte zum einen von gentechnisch
verdndertem Mais der Linie Bt-176 (Sorte: PACTOL CB) und zum anderem von der
dazugehorigen isogenen Linie (Sorte: PACTOL). Die Biotests wurden mit Raupen
durchgefiihrt, die sich gerade zum dritten Mal gehdutet hatten und somit im vierten
Larvalstadium waren. Solche Tiere sind relativ leicht an der verhdltnismaBig gro3en und noch
hellen Kopfkapsel zu erkennen. Die Larven fiir die Versuche stammten aus einer am Institut
fiir biologischen Pflanzenschutz in Darmstadt etablierten Laborzucht.

Die Versuche wurden in 2 x 2 x 2 cm grof3en Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml
einer 2%igen Agarlosung gefiillt wurden. Nachdem der Agar fest geworden war, wurde in
jedes GefdB ein Blattstiick Markstammkohl (Brassica oleracea acephala medullosa) von 3
mm Durchmesser gelegt. Hierbei wurden die Blattstiickchen stets so platziert, dass die
Blattoberseite nach oben zeigte. AnschlieBend wurde die Blattscheibe leicht auf die Unterlage
gedriickt und die vorbereitete Pollensuspension appliziert. Mit Hilfe eines Binokulars wurde
der Pollen gezdhlt und sichergestellt, dass pro Blattscheibe nicht mehr als 5 oder 6
Pollenkdrner appliziert worden waren. Nachdem das Wasser komplett verdunstet war, wurde
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in jeden Wiirfel eine Larve gesetzt. Nach 6 Stunden erfolgte die erste Bonitur und die bis
dahin verzehrte Blattfliche, sowie der noch vorhandene Pollen wurden festgehalten. Alle
Larven, die den Pollen bis zu diesem Zeitpunkt komplett verzehrt hatten, erhielten
unbehandeltes Futter in Form eines ca. 2 Quadratzentimeter groB3en Kohl-Blattstiicks. Fiir die
iibrigen Tiere wurde diese Bonitur 24 Stunden nach Biotest-Beginn wiederholt. Spétestens zu
diesem Zeitpunkt wurden alle Tiere mit unbehandeltem Futter nachgefiittert, unabhingig
davon, ob sie den Pollen komplett gefressen hatten oder nicht. Von nun an wurden die
Versuche téglich bonitiert, wobei Mortalitdt, Umwandlung zur Vorpuppe, Verpuppung und
Falterschlupf registriert wurden.

Dariiber hinaus wurden eine Woche nach Biotest-Beginn alle noch lebenden Individuen
gewogen. Zusitzlich wurden die Puppengewichte ermittelt, sobald sich alle Tiere innerhalb
einer Wiederholung verpuppt hatten. Sobald der letzte Falter geschliipft war, wurde der
Biotest beendet. Fiir die gesamte Biotest-Dauer verblieben die Polystyrolwiirfel in einem
Klimaschrank mit Hell-Dunkel-Rhythmus (16 h hell/ 8 h dunkel). Wahrend der Dunkelphase
sank die Temperatur auf 15°C, wihrend sie nach Einschalten der Beleuchtung auf bis zu 25°C
anstieg.

Um Unterschiede beziiglich Nahrungsaufnahme (verzehrte Blattfliche und dabei
aufgenommene Pollenmenge), durchschnittliche Larven- und Puppengewichte, sowie den
Anteil von Vorpuppen und Larven 5 Tage nach Biotestbeginn zu untersuchen, wurden PROC
t-test nach COCHRAN, sowie Student-Newman-Keuls-Test zum Vergleich der Mittelwerte,
verwendet (SAS-Programm 8.01). Um die Unterschiede in der Uberlebensrate zwischen den
beiden Varianten vergleichen zu konnen, wurde ein PROC-Lifetest angewandt (SAS-
Programm 8.01), der normalerweise dazu benutzt wird, die Uberlebensdauer von 2
unterschiedlich behandelten Testgruppen nach einer Behandlung zu vergleichen. Hiermit
lassen sich z. B. Aussagen iiber die Wirksamkeit von Insektiziden machen.

Ergebnisse

Jede der beiden Varianten bestand aus 8 zeitlichen Wiederholungen, d. h. 8 verschiedenen
Biotests, die nacheinander innerhalb eines Zeitraums von mehreren Wochen angesetzt
wurden. Insgesamt wurden pro Variante somit 80 Larven getestet.

Nach 24 Stunden hatten die Larven in der PACTOL-Gruppe (Bt-) im Durchschnitt 88,00 +
3,29 % der Kohlblattscheibe verzehrt und dabei 4,27 £+ 0,16 Pollenkorner aufgenommen. Die
Tiere der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) hatten mit 52,12 + 3,78 % zwar deutlich weniger
Blattfliche verzehrt, die dabei mit aufgenommene Pollenmenge (4,09 + 0,14 Pollenkorner)
war dagegen nur leicht reduziert. Hinsichtlich der verzehrten Blattfliche erwies sich der
Unterschied als statistisch signifikant (t (79 FG) = 7,16; p < 0,0001; Student-Newman-Keuls-
Test), beziiglich der dabei aufgenommenen Pollenmenge dagegen nicht (t (79 FG) =0,18; p =
0,8553; Student-Newman-Keuls-Test).

5 Tage nach Beginn des Biotests wurde die Zahl der Larven und Vorpuppen festgehalten. Bei
den Tieren, die mit Pollen der Maissorte PACTOL (Bt-) gefiittert worden waren, lebten zu
diesem Zeitpunkt 49 Larven (66,22 + 14,28 %) und 25 Vorpuppen (33,78 = 14,28 %),
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wihrend es in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) 39 Larven (97,5 £ 2,71 %) und eine Vorpuppe
(2,5 £ 2,71 %) waren. 5 Tage nach Biotest-Beginn lag das Durchschnittsgewicht in der
PACTOL-Gruppe (Bt-) bei 6,73 £ 0,15 mg (n = 74), in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+)
dagegen bei 6,82 = 0,31 mg (n = 40). Das durchschnittliche Puppengewicht betrug in der
PACTOL-Gruppe (Bt-) 5,73 £ 0,11 mg (n = 63) und in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) 5,54
+ 0,25 mg (n = 28). Die Unterschiede bei Larven- und Puppengewichten zwischen den
Gruppen erwiesen sich als statistisch nicht signifikant. T-Test fiir Larvalgewicht: (t (112 FG)
= 0,27; p = 0,7893; Student-Newman-Keuls-Test). T-Test fiir Puppengewicht: (t (89 FG) =
0,70; p = 0,4909; Student-Newman-Keuls-Test).
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Abbildung 17: Durchschnittlicher Anteil der noch lebenden Larven und Vorpuppen (% + SF) 5
Tage nach Biotestbeginn fiir Plutella xylostella, die als Raupen (Ls) mit 5
Pollenkdrnern der Maissorten PACTOL (konventioneller Mais) oder PACTOL CB
(Bt-176-Mais) gefiittert worden waren. Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant. T-Test fiir Vergleich des
Vorpuppen-Anteils: (t (7 FG) = 3,34; p = 0,0124; Student-Newman-Keuls-Test). T-
Test fiir Vergleich des Larven-Anteils: (t (7 FG) = 3,34; p = 0,0124; Student-
Newman-Keuls-Test).
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Abbildung 18: Uberlebensrate (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz
nach der dritten Larvalhdutung an einem einzigen Termin mit 5 Maispollen (Pactol
(Bt-) oder Pactol CB (Bt+)) gefiittert wurden. Das Endergebnis nach der 16.
Bonitur bezieht sich auf alle Stadien (Larven, Vorpuppen, Puppen und Falter). 2
(1 FG) =26,8352; p <0,0001 (Log-Rank-Test).

Wie unter Material & Methoden vermerkt, wurde der Versuch nach dem Schlupf des letzten
Falters abgebrochen. Um Unterschiede in der Uberlebenszeit beider Gruppen vergleichen zu
konnen, wurde angenommen, dass alle Individuen, die zum Zeitpunkt der 16. Bonitur nach
Biotest-Beginn noch lebten, einen Tag spiter starben. Somit hétte sich fiir die Tiere der
PACTOL-Gruppe (Bt-) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 13,76 + 0,44 und fiir die
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 8,42 + 0,64 Tage
ergeben. Um einen korrekten Vergleich der Uberlebensraten durchfiihren zu konnen, wire es
allerdings notig gewesen, die Falter bis zum Tod des letzten Individuums weiter zu pflegen.
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Abbildung 19: Puppenanteil (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz
nach der dritten Larvalhdutung an einem einzigen Termin mit 5 Maispollen
(PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert wurden.

Wie Abbildung 19 zeigt, verpuppten sich die ersten Kohlmottenlarven am flinften Tag nach
Beginn des Biotests. Wahrend sich zu diesem Zeitpunkt in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bereits
39 % der Tiere verpuppt hatten, trat in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) lediglich eine Puppe
auf (3 %). Am darauf folgenden Tag war dieser Unterschied mit 45 % (PACTOL) zu 3 %
(PACTOL CB) noch groBler geworden. Erst 8 Tage nach Biotest-Beginn war der Puppenanteil
in beiden Varianten nahezu identisch. Die Anzahl der zum Boniturzeitpunkt noch lebenden
Individuen wird mit 100 % gleichgesetzt.
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Abbildung 20: Falteranteil (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz nach
der dritten Larvalhdutung an einem einzigen Termin mit 5 Maispollen (PACTOL
(Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert wurden.

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich wird, schliipften die ersten Imagines in der PACTOL-
Gruppe (Bt-) am elften Tag nach Beginn des Biotests. Erst einen Tag spiter tauchte in der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) der erste Falter auf. Am 13. Tag nach Beginn des Biotests lag der
Falteranteil in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bei 35 %, wihrend er in der PACTOL CB-Gruppe
(Bt+) lediglich 4 % erreicht hatte. Erst 15 Tage nach Biotest-Beginn war der Falteranteil der
beiden Varianten nahezu identisch. Die Anzahl der zum Boniturzeitpunkt noch lebenden
Individuen wird mit 100 % gleichgesetzt.
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Abbildung 21: Durchschnittliche Zeit bis zu Verpuppung bzw. Schlupf (in Tagen + SF) fiir
Plutella xylostella-Raupen, die kurz nach der dritten Larvalhdutung an einem
einzigen Termin mit 5 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert
wurden. T-Test fiir Verpuppung: Pactol (Bt-): N = 66; Pactol CB: N = 33.t (97 FG)
= 3,33; p < 0,0012. Log-Transformation; pooled; equal variances. T-Test fiir
Schlupf: Pactol (Bt-): N = 54; Pactol CB: N = 22. t (74 FG) = 2,91; p < 0,0048.
Log-Transformation; pooled; equal variances.

Wie Abbildung 21 verdeutlicht, bendtigten die Tiere, die mit Pollen der transgenen Variante
PACTOL CB (Bt+) gefiittert worden waren signifikant mehr Zeit bis zur Verpuppung, bzw.
bis zum Falterschlupf als die Individuen der PACTOL-Variante (Bt-). Die Tiere der PACTOL
CB-Variante (Bt+) brauchten mit 7,45 Tagen durchschnittlich einen Tag langer bis zur
Verpuppung als die Individuen der nicht-transgenen Variante mit 6,48 Tagen. Ahnlich waren
die Verhiltnisse hinsichtlich des Falterschlupfs. Die Tiere der PACTOL CB-Variante (Bt+)
brauchten mit durchschnittlich 14,2 Tagen fast einen Tag lédnger fiir die Entwicklung zur
Imago als die Individuen der transgenen Variante mit 13,3 Tagen.

Diskussion

Ziel der hier durchgefiihrten Versuche war es, Effekte subletaler Pollenmengen auf Plutella
xylostella-Raupen des vierten Stadiums zu ermitteln. Da in einer ersten Untersuchung ein
LDso-Wert von 19,20 Pollenkdrnern von transgenem BT-176-Mais berechnet werden konnte,
wurden fiir die Erfassung subletaler Effekte lediglich fiinf Pollenkérner an die Larven
verfiittert. Der Vergleich von verzehrter Blattfliche und dabei aufgenommener Pollenmenge
ergab eindeutig, dass beide Gruppen fast gleich viel Pollen verzehrt hatten und dies, obwohl
die gefressene Blattfliche deutlich von einander abwich. Wéhrend die Larven der PACTOL-
Gruppe (Bt-) nach einem Tag durchschnittlich 88 % der Blattfliche verzehrt hatten,
konsumierte die zweite Gruppe mit 52 % deutlich weniger. Man kann darauf schlieBen, dass

54



bei den Larven, die mit Pollen von PACTOL CB-Mais (Bt+) gefiittert worden waren nach
dem Verzehr von rund 4 Pollenkdrnern ein FraB3stop einsetzte und kein weiteres Blattmaterial
mehr konsumiert wurde. Nach einer Woche waren zwischen beiden Gruppen schon deutliche
Unterschiede in der Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven auszumachen. Wéhrend sich
bei den Tieren, die mit Pollen der Maissorte PACTOL (Bt-) gefiittert worden waren zu
diesem Zeitpunkt schon ein Drittel der Larven zu Vorpuppen umgewandelt hatten, konnte in
der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) lediglich eine Vorpuppe festgestellt werden.

Keine signifikanten Unterschiede lieBen sich zwischen den beiden Gruppen beziiglich des
Larval- bzw. Puppengewichts registrieren. Das etwas hohere Durchschnittsgewicht in der BT-
Gruppe konnte damit erklart werden, dass sich diese Werte sowohl auf Larven, als auch auf
Vorpuppen beziehen. Die Larven der Kohlmotte stellen einige Stunden vor der Verpuppung
das Fressen ein und verlieren durch das Verpuppen zusétzlich etwas an Gewicht. Da sich in
der PACTOL-Gruppe (Bt-) zum Zeitpunkt der Gewichtsbestimmung deutlich mehr
Vorpuppen befanden als in der PACTOL CB-Gruppe (Btt+), konnte dies das hdohere
Durchschnittsgewicht von Individuen der BT-Gruppe erkliren. Das durchschnittliche
Puppengewicht war in der PACTOL-Gruppe (Bt-) mit 5,73 + 0,11 mg etwas hoher als in der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) mit 5,54 £ 0,25 mg. Allerdings stellte sich auch diese geringe
Differenz als statistisch nicht signifikant heraus. Nach den deutlichen Differenzen beziiglich
der Mortalitdtsraten zwischen beiden Gruppen wire hier ein wesentlich groferer Unterschied
zu erwarten gewesen. Auffillig war dass die Tiere der PACTOL CB-Gruppe (Bt+), die den
Biotest iiberlebten, meist sehr gro3 waren. Eine plausible Erkldrung fiir dieses Phdnomen
kann nicht gegeben werden. Entweder handelte es sich bei diesen Individuen um recht B. t.-
unempfindliche Larven, oder aber um solche Tiere, die nur wenig Pollen gefressen hatten. Da
Larven aus den Pollenversuchen generell nicht mehr fiir die Zucht verwendet wurden, ist es
recht unwahrscheinlich, dass sich eine Bt-Resistenz gegeniiber dem CrylAb-Toxin ausbilden
konnte.

Die einmalige Verflitterung von rund 5 Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+)
verlangsamte die Entwicklung der getesteten Kohlmottenlarven im Vergleich zur
konventionellen Variante deutlich. Verpuppung und Falterschlupf setzten in der PACTOL
CB-Gruppe (Bt+) nicht nur spédter ein als in der nicht-transgenen Variante, auch benétigten
die Individuen der BT-Variante bis zum Erreichen des Puppen- bzw. Imaginalstadiums
durchschnittlich deutlich mehr Zeit als die Tiere der konventionellen Variante.

Ganz eindeutig sind die Unterschiede zwischen beiden Gruppen auch hinsichtlich der
Mortalititsrate. Nach einer Woche lebten in der PACTOL-Gruppe (Bt-) noch mehr als 97 %
der Tiere, wahrend in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) schon die Hilfte aller Larven gestorben
waren. In beiden Varianten nahm die Sterblichkeit bis Versuchsende weiter zu. Wéhrend sich
in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) nur ein Drittel der Tiere bis zum Falter entwickeln konnte,
waren es in der Vergleichsvariante immerhin 71 %. Es lie} sich somit nachweisen, dass auch
Pollenmengen unterhalb des ermittelten LDso-Werts (7,77 Pollenkérner pro Larve)
Uberlebensrate und Entwicklung der betroffenen Larven eindeutig negativ beeinflussen.
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Vergleicht man diese Laborergebnisse mit den Daten zur Pollenexposition unter
Freilandbedingungen, so wird deutlich, dass die Pollendichte mindestens bis zu einer
Entfernung von 32 Metern vom Feldrand noch so hoch sein kann, dass Raupen, die dhnlich
Bt-empfindlich sind wie Kohlmottenlarven geschadigt werden konnen.

2.1.8.2. Effekte bei wiederholter Verfitterung einer geringen Pollendosis

Material & Methoden

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollten Langzeiteffekte wie Entwicklungsdauer,
Verpuppungs- und Schlupfrate an Kohlmottenraupen untersucht werden, die kurz nach der
dritten Hautung an 4 aufeinander folgenden Tagen mit 5 bis 6 Pollenkérnern von
transgenem bzw. konventionellem Mais gefiittert worden waren. Der verwendete Pollen
stammte zum einen von gentechnisch verdndertem Mais der Linie Bt-176 (Sorte: PACTOL
CB) und zum anderen von der dazugehdrigen isogenen Linie (Sorte: PACTOL). Die Biotests
wurden mit Raupen durchgefiihrt, die sich gerade zum dritten Mal gehdutet hatten und sich
demnach im vierten Larvalstadium befanden. Solche Tiere sind relativ leicht an der
verhéltnismaBig grofBen und noch hellen Kopfkapsel zu erkennen. Die Larven fir die
Versuche stammten aus einer am Institut fiir biologischen Pflanzenschutz in Darmstadt
etablierten Laborzucht.

Die Versuche wurden in 2 x 2 x 2 cm grof3en Kunststoffwiirfeln angesetzt, die mit je 1,5 ml
einer 2%igen Agarlosung gefiillt wurden. Nachdem der Agar fest geworden war, wurde in
jedes GefdB ein Blattstiick Markstammkohl (Brassica oleracea acephala medullosa) von 3
mm Durchmesser gelegt. Hierbei wurden die Blattstiickchen stets so platziert, dass die
Blattoberseite nach oben zeigte. AnschlieBend wurde die Blattscheibe leicht auf die Unterlage
gedriickt und die vorbereitete Pollensuspension appliziert. Mit Hilfe eines Binokulars wurde
der Pollen gezdhlt und sichergestellt, dass pro Blattscheibe nicht mehr als 5 oder 6
Pollenkdrner appliziert worden waren. Nachdem das Wasser komplett verdunstet war, wurde
in jeden Wiirfel eine einzelne Larve gesetzt. Nach 6 Stunden erfolgte die erste Bonitur und die
bis dahin verzehrte Blattfliche, sowie die noch vorhandenen Pollen wurden festgehalten. Alle
Larven, die den Pollen bis zu diesem Zeitpunkt komplett verzehrt hatten, erhielten
unbehandeltes Futter in Form eines ca. 2 Quadratzentimeter grolen Kohl-Blattstiicks. Fiir die
tibrigen Tiere wurde diese Bonitur 24 Stunden nach Biotest-Beginn wiederholt. Diese
Prozedur wurde an 4 aufeinander folgenden Tagen wiederholt. Zusitzlich wurde die
Mortalitdt in beiden Varianten festgehalten. Ab dem filinften Tag wurden die Larven mit
unbehandelten Kohlblattstiicken erndhrt. Im weiteren Verlauf des Biotests wurden Mortalitit,
Umwandlung zur Vorpuppe, Verpuppung und Falterschlupf taglich registriert. Dariiber hinaus
wurden eine Woche nach Biotest-Beginn alle noch lebenden Individuen gewogen. Zusétzlich
wurden die Puppengewichte ermittelt, sobald sich alle Tiere innerhalb einer Wiederholung
verpuppt hatten. Sobald der letzte Falter geschliipft war, wurde der Biotest beendet.

Fiir die gesamte Biotest-Dauer verblieben die Polystyrolwiirfel in einem Klimaschrank mit
Hell-Dunkel-Rhythmus (16 h hell/ 8 h dunkel). Wéhrend der Dunkelphase sank die
Temperatur auf 15°C, wihrend sie nach Einschalten der Beleuchtung auf bis zu 25°C anstieg.
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Um Unterschiede beziiglich Nahrungsaufnahme (verzehrte Blattfliche und dabei
aufgenommene Pollenmenge), durchschnittliche Larven- und Puppengewichte, sowie den
Anteil von Vorpuppen und Larven 5 Tage nach Biotestbeginn zu untersuchen, wurden PROC
t-test nach COCHRAN, sowie Student-Newman-Keuls-Test zum Vergleich der Mittelwerte,
verwendet (SAS-Programm 8.01). Um die Unterschiede in der Uberlebensrate zwischen den
beiden Varianten vergleichen zu koénnen, wurde ein PROC-Lifetest angewandt (SAS-
Programm 8.01), der normalerweise dazu benutzt wird, die Uberlebensdauer von 2
unterschiedlich behandelten Testgruppen nach einer Behandlung zu vergleichen. Hiermit
lassen sich z. B. Aussagen tliber die Wirksamkeit von Insektiziden machen.

Ergebnisse

Jede der beiden Varianten bestand aus 7 zeitlichen Wiederholungen d. h. 7 verschiedenen
Biotests, die nacheinander innerhalb eines Zeitraums von mehreren Wochen angesetzt
wurden.. Insgesamt wurden pro Variante 70 Larven getestet (d. h. 10 Tiere pro Wiederholung
und Variante). Das in Tabelle 2 genannte n bezieht sich auf die Anzahl der gemachten
Beobachtungen.
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Tabelle 2: Durchschnittlich verzehrte Blattfliche des mit Pollen bedeckten Kohlblattstiickchens und
dabei aufgenommene Pollenmenge (PK) fiir Tiere, die mit Pollen der konventionellen
Maissorte Pactol, bzw. mit Pollen der transgenen Sorte Pactol CB (Linie Bt-176) gefiittert
worden waren. Mit n wird die Zahl der Plutella xylostella angegeben, die zum
Boniturzeitpunkt noch lebten — n bezieht sich somit auf die Anzahl der gemachten
Beobachtungen. SF bezeichnet den Standardfehler.

Endergebnis (alle 4 Bonituren zusammen)

Pactol-Gruppe (Bt-) Pactol CB-Gruppe (Bt+)
Frass (%) SF PK SF n Frass (%) SF PK SF n
96,89 0,70 5,25 0,06 270 61,26 2,42 4,91 0,09 166
Ergebnis nach der 1. Bonitur
Pactol-Gruppe (Bt-) Pactol CB-Gruppe (Bt+)
Frass (%) SF PK SF n Frass (%) SF PK SF n
96,00 1,56 5,33 0,12 70 56,09 3,32 5,01 0,14 69
Ergebnis nach der 2. Bonitur
Pactol-Gruppe (Bt-) Pactol CB-Gruppe (Bt+)
Frass (%) SF PK SF n Frass (%) SF PK SF n
98,14 1,11 5,40 0,11 70 55,65 4,98 4,63 0,21 46

Ergebnis nach der 3. Bonitur

Pactol-Gruppe (Bt-) Pactol CB-Gruppe (Bt+)
Frass (%) SF PK SF n Frass (%) SF PK SF n
98,70 0,68 5,25 0,10 69 72,07 5,44 5,07 0,14 29
Ergebnis nach der 4. Bonitur
Pactol-Gruppe (Bt-) Pactol CB-Gruppe (Bt+)
Frass (%) SF PK SF n Frass (%) SF PK SF n
94,43 1,96 4,98 0,18 61 75,00 6,42 4,95 0,19 22
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Abbildung 22:

Abbildung 23:
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Durchschnittlich gefressene Blattfliche (% =+ SF) jeweils 24 Stunden nach
Pollenapplikation fur Plutella xylostella-Raupen (Ls), die an 4 aufeinander
folgenden Tagen mit je 5 Pollenkdrnern der Maissorten PACTOL (konventioneller
Mais) oder PACTOL CB (Bt-176-Mais) gefiittert worden waren. Angegeben ist ein
Durchschnittswert fiir 4 Bonituren. Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben
Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (t (434 FG) = 14,14; p < 0,0001,
Student-Newman-Keuls-Test).
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Maispollen-Variante

Durchschnittlich gefressene Maispollen + SF fiir Plutella xylostella-Raupen (L,),
auf deren Futter an 4 aufeinander folgenden Tagen 5 Pollenkdrner der Maissorten
PACTOL (konventioneller Mais) oder PACTOL CB (Bt-176-Mais) appliziert
worden waren. Angegeben ist ein Durchschnittswert fiir 4 Bonituren. Unterschiede
zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (t (434
FG) =2,33; p= 10,0209, Student-Newman-Keuls-Test).
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5 Tage nach Beginn des Biotests wurde die Zahl der Larven und Vorpuppen festgehalten. Bei
den Tieren, die mit Pollen der Maissorte PACTOL (Bt-) gefiittert worden waren, lebten zu
diesem Zeitpunkt 47 Larven (69,12 + 9,85 %) und 21 Vorpuppen (30,88 + 9,85 %), wihrend
es in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) 22 Larven (100 %) waren. Kein einziges Tier hatte sich
bis dato in eine Vorpuppe umgewandelt. Eine Woche nach Biotest-Beginn lag das
Durchschnittsgewicht in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bei 6,34 £ 0,19 mg (n = 68), in der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) dagegen bei 5,18 = 0,41 mg (n = 22). Das durchschnittliche
Puppengewicht betrug in der PACTOL-Gruppe (Bt-) 5,35 £ 0,21 mg (n = 30) und in der
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) 6,53 £ 0,77 mg (n = 7).

71 Pactol (konventioneller Mais)

100 BXXY Pactol CB (Bt-176-Mais)
g
= b
é 80 T
c
<
g
S 60
< S
@ 40 - : T
<
2
5 S
(@]
20 ~
0%
0
Larven Vorpuppen

Entwicklungsstadium

Abbildung 24: Durchschnittlicher Anteil der noch lebenden Larven und Vorpuppen (% + SF) 5
Tage nach Biotestbeginn fiir Plutella xylostella, die als Raupen (Ls) an 4
aufeinander folgenden Tagen mit 5 Pollenkérnern der Maissorten PACTOL
(konventioneller Mais) oder PACTOL CB (Bt-176-Mais) gefiittert worden waren.
Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht
signifikant. T-Test fiir Vergleich des Vorpuppen-Anteils: (t (6 FG) = 3,30; p =
0,0165, Student-Newman-Keuls-Test). T-Test fiir Vergleich des Larven-Anteils: (t
(6 FG) = 3,30; p = 0,0165, Student-Newman-Keuls-Test). Die Anzahl der zum
Boniturzeitpunkt noch lebenden Individuen wird mit 100 % gleichgesetzt.
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Abbildung 25: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) 5 Tage nach Biotestbeginn, bzw.
Puppengewicht (mg = SF) fiir Plutella xylostella-Raupen (L), die an 4 aufeinander
folgenden Tagen mit jeweils 5 Pollenkérnern der Maissorten PACTOL
(konventioneller Mais) oder PACTOL CB (Bt-176-Mais) gefiittert worden waren.
Unterschiede zwischen Séulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht
signifikant. T-Test fiir Larvalgewicht: (t (88 FG) = 2,57; p = 0,0168, Student-
Newman-Keuls-Test). T-Test fiir Puppengewicht: (t (35 FG) = 1,47; p = 0,1883,
Student-Newman-Keuls-Test).
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Abbildung 26: Uberlebensrate (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz
nach der dritten Larvalhdutung an 4 aufeinander folgenden Terminen mit 5 bis 6
Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert wurden. Das Endergebnis
nach der 18. Bonitur bezieht sich auf alle Stadien (Larven, Vorpuppen, Puppen und
Falter). ¥2 (1 FG) = 68,3968; p < 0,0001 (Log-Rank-Test).
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Wie unter Material & Methoden vermerkt, wurde der Versuch nach dem Schlupf des letzten
Falters abgebrochen. Um Unterschiede in der Uberlebenszeit beider Gruppen vergleichen zu
konnen, wurde angenommen, dass alle Individuen, die zum Zeitpunkt der 18. Bonitur nach
Biotest-Beginn noch lebten, einen Tag spdter starben. Somit hétte sich fiir die Tiere der
PACTOL-Gruppe (Bt-) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 13,30 + 0,38 und fiir die
PACTOL CB-Gruppe (Bt+) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 5,01 + 0,52 Tage
ergeben. Um einen korrekten Vergleich der Uberlebensraten durchfiihren zu kénnen, wire es
allerdings notig gewesen, die Falter bis zum Tod des letzten Individuums weiter zu pflegen.
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Abbildung 27: Puppenanteil (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz nach
der dritten Larvalhdutung an 4 aufeinander folgenden Terminen mit 5 bis 6
Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert wurden.

Wie Abbildung 27 zeigt, verpuppten sich die ersten Kohlmottenlarven am vierten Tag nach
Beginn des Biotests. Wihrend sich am sechsten Tag in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bereits 37
% der Tiere verpuppt hatten, traten die ersten Puppen in der PACTOL CB-Variante erst am
siebten Tag nach Beginn des Biotests auf. In der PACTOL-Gruppe (Bt-) verpuppte sich die
letzte Larve am neunten Tag, wéihrend in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) die
Verpuppungsphase erst 2 Tage spater abgeschlossen war. Die Anzahl der zum
Boniturzeitpunkt noch lebenden Individuen wird mit 100 % gleichgesetzt.
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Abbildung 28: Falteranteil (% + SF) im Verlauf des Biotests fiir Plutella xylostella, die kurz nach
der dritten Larvalhdutung an 4 aufeinander folgenden Terminen mit 5 bis 6
Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB) gefiittert wurden.

b
'~ A4 Pactol (konventioneller Mais)

14 4| B&XX Pactol CB (Bt-176-Mais)
4= a BB
%
= T
S 12
n
=
N 10 1
o
s b
a 87
s a
= 6 >
5 4
~ 5
0
o] 4 -
(o)
2 5
[ 2

0

Verpuppung Schlupf

Abbildung 29: Durchschnittliche Zeit bis zu Verpuppung bzw. Schlupf (in Tagen £ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen, die kurz nach der dritten Larvalhdutung an 4 aufeinander
folgenden Terminen mit 5 bis 6 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB)
gefiittert wurden. T-Test fiir Verpuppung: Pactol (N = 59); Pactol CB (N = 14). t
(71 FG) = 3,73; p < 0,0004. Log-Transformation; pooled; equal variances. T-Test
fiir Schlupf: Pactol: N = 35; Pactol CB: N = 10. t (43 FG) =2,91; p < 0,0057. Log-
Transformation; pooled; equal variances.
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Wie aus Abbildung 28 ersichtlich wird, schliipften die ersten Imagines in der PACTOL-
Gruppe (Bt-) am zehnten Tag nach Beginn des Biotests. Dagegen tauchten die ersten Falter in
der PACTOL CB-Gruppe erst 2 Wochen nach Beginn des Biotests auf. Am 14. Tag lag der
Falteranteil in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bei fast 90 %, wihrend er in der PACTOL CB-
Gruppe (Bt+) lediglich 50 % erreicht hatte. In beiden Varianten schliipfte der letzte Falter an
Tag 17 aus der Puppenhiille. Die Anzahl der zum Boniturzeitpunkt noch lebenden Individuen
wird mit 100 % gleichgesetzt.

Wie Abbildung 29 verdeutlicht, bendtigten die Tiere, die mit Pollen der transgenen Variante
PACTOL CB (Bt+) gefiittert worden waren signifikant mehr Zeit bis zur Verpuppung, bzw.
bis zum Falterschlupf als die Individuen der PACTOL-Variante (Bt-). Die Tiere der PACTOL
CB-Variante (Bt+) brauchten mit 7,86 Tagen durchschnittlich fast eineinhalb Tage langer bis
zur Verpuppung als die Individuen der nicht-transgenen Variante mit 6,41 Tagen. Ahnlich
waren die Verhiltnisse hinsichtlich des Falterschlupfs. Hier brauchten die Tiere der PACTOL
CB-Variante (Bt+) mit durchschnittlich 14,7 Tagen fast zwei Tage lédnger fiir die Entwicklung
zur Imago als die Individuen der konventionellen Variante mit 12,8 Tagen.

Diskussion

Fir den Vergleich von verzehrter Blattfliche und dabei aufgenommener Pollenmenge
zwischen beiden Gruppen wurden die Durchschnittswerte der ersten 4 Bonituren fiir alle die
Larven berechnet, die zum Zeitpunkt der 5. Bonitur noch lebten. Wiahrend die Larven der
PACTOL-Gruppe (Bt-) durchschnittlich fast 97 % der Blattflache verzehrt hatten, lag der
Wert der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) mit rund 61 % signifikant niedriger. Auch hinsichtlich
der dabei aufgenommenen Pollenmenge war der Unterschied signifikant (PACTOL-Gruppe
(Bt-): 5,25 und PACTOL CB-Gruppe (Bt+): 4,91 Pollenkorner). Wéren die Larven, die im
Verlauf der ersten Woche starben mit einbezogen worden, so wire der Unterschied sicherlich
noch weitaus deutlicher ausgefallen. Nach einer Woche waren zwischen beiden Gruppen
deutliche Unterschiede in der Entwicklungsgeschwindigkeit der Larven auszumachen.
Wihrend sich bei den Tieren, die mit Pollen der Maissorte PACTOL (Bt-) gefiittert worden
waren zu diesem Zeitpunkt schon fast ein Drittel der Larven zu Vorpuppen umgewandelt
hatten, konnte in der PACTOL CB-Gruppe keine einzige Vorpuppe festgestellt werden.

Die Ergebnisse zu Larven- und Puppengewichten waren uneinheitlich. Eine Woche nach
Biotest-Beginn lag das Durchschnittsgewicht in der PACTOL-Gruppe (Bt-) bei 6,34 + 0,19
mg, in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) dagegen bei 5,18 + 0,41 mg. Umgekehrt war
allerdings das Verhéltnis beim Puppengewicht. In der PACTOL-Gruppe (Bt-) betrug der
Durchschnittswert 5,35 £ 0,21 mg. In der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) lag er mit 6,53 + 0,77
mg deutlich hoher. Hierbei muss allerdings angemerkt werden, dass sich in der BT-Pollen-
Gruppe nur 7 Individuen verpuppen konnten (PACTOL-Gruppe: 30). Nach den deutlichen
Differenzen beziiglich der Mortalitdtsraten zwischen beiden Gruppen ist dieses Ergebnis nicht
plausibel zu erklidren. Anscheinend handelte es sich bei den wenigen tiberlebenden Individuen
um recht B. t.-unempfindliche Larven. Allerdings ist es recht unwahrscheinlich, dass sich eine
Resistenz gegentiber dem CrylAb-Toxin ausbilden konnte, da Larven aus den
Pollenversuchen generell nicht mehr fiir die Zucht verwendet wurden. Zu beriicksichtigen ist
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auch, dass die Puppen nicht alle zum exakt gleichen Entwicklungszeitraum gewogen wurden
und die Gewichte von jungen und alten Puppen sicherlich voneinander abweichen.

Die viermalige Verfiitterung einer geringen Menge Pollen der transgenen Maissorte PACTOL
CB (Bt+) verlangsamte die Entwicklung der getesteten Kohlmottenlarven im Vergleich zur
konventionellen Variante signifikant. Verpuppung und Falterschlupf setzten in der PACTOL
CB-Gruppe (Bt+) nicht nur spiter ein als in der nicht-transgenen Variante, auch
durchschnittlich bendtigten die Individuen der BT-Variante bis zum Erreichen des Puppen-
bzw. Imaginalstadiums deutlich mehr Zeit als die Tiere der konventionellen Variante. Bei der
viermal wiederholten Verfiitterung von Maispollen waren die Unterschiede zwischen den
beiden Varianten sogar noch grofer, als bei einer einzelnen Pollenapplikation.

Ganz eindeutig sind die Unterschiede zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der
Mortalitdtsrate. Nach einer Woche (5. Bonitur) waren in der PACTOL-Gruppe (Bt-) erst rund
3 % der Tiere gestorben, wihrend in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) nur noch rund 31 % am
Leben waren. In beiden Varianten nahm die Sterblichkeit bis Versuchsende weiter zu.
Wiéhrend sich in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) nur 17 % der Tiere bis zum Falter
entwickeln konnten, waren es in der Vergleichsvariante jedoch mehr als 74 %.

2.1.9. Langzeituntersuchungen mit Inachis io-Raupen (L1 und L2) zu Auswirkungen
geringer Pollenmengen

Material & Methoden

Pro Biotest wurden insgesamt 300 Larven (10 mal jeweils 10 Individuen/Variante) verwendet.
Es handelte sich entweder um neonate Raupen, oder um Tiere, die sich erstmals gehdutet
hatten. Jeder Biotest bestand aus 3 Varianten: unbehandelte Kontrolle, Pollen der
konventionellen Maissorte PACTOL (100 Pollenkérner pro Blattstiick, d. h. durchschnittlich
10 Pollenkdrner pro Larve), sowie Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (100
Pollenkorner pro Blattstiick, d. h. durchschnittlich 10 Pollenkérner pro Larve).

Die Pollensuspension wurde auf die Mittelrippe eines mittelgroBen Blattes einer jungen,
frischen Brennnesselpflanze aufgetragen. Nach dem Trocknen der Pollenlosung wurde das
Blatt abgeschnitten und in eine, mit 3 ml 2%igem Agar gefiillte Petrischale (Durchmesser: 3
cm), gelegt. Anschlieend konnten die Raupen unter Verwendung eines feinen Pinsels auf das
Blittchen iibertragen werden. Um ein Entweichen der Tiere zu verhindern, wurde ein Stiick
Handtuchpapier (SCOTT HOSTESS Natura, Fa. Kimberly-Clark) unter den Deckel der
Petrischale geklemmt. Sobald das mit Pollen versehene erste Bléattchen komplett verzehrt und
damit auch der anhaftende Pollen gefressen war, wurden die Tiere mit unbehandelten
Brennnesselbldttern nachgefiittert. Larven der Kontrollgruppe erhielten von Beginn an
unbehandeltes Futter. Eine Woche nach Versuchsbeginn wurden alle bis dahin noch lebenden
Individuen einzeln gewogen und anschlieBend in Plastikzylinder mit einer Héhe von 20 cm
und einem Durchmesser von 14 cm iiberfiihrt. Die Tiere wurden nach Bedarf mit frischen
Brennnesselbléttern nachgefiittert, die in einem mit Wasser gefiillten 50 ml Erlenmeyerkolben
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standen. Im weiteren Biotest-Verlauf wurden Verpuppungs- und Schlupfzeitpunkt jedes
einzelnen Tieres erfasst. Die Tiere verblieben fiir die gesamte Biotest-Dauer in einem
Klimaschrank mit Hell-Dunkel-Rhythmus (16 h hell/ 8 h dunkel). Wahrend der ,,Nacht* sank
die Temperatur auf 15°C, wéhrend sie am ,,Tag* auf 25°C stieg. Um Unterschiede beziiglich
Gewichtszunahme und Mortalitétsrate von Inachis io-Raupen (L; und L,) der 3 verschiedenen
Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Student-
Newman-Keuls-, Tukey- und Waller-Test zum Vergleich der Mittelwerte, verwendet (SAS-
Programm 8.01). Um die durchschnittlichen Entwicklungszeiten der 3 Gruppen bis zur
Verpuppung bzw. bis zum Falterschlupf vergleichen zu konnen wurde ein PROC t-test nach
COCHRAN, verwendet (SAS-Programm 8.01).

Ergebnisse
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Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkdrnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen Varianten
bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 2,32; p = 0,1072;
Tukey-Test).

Abbile Variante

Wie Abbildung 30 zeigt, ist die Mortalitétsrate in der Bt-Maispollen-Variante mit 14 % am
hochsten. Die festgestellten Unterschiede erwiesen sich allerdings als statistisch nicht
absicherbar.
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Abbildung 31: Durchschnittliche Mortalitétsrate (% = SF) von Inachis io-Raupen (L;) nach zwei
Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen Varianten
bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 2,15; p = 0,1258;
Tukey-Test).

Auch 2 Wochen nach Biotestbeginn besteht hinsichtlich der Mortalititsrate zwischen den drei
Varianten kein signifikanter Unterschied. Allerdings ist die Sterblichkeit nach wie vor in der
Bt-Pollen-Gruppe am hdchsten.
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Abbildung 32: Durchschnittliche Mortalitétsrate (% * SF) von Inachis io-Raupen (L;) nach drei
Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkdrnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen Varianten
bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 1,21; p = 0,3061;
Tukey-Test).
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Auch 3 Wochen nach Biotestbeginn ist die Sterblichkeit in der Bt-Pollen-Gruppe nach wie
vor am hochsten. Die Unterschiede zwischen den Gruppen erwiesen sich allerdings als
statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 33: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach einer
Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 94,62; p <
0,0001; Tukey-Test).

Wie Abbildung 33 verdeutlicht betrug das Durchschnittsgewicht der Larven, die mit Pollen
der transgenen Maislinie Bt-176 gefiittert wurden, nach einer Woche lediglich 1,61 mg und
lag somit statistisch signifikant unter den Werten der anderen beiden Varianten.
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Abbildung 34: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L) nach zwei

Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern

(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Saulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 24,23; p <

0,0001; Tukey-Test).

Zwei Wochen nach Biotest-Beginn weist die Kontrollgruppe das hochste und die Pactol CB-

Gruppe (Btt+) das geringste Durchschnittsgewicht auf. Die Unterschiede zwischen den

einzelnen Varianten erwiesen sich als statistisch signifikant.
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Abbildung 35: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L) nach drei

Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkdrnern

(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen Varianten
bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 1,33; p = 0,2658;

Tukey-Test).
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Drei Wochen nach Versuchsbeginn haben sich die Durchschnittsgewichte der {iberlebenden
Larven weitgehend angendhrt, so dass zwischen den 3 Varianten keine statistisch
absicherbaren Unterschiede mehr feststellbar sind.
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Abbildung 36: Durchschnittliche Mortalitdtsrate (% * SF) zu Versuchsende, bezogen auf die pro
Larve (Inachis io - erstes Larvalstadium) applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen Varianten
bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 2,08; p = 0,1450;
Tukey-Test).

Am Ende des Versuchs, nachdem der letzte Falter geschliipft war, lag die Mortalititsrate in
der PACTOL-Gruppe (Bt-) bei 46 % und war somit deutlich hdoher als in der PACTOL CB-
Gruppe (Bt+) (29 %). Die Unterschiede zwischen den Varianten erwiesen sich als statistisch
nicht signifikant.
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Abbildung 37: Durchschnittliche Mortalitétsrate (% + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach einer
Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Saulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 5,53; p <
0,0064; Tukey-Test).

Eine Woche nach Biotestbeginn war die Sterblichkeit in der Bt-Pollen-Gruppe mit 11,5 %
wesentlich hoher als in den anderen beiden Varianten. Der Unterschied stellte sich als
statistisch signifikant heraus.
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Abbildung 38: Durchschnittliche Mortalititsrate (% + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach zwei
Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkdrnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Saulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 8,66; p <
0,0005; Tukey-Test).
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Zwei Wochen nach Beginn des Versuchs lag die Sterblichkeit der Larven, die mit Pollen von
transgenem Bt-Mais gefiittert worden waren, signifikant hoher als die Mortalitdtsraten in den
beiden anderen Varianten.
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Abbildung 39: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach einer
Woche, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 32,53; p <
0,0001; Tukey-Test).

Wie Abbildung 39 zeigt, liegt das Durchschnittsgewicht in der Bt-Pollen-Variante eine
Woche nach Biotestbeginn signifikant unter dem der anderen beiden Gruppen.
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Abbildung 40: Durchschnittliches Larvalgewicht (mg + SF) von Inachis io-Raupen (L,) nach zwei
Wochen, bezogen auf die pro Larve applizierte Menge von 10 Pollenkérnern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 13,57; p <
0,0001; Tukey-Test).
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Zwei Wochen nach Versuchsbeginn lag das Durchschnittsgewicht in der PACTOL-Variante
(Bt-) deutlich hoher als in den anderen beiden Gruppen. Demgegeniiber erwies sich der
geringe Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrolle und der PACTOL CB-Variante
(Bt+) als statistisch nicht signifikant.

[ Kontrolle (ub)

= 80 7| 1 PACTOL (konventioneller Mais)
S B&Z® PACTOL CB (Bt-176-Mais)
e
©
%) a
@ 60 a
.: a
S 1 o
5 I :
= RS
2 401 S
L RIS
= s
2 RS
S 201 e
3 &L SRR ’“‘)(
a dE

0 T . SR

Kontrolle Pactol Pactol CB

Variante

Abbildung 41: Durchschnittliche Mortalitdtsrate (% + SF) zu Versuchsende, bezogen auf die pro
Individuum (Inachis io-zweites Larvalstadium) applizierte Menge von 10
Pollenkoérnern (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Zwischen den einzelnen
Varianten bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (F (2 FG) = 0,42; p
=0,6586; Tukey-Test).

Am Versuchsende lag die Mortalitdtsrate in der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) mit 55 % nur
unwesentlich hoher als in den beiden iibrigen Varianten. Die geringen Unterschiede erwiesen
sich als statistisch nicht signifikant.

Neben Sterblichkeit und Gewichtszunahme wurde in den Untersuchungen zu subletalen
Effekten auch die Dauer der Entwicklung von der Larve zum Falter ermittelt. Hierzu wurde
fiir jedes Individuum der Zeitpunkt der Verpuppung, sowie des Falterschlupfes festgehalten.
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die als neonate Larven mit 10 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB)
gefiittert wurden (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Larven der
Kontrollgruppe erhielten unbehandeltes Futter.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL (Bt-): Kontrolle (N = 78);
PACTOL (N = 71). t (147 FG) = 2,16; p = 0,0326. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL CB (Bt+): Kontrolle (N = 78);
PACTOL CB (N = 89). t (165 FG) = 2,48; p = 0,0140. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten PACTOL (Bt-) und PACTOL CB (Bt+): PACTOL (N =
71); PACTOL CB (N = 89). t (158 FG) = 5,70; p < 0,0001. Log Transformation; pooled;
equal variances.

Die Unterschiede in den Entwicklungszeiten bis zur Verpuppung waren zwischen den 3
Varianten gering. Lediglich zwischen der PACTOL (Bt-) und der PACTOL CB-Gruppe (Bt+)
wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt. Mit 24,1 Tagen benoétigten die Tiere der
PACTOL CB-Gruppe durchschnittlich einen Tag mehr bis zur Verpuppung als die
Angehorigen der PACTOL-Variante (23,1 Tage). Die unbehandelte Kontrollgruppe lag mit
durchschnittlich 23,6 Tagen zeitlich genau zwischen den anderen beiden Varianten.
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Abbildung 43: Durchschnittliche Zeit bis zum Falterschlupf (in Tagen + SF) fiir Inachis io-Raupen,
die als neonate Larven mit 10 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder PACTOL CB)
gefiittert wurden (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Larven der
Kontrollgruppe erhielten unbehandeltes Futter.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL (Bt-): Kontrolle (N = 67);
PACTOL (N = 54). t (119 FG) = 3,33; p = 0,0012. Log Transformation; pooled; equal

variances.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL CB (Bt+): Kontrolle (N = 67);
PACTOL CB (N = 71). t (136 FG) = 1,40; p = 0,1628. Log Transformation; pooled; equal

variances.

T-Test zwischen den Varianten PACTOL (Bt-) und PACTOL CB (Bt+): PACTOL (N =
54); PACTOL CB (N = 71). t (129 FG) = 5,70; p < 0,0001. Log Transformation; pooled;
equal variances.

Hinsichtlich der Entwicklungszeiten bis zum Schlupf wurde zwischen der PACTOL (Bt-) und
der PACTOL CB-Gruppe (Bt+) ein signifikanter Unterschied festgestellt. Die Falter der
PACTOL-Gruppe (Bt-) schliipften nach durchschnittlich 33,9 — die Falter der PACTOL CB-
Variante dagegen erst nach 35 Tagen. Die Entwicklungsdauer fiir Falter der unbehandelten
Kontrollgruppe lag bei durchschnittlich 34,7 Tagen.
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Abbildung 44: Durchschnittliche Zeit bis zur Verpuppung (in Tagen + SF) fiir Inachis io-Raupen,
die kurz nach der ersten Larvalhdutung mit 10 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder
PACTOL CB) gefiittert wurden (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Larven
der Kontrollgruppe erhielten unbehandeltes Futter.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL (Bt-): Kontrolle (N = 68);
PACTOL (N = 85). t (151 FG) = 5,13; p < 0,0001. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL CB (Bt+): Kontrolle (N = 68);
PACTOL CB (N = 73). t (139 FG) = 3,74; p = 0,0003. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten PACTOL (Bt-) und PACTOL CB (Bt+): PACTOL (N =
85); PACTOL CB (N = 73). t (156 FG) = 1,24; p = 0,2186. Log Transformation; pooled;
equal variances.

Bis zur Verpuppung benétigten die Larven der beiden Pollengruppen fast die selbe Zeitspanne
(Pactol: 22,5 Tage; Pactol CB: 22,7 Tage). Der geringe Unterschied erwies sich als statistisch
nicht signifikant. Die Raupen der unbehandelten Kontrollgruppe brauchten mit 23,4 Tagen
deutlich ldnger um sich zu verpuppen.
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Abbildung 45: Durchschnittliche Zeit bis zum Falterschlupf (in Tagen + SF) fiir Inachis io-Raupen,
die kurz nach der ersten Larvalhdutung mit 10 Maispollen (PACTOL (Bt-) oder
PACTOL CB) gefiittert wurden (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Larven
der Kontrollgruppe erhielten unbehandeltes Futter.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL (Bt-): Kontrolle (N = 47);
PACTOL (N = 52). t (97 FG) = 3,54; p = 0,0006. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten Kontrolle und PACTOL CB (Bt+): Kontrolle (N = 47);
PACTOL CB (N = 45). t (90 FG) = 3,41; p = 0,001. Log Transformation; pooled; equal
variances.

T-Test zwischen den Varianten PACTOL (Bt-) und PACTOL CB (Bt+): PACTOL (N =
52); PACTOL CB (N =45). t (95 FG) = 0,15; p = 0,8833. Log Transformation; pooled; equal
variances.

Bis zum Falterschlupf verging in den beiden Pollengruppen fast die selbe Zeitspanne
(PACTOL: 30,8 Tage; PACTOL CB: 30,7 Tage). Der geringe Unterschied erwies sich als
statistisch nicht signifikant. Die Angehorigen der unbehandelten Kontrollgruppe brauchten
mit 31,7 Tagen deutlich ldnger bis zum Schlupf der Imago aus der Puppenbhiille.

Diskussion

Mit den hier geschilderten Biotests sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die
Verfiitterung einer subletalen Bt-Pollendosis auf die Entwicklung von Tagpfauenaugenraupen
des ersten und zweiten Larvalstadiums hat. Die in den hier durchgefiihrten
Langzeituntersuchungen gewidhlte Dosis von 10 Pollenkdrnern resultierte aus den
Erfahrungen der unter 2.1.5.1. und 2.1.5.2. aufgefiihrten Biotests zur Ermittlung von LDso-
Werten von Inachis io—Raupen (L; und L;). Es stellte sich heraus, dass 10 PACTOL CB-
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Pollenkorner (Bt+) fiir beide Larvenstadien eine subletale Dosis darstellen. Im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fiel die Gewichtszunahme der Bt-Pollengruppe in diesen Versuchen
nach einer Woche signifikant niedriger aus. Hinsichtlich der Mortalititsrate gab es dagegen
keinen signifikanten Unterschied.

Bei den Versuchen mit neonaten Larven zeigte sich, dass die Mortalititsrate der Bt-
Pollengruppe an den ersten 3 Boniturterminen iiber der der anderen beiden Varianten lag.
Allerdings war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Uber die gesamte Dauer des
Biotests wurde in der Bt-Variante sogar die geringste Sterblichkeit festgestellt. Die Larven
der Bt-Variante wogen sowohl zum ersten, als auch zum zweiten Boniturtermin wesentlich
weniger als die Raupen der beiden anderen Varianten. Nach drei Wochen hatten sich die
Durchschnittsgewichte allerdings so weit angenidhrt, dass keine signifikanten Unterschiede
mehr feststellbar waren. Die Tiere der Bt-Gruppe bendtigten bis zur Verpuppung
durchschnittlich einen Tag mehr als die Angehdrigen der PACTOL-Variante (Pollen von
konventionellem Mais). Dieser Unterschied erwies sich als signifikant. Im weiteren Verlauf
des Biotests lieB sich dieser Entwicklungsvorsprung nicht mehr autholen. In der PACTOL-
Gruppe (Bt-) schliipften die Falter nach durchschnittlich 33,9 — die Falter der PACTOL CB-
Variante dagegen erst nach 35 Tagen.

In den Versuchen mit Tieren des zweiten Larvalstadiums war die Mortalitétsrate in der Bt-
Gruppe sowohl eine, als auch zwei Wochen nach Beginn des Biotests statistisch signifikant
hoher als in den anderen beiden Gruppen. Zum Versuchsende lag die Mortalitétsrate in der
Bt-Gruppe dagegen nur unwesentlich hoher als in den beiden iibrigen Varianten. Die geringen
Unterschiede erwiesen sich als statistisch nicht signifikant. Das Durchschnittsgewicht in der
Bt-Variante lag eine Woche nach Biotestbeginn signifikant unter dem der anderen beiden
Gruppen. Nach zwei Wochen hatte sich das Durchschnittsgewicht der Bt-Gruppe dem der
Kontrollgruppe angendhrt. Lediglich zu den Larven der PACTOL-Gruppe (Pollen von
konventionellem Mais) bestand nach wie vor ein signifikanter Unterschied. Larven, die mit
Pollen von transgenem oder konventionellem Mais gefiittert worden waren, entwickelten sich
fast gleich schnell. Demgegeniiber bendtigten die Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe
signifikant mehr Zeit bis zur Verpuppung, bzw. bis zum Falterschlupf. Unbefriedigend ist
generell die hohe Mortalitdtsrate in den beiden Kontrollgruppen. Hierflir konnen entweder
eine Krankheit, oder aber unzureichende Haltungsbedingungen, bzw. beides verantwortlich
sein. Es erscheint daher wiinschenswert, die hier geschilderten Untersuchungen noch einmal
zu wiederholen.

Nichtsdestotrotz belegen die Langzeituntersuchungen mit Inachis io eindeutig, dass die
Aufnahme einer sehr geringen Menge von Maispollen der Linie Bt-176 die
Larvalentwicklung zunichst deutlich verlangsamen kann, was sich eine (L; und L) bzw. zwei
Wochen (L;) nach Beginn des Biotests anhand des signifikant verringerten
Durchschnittsgewichts  duBerte.  Allerdings zeigte sich auch, dass sich die
Durchschnittsgewichte der Larven kurz vor der Verpuppung weitgehend angeglichen hatten.
Dies spricht dafiir, dass Larven, die durch die Aufnahme von Bt-Toxin subletal geschiadigt
wurden, eine zundchst geringere Gewichtszunahme im Lauf der Entwicklung wieder
ausgleichen konnen. Wie das Beispiel des Versuchs mit neonaten Larven zeigt, konnen sich
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aber selbst bei diesen Raupen negative Langzeiteffekte in Form einer ldngeren
Entwicklungsdauer bemerkbar machen.

Bezogen auf die Situation im Freiland belegen diese Laboruntersuchungen, dass Bt-
empfindliche Schmetterlingslarven nicht nur in direkter Nachbarschaft von Bt-176-
Maisfeldern geschidigt werden konnen, sondern das subletale Effekte, ausgelost durch sehr
geringe Pollenmengen, auch noch in Entfernungen von mehr als 10 Metern auftreten konnen.
Larven, deren Organismus durch die Aufnahme von geringen Bt-Pollendosen gestresst ist,
erscheinen in hoherem Mal3e durch Pradatoren oder Krankheiten gefahrdet zu sein.

2.1.10. Biotests mit Plutella xylostella-Raupen (L) zur Toxizitatsbestimmung von
unterschiedlich altem Maispollen der Linie Bt-176

Material & Methoden

Um die Toxizitdt von dlterem Pollen der Linie Bt-176 zu ermitteln, wurden &hnliche no-
choice-Versuche durchgefiihrt wie zur Ermittlung des LDso-Werts fiir Kohlmottenlarven des
vierten Larvalstadiums (s. 2.1.3.). Jeder Biotest bestand aus einer unbehandelten
Kontrollvariante und zwei Pollen-Varianten. Zum einen wurde frisch geernteter Pollen der
Sorte PACTOL CB (Bt+) verwendet, zum anderen zwei bzw. drei Wochen alter Pollen
derselben Sorte. Dieser Pollen war bis Biotestbeginn unter Gewachshausbedingungen in nicht
abgedeckten Kunststoffdosen gelagert worden. Die Temperatur lag zwischen 20 und 30°C,
die Luftfeuchtigkeit bewegte sich zwischen 70 und 80 %.

Die Biotests mit zwei Wochen altem Pollen wurden viermal, die Versuche mit drei Wochen
altem Pollen fiinfmal wiederholt. Pro Wiederholung und Variante wurden 10 Larven
verwendet. Unter Binokularkontrolle wurden den Larven jeweils genau 15 Pollenkdrner
appliziert. Bei der statistischen Auswertung wurden die Versuche mit unterschiedlich altem
Pollen getrennt betrachtet. =~Um  Unterschiede beziiglich Mortalititsrate  und
Nahrungsaufnahme von Plutella xylostella-Raupen (L4) in den 3 verschiedenen Varianten zu
untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Tukey- bzw. Student-
Newman-Keuls-Test zum Vergleich der Mittelwerte verwendet (SAS-Programm 8.01).
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Ergebnisse
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Abbildung 46: Durchschnittliche Mortalitdtsrate nach einer Woche (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L4), die entweder mit frischem, oder 2 Wochen altem Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB gefiittert worden waren. In beiden Féllen
wurden genau 15 Pollenkérner appliziert. Unterschiede zwischen Saulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 13,38; p =
0,0020; Tukey-Test).
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Abbildung 47: Durchschnittliche Nahrungsaufnahme nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L4), die entweder mit frischem, oder 2 Wochen altem Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB gefiittert worden waren. In beiden Féllen
wurden genau 15 Pollenkdrner appliziert. Unterschiede zwischen Séulen mit

demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 33,89; p <
0,0001; Tukey-Test).
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Die Mortalititsrate der Larven, die mit unbehandeltem Futter versorgt wurden, lag mit knapp
8 % signifikant niedriger als in den beiden anderen Varianten. Der geringe Unterschied von
rund einem Prozent zwischen frischem und 2 Wochen altem Pollen der Sorte PACTOL CB
(Bt+) erwies sich dagegen als statistisch nicht signifikant.

24 Stunden nach Versuchsbeginn hatte die unbehandelte Kontrollgruppe eine signifikant
groBere Flache der ersten Kohlblattscheibe gefressen, als die Larven der beiden
Pollenvarianten. Raupen, denen 2 Wochen alter Pollen der Sorte PACTOL CB (Bt+) auf das
Futter appliziert worden war, konsumierten mit rund 65 % gut 5 % mehr Blattfliche als die
Tiere, die frischen PACTOL CB-Pollen (Bt+) erhalten hatten. Dieser geringe Unterschied
erwies sich allerdings als statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 48: Durchschnittliche Mortalitdtsrate nach einer Woche (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L4), die entweder mit frischem, oder 3 Wochen altem Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB gefiittert worden waren. In beiden Féllen
wurden genau 15 PollenkOrner appliziert. Unterschiede zwischen Saulen mit

demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 15,08; p =
0,0005; Tukey-Test).

Die Mortalitidtsrate in der unbehandelten Kontrollgruppe war mit rund 6 % signifikant
niedriger als in den beiden anderen Varianten. Dagegen wiesen Larven, die mit frischem bzw.
3 Wochen altem Pollen der Sorte PACTOL CB (Bt+) gefiittert worden waren, eine Woche
nach Versuchsbeginn eine fast identische Sterblichkeitsrate auf.

81



< [ Kontrolle (ub)
< a [ 7] Bt-176-Pollen (frisch)
GE) 100 + - B2 Bt-176-Pollen (3 Wochen alt)
<
[
£
§ 80 - b
5 T
c
2
S 601
2
4}
S
= 404
E
c
<
5}
2 20
e
S
e}

0 T T

Kontrolle Pollen (frisch) Pollen (alt)
Variante

Abbildung 49: Durchschnittliche Nahrungsaufnahme nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L4), die entweder mit frischem, oder 3 Wochen altem Pollen der
transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) gefiittert worden waren. In beiden Féllen
wurden genau 15 Pollenkérner appliziert. Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 33,36; p <
0,0001; Student-Newman-Keuls-Test).

24 Stunden nach Versuchsbeginn hatte die unbehandelte Kontrollgruppe eine signifikant
groBBere Fldche der ersten Kohlblattscheibe gefressen, als die Larven der beiden
Pollenvarianten. Raupen, denen 3 Wochen alter Pollen der Sorte PACTOL CB (Bt+) auf das
Futter appliziert worden war, konsumierten mit rund 62 % sogar noch weniger Blattfliche als
die Tiere, die frischen PACTOL CB—Pollen (Bt+) erhalten hatten. Dieser Unterschied von ca.
10 % erwies sich als statistisch signifikant.

Diskussion

Insbesondere bei ausbleibenden Niederschldgen diirfte es unter Freilandverhdltnissen hiufig
vorkommen, dass Maispollen zumindest fiir einige Tage auf Pflanzen in der Néhe von
Maisfeldern liegen bleibt. Eine Akkumulation des Pollens kann vor allem in Blattachseln
beobachtet werden. Mit der hier durchgefiihrten Untersuchung sollte geklart werden, ob und
in welchem Ausmal} die Toxizitdt von Maispollen der Linie Bt-176 im Verlauf der Zeit
abnimmt. Wie die hier durchgefiihrten Untersuchungen belegen, kann Pollen der transgenen
Maissorte PACTOL CB (Btt+) unter bestimmten Bedingungen {iber einen Zeitraum von
mindestens 3 Wochen seine toxische Wirkung auf Kohlmottenlarven beibehalten. In dem hier
durchgefiihrten Experiment war der Pollen unter Gewichshaus-Bedingungen gelagert
worden. Die Temperatur lag zwischen 20°C und 30°C, die Luftfeuchtigkeit bewegte sich
zwischen 70 und 80%. Wie die Abbildungen 49 und 51 zeigen, waren die beobachteten
geringen Unterschiede hinsichtlich der Mortalitdt zwischen den Varianten Pollen (frisch) und
Pollen (alt) nicht signifikant. Beim Vergleich von frischem und 2 Wochen altem PACTOL
CB-Pollen (Bt+) trat auch beziiglich der Nahrungsaufnahme kein signifikanter Unterschied
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auf. Dagegen konsumierten Raupen, die mit 3 Wochen altem Pollen der Sorte PACTOL CB
(Bt+) gefiittert worden waren, signifikant weniger Blattfliche als die Tiere, die frischen
PACTOL CB-Pollen (Bt+) erhalten hatten. Dies spricht dafiir, dass das Cryl Ab-Toxin unter
den im Gewichshaus herrschenden Bedingungen nicht abgebaut wurde. Im Freiland konnten
die hier simulierten Bedingungen der Pollenlagerung (geringe Schwankungen von
Temperatur und Luftfeuchtigkeit, keine direkte Sonnen-Einstrahlung) beispielsweise fiir
Pollen gelten der sich in Blattachseln gesammelt hat.

Ob es unter anderen Bedingungen eher zu einer Denaturierung des Toxins kommen kann
miisste noch untersucht werden. Hierzu sollte der Pollen vor der Verwendung im Biotest
stairkeren Temperatur- und Luftfeuchtigkeits-Schwankungen, sowie einer UV-Strahlung
ausgesetzt werden. Auch miisste noch genauer auf den Zeitfaktor eingegangen und iiberpriift
werden, ab welchem Zeitpunkt der Pollen an Toxizitdt verliert. Nach den hier erzielten
Resultaten muss aber davon ausgegangen werden, dass der Pollen der transgenen Maislinie
Bt-176 innerhalb einer unter Freilandverhdltnissen realistischen Verweildauer auf Raupen-
Futterpflanzen kaum etwas von seiner Toxizitdt einbiien diirfte.

2.2. Wahlversuche mit Maispollen der Linie Bt-176

2.2.1. Wahlversuche zum Fralverhalten von Plutella xylostella-Raupen (L)

Material & Methoden

Wahlversuche mit Raupen der Kohlmotte wurden durchgefiihrt um zu testen, ob
Schmetterlingslarven in der Lage sind, den fiir sie toxischen Pollen von Bt-176-Mais zu
erkennen und zu vermeiden. Die Biotests wurden mit Raupen durchgefiihrt, die sich gerade
zum dritten Mal gehdutet hatten und sich also im vierten Larvalstadium befanden. Solche
Tiere sind relativ leicht an der verhdltnisméfBig grofen und noch hellen Kopfkapsel zu
erkennen. Die verwendeten Larven stammten aus einer am Institut fiir biologischen
Pflanzenschutz in Darmstadt etablierten Laborzucht. Die Versuche fanden in Petrischalen mit
einem Durchmesser von 5,5 cm statt, die mit je 10 ml 2 %igem Agar gefiillt wurden.
Nachdem die Agarlosung fest geworden war und sich abgekiihlt hatte, wurden in jede
Petrischale 4 Blattstiicke Markstammkohl (&: 3 mm) mit der Blattoberseite nach oben
platziert. AnschlieBend wurden auf zwei Blattstiicke Maispollen appliziert, wihrend die
beiden gegeniiberliegenden Blattscheiben als unbehandelte Kontrolle fungierten. Eine zweite
Gruppe Larven erhielt 4 unbehandelte Kontrollblétter zu fressen. Jeder Versuch bestand nur
aus diesen 2 Varianten, pro Variante wurden 10 Larven verwendet. Bei einem Teil der
Versuche wurde Pollen der transgenen Sorte PACTOL CB (Bt+), und bei einem anderen Teil
Pollen der isogenen, konventionellen Sorte PACTOL (Bt-) appliziert. Nach 24 Stunden wurde
die bis dahin verzehrte Fliche der beiden Blattscheiben durch Schétzen ermittelt.
Anschliefend wurden alle Larven einer Variante in einen groferen Behélter umgesetzt und
dort mit unbehandelten Markstammkohlblittern weiter gefiittert. Der Versuch wurde nach
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einer Woche beendet. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Mortalitétsrate (% + SF), sowie die
Anzahl der Larven ermittelt, die sich bis dato verpuppt hatten (% = SF).

In den beiden folgenden Tabellen steht jede Zeile fiir einen anderen Versuch. Die einzelnen
Versuche sind schwer miteinander zu vergleichen, da die Pollenmenge (PK) nur geschitzt
wurde. Aus diesem Grund wurde auch kein statistischer Vergleich der Mittelwerte der 3
Varianten (ub/ub; PACTOL/ub; PACTOL CB/ub) durchgefiihrt. Ein Vergleich ist nur
zwischen den beiden Varianten eines Versuchs moglich. Die Applikation unterschiedlicher
Pollenmengen wurde gewéhlt, um einen moglichen dosisabhédngigen Effekt aufzudecken. Um
einen Vergleich zwischen Pollen- und Kontrollvariante vereinheitlichen zu konnen, wurde die
Position jedes einzelnen Blattes festgehalten (Pollen: 1 und 3; ub: 2 und 4).

Ergebnisse
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Tabelle 3: Wahlversuche mit Plutella xylostella-Raupen (Ly4). Jede Zeile stellt einen Versuch mit 20 Larven dar. 10 Tiere erhielten 2 Kohlblattscheiben,
auf die Pollen der konventionellen Maissorte Pactol appliziert war (1/3), sowie 2 unbehandelte Kontrollblétter (2/4). 10 weitere Larven
erhielten 4 unbehandelte Kontrollblatter (1-4). Verglichen werden der durchschnittliche Blattscheibenfrass nach 24 Stunden (% + SF), sowie
Mortalitétsrate (%) und Verpuppungsrate (%) nach einer Woche. PK: Anzahl der pro Blattscheibe applizierten Pollenkorner.

Mortalitétsrate Verpuppungsrate
PK Blattscheibenfrass (% * SF)
(%) (%)
PACTOL (1/3) ub (2/4) Mittelwert ub (1/3) ub (2/4) Mittelwert PACTOL/ub ub PACTOL/ub ub
ca. 20 63,00 £9,00 62,25+9,34 | 62,62+6,49 | 61,25=+8,12 60,00 £9,16 | 60,63 £6,12 30 70 40 30
ca. 20 49,50 £9,23 47,00+ 7,85 | 48,25+6,06 | 35,50+ 7,89 50,00 £7,97 | 42,75+5,72 0 0 50 40
ca. 20 90,50 + 4,72 96,50 £2,48 | 93,50 +2,71 75,00 £ 7,12 80,00+ 6,48 | 77,50 +4,83 0 10 100 70

ca. 100 78,50 £ 6,79 76,25 +8,42 | 77,38 +£5,41 66,25 + 8,31 67,75+7,77 | 67,00+ 5,69 0 0 100 90

ca. 100 99,50 + 0,49 100,00 £ 0,00 | 99,75+ 0,25 | 93,00=+4,75 92,50 £5,04 | 92,75 +£3,46 0 10 100 90

ca. 100 59,72 £9,92 68,61 =8,78 | 64,17+6,67 | 61,67 +10,54 | 63,33+£9,96 | 62,50+7,25 22,22 33,33 33,33 44,44

ca. 100 51,94 +9,93 52,22+9,85 | 52,08+7,00 | 47,50=+9,31 49,17 £ 10,44 | 48,33 £7,00 44,44 44,44 22,22 33,33

ca. 100 75,00 £ 7,66 72,50 £8,20 | 73,75 £5,61 54,72 £ 7,35 57,50 £7,03 | 56,11 5,09 30 22,22 40 22,22

ca. 100 54,17 £ 9,51 36,94+9,72 | 45,56+ 6,95 | 42,25+8,99 41,50+9,43 | 41,88 +6,52 0 20 66,67 80

ca. 100 85,00 £ 7,23 65,50 +9,33 | 75,25+6,10 | 78,50+ 8,84 80,75+7,99 | 79,63 £5,96 0 0 90 80
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Tabelle 4: Wahlversuche mit Plutella xylostella-Raupen (L,). Jede Zeile stellt einen Versuch mit jeweils 20 Larven dar. 10 Tiere erhielten 2
Kohlblattscheiben, auf die Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB appliziert war (1/3), sowie 2 unbehandelte Kontrollblatter (2/4). 10
weitere Larven erhielten 4 unbehandelte Kontrollblatter (1-4). Verglichen werden der durchschnittliche Blattscheibenfrass nach 24 Stunden (%
+ SF), sowie Mortalitdtsrate (%) und Verpuppungsrate (%) nach einer Woche. PK: Anzahl der pro Blattscheibe applizierten Pollenkorner.

Mortalitdtsrate Verpuppungsrate
PK Blattscheibenfrass (% = SF)
(%) (%)
Pactol CB (1/3) ub (2/4) Mittelwert ub (1/3) ub (2/4) Mittelwert | Pactol CB/ub | ub | Pactol CB/ub ub
ca. 20-50 20,50 + 6,28 20,25+7,63 | 20,38+4,94 | 90,25+6,36 | 85,50+7,30 | 87,88 £4,86 20 0 100 100
ca. 20-50 17,50 £ 5,93 33,75£8,57 | 25,63 +5,37 | 54,00£9,50 | 47,00£9,52 | 50,50 £ 6,74 0 20 80 87,5
ca. 20-50 25,50 + 5,57 30,75£9,13 | 28,13+£5,36 | 96,00+3,42 | 93,75+4,68 | 94,88 £2,90 40 10 33,33 77,78
ca. 20-50 5,50 £2,40 37,50+9,71 | 21,50+ 5,60 | 100,00 +0,00 | 95,00+4,87 | 97,50 £2,47 10 10 77,78 100
ca. 20-50 1,39 £0,77 7,50 + 4,47 4,44 +£232 2725+6,76 | 26,00+7,62 | 26,63+ 5,09 22,22 10 42,86 0
Ca. 100 5,00+2,18 7,00 £+ 2,66 6,00+ 1,72 83,33+ 7,54 | 88,33+6,44 | 85,83+4,97 50 0 50 77,78

ca. 100 8,06 £2,39 14,72+ 6,40 | 11,39+3,46 | 48,25+8,32 | 50,00+£9,05 | 49,13 £6,15 11,11 40 12,5 66,67

ca. 100 5,50+ 1,32 27,00 £8,58 | 16,25+4,66 | 65,50+8,93 | 62,50+£9,87 | 64,00+ 6,66 30 10 85,71 66,67

ca. 100 5,63 +£1,65 20,00 +7,87 | 12,81 +£4,22 | 44,50+8,96 | 49,50+ 7,84 | 47,00 £5,97 75 20 0 37,5

ca. 100 3,33+ 0,68 9,72 £4,88 6,53 £ 2,52 80,75 +7,86 | 80,00+ 7,04 | 80,38 +5,27 50 0 75 100
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Diskussion

Wie Tabelle 3 zeigt, hat die Applikation von Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL
(Bt-) keinen repellierenden Einfluss auf die Nahrungsaufnahme von Kohlmottenlarven. In
Versuch 1 wurden in der Pollenvariante von den beiden mit PACTOL-Pollen (Bt-) bedeckten
Blattscheiben durchschnittlich 63 % verzehrt. Somit bestand kein Unterschied zu den iibrigen
beiden, unbehandelten Blattstiickchen von denen 62,25 % gefressen wurden. In der
Kontrollvariante, in denen die Raupen 4 identische, unbehandelte Blattstiicke erhielten, trat
wie zu erwarten kein Unterschied zwischen den Blittern 1 und 3 (61,25 %) und 2 und 4 (60
%) auf. Auch beim Gesamtvergleich der beiden Varianten (alle 4 Blattscheiben) werden keine
Unterschiede in der Nahrungsaufnahme sichtbar. In der PACTOL-Pollenvariante (Bt-)
wurden insgesamt 62,6 % der Blattfliche konsumiert, wéhrend es in der Kontrollvariante 60,6
% waren. Auch beziiglich Mortalitdts- und Verpuppungsrate lieen sich keine negativen
Effekte durch die Verfiitterung von Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-)
ausmachen. In den meisten Versuchen war die Mortalitdtsrate in der Pollenvariante sogar
niedriger und die Verpuppungsrate hoher als in der Kontrollvariante.

Ganz anders stellte sich die Situation dar, wenn die Versuche mit Pollen von transgenem Bt-
Mais der Sorte PACTOL CB (Bt+) durchgefiihrt wurden. In dem ersten in Tabelle 4
aufgelisteten Versuch wurden in der Pollenvariante von den beiden mit PACTOL CB-Pollen
(Bt+) bedeckten Blattscheiben durchschnittlich nur 20,5 % verzehrt. Auch von den beiden
iibrigen, unbehandelten Blattstiickchen wurden lediglich 20,25 % gefressen. In der
Kontrollvariante, in denen die Raupen 4 identische, unbehandelte Blattstiicke erhielten, war
die durchschnittliche Nahrungsaufnahme bedeutend hoher. Wie zu erwarten trat kein
Unterschied zwischen den Bléttern 1 und 3 (90,25 %) und 2 und 4 (85,5 %) auf. Der deutliche
Unterschied in der Nahrungsaufnahme wird auch beim Gesamtvergleich der beiden Varianten
(alle 4 Blattscheiben) sichtbar. In der Kontrollvariante wurden insgesamt fast 88 % der
Blattflaiche konsumiert, wiahrend es in der PACTOL CB-Pollenvariante (Bt+) lediglich 20,38
% waren. Diese deutliche Diskrepanz im Gesamtvergleich zwischen den beiden Varianten
kommt in allen 10 durchgefiihrten Versuchen zum Ausdruck und verstirkt sich mit
zunehmender Pollenmenge. Dieser Unterschied in der Nahrungsaufnahme kann damit erklart
werden, dass der Konsum von BT-Pollen bei den Raupen der Kohlmotte einen Frastop
auslost. Auch beziiglich Mortalitits- und Verpuppungsrate lieBen sich negative Effekte durch
die Verfiitterung von Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) ausmachen. In den
meisten Versuchen war die Mortalititsrate in der Pollenvariante hoéher und die
Verpuppungsrate niedriger als in der Kontrollvariante.

In den meisten Versuchen konsumierten die Larven der PACTOL CB-Variante (Bt+) mehr
von den beiden unbehandelten Blattscheiben, als von den beiden mit Pollen bedeckten
Blattstiicken. Dies kann damit erkldrt werden, dass die Raupen mit 50-prozentiger
Wahrscheinlichkeit zuerst auf ein unbehandeltes Blattstiick trafen. In der Regel wird ein
solches Blattstiick dann weitgehend komplett verzehrt. Beginnt die Larve jedoch zuerst an
einer mit Pollen bedeckten Blattscheibe zu fressen, dann wird diese durch den bald
einsetzenden Fraf3stopp i. d. R. nur zum Teil verzehrt.
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Wie die Untersuchungen mit Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-) belegen,
zeigen die Raupen der Kohlmotte keine Vermeidungsreaktion wenn die Blitter ihrer
Futterpflanze mit Maispollen bedeckt sind. Weder beim Betasten der Blattoberfliche, noch
bei der Aufnahme des Pollens konnten Verhaltensweisen der Larven beobachtet werden, die
vom normalen FraBverhalten abwichen. Die Anwesenheit eines Fremdstoffes auf der
Futterpflanze 16st somit noch keinen FraB3stop aus. Dieser tritt erst ein, wenn die Raupe einige
Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) mit dem darin enthaltenen CrylAb-
Toxin verzehrt hat. Offensichtlich muss es erst zu Reaktionen des Toxins im Darm der Larve
kommen, bevor die Nahrungsaufnahme eingestellt wird. Es konnte kein Hinweis darauf
gefunden werden, dass Plutella xylostella-Larven in der Lage sind die Aufnahme von fiir sie
toxischen Maispollen der Linie Bt-176 zu meiden. Zum gleichen Ergebnis kamen auch FELKE
& LANGENBRUCH (2001). Wie Wahlversuche mit Pieris brassicae- und P. rapae-Larven
ergaben, unterschieden zumindest die verwendeten &lteren Raupen in ihrem Frafverhalten
nicht zwischen transgenem und nicht-transgenem Maispollen.

Unter Freilandbedingungen bedeutet dies, dass Pollen von transgenem Bt-Mais beim
Vorhandensein auf der Futterpflanze auch gefressen wird. Es ist allerdings moglich, dass die
Larven die aufgenommene Pollendosis iiberleben kdnnen, wenn bis zum Einsetzen des
FraBstops nur eine geringe Menge Pollen verzehrt wurde. Zum einen kdnnten Wind oder
Regen den Maispollen bis zum Wiedereinsetzen der Nahrungsaufnahme von den
Raupenfutterpflanzen entfernen. Zum anderen konnte die Larve selbst durch eine nicht
zielgerichtete Ortsverdnderung Pflanzen verlassen, die mit Maispollen bedeckt sind.

2.2.2. Wahlversuche zum Fral3verhalten von Pieris rapae-Raupen (L»)

Material & Methoden

Ahnlich wie schon bei den Wahlversuchen mit Raupen der Kohlmotte geschildert, sollte auch
hier iiberpriift werden, ob Schmetterlingslarven in der Lage sind, den fiir sie toxischen Pollen
von Bt-176-Mais zu erkennen und zu vermeiden. Um den Versuchsaufbau praxisndher zu
gestalten, wurden allerdings fiir die Versuche mit Larven des Kleinen Kohlweilllings getopfte,
komplette Futterpflanzen eingesetzt. Fiir die Biotests wurden Raupen verwendet, die sich
gerade zum ersten Mal gehédutet hatten. Die Larven stammten aus einer am Institut fiir
biologischen Pflanzenschutz in Darmstadt etablierten Laborzucht. Zur Versuchsvorbereitung
wurde eine getopfte Chinakohlpflanze zunédchst mit Wasser benetzt. AnschlieBend wurde die
Kohlpflanze unter eine blithende Fahne von PACTOL CB-Mais (Linie Bt-176) gehalten und
Pollen durch Antippen der Fahne auf die Blitter der Kohlpflanze appliziert. Nach dem
Antrocknen des Pollens wurden 10 KohlweiBllingsraupen auf die Pflanze gesetzt. Rechts und
links dieser mit Pollen bedeckten Pflanze wurde jeweils eine unbehandelte Kohlpflanze
gestellt. Da sich die Blatter der Pflanzen beriihrten, war es den Larven moglich auf eine der
beiden unbehandelten Chinakohlpflanzen zu gelangen. Die drei Pflanzen wurden in eine mit
Wasser gefiillte Schale gestellt, so dass ein Uberwechseln von einer zur nichsten Pflanze nur
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direkt iiber die Blétter erfolgen konnte. Nach einer Woche wurde die Zahl der {iberlebenden
Larven pro Pflanze registriert.

Die Pollenbedeckung der Kohlpflanzen hing davon ab, wie viel Pollen die einzelnen
Maisfahnen lieferten. Auch auf den Blittern war die Pollendichte nicht einheitlich. Da
hinsichtlich der Pollenbedeckung keine einheitlichen Versuchsbedingungen geschaffen
werden konnten, wurde darauf verzichtet Unterschiede im Larvenbesatz zwischen den drei
Pflanzen bei Ende des Versuchs statistisch miteinander zu vergleichen. Insgesamt wurde der
Versuch 16 mal wiederholt.

Ergebnisse

Tabelle 5: Mortalitétsrate bzw. Anzahl {iberlebender Larven pro Pflanze nach einer Woche in
Wahlversuchen zum FraBlverhalten von Pieris rapae (L,) fiir die getopfte
Chinakohl-Pflanzen verwendet wurden. Auf die zentral stehende Chinakohlpflanze
wurde Pollen der Maissorte Pactol CB (Linie Bt-176) appliziert.

Anzahl iiberlebender Larven pro Chinakohl-Pflanze
Mortalitétsrate ub-links PACTOL CB ub-rechts
Wiederholung (%)
1 30,00 0 7 0
2 20,00 0 7 1
3 40,00 0 6 0
4 10,00 3 3 3
5 20,00 0 4 4
6 10,00 0 9 0
7 20,00 0 4 4
8 60,00 0 2 2
9 20,00 2 4 2
10 50,00 1 3 1
11 70,00 0 2 1
12 60,00 1 2 1
13 60,00 1 2 1
14 40,00 0 4 2
15 60,00 1 2 1
16 30,00 3 4 0
Gesamt (% + SF) 37,5+5,72 13,95 £+ 3,67 62,79 £5,16 23,26 £4,31

Nach einer Woche lag die durchschnittliche Mortalitétsrate fiir die getesteten Pieris rapae-
Raupen bei 37,5 %. Mit knapp 63 % befanden sich die meisten der iiberlebenden Larven nach
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wie vor auf der mit Pollen von PACTOL CB-Mais (Bt+) bedeckten Chinakohl-Pflanze. Auf
den benachbarten, unbehandelten Kohlpflanzen waren dagegen nur rund 14 bzw. 23 % der
Raupen zu finden.

Diskussion

Insgesamt war die Mortalitdtsrate nach einer Woche in den Pieris rapae-Wahlversuchen mit
37,5 %. relativ hoch. Dies deutet darauf hin, dass die applizierte Pollenmenge von PACTOL
CB-Mais (Bt+) im allgemeinen hoch genug war um die Raupen massiv zu schiddigen so dass
auch eine Vermeidungsreaktion der Larven denkbar gewesen wire. Zwischen den einzelnen
Wiederholungen variierte die Mortalitdtsrate mit 10 bis 70 % recht deutlich, was damit erklért
werden kann, dass die Anzahl der Pollenkérner auf den Bléttern nicht einheitlich war. Ein
vermehrtes Uberlaufen der Larven von der behandelten auf eine der unbehandelten
Kohlpflanzen und somit eine eindeutige Vermeidungsreaktion gegeniiber dem applizierten
Maispollen konnte nicht festgestellt werden. Durchschnittlich befanden sich nach einer
Woche rund 63 % der iliberlebenden Larven immer noch auf der mit Pollen von PACTOL
CB-Mais (Bt+) bedeckten Chinakohl-Pflanze. Auf den direkt daneben stehenden,
unbehandelten Kohlpflanzen waren dagegen mit ca. 14 bzw. 23 % weitaus weniger Raupen
zu finden.

Die Untersuchungen mit KohlweiBllingslarven bestitigen die unter 2.2.1. aufgefiihrten
Ergebnisse zum FraBverhalten von Plutella xylostella-Raupen unter Wahlbedingungen. Es
gibt keine Anzeichen dafiir, dass Pieris rapae-Larven in der Lage sind den fiir sie toxischen
Maispollen der Linie Bt-176 zu erkennen und dessen Aufnahme zu meiden, da ein Verlassen
der mit Maispollen kontaminierten Futterpflanze kaum stattfand. Zum gleichen Ergebnis
kamen auch FELKE & LANGENBRUCH (2001), die é&hnliche Wahlversuche mit zwei
KohlweiBlingsarten durchfiihrten. Hier unterschieden Pieris brassicae- und P. rapae-Raupen
des dritten und vierten Larvalstadiums in ihrem Fral3verhalten nicht zwischen transgenem und
nicht-transgenem Maispollen. Unter Freilandbedingungen bedeutet dies, dass die Larven des
Kleinen Kohlweilllings Pollen von transgenem Bt-Mais aufnehmen, falls sich dieser auf ihrer
Futterpflanze befindet. Je nach der dabei aufgenommenen Toxin-Dosis konnen die Larven
mehr oder weniger stark geschddigt werden. Die hier fiir Pieris rapae gemachten
Beobachtungen lassen sich vermutlich nicht nur auf andere Vertreter der Familie Pieridae,
sondern auch auf weitere Lepidopterenfamilien {ibertragen.

2.2.3. Wahlversuche zum Eiablageverhalten von Plutella xylostella-Faltern

Material & Methoden

Es sollte untersucht werden, ob das Vorhandensein von Maispollen auf der
Raupenfutterpflanze das Eiablage-Verhalten von Plutella xylostella-Faltern beeinflusst.
Hierzu wurden den Kohlmotten zwei Blétter von Markstammkohl zur Eiablage angeboten,
von denen das eine mit Maispollen bedeckt war. Das zweite Blatt fungierte als unbehandelte

Kontrolle. Die Versuche fanden in Flugkédfigen mit den Abmessungen 30 x 30 x 35 cm statt,
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wie sie auch fiir die Zucht verwendet wurden. In diesen Kifig wurden jeweils zwei
Erlenmeyerkolben gegeben, in denen sich die Kohlblitter befanden. Um zu verhindern, dass
die Falter bei der Eiablage in den Erlenmeyerkolben ertrinken, wurden die Blattstiele mit
Handtuchpapier umwickelt, so dass zwischen Blattstiel und Kolbenwand kein Zwischenraum
mehr iibrig blieb.

Beide Blitter wurden zunidchst mit Leitungswasser benetzt. Dann wurde eines der Blatter
unter eine bliihende Maisfahne gehalten, die leicht angetippt wurde. Auf diese Weise wurde
entweder Pollen der Sorte PACTOL CB (Bt-176-Mais), oder aber Pollen der isogenen,
konventionellen Sorte PACTOL (Bt-) auf die Blattoberseite appliziert. Pro Quadratzentimeter
lag die Pollenzahl hier zwischen 200 und 700. Auf der Blattunterseite, sowie auf dem Papier,
befand sich dagegen kein Pollen. Ein direkter Vergleich zwischen Bléttern, die entweder mit
Pollen von Bt-Mais (PACTOL CB (BT+)) oder mit Pollen von konventionellem Mais
(PACTOL (BT-)) bedeckt waren, fand nicht statt. Nach dem Antrocknen des Wassers wurden
beide Blitter in den Flugkifig gestellt, in dem sich bereits die Kohlmotten befanden. Der
Flugkafig stand ca. 50 cm von einem Fenster entfernt. Um Positionseffekte bei der Eiablage
auszuschlieBen, wurde der Standort der beiden Blitter jeden Tag vertauscht. Versuchsbeginn
war jeweils 12 Uhr. Am darauf folgenden Tag wurden die Blitter um 9 Uhr aus den Kéfigen
entfernt und die bis dahin abgelegten Eier unter Verwendung eines Binokulars gezihlt.
Hierbei wurden die Eizahlen auf Blattoberseite, Blattunterseite und Handtuchpapier getrennt
ermittelt.

Die Wahlversuche zum Eiablageverhalten von Plutella xylostella fanden im Rahmen der
Laborzucht statt. Aus diesem Grund kann die Zahl der sich im Kéfig befindlichen Individuen
nicht angegeben werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass es zwischen einzelnen Versuchen z.
T. betrichtliche Unterschiede in den Individuenzahlen gab. Auch beziiglich der
Pollenbedeckung des Kohlblattes konnten keine einheitlichen Bedingungen geschaffen
werden. Erstens waren die Pollenkérner nicht gleichméBig auf der Blattoberseite verteilt und
zweitens variierte die Menge des applizierten Pollens in Abhdngigkeit von der Qualitét der
blithenden Maispflanzen. Aus diesen Griinden ist jede Wiederholung getrennt zu betrachten.
Da die Wiederholungen nicht zusammengefasst werden konnten, fand auch kein statistischer
Vergleich von durchschnittlichen Eizahlen fiir Blattoberseite, Blattunterseite und
Handtuchpapier statt.
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Ergebnisse

Tabelle 6: Eiablage von Faltern der Kohlmotte im Wahlversuch. Angeboten wurden stets ein
unbehandeltes Kontrollblatt, sowie ein Blatt, das mit Maispollen bedeckt war
(PACTOL CB (Bt+) oder PACTOL (BT-)). Nach 21 Stunden wurden die auf
Blattoberseite, Blattunterseite und Handtuchpapier abgelegten FEier gezéhlt.
Aufgrund nicht standardisierter  Versuchsbedingungen  wurden  weder
Durchschnittswerte, noch Standardfehler berechnet.

Eiablage insgesamt bzw. pro Abschnitt (%)
Standort Blatt- Blatt-

Variante im Kéfig | Insgesamt Oberseite Unterseite Papier
PACTOL (Bt-) links 292 77 (26,37) 95 (32,53) 120 (41,10)
Kontrolle (ub) rechts 300 35(11,67) 97 (32,33) 168 (56,00)
PACTOL (Bt-) rechts 188 80 (42,55) 24 (12,77) 84 (44,68)
Kontrolle (ub) links 147 40 (27,21) 27 (18,37) 40 (27,21)
PACTOL (Bt-) links 363 134 (36,91) 75 (20,66) 154 (42,42)
Kontrolle (ub) rechts 437 133 (30,43) 73 (16,70) 231 (52,86)
PACTOL (Bt-) rechts 893 169 (18,92) 350 (39,19) 374 (41,88)
Kontrolle (ub) links 523 196 (37,48) 167 (31,93) 160 (30,59)

PACTOL CB (Bt+) links 176 68 (38,64) 34 (19,32) 74 (42,05)
Kontrolle (ub) rechts 297 54 (18,18) 5(1,68) 238 (80,13)
PACTOL CB (Bt+) rechts 254 95 (37,40) 138 (54,33) 121 (47,64)
Kontrolle (ub) links 371 95 (25,61) 77 (20,75) 199 (53,64)
PACTOL CB (Bt+) links 400 129 (32,25) 21 (5,25) 250 (62,50)
Kontrolle (ub) rechts 398 56 (14,07) 47 (11,81) 295 (74,12)
PACTOL CB (Bt+) rechts 248 101 (40,73) 52 (20,97) 95 (38,31)
Kontrolle (ub) links 387 27 (6,98) 28 (7,24) 332 (85,79)
PACTOL CB (Bt+) links 317 178 (56,15) 108 (34,07) 31 (9,78)
Kontrolle (ub) rechts 312 176 (56,41) 66 (21,15) 70 (22,44)

Ein Vergleich der beiden Varianten PACTOL (Bt-) und Kontrolle zeigt, dass die Falter in 2
Féllen insgesamt mehr Eier auf dem mit PACTOL-Pollen (Bt-) bedeckten Blatt ablegten, als

auf dem unbehandelten Kontrollblatt. Bei den anderen beiden Wiederholungen war das
Verhiltnis umgekehrt. Beim Vergleich der beiden Varianten PACTOL CB (Bt+) und

Kontrolle wurden in 2 Wiederholungen mehr Eier auf dem mit PACTOL CB-Pollen (Bt+)

bedeckten Blatt abgelegt, als auf dem Kontrollblatt. Bei den restlichen 3 Wiederholungen
wurden mehr Eier auf dem unbehandelten Kohlblatt registriert. Allgemein wurde das um den




Blattstiel gewickelte Handtuchpapier ganz eindeutig zur Eiablage praferiert. In 13 von 18
Féllen wurden die meisten Eier am Handtuchpapier gezédhlt. Dagegen wurden auf der
Blattoberseite nur 4 mal und auf der Blattunterseite lediglich in einem Fall die meisten Eier
registriert.

Im Zusammenhang mit der hier bearbeiteten Fragestellung ist besonders ein Vergleich
zwischen Blattober- und Blattunterseite der mit Pollen kontaminierten Kohlblétter interessant.
Waren die Blétter mit Pollen der konventionellen Maissorte PACTOL (Bt-) bedeckt, legten
die Falter in zwei Féllen mehr Eier auf der Blattoberseite und in den anderen beiden
Wiederholungen mehr Eier auf der Blattunterseite ab. Bei einer Bedeckung des Blattes mit
Pollen der transgenen Maissorte PACTOL CB (Bt+) wurden in vier Wiederholungen mehr
Eier auf der Blattoberseite abgelegt, wihrend die pollenfreie Blattunterseite nur in einem
einzigen Fall gegeniiber der mit Pollen bedeckten Oberseite bevorzugt wurde.

Diskussion

Durch ihr Eiablageverhalten konnen adulte Insekten entscheidenden Einfluss darauf nehmen,
in welchem Malle ihre Nachkommen natiirlichen (z. B. Pflanzeninhaltsstoffe) oder
kiinstlichen Toxinen (z. B. Pflanzenschutzmittel) ausgesetzt sind. Die vorliegende Studie
beschéftigte sich mit der Frage, ob eine Kontamination der Raupenfutterpflanze mit einer fiir
die Larven toxischen Substanz Anderungen im Eiablageverhalten der Imagines bewirken
kann. Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchung lieBen sich keine Hinweise darauf
erbringen, dass die Falter der Kohlmotte bei der Eiablage solche Pflanzen meiden, die mit
Maispollen bedeckt waren. Hierfiir spricht insbesondere die Beobachtung, dass bei einer
Bedeckung des Kohlblattes mit Pollen von PACTOL CB-Mais (Bt+), der
nachgewiesenermalflen fiir die Kohlmottenlarven toxisch wirkt, in vier Wiederholungen mehr
Eier auf der kontaminierten Blattoberseite abgelegt wurden, wéhrend die pollenfreie
Blattunterseite nur in einem einzigen Fall bevorzugt wurde. Auch beim Vergleich zwischen
einem mit Pollen bedeckten Blatt und einem unbehandelten Kontrollblatt konnte beziiglich
der Eiablage keine Préiferenz flir das nicht behandelte Kohlblatt festgestellt werden. Generell
wurde das um den Blattstiel gewickelte Handtuchpapier zur Eiablage bevorzugt. Dies konnte
eventuell mit der Struktur des Materials zusammenhingen. Bei genauer Betrachtung des
Papiers wurde deutlich, dass die Eier hauptsédchlich in kleine Vertiefungen abgelegt wurden.
An der Pflanze selbst werden die meisten Kohlmotten-Eier in der Regel auf dem Stiel des
Kohlblattes gefunden was dafiir spricht, dass diese Art die unteren Pflanzenteile gegeniiber
den oberen Pflanzenteilen bei der Eiablage bevorzugt.

TSCHENN et al. (2001) fiihrten eine dhnliche Studie iiber das Eiablageverhalten des
Monarchfalters (Danaus plexippus) durch. In Flugkifig-Versuchen wurde festgestellt, dass
die Weibchen eindeutig mehr Eier auf Asclepias syriaca-Pflanzen ablegten, die nicht mit
Maispollen bedeckt waren, wobei das Verhéltnis bei 72 % zu 28 % (ub/Pollen) lag. Wurde
dieser Versuch in deutlich kleineren Kifigen wiederholt, so lieBen sich zwischen den
einzelnen Varianten (Pollen von BT-176-Mais, Pollen von konventionellem Mais,
Straflenstaub und unbehandelte Kontrolle) keine signifikanten Unterschiede finden. Auch die
direkte Umgebung der Raupenfutterpflanze scheint einen Einfluss auf das Eiablageverhalten
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des Weibchens auszuiiben. TSCHENN et al. stellten in Flugkéfig-Versuchen fest, dass D.
plexippus-Weibchen wesentlich weniger Eier ablegten, wenn Asclepias syriaca von
Maispflanzen umgeben waren.

Somit widersprechen die von TSCHENN et al. veroffentlichten Ergebnisse zumindest z. T. den
hier erzielten Resultaten. Eine Vergleichbarkeit war allerdings auch nicht unbedingt zu
erwarten, da mit zwei verschiedenen Spezies gearbeitet wurde, die sich v. a. hinsichtlich der
KorpergroBe deutlich unterscheiden. Auch muss betont werden, dass bei den
Kohlmottenversuchen die Rahmenbedingungen der einzelnen Wiederholungen nicht identisch
waren, so dass ein Vergleich zwischen den Wiederholungen nicht moglich war. Es wire
wiinschenswert, derartige Versuche unter standardisierten Bedingungen wiederholen zu
konnen um eventuelle Unterschiede zwischen den Varianten statistisch untersuchen zu
konnen. Dariiber hinaus sollten dhnliche Versuche mit solchen Arten wiederholt werden, die
moglicherweise durch den Anbau von transgenem Bt-Mais in ihrem Bestand gefdhrdet sein
konnten. Hieflir werden die Nymphaliden Kleiner Fuchs (Aglais urticae) und Tagpfauenauge
(Inachis io) vorgeschlagen.

3. Laborversuche mit Pollen und Antheren der Linie MON810

Neben der transgenen Maislinie Bt-176 der Firma Syngenta Seeds befindet sich in Europa
auch die Linie MONS10 (Firma Monsanto) im Zulassungsverfahren. Beide Linien
exprimieren in verschiedenen Pflanzenteilen das CrylAb-Toxin. Allerdings gibt es z. T.
deutliche Unterschiede beziiglich des Expressionsmusters, die auf die Verwendung
unterschiedlicher Promotoren zuriickzufiihren sind. Der fiir die hier durchgefiihrte Studie
wichtigste Unterschied bezieht sich auf die Toxinexpression im Pollen. Wahrend Mais der
Linie Bt-176 bis zu 7,1 pg Toxin pro Gramm Pollen-Trockengewicht enthalten kann, liegt
dieser Wert fiir die Linie MONS810 bei weniger als 0,09 pg (STANLEY-HORN et al, 2001).
Dagegen konnen andere Pflanzenteile von Mais dieser Linie relativ hohe Toxingehalte
aufweisen. Wie HELLMICH et al. (2001) durch Laborversuche nachweisen konnten, enthalten
auch die Antheren von Maispflanzen der Linie MONS810 eine so hohe Toxinmenge, dass
neonate Monarchfalter-Larven nach Aufnahme von Antheren-Material signifikant geschadigt
wurden.

In der hier durchgefiihrten Studie wurden Fiitterungsversuche ohne Auswahlmdglichkeit
sowohl mit Pollen, als auch mit Antheren von Mais der Linie MON810 durchgefiihrt. Als
Testorganismus wurde die Kohlmotte (Plutella xylostella) verwendet, da sich diese Art bei
Versuchen mit Pollen der Linie Bt-176 am empfindlichsten gezeigt hatte.

94



3.1. Wirkung von Pollen auf Plutella xylostella-Raupen (L)

Material & Methoden

Fiir die Biotests wurden frisch gehdutete Raupen des vierten Larvalstadiums verwendet. Die
verwendete Methodik ist die gleiche wie bei den unter 2.1.3. geschilderten Tests mit
Maispollen der Linie Bt-176. Der Pollen wurde in Form einer Suspension auf die
Kohlblattstiickchen aufgetragen, wobei nur eine einzige Dosis getestet wurde. Da bekannt ist,
dass der Pollen von MONS810-Mais nur eine geringe Toxin-Konzentration aufweist, wurde die
pro Larve applizierte Dosis mit 80 Pollenkdérnern recht hoch gewihlt. Jede Wiederholung
bestand aus den drei Varianten unbehandelte Kontrolle, Pollen der Sorte NOVELIS
(MONS&810-Mais) und Pollen der Sorte NOBILIS (isogene, konventionelle Sorte). Die Biotests
wurden insgesamt 10 mal wiederholt, wobei pro Wiederholung und Variante 20 Larven
verwendet wurden. Es wurde ausschlieBlich frischer Pollen getestet.

Um Unterschiede beziiglich Mortalitdtsrate und Nahrungsaufnhahme von Plutella xylostella-
Raupen (L4) in den 3 verschiedenen Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse
(ANOVA, PROC GLM), sowie Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte verwendet (SAS-
Programm 8.01).

Ergebnisse

] Kontrolle (ub)
74 NOBILIS (konventioneller Mais)
40 - B2 NOVELIS (MON 810-Mais)
S
=)
S a
@ 30 A
©
2]
‘©
= a
T 20 - a
5 Il I
=
10
0 T T :K T
Kontrolle Nobilis Novelis
Variante

Abbildung 50: Durchschnittliche Mortalitdtsrate nach einer Woche (% + SF) fiir Plutella xylostella
- Raupen (L4) im Bezug zu der pro Larve applizierten Menge von 80 Pollenkornern
(empirisch ermittelter Durchschnittswert). Fiir alle Wiederholungen wurde frischer
Pollen verwendet. Zwischen den 3 Varianten lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen (F (2 FG) = 0,14; p = 0,8697; Tukey-Test).
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Wie Abbildung 50 zeigt, traten beziiglich der Mortalititsrate keine signifikanten Unterschiede
zwischen den drei getesteten Varianten auf. Am hochsten war die Sterblichkeit in der
NOBILIS-Variante (Bt-) mit 20 %, am niedrigsten in der NOVELIS-Variante (Bt+) mit 15,67
%.
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Abbildung 51: Durchschnittlich verzehrte Blattfliche nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella - Raupen (L;) im Bezug zu der pro Larve applizierten Menge von 80
Pollenkoérnern (empirisch ermittelter Durchschnittswert). Fiir alle Wiederholungen

wurde frischer Pollen verwendet. Zwischen den 3 Varianten lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede feststellen (F (2 FG) = 0,80; p = 0,4502; Tukey-Test).

Wie Abbildung 51 zeigt, hatten die Larven in allen drei Varianten das urspriingliche
Kohlblattstiickchen nach 24 Stunden fast vollstindig verzehrt. Die beobachteten geringen
Unterschiede zwischen den Durchschnittswerten erwiesen sich als statistisch nicht signifikant.

Diskussion

In der hier durchgefiihrten Untersuchung konnten bei Verfiitterung von Pollen der transgenen
Maislinie MONS810 keine negativen Auswirkungen hinsichtlich Nahrungsaufnahme oder
Mortalititsrate von Kohlmottenraupen des vierten Larvalstadiums beobachtet werden. Die
geringen Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten erwiesen sich als statistisch nicht
signifikant. In Vergleichsuntersuchungen mit Maispollen der Linie Bt-176 wurde fiir P.
xylostella (L4) ein LDso-Wert von knapp 8 Pollenkdrnern ermittelt. Bereits eine Verfiitterung
von 40 Pollenkdrnern der transgenen Sorte PACTOL CB (Bt-176-Mais) an die Raupen hatte
eine 100-prozentige Mortalititsrate zur Folge.

Auch Untersuchungen mit anderen Schmetterlingsarten wiesen keine negativen Effekte auf
Raupen durch die Aufnahme von Pollen der transgenen Maislinie MON810 nach. HELLMICH
et al. (2001) stellten bei Laborversuchen mit neonaten Monarchfalter-Larven selbst bei
Verfiitterung von Futterpflanzen, die mit mehr als 1.000 Pollenkdrnern pro cm” bedeckt
waren, keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Mortalitdt, Nahrungsaufnahme oder
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Gewichtszunahme gegeniiber einer Kontroll- bzw. einer konventionellen Pollenvariante fest.
Dartiber hinaus fanden STANLEY-HORN et al. (2001) auch im Rahmen von Freilandversuchen
keinen Hinweis darauf, dass neonate D. plexippus-Larven durch Pollen der transgenen Sorten
Bt-11 und MONS810 geschiadigt werden. Nach Untersuchungen von WRAIGHT et al. (2000)
zeigten neonate Papilio polyxenes-Larven sogar bei einer Konzentration von 10.000
Pollenkornern der Linie MONS810 pro Quadratzentimeter keine erhohte Mortalitdtsrate. Durch
einen ELISA-Test wurde hier ein CrylAb-Toxingehalt im Pollen von 2,125 + 0,289 ng/g
festgestellt.

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Pollen von transgenem Bt-Mais der Linie
MONRS8I10 in der Regel eine so geringe Toxin-Konzentration aufweist, dass B. t.—empfindliche
Larven selbst durch Verzehr groBerer Pollenmengen nicht erkennbar geschéddigt werden.

3.2. Wirkung von Antheren auf Plutella xylostella-Raupen (L)
Material & Methoden

Auch fiir diese Tests wurden frisch gehdutete Raupen des vierten Larvalstadiums verwendet.
Die fiir die Versuche benétigten Antheren wurden abgeerntet nachdem die Bliihperiode vorbei
war. Somit war sichergestellt, dass die Antheren keinen Pollen mehr enthielten. Jeweils 15
Antheren wurden mit Hilfe eines Mdrsers fein zerrieben und in 200 pl deionisiertem Wasser
gelost.  AnschlieBend wurde die Suspension in einem  Zentrifugenréhrchen
(Fassungsvermogen: 12 ml) mit Hilfe eines Magnetriihrers (300 Umdrehungen pro Minute)
fiir 5 bis 10 Minuten geriihrt. Nachdem sich das Material abgesetzt hatte, wurden 0,5 pl
Suspension vom Boden des Zentrifugenr6hrchens aufgenommen, wozu eine Eppendorf-
Pipette mit einer Auftragungs-Bandbreite von 0,5 - 10 pl verwendet wurde. AnschlieBend
wurde die Suspension auf Kohlblattstiickchen von 3 mm Durchmesser appliziert. Nach dem
Trocknen wurden die Larven hinzugegeben. Der weitere Verlauf des Biotests entspricht der
unter 3.1.2. beschriebenen Methodik (no choice-Tests mit Maispollen der Linie Bt-176).

Die Biotests wurden insgesamt 10 mal wiederholt, wobei pro Wiederholung und Variante 20
Larven verwendet wurden. Jede Wiederholung bestand aus den drei Varianten unbehandelte
Kontrolle, Antheren der Sorte NOVELIS (MON810-Mais) und Antheren der Sorte NOBILIS
(isogene, konventionelle Sorte). Um Unterschiede beziiglich Mortalititsrate und
Nahrungsaufnahme von Plutella xylostella-Raupen (L4) in den 3 verschiedenen Varianten zu
untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Tukey-Test zum
Vergleich der Mittelwerte verwendet (SAS-Programm 8.01).

Ergebnisse

Die Mortalitétsrate der Larven, die mit Antherenmaterial der Sorte NOVELIS (MON&10)
gefiittert wurden, lag mit 72,53 % deutlich hoher als in den anderen beiden Varianten mit
10,20 % (unbehandelte Kontrolle) bzw. 8,37 % (NOBILIS). Dieser Unterschied erwies sich
als statistisch hoch signifikant.
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Abbildung 52: Durchschnittliche Mortalititsrate nach einer Woche (% + SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L,), die z. T. mit auf Kohlblattstiickchen appliziertem Mais-
Antherenmaterial gefiittert worden waren. Unterschiede zwischen Sédulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 26,97; p <
0,0001; Tukey-Test).
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Abbildung 53: Durchschnittlich verzehrte Blattfliche nach 24 Stunden (% =+ SF) fiir Plutella
xylostella-Raupen (L,), die z. T. mit auf Kohlblattstiickchen appliziertem Mais-
Antherenmaterial gefiittert worden waren. Unterschiede zwischen Sdulen mit
demselben Buchstaben sind statistisch nicht signifikant (F (2 FG) = 192,96; p <
0,0001; Tukey-Test).
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Die im Laufe von 24 Stunden verzehrte Blattfliche der Larven, die mit Antherenmaterial der
Sorte NOVELIS (MONS810) gefiittert wurden, lag mit 64,93 % deutlich niedriger als in den
anderen beiden Varianten mit 98,30 % (unbehandelte Kontrolle) bzw. 100 % (NOBILIS (Bt-
)). Dieser Unterschied erwies sich als statistisch hoch signifikant.

Diskussion

Die hier vorgelegten Daten zeigen eindeutig, dass Antheren von transgenem MONS&10-Mais
eine toxische Wirkung auf B.t.-empfindliche Schmetterlingslarven haben. Wie aus Abbildung
52 hervorgeht, zeigten Kohlmottenlarven, die mit bereits abgeblithten Antherenbruchstiicken
der Maissorte NOVELIS (MONS810-Mais) gefiittert worden waren gegeniiber den beiden
Vergleichsvarianten eine signifikant erhohte Mortalitdtsrate von mehr als 72 %. Dariiber
hinaus fraflen derartig behandelte Larven in den ersten 24 Stunden des Biotests signifikant
weniger, als Tiere der librigen beiden Varianten. Sterblichkeit und Nahrungsaufnahme
zwischen unbehandelter Kontrolle und einer Variante, in der Antherenbruchstiicke der
konventionellen Maissorte NOBILIS gefiittert worden waren, unterschieden sich dagegen
nicht signifikant. Wie oben erwihnt, wurden fiir die Untersuchungen abgebliihte Antheren
verwendet. Es ist anzunehmen, dass bliihende Antheren hdéhere CrylAb-Konzentrationen
aufweisen als bereits dltere Staubgefdlle und daher eine noch toxischere Wirkung auf die
Larven entfalten konnen. HELLMICH et al. (2001) stellten &hnliche Laborversuche mit
neonaten Monarchfalter-Larven an, die allerdings mit Antherenbruchstiicken der transgenen
Maislinie Bt-11 gefiittert wurden. Solche Tiere zeigten gegeniiber drei verschiedenen
Vergleichsvarianten (unbehandelte Kontrolle, Pollen einer konventionellen Vergleichssorte
vermischt mit Antherenbruchstiicken und fein ausgesiebter Pollen von Bt-11-Mais ohne
Antherenbruchstiicke) eine signifikant verringerte Gewichtszunahme. Spétere Tests, in denen
ausschlieBlich ausgesiebtes Antherenmaterial verfiittert wurde bestétigten, dass die
Schadigung der Larven durch Antherenbruchstiicke hervorgerufen wurden, die im Vergleich
zu Pollen der Linie Bt-11 eine deutlich hohere Konzentration des Cryl Ab-Toxins aufweisen.
Wie auch bei Sorten der Linie MONS810 enthélt der Pollen von Bt-11-Mais nur eine sehr
geringe Menge an Bt-Toxin.

Die hier referierten Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass der Anbau der Bt-Maislinie
MONS810 aus Sicht des Schmetterlingsschutzes eher zu tolerieren ist als ein Anbau der Linie
Bt-176. Die meisten Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Toxinkonzentration in
Pollen von MONS810- wesentlich geringer ist, als in Pollen von Bt-176-Mais. Demgegniiber
stehen allerdings Ergebnisse von NGUYEN et al. (2002) die einen Toxingehalt im Pollen
zwischen 0,32 und 6,6 ng pro g Frischgewicht nachweisen konnten, wobei allerdings unklar
ist, ob hierbei nicht gleichzeitig die Staubgefdfle mit untersucht wurden. Dieser Wert erreicht
fast die bei STANLEY-HORN et al. (2001) fiir Bt-176 Mais angegebene Toxinkonzentration von
7,1 pg Toxin pro Gramm Pollen-Frischgewicht. Die starken Schwankungen der Toxin-
Expression im Pollen von MON810 Mais konnten sowohl auf abiotische Faktoren, als auch
auf Unterschiede zwischen verschiedenen Maissorten zuriickzufiihren sein. Weitere Biotests
mit Pollen von MON810-Mais sollten demnach unbedingt noch folgen. Hierbei sollte gekléart
werden, ob die verschiedenen MON&10-Sorten unterschiedlich hohe Toxin-Konzentrationen
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im Pollen zeigen und ob es zwischen sortengleichen Pflanzen individuelle Unterschiede in der
Toxinexpression gibt. Auch stehen Untersuchungen zu subletalen Effekten (z. B. Einfluss auf
Entwicklungsgeschwindigkeit oder Fekunditdt der Weibchen) noch aus. Dariiberhinaus muss
geklart werden, ob und in welchem Ausmall Antheren bzw. Antherenbruchstiicke verdriftet
werden, da die Toxinkonzentration hier deutlich héher liegt.

4. Freilanduntersuchungen

4.1. Untersuchungen zur Verdriftung von Maispollen

Material & Methoden

Ein entscheidender Punkt um die Expositionswahrscheinlichkeit von Raupen fiir Pollen von
Bt-Mais abschétzen zu konnen war die Frage, wie weit Maispollen fliegen kann und welche
Pollen-Mengen in bestimmten Abstinden zum Maisfeld zu finden sind. Um dies zu kldren,
wurden Objekttrager, die mit doppelseitigem Klebeband versehen waren, in den Jahren 2001
und 2002 zum Zeitpunkt der Maisbliite in bestimmten Abstinden zum Rand des 40 mal 40
Meter groBen Versuchsfeldes ausgebracht. Hierzu wurden die Objekttrager auf ca. 20 cm
hohe, umgedrehte Blumentopfe platziert. Die Blumentopfe wurden stets so aufgestellt, dass
sie in der Hauptwindrichtung standen. In beiden Versuchsjahren wurde Bt-176-Mais
verwendet. Im Jahr 2001 wurde die Sorte PACTOL CB (Bt+) und im Jahr 2002 die Sorte
VALMONT (Bt+) angebaut. Ein Teil der Objekttriger wurde innerhalb des Feldes
ausgebracht und zwar 5 Meter vom Feldrand entfernt. Die restlichen Objekttriger befanden
sich 1, 2, 4, 8, 16 und 32 Meter auBerhalb des Feldes. Im Versuchszeitraum 2001 betrug die
Expositionszeit 4 Stunden, 18 Stunden oder 7 Tage. Im Folgejahr betrug die Expositionszeit
fiir alle Objekttridger 24 Stunden. Die Auszéhlung der anhaftenden Pollenkdrner erfolgte unter
Verwendung eines Stereo-Zoom-Mikroskops (Olympus SZ 6045) bei 60-facher
VergroBerung, wobei pro Objekttriger 3 Sektoren von je 1 cm” Fliche ausgezihlt wurden.

Um Unterschiede beziiglich der Pollenmenge pro Quadratzentimeter zwischen den
verschiedenen Abstinden vom Feldrand zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA,
PROC GLM), sowie Student-Newman-Keuls-Test zum Vergleich der Mittelwerte, verwendet
(SAS-Programm 8.01).

100



Ergebnisse
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Abbildung 54: Pollenmenge pro Quadratzentimeter = SF nach einer Expositionszeit von 4 Stunden
in Abhéngigkeit von der Entfernung zum Maisfeld (Sorte: PACTOL CB (Bt+)) im
Jahr 2001. Unterschiede zwischen Sédulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (20 FG) = 16,38; p < 0,0001; Student-Newman-
Keuls-Test). — 5: Der Messpunkt befand sich 5 m innerhalb des Maisfelds.
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Abbildung 55: Pollenmenge pro Quadratzentimeter £ SF nach einer Expositionszeit von 18
Stunden in Abhingigkeit von der Entfernung zum Maisfeld (Sorte: PACTOL CB
(Bt+)) im Jahr 2001. Unterschiede zwischen S&ulen mit demselben Buchstaben
sind statistisch nicht signifikant (F (20 FG) = 99,63; p < 0,0001; Student-Newman-
Keuls-Test). — 5: Der Messpunkt befand sich 5 m innerhalb des Maisfelds.
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Abbildung 56: Pollenmenge pro Quadratzentimeter + SF nach einer Expositionszeit von 7 Tagen
in Abhéngigkeit von der Entfernung zum Maisfeld (Sorte: PACTOL CB (Bt+)) im
Jahr 2001. Unterschiede zwischen Saulen mit demselben Buchstaben sind
statistisch nicht signifikant (F (20 FG) = 79,93; p < 0,0001; Student-Newman-
Keuls-Test). — 5: Der Messpunkt befand sich 5 m innerhalb des Maisfelds.
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Abbildung 57: Pollenmenge pro Quadratzentimeter = SF nach einer Expositionszeit von 24
Stunden in Abhéngigkeit von der Entfernung zum Maisfeld (Sorte: VALMONT
(Bt+)) im Jahr 2002. Unterschiede zwischen S&ulen mit demselben Buchstaben
sind statistisch nicht signifikant (F (20 FG) = 39,12; p < 0,0001; Student-Newman-
Keuls-Test). — 5: Der Messpunkt befand sich 5 m innerhalb des Felds.
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Diskussion

Da der Pollen im hier gewdhlten Versuchsansatz auf dem doppelseitigen Klebeband haften
blieb, konnte sehr exakt die mit dem Wind verdriftete Pollenmenge bestimmt werden. Es ist
aber zu vermuten, dass auf Raupenfutterpflanzen teilweise auch weniger Pollen pro
Quadratzentimeter liegen bleibt. Das Ausmal} der Pollenakkumulation hingt wesentlich von
Wuchsform, Hohe der Pflanzen und Form bzw. Oberflichenbeschaffenheit der Blitter ab.
Beispielsweise konnen auf breiten, behaarten Blittern wesentlich mehr Pollen aufgefangen
und zuriickgehalten werden als auf schmalen, unbehaarten Bléttern. Ebenso diirfte die
Pollenakkumulation auf niedrig wachsenden, krautigen Pflanzen hoher sein als auf hoher
wachsenden Pflanzen, die in viel starkerem Mall dem Wind ausgesetzt sind.

In allen Versuchsansitzen konnte beobachtet werden, dass die von den Objekttragern
aufgefangene Pollenmenge innerhalb des Feldes wesentlich groBBer war als auflerhalb und mit
zunehmender Entfernung zum Feldrand rasch abnahm. Im Jahr 2001 betrug die
durchschnittliche Pollendichte pro Quadratzentimeter nach einer Expositionszeit von 4
Stunden 5 Meter innerhalb des Feldes rund 84 Pollenk6rner, wahrend sie 32 Meter vom Feld
entfernt nur noch bei etwas mehr als 3 Pollenkérnern lag. Verblieben die Objekttrager fiir
langere Zeit im Feld, so wurden nur z. T. hohere Pollenmengen festgestellt. Nach 18-
stiindiger Expositionszeit wurden an allen Messpunkten bis auf einen (32 m) meist deutlich
hohere Pollenwerte ermittelt, die um den Faktor 2 bis 4 iiber den Werten nach 4-stiindiger
Expositionsdauer lagen. Wurde die Expositionszeit dagegen auf 7 Tage ausgedehnt, nahm die
aufgefangene Pollenmenge lediglich innerhalb des Feldes, sowie in 32 Meter Entfernung
weiter zu. Ansonsten lagen die Werte teilweise deutlich unter denen der 18-stiindigen
Expositionszeit. Dies liegt vermutlich daran, dass durch mehrere Regenschauer im Verlauf
dieser Woche ein Teil des Pollens abgewaschen wurde. PLEASANTS et al. (2001) gaben an,
dass die Pollenbedeckung von Asclepias syriaca, die dem Monarchfalter als Futterpflanze
dient, am Ende von Perioden ohne Niederschlag am hochsten war, was auf eine
Akkumulation der Pollenkorner hindeutet. Einzelne Regenschauer sorgten jedoch dafiir, dass
zwischen 54 und 86 % des Pollens von den Pflanzen abgewaschen wurde. Nach eigenen
Beobachtungen an Storchschnabel, der direkt auf einem Maisfeld wuchs, kann ein heftiger
Regenschauer den Pollen sogar komplett von Pflanzenblittern entfernen.

Im Jahr 2002 wurden Pollendichten lediglich fiir eine Expositionszeit von 24 Stunden
festgestellt. Innerhalb des Maisfeldes lag der Wert bei 96 und 32 Meter aullerhalb noch bei
knapp 6 Pollenkdrnern pro Quadratzentimeter. Eine Reihe weiterer Untersuchungen
bestitigen, dass die Pollenmenge, die auBerhalb von Maisfeldern deponiert wird mit
zunehmender Entfernung zum Feldrand rapide abnimmt. WRAIGHT et al. (2000) fiihrten
Versuche mit Objekttrdgern durch, die mit Vaseline bestrichen waren. Hierbei nahm die
aufgefangene Pollenmenge von durchschnittlich 210 bzw. 100 im Abstand von einem halben
Meter zum Feldrand auf 26 bzw. 11 Pollenkdérner in einer Entfernung von 7 Metern zum
Feldrand ab. Eine &hnlich starke Abnahme der Pollendichte mit zunehmender Entfernung zu
einem blilhenden Maisfeld konnten STANLEY-HORN et al. (2001) sowie PLEASANTS et al.
(2001) auch direkt auf den Blittern von eingepflanzten Asclepias syriaca-Blittern
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nachweisen. Verglichen mit der Pollenkonzentration in einem Abstand von einem Meter zu
einem stiubenden Maisfeld errechneten EMBERLIN et al. (1999) durchschnittlich 2 % dieser
Menge in 60, 1,1 % in 200 und 0,5 - 0,75 % in 500 m Entfernung. RAYNOR et al. (1972)
stellten in einer Entfernung von 60 m zum Maisfeld nur noch 1 % des Vergleichswertes fest,
und HANSEN & OBRYCKI (1999) konnten schon in einem Abstand von 5 Metern zum Feldrand
keinen Pollen auf den Bléttern von Schwalbenwurz-Gewichsen mehr nachweisen. Wie
Auskreuzungs-Ereignisse belegen ist es moglich, dass einzelne Maispollen u.U. mehrere
hundert Meter weit verdriftet werden kénnen, was jedoch toxikologisch fiir Schmetterlinge
unbedenklich sein diirfte.

Die Ergebnisse zur Pollenexposition in bestimmten Entfernungen zum Maisfeld stellen eine
Ergdnzung zu den fiir einzelne Schmetterlingsarten im Labor ermittelten LDso-Werten dar.
Werden diese Daten miteinander verkniipft, so lisst sich das Gefahrdungsrisiko der einzelnen
Arten durch Bt-176-Mais abschitzen. Auf diesen Aspekt wird in der abschlieBenden
Diskussion nidher eingegangen.

4.2. Biotests unter freilandnahen Bedingungen

Material & Methoden

Um zu tberpriifen, welche Effekte der Anbau von Bt-Mais auf Schmetterlingslarven unter
Freilandbedingungen haben kann, wurden in den Jahren 2000, 2001 und 2002
Freilandversuche in der Ndhe von Niedernberg (Kreis Miltenberg, Bayern) durchgefiihrt.
Hierzu wurden Maisparzellen mit einer Grofe von 40 mal 40 Metern praxisnah ausgesit. Die
Parzellen lagen mindestens 150 Meter auseinander und waren von Wiesen umgeben. In den
Jahren 2000 und 2001 standen 3 Parzellen zur Verfiigung. Auf 2 Parzellen wurde die Sorte
PACTOL CB (Bt-176-Mais) angebaut, auf dem dritten Feld wuchs die isogene Linie
PACTOL (Bt-). Im Jahr 2002 wurde auf zwei Parzellen die Sorte VALMONT (Bt-176-Mais)
und auf zwei weiteren Flachen die konventionelle Sorte PRELUDE (isogene Linie) angebaut.
Mit Beginn der Maisblite wurden getopfte Kohl- (Variante: Chinakohl) und
Brennnesselpflanzen in verschiedenen Entfernungen zum Feldrand aufgestellt, um so eine
moglichst praxisnahe Kontamination der Raupenfutterpflanzen mit Pollen zu gewéhrleisten.
Im Jahr 2002 wurde ein Teil der Pflanzen innerhalb des Feldes platziert und zwar mit einem
Abstand von 5 Metern zum Feldrand. Der grof3te Teil stand allerdings auflerhalb des Feldes.
Die ersten Pflanzen befanden sich in einem Meter Entfernung zum Maisfeld, die zweite
Gruppe wurde in einem Abstand von 2 Metern aufgestellt, die dritte Gruppe in 4, die vierte in
8, die fiinfte in 16 und die letzte Gruppe in 32 Metern Entfernung zum Feldrand. Die gleichen
Abstinde wurden auch im Jahr 2001 gewdhlt. Im Jahr 2000 betrugen die Distanzen zum
Feldrand 1.5, 3, 6, 12, 24, 48 und 90 Meter. Innerhalb vom Maisfeld wurden keine Pflanzen
aufgestellt.

Zur Simulierung eines worst-case-szenarios wurden die Pflanzen stets so aufgestellt, dass sie
sich in der Hauptwindrichtung befanden. Um neben der Entfernung als weiteren Faktor die
(Expositions)zeit untersuchen zu kénnen, verblieben die Pflanzen unterschiedlich lange auf
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dem Feld. AnschlieBend wurden sie in das Labor iiberfiihrt, wo einzeln abgewogene Larven
von Aglais urticae, Inachis io, Pieris rapae und Pieris brassicae auf die Pflanzen gesetzt
wurden. Um zu verhindern, dass die Raupen z. B. Spinnen oder Florfliegenlarven zum Opfer
fielen, waren zuvor alle Pridatoren abgesammelt worden. Um ein Entweichen der Raupen zu
verhindern, wurden die Pflanzen in 40 cm hohe Plexiglaszylinder mit einem Durchmesser von
25 cm gestellt, die mit einer feinen Fliegengaze verschlossen waren. Nach ein bzw. 2 Wochen
wurden alle iiberlebenden Larven gewogen und somit Gewichtszunahme und Uberlebensrate
bestimmt. Im Gegensatz zu den Laborbiotests wird bei den Freilandbiotests bewusst nicht von
Mortalititsrate gesprochen, da tote Larven fast nie festgestellt werden konnten. In den Jahren
2000 und 2001 wurde die Entwicklung der iiberlebenden Larven als prozentuale
Gewichtszunahme ermittelt. Eine Gewichtszunahme von 100 % entspricht dabei stets einer
Verdopplung des Ausgangsgewichts. Im Jahr 2002 wurde das Larvalgewicht am Ende des
Biotests festgehalten, da hier ausschlieBlich neonate Raupen verwendet wurden, die zu
Biotestbeginn nicht gewogen worden waren. In den Jahren 2000 und 2001 verblieben die
Larven jeweils eine Woche auf den Pflanzen. Im Jahr 2002 betrug die Dauer des Biotests 14
Tage, da hier mit frisch geschliipften Individuen gearbeitet wurde. Falls einzelne
Larvengruppen ihre Futterpflanze bereits vor Ablauf der Frist komplett verzehrt hatten, so
wurden sie bis Ende des Biotests mit unbehandeltem Futter nachgefiittert. Als
Kontrollvariante fungierten ebenfalls eingetopfte Pflanzen, die aber nicht auf dem Feld
gestanden hatten. Mit Hilfe der unbehandelten Kontrolle sollte die Vitalitit der im Biotest
verwendeten Larven tiberpriift werden. Analog zu den Laborversuchen wurden bei den
Freilandbiotests solche Wiederholungen nicht gewertet, in denen die Kontrollmortalitit iiber
20 % lag.

Um Unterschiede beziiglich Uberlebensrate und Gewichtszunahme in den verschiedenen
Varianten zu untersuchen, wurden Varianzanalyse (ANOVA, PROC GLM), sowie Student-
Newman-Keuls- und Tukey-Test zum Vergleich der Mittelwerte, verwendet (SAS-Programm
8.01).

Ergebnisse

Im Verlauf der Freilandversuche tauchten eine Reihe von methodischen Schwierigkeiten auf,
auf die in der anschlieenden Diskussion noch nédher eingegangen wird. Einige der Probleme
konnten zwar in der zweiten und dritten Freilandsaison geldst werden, dennoch lieB3 sich fiir
die BT-Varianten keine statistisch signifikante Relation zwischen durchschnittlicher
Gewichtszunahme bzw. Uberlebensrate der Larven und der Entfernung ihrer Futterpflanzen
zum Maisfeld feststellen. Aufgrund fehlender signifikanter Unterschiede zwischen den
Varianten werden hier nur Ergebnisse der dritten Freilandsaison (Jahr 2002) wiedergegeben,
in der zumindest einige methodische Probleme ausgerdumt werden konnten.
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Abbildung 58: Durchschnittliches Endgewicht (mg + SF) von neonaten Pieris rapae-Raupen (L)

auf getopften Kohlpflanzen, die im Freilandversuch 2002 fiir 24 Stunden in
verschiedenen Entfernungen zum Rand eines blithenden Maisfeldes standen

(PRELUDE (Bt-)oder VALMONT (Bt+)). Die Dauer des Biotests betrug 14 Tage.

Die Kontrollpflanzen (ub) befanden sich zu keinem Zeitpunkt im Freiland. Es

traten keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (F (14 FG) = 1,96; p =

0,0191; Student-Newman-Keuls-Test).
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Abbildung 59: Durchschnittliche Uberlebensrate (% + SF) von neonaten Pieris rapae-Raupen (L)

auf getopften Kohlpflanzen, die im Freilandversuch 2002 fiir 24 Stunden in

verschiedenen Entfernungen zum Rand eines blithenden Maisfeldes standen

(PRELUDE (Bt-) oder VALMONT (Bt+)). Die Dauer des Biotests betrug 14 Tage.

Die Kontrollpflanzen (ub) befanden sich zu keinem Zeitpunkt im Freiland. Es

traten keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (F (14 FG) = 1,20; p =

0,2851; Student-Newman-Keuls-Test).
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Zwischen dem durchschnittlichen Endgewicht der Kontrolltiere und aller iibrigen Varianten
gab es nur sehr geringe Unterschiede, die sich als statistisch nicht signifikant herausstellten.
Bei den BT-Varianten gab es keine Relation zwischen durchschnittlichem Endgewicht der
Larven und der Entfernung ihrer Futterpflanze zum Maisfeld.

Beziiglich der Uberlebensrate von neonaten Pieris rapae-Larven traten im Freilandversuch
2002 deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten auf, die sich aber als
statistisch nicht signifikant erwiesen. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war die
Uberlebensrate in allen anderen Varianten geringer, was auf die Anwesenheit von Pridatoren
zuriickzufiihren ist. In der am stirksten pollenexponierten BT-Variante (VALMONT; - 5m)
war mit nur 30 % die geringste Uberlebensrate aller Varianten zu verzeichnen. In der
vergleichbaren konventionellen Variante (PRELUDE; - 5 m) war die Uberlebensrate mit
51,25 % deutlich hoher. In der unbehandelten Kontrolle betrug sie 72 %. Wéhrend in den
PRELUDE-Varianten (Bt-) keine Relation zwischen Uberlebensrate und Entfernung der
Pflanzen zum Maisfeld zu erkennen war, gab es in den BT-Varianten mit zunehmender
Entfernung zum Feldrand einen schwachen Trend zu einer hoheren Uberlebensrate.
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Abbildung 60: Durchschnittliches Endgewicht (mg + SF) von neonaten Inachis io-Raupen (L) auf
getopften Brennnesselpflanzen, die im Freilandversuch 2002 fiir 24 Stunden in
verschiedenen Entfernungen zum Rand eines blithenden Maisfeldes standen
(PRELUDE (Bt-) oder VALMONT (Bt+)). Die Dauer des Biotests betrug 14 Tage.
Die Kontrollpflanzen (ub) befanden sich zu keinem Zeitpunkt im Freiland.
Unterschiede zwischen Sdulen mit demselben Buchstaben sind statistisch nicht
signifikant (F (14 FG) = 18,06; p < 0,0001, Tukey-Test).

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war das durchschnittliche Endgewicht von Inachis
io—Raupen in fast allen anderen Varianten niedriger, was vermutlich auf die geringe Qualitét
der Brennnessel-Pflanzen aus dem Freiland zuriickzufiihren ist. Diese Unterschiede waren fast
immer hoch signifikant. Dagegen waren die Differenzen zwischen BT- und konventioneller
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Variante derselben Entfernung statistisch meist nicht abzusichern. Am geringsten war das
Gewicht fiir die am stirksten pollenexponierte BT-Variante (VALMONT; - 5 m). Dies weist
darauf hin, dass Inachis io-Raupen zumindest in direkter Umgebung von Bt-176-Maisfeldern
geschidigt werden konnten.
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Abbildung 61: Durchschnittliche Uberlebensrate (% + SF) von neonaten Inachis io-Raupen (L)
auf getopften Brennnesselpflanzen, die im Freilandversuch 2002 fiir 24 Stunden in
verschiedenen Entfernungen zum Rand eines blithenden Maisfeldes standen
(PRELUDE (Bt-) oder VALMONT (Bt+)). Die Dauer des Biotests betrug 14 Tage.
Die Kontrollpflanzen (ub) befanden sich zu keinem Zeitpunkt im Freiland. Es
traten keine statistisch signifikanten Unterschiede auf (F (14 FG) = 0,86; p =
0,6081, Student-Newman-Keuls-Test).

Beziiglich der Uberlebensrate gab es zwischen den Varianten z. T. groBe Unterschiede, die
aber statistisch nicht signifikant waren. Am hdchsten lag die Uberlebensrate mit fast 70 % in
der Kontrolle (ub). In fast allen {ibrigen Varianten war sie deutlich niedriger. Der geringste
Wert trat mit knapp 25 % in der am stirksten pollenexponierten BT-Variante (VALMONT; -
5 m) auf. In der vergleichbaren konventionellen Variante lag die Uberlebensrate dagegen bei
fast 70 %. Tendenziell liberlebten in den BT-Varianten mit zunehmender Distanz zum
Feldrand mehr Larven. Die fehlende statistische Signifikanz fiir die betrdchtlichen
Unterschiede der Uberlebensraten konnte damit erklirt werden, dass in vielen Varianten bei
einzelnen Wiederholungen (Pflanzen) keine Larven iiberlebten. Z. T. ist dies sicherlich auf
Pradatoren zuriickzufiihren. Im Falle der BT-Varianten ist es aber auch moglich, dass
Brennnessel-Pflanzen in nachster Nachbarschaft bzw. innerhalb des Maisfeldes so stark mit
Pollen bedeckt waren, dass die sehr empfindlichen neonaten Larven daran starben.

Diskussion

Aus den Laborbiotests war bekannt, dass alle im Freilandversuch getesteten Arten gegeniiber
dem Pollen der transgenen Maislinie Bt-176 empfindlich reagieren. Negative Effekte durch
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die Verfiitterung von konventionellem Maispollen lieBen sich dagegen nie beobachten. Es
wire daher bei den Larven der BT-Varianten im Vergleich zu unbehandelter Kontrolle, sowie
den Nicht-BT-Varianten eine hohere Mortalitdtsrate bzw. eine geringere Gewichtszunahme zu
erwarten gewesen, falls Pollen auf den ausgebrachten Raupen-Futterpflanzen vorhanden war.
Durch optische Kontrolle konnte Maispollen auf den Bléttern beider Versuchspflanzen
(Chinakohl und Brennnesseln) nachgewiesen werden. Im Fall von Urtica dioica lagerte sich
der Pollen hauptsidchlich in den Blattadern ab. Auf den Chinakohlpflanzen fing sich der
Pollen zum einen in Vertiefungen der griinen Blattteile und zum anderen in Langsrillen des
Stangels. Eine Quantifizierung des Pollens auf den Versuchspflanzen fand nicht statt.
Generell nahm die Pollenmenge auf den Pflanzen mit zunehmender Entfernung zum Maisfeld
stark ab. Aus diesem Grund wire zu erwarten gewesen, dass pollenbedingte Effekte am
stirksten innerhalb des Bt-Maisfeldes auftreten und mit zunehmender Entfernung zum
Feldrand geringer werden. Diese Annahmen konnten jedoch im Rahmen der hier
durchgefiihrten Freilandversuche nicht bestétigt werden. Eine eindeutige Relation zwischen
Variante und Mortalititsrate bzw. Gewichtszunahme der Larven lie3 sich nicht nachweisen.
Mogliche Ursachen hierfiir sollen anschlieBend diskutiert werden.

Im Laufe der Freilandversuche traten eine Reihe von Problemen auf, die durch Anderungen
im Versuchsdesign aber nur z. T. behoben werden konnten. Oftmals konnte nur ein Teil der
Larven zum Ende des Versuchs wiedergefunden werden. Dabei lieBen sich tote Individuen
fast nie nachweisen. Aus diesem Grund wird statt der iiblicherweise angegebenen
Mortalitéitsrate die durchschnittliche Uberlebensrate pro Variante genannt. Wie anhand
verschiedener Beobachtungen bestétigt werden konnte, gehen Verluste von Larven z. T. auf
das Konto von Pradatoren wie Spinnen, Wanzen oder Florfliegenlarven. Zwar wurden die aus
dem Freiland geholten Pflanzen vor dem Aufsetzen der Schmetterlingslarven 2 bis dreimal
nach Priddatoren abgesucht, es lieBen sich aber nicht immer alle ungebetenen Géste finden.
Auch ZANGERL et al. (2001) berichten im Rahmen ihrer Freilandversuche mit 2
Schmetterlingsarten von Problemen, die durch Pradatoren hervorgerufen wurden. Ein
weiteres Problem bei den hier durchgefiihrten Arbeiten war, dass Larven durch Ritzen
zwischen Tontopf und Zylinder entkamen oder im Wasser des Untersetzers ertranken.
Besonders grof3e Probleme traten in der ersten Freilandsaison auf (Jahr 2000).

Hier waren die Larven zu Beginn der Biotests hdufig schon so groB3, dass sie sich noch vor
Ablauf des Tests verpuppten. Da Raupen vor der Verpuppung meist eine zeitlang
herumlaufen, entkamen viele Tiere oder ertranken wie oben geschildert. Wurden verschieden
schwere Larven verwendet, so konnte nur die prozentuale Gewichtszunahme verglichen
werden. Dennoch kann auch ein solcher Vergleich zu Verzerrungen fiihren, da jiingere Larven
im Vergleich zu ilteren Tieren im gleichen Zeitraum starker an Gewicht zulegen kdnnen. Im
Jahr 2002 wurden dann ausschlieflich Tests mit neonaten Larven durchgefiihrt, so dass
Probleme im Zusammenhang mit Verpuppung oder unterschiedlicher Gewichtszunahme nicht
mehr auftraten.

Ein generelles Problem bei den Freilandversuchen lag darin, dass zum Zeitpunkt der
Maisbliite sowohl ausreichend Larven in der richtigen GroBe, als auch getopfte und
hinreichend an Freilandbedingungen adaptierte Pflanzen vorhanden sein mussten. Besonders
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im Jahr 2001 standen nicht geniigend geeignete Raupen zur Verfligung, so dass auf die
Varianten mit konventionellem Mais verzichtet wurde. Dariiber hinaus gab es vor allem mit
den Chinakohlpflanzen immer wieder Schwierigkeiten. Zum einen wurden die Blitter von
Schnecken befressen, zum anderen waren die Wurzeln von diversen Schédlingen befallen.
Probleme gab es auch wenn die Pflanzen im Freiland standen. Je weiter die Entfernung vom
Maisfeld war, desto stirker trockneten die Pflanzen aus. Bei heftigem Wind wurden die
Blitter der Chinakohlpflanzen teilweise sogar abgerissen. Derartig geschéddigte Pflanzen
boten den Larven natiirlich keine optimalen Entwicklungsmdglichkeiten. Problematisch war
dariiber hinaus, dass Pollen auf derartig exponierten Pflanzen schlecht liegen blieb, bzw.
durch den Wind auch leicht wieder entfernt werden konnte. Im Jahr 2002 wurde diesen
Problemen insofern Rechnung getragen, dass der Méhzeitpunkt fiir die Wiese, auf der die
Pflanzen standen, so gewahlt wurde, dass die getopften Versuchspflanzen ungefiahr dieselbe
Hohe aufwiesen wie die umgebende Vegetation.

Bei den BT-Varianten gab es keine statistisch signifikante Relation zwischen
durchschnittlicher Gewichtszunahme bzw. Uberlebensrate der Larven und der Entfernung
ihrer Futterpflanzen zum Maisfeld. Dennoch weisen die im Jahr 2002 mit Inachis i0 und
Pieris rapae durchgefiihrten Versuche darauf hin, dass auch unter Freilandbedingungen ein
negativer Einfluss (hdhere Mortalitdtsrate, verringertes Wachstum) in direkter Nachbarschaft
zu Bt-176-Maisfeldern nicht auszuschlieBen ist (s. Abb. 59, 60 und 61). Im Jahr 2002 war der
Trend zu beobachten, dass Larven der BT-Varianten mit zunehmender Entfernung vom
Feldrand eine hohere Uberlebensrate zeigten. Dass sich dieser Trend als statistisch nicht
signifikant herausstellte kann damit erkldrt werden, dass in vielen Varianten einige
Wiederholungen (Pflanzen) ohne iiberlebende Larven registriert wurden.

Die Ergebnisse der 2002 durchgefiihrten Freiland-Biotests deuten darauf hin, dass durch die
von 2001 auf 2002 durchgefiihrten methodischen Anderungen (Verwendung neonater Larven
und angepasster Mahdtermin) bestimmte Probleme vermieden werden konnten. Allerdings
lie sich immer noch keine eindeutige Dosis (hier: Entfernung)-Wirkungs-Relation herstellen.
Dies bedeutet, dass die hier entwickelten Testmethoden zur Abschéitzung der Effekte von Bt-
Mais unter natiirlichen Bedingungen noch nicht praxistauglich sind und verbessert werden
miissten. In den hier durchgefiihrten Versuchen wurden aus Platzgriinden lediglich 40 mal 40
m grofle Maisfelder angelegt. Getopfte Pflanzen wurden in bis zu 32 Meter (2001, 2002) oder
sogar 90 Meter (2000) Entfernung zum Rand des Maisfeldes aufgestellt. In der Praxis sind die
Abmessungen der Felder oft wesentlich groBBer. Probleme mit Pollen von verdriftetem Bt-
Mais konnten v.a. dort auftreten, wo ein solches Feld direkt an einer Hecke oder einem z. B.
mit Brennnesseln bewachsenen Graben steht. Es wird angeregt die hier geschilderten
Versuche mit weitaus groBeren Maisfeldern zu wiederholen, da unter diesen Voraussetzungen
eine vermehrte Pollendrift und somit auch eine hdhere Pollenbedeckung der
Versuchspflanzen moglich erscheint. Ferner sollten die getopften Versuchspflanzen lediglich
bis in einer Entfernung von 4 m zum Rand des Maisfeldes aufgestellt werden, da mit
zunehmender Entfernung zum Feld das Problem der Austrocknung immer gravierender wird.
Um einem Austrocknen der getopften Pflanzen entgegen zu wirken, erscheint es sinnvoll die
Pflanzen einzugraben. Ferner sollte die umgebende Vegetation mindestens die gleiche Hohe
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haben. Wiederholt lie sich die Beobachtung machen, dass sich Maispollen vor allem auf
niedrigen, krautigen Pflanzen akkumulieren kann. Es ist zu vermuten, dass Pollen mit dem
Wind zwar relativ gut auf diese Pflanzen gelangen kann, allerdings nicht wieder von diesem
fortgetragen wird. Prddatoren konnten von getopften Pflanzen statt durch Absammeln auch
durch Verwendung von CO; entfernt werden.

Alternativ zu den Versuchen mit getopften Pflanzen erscheint auch ein reiner Freilandansatz
sinnvoll. Es wird vorgeschlagen im Abstand von einem, zwei und vier Metern vom Rand
eines blilhenden Maisfeldes Brennnesseln anzupflanzen oder einzusden und auf diese
Pflanzen zu Beginn der Maisbliite eine grofle Zahl von Tagpfauenaugenlarven (L;) zu
platzieren. Die Tiere konnten dort fiir ca. 2 Wochen bis zum Ende der Maisbliite belassen
werden. Mit Sicherheit gdbe es auch hier Probleme mit Prddatoren, beim Einsatz von
mehreren hundert Larven pro Entfernung konnten solche Effekte aber vermutlich
vernachléssigt werden. Um Vogel von den Raupen fernzuhalten konnten Netze verwendet
werden, die aber den Pollenflug nicht behindern diirften. Die vorgeschlagenen Entfernungen
zum Maisfeld von einem, zwei und vier Metern ergeben sich aus den vorliegenden
Erkenntnissen zur Pollendeposition. Da mit Hilfe von Laborversuchen der LDso-Wert fiir
Tagpfauenaugen-Raupen ermittelt werden konnte, ist ein direkter, d. h. letaler Einfluss auf die
Larven nur in unmittelbarer Nihe zum Maisfeld zu erwarten.

Nur bei wenigen Freilandversuchen lieBen sich bisher eindeutige Hinweise darauf finden,
dass Schmetterlingslarven durch den Anbau von transgenem Bt-Mais geschidigt werden
konnen. WRIGHT et al. (2000) berichten bei Untersuchungen mit der transgenen Linie
MONS810 zwar von einer hohen Sterblichkeit der untersuchten Papilio polyxenes-Larven,
allerdings war keine Relation zwischen Mortalitdtsrate und Entfernung zum Feldrand bzw.
Pollenbedeckung zu beobachten. STANLEY-HORN et al. (2001) verglichen im Rahmen einer
Feldstudie Uberlebensrate und Gewichtszunahme neonater Danaus plexippus-Larven unter
dem Einfluss des Pollens von 3 verschiedenen Maislinien (Bt-11, MON810 und Bt-176) bzw.
des Insektizids A-cyhalothrin. Im Gegensatz zu Versuchen mit den Linien Bt-11 und
MONS&10 waren bei Tests mit der Linie Bt-176 eindeutige Effekte nachweisbar. Hier lag die
Uberlebensrate der Larven 6 Tage nach Beginn der Maisbliite 10 Meter innerhalb des Feldes
bei etwas liber 10 %. 10 Meter auBBerhalb des Maisfelds iiberlebten dagegen mehr als 70 %
der Tiere. 9 Tage nach Beginn der Maisbliite betrug die Uberlebensrate der Larven 3 Meter
innerhalb 20 und 1 Meter auBlerhalb des Feldes 55 %. Dabei nahmen die iiberlebenden
Individuen auBlerhalb des Maisfeldes jeweils wesentlich stirker an Gewicht zu als innerhalb
des Feldes. ZANGERL et al. (2001) berichten aus einer Feldstudie mit neonaten Raupen von
Danaus plexippus und Papilio polyxenes von sehr hoher Larvalsterblichkeit. Es lie8 sich
keine Beziehung zwischen Mortalititsrate und Entfernung der Raupenfutterpflanzen zum
Rand des Maisfeldes (Linie Bt-176) herstellen. Allerdings wurde zumindest fiir P. polyxenes-
Larven eine signifikante Verringerung der Gewichtszunahme festgestellt, die
hochstwahrscheinlich durch die Pollenexposition hervorgerufen wurde. Larven, deren
Futterpflanzen (Pastinaca sativa) 7 Meter vom Rand des Bt-176-Maisfeldes entfernt waren,
hatten nach 5 Tagen eine dreimal so hohe Biomasse erreicht wie die Tiere, deren
Futterpflanzen nur 0,5 Meter vom Feldrand entfernt waren. PILCHER et al. (2001)
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untersuchten die Effizienz der Pollendrift von transgenem Mais (Bt-11 und Bt-176)
hinsichtlich der Bekdmpfung von Maisziinslerlarven in angrenzenden Reihen von nicht-
transgenem Mais. Hierbei lieB sich keine Relation zwischen befallenen konventionellen
Maispflanzen und deren Entfernung zu Bt-Mais ableiten.

4.3. Kartierung zur Erfassung der in der Agrarlandschaft vorkommenden heimischen
Lepidopterenfauna

In den Sommermonaten der Jahre 2001 und 2002 fand in der N&he von Niedernberg (Kreis
Miltenberg, Bayern) eine Bestandsaufnahme von in der Agrarlandschaft vorkommenden Tag-
und Nachfalterarten statt. Hiermit sollte festgestellt werden, welche Lepidopterenarten als
Raupen mit Maispollen in Kontakt kommen und daher moglicherweise durch den Anbau von
Bt-Mais gefdhrdet werden konnten. Sowohl Tag- als auch Nachtfalter wurden als Imagines
erfasst. Spater wurden fiir alle nachgewiesenen Arten anhand von Literaturzitaten (EBERT,
1991 bis 2001; WEIDEMANN, 1988) Angaben zu Phinologie, Habitat und Verhalten der
Larven ermittelt. Die Aufnahme von tagaktiven Schmetterlingen erfolgte durch eine
Begehung von Wiesen und Feldrindern. Um eine Artbestimmung vornehmen zu konnen,
wurden die Tiere zundchst mit einem Netz gefangen. Der Fang von nachaktiven Arten
erfolgte mit Hilfe einer selbstgebauten Lichtfalle, die 2 Leuchtstoffrohren von jeweils 20 Watt
mit unterschiedlichen Spektraleigenschaften enthielt. Zum einen handelte es sich um eine
superaktinische Rohre, zum anderen um eine Schwarzlicht-Rohre mit hohem UV-Anteil. Alle
Individuen, fiir die eine eindeutige Artdetermination nicht moglich war, wurden Herrn Dr. W.
NASSIG vom Forschungsinstitut Senckenberg in Frankfurt am Main zu Bestimmungszwecken
vorgelegt. Im Jahr 2001 dauerte die Aufnahme vom 2. Juni bis zum 14. August und im Jahr
2002 vom 5. Juni bis zum 16. August.

Insgesamt lieBen sich 158 Lepidopterenarten nachweisen, die sich auf 33 tag- und 125
nachtaktive Spezies aufteilten. In der nachfolgenden Tabelle sind alle Arten nach gegenwiértig
giiltiger Nomenklatur aufgelistet. Die Angaben zur Larvalphidnologie beziehen sich auf EBERT
(1991 bis 2001). Falls, wie fiir die erste Art in der Liste (Carterocephalus palaemon) cine
Larvalphdnologie von 6-Winter-5 angegeben wird, so bedeutet dies, dass sich die Larvalphase
von Juni bis Mai des darauffolgenden Jahres erstreckt und somit die Raupe das
Uberwinterungsstadium darstellt. Basierend auf Angaben zu Larvalphinologie und Raupen-
Habitat ldsst sich fiir die einzelnen Arten die Wahrscheinlichkeit abschidtzen, mit der die
Larven mit Maispollen in Kontakt kommen diirften. Alle Arten, fiir die die
Wahrscheinlichkeit relativ hoch ist, dass Larven Maispollen aufnehmen koénnten, wurden der
Kategorie III zugeordnet. Als Beispiel hierfiir kann das Tagpfauenauge (Inachis i0) genannt
werden, da die Larven der zweiten Generation zeitgleich mit der Maisbliite auftreten konnen
und Urtica dioica, die Raupen-Futterpflanze u. a. auch in der Agrarlandschaft anzutreffen ist.
Fiir Spezies der Kategorie II erscheint die Moglichkeit der Pollen-Aufnahme relativ
unwahrscheinlich, kann aber nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Beispielhaft kann
hier das Landkértchen (Araschnia levana) genannt werden. Zwar treten Raupen dieser Art
von Mai bis September auf, allerdings werden meist Brennesselfluren an Waldrdndern oder
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entlang von Waldwegen zur Eiablage genutzt. Fiir Angehorige der Kategorie I kann eine
Pollen-Exposition der Larven ausgeschlossen werden (z. B. reine Waldarten). Fiir alle Arten,
die nicht der Kategorie III zugeordnet wurden, findet sich in der Spalte A (Anmerkungen) der
Hinweis ob eine Einordnung in die Kategorien I oder II aufgrund des Larvalhabitats (a), der
Larvalphdnologie (b) oder wegen charakteristischer Verhaltensweisen der Larven (¢) (z. B.
unterirdische oder minierende Lebensweise) vorgenommen wurde. Zusétzlich finden sich
Angaben zum Rote Liste-Status der einzelnen Arten in Deutschland (RL-D), Hessen (RL-H)
und Bayern (RL-B).
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Tabelle 7: In den Jahren 2001/ 2002 nachgewiesene Schmetterlingsarten mit Angaben zur
Expositions-Wahrscheinlichkeit von Larven mit Maispollen. LP = Larvalphinologie;
EPW = Expositionswahrscheinlichkeit fiir Maispollen; A = Anmerkungen. Erléduterung zu
RL-Eintrdgen: x = wird in mind. einem Bundesland in der RL gefiihrt; 1 = vom
Aussterben bedroht, 2 = Stark gefahrdet, 3 = Gefdhrdet, V = Art der Vorwarnliste. ZO:
Zielorganismus
Nr. Art LP EPW A RL-D RL-H RL-B
Hesperiidae
1 Carterocephalus palaemon 6-Winter-5 11 X
2 Ochlodes venatus 7-Winter-5 I X
Lycaenidae
Lysandra bellargus 6-Winter-5 111 X 1 2
4 Polyommatus icarus 6-Winter-5 111 X
5 Thecla betulae 4-7 I a X
Nymphalidae
6 Aglais urticae 4-7 11 X
7 Aphantopus hyperantus 7-Winter-5 111 X
8 Araschnia levana 5-9 I a X
9 Argynnis paphia 8-Winter-6 I a,b X v
10 Clossiana selene 6-Winter-5 I X 3
11 Coenonympha arcania 7-Winter-5 111 X v
12 Coenonympha pamphilus 7-Winter-5 I
13 Cynthia cardui 6-8 111 X
14 Inachis io 5-8 11
15 Issoria lathonia 9-W-4, 6-7 111 X
16 Lasiommata megera 5-9 111 X v v
17 Maniola jurtina 8-Winter-5 111 X
18 Melanargia galathea 8-5 111 X
19 Mellicta athalia 6-Winter-5 I X 3
20 Mesoacidalia aglaia 8-Winter-6 II b X 3 A%
21 Pararge aegeria 5-9 II a X
22 Polygonia c-album 5-8 I a X
23 Vanessa atalanta 6-10 111
Papilionidae
24 Papilio machaon 5-9 11 X 3 v
Pieridae
25 Anthocharis cardamines 5-8 III X
26 Colias hyale 6-10 111 X
27 Gonepteryx rhamni 5-7 II a X
28 Leptidea sinapis / reali 5-9 111 X
29 Pieris brassicae 6-10 I
30 Pieris napi 5-9 11
31 Pieris rapae 5-10 111
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Fortsetzung Tabelle 7

Nr. Art LP EPW A RL-D RL-H RL-B

Zygaenidae
32 Zygaena filipendulae 6-Winter-5 111 v
33 Zygaena lonicerae 7-Winter-6 111 3

Arctiidae
34 Arctia caja 8-W-6 I b
35 Atolmis rubricollis 7-10 I a
36 Diacrisia sannio 8-W-5 I
37 Diaphora mendica 7-9 111 A%
38 Eilema complana 8-W-6 I
39 Euplagia quadripunctaria 9-W-6 I b
40 Phragmatobia fuliginosa 7-W-4 111
41 Rhyparia purpurata 9-W-5 I b 3
42 Spilosoma lubricipeda 6-10 11
43 Spilosoma luteum 6-10 111
Cossidae

44 CoSsUS COSsUS ( 28__\21:1;1) I a,c

Drepanidae
45 Drepana falcataria 6-10 I a
46 Habrosyne pyritoides 7-9 II a
47 Theteella fluctuosa 7-9 I a v
48 Thyatira batis 6-9 II a
49 Watsonalla cultraria 6-10 I a

Geometridae
50 Epeira syringaria 8-W-6 I a
51 Biston betularia 7-10 III
52 Bupalus piniarius 7-10 I
53 Cabera pusaria 6-9 I b
54 Campaea margaritata 8-W-7 II a
55 Camptogramma bilineatum 8-W-7 111
56 Chiasmia clathrata 5-9 11
57 Ennomos autumnaria 4-6 I b v
58 Epirrhoe alternata 6-9 111
59 Eupithecia extraversaria 8 111
60 Geometra papilionaria Herbst-W-5/6 I a(b)
61 Idaea aversata 9-W-5, 7-8 1T
62 Macaria liturata 6-7 I
63 Macaria wauaria 4-6 I b
64 Lomaspilis marginata 6-9 II a
65 Peribatodes secundaria 8-W-6 I a
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Fortsetzung Tabelle 7

Nr. Art LP EPW A RL-D RL-H RL-B
66 Plagodis dolabraria 6-7 I a
67 Timandra comae 7-W-5 I
68 Xanthorhoe ferrugata 6-7 und 8-9 11
69 Xanthorhoe fluctuata 8-W-6 III
Hepialidae
70 Hepialus humuli 6-9 I a,c ‘ |
Lasiocampidae
71 Dendrolimus pini 8-W-6 I a
72 Macrothylacia rubi 8-W-4 111
73 Malacosoma neustria 4-7 I a
Limacodidae
74 Apoda limacodes 7-9 I a ‘ |
Lymantriidae
75 Arctornis I-nigrum 8-W-5 I a,b
76 Lymantria dispar 4-6 I a,b A%
77 Lymantria monacha 4-6 I a,b
78 Orgyia antiqua 5-8 II a
Noctuidae
79 Acronicta megacephala 6-9 I a
80 Acronicta rumicis 6-10 I
81 Agrotis crassa 9-W-5 I a,b
82 Agrotis exclamationis 7-W-5 111
83 Amphipoea oculea 4-6 I b
84 Amphipyra pyramidea 4-6 I a,b
85 Apamea illyria 7-W-4 I a
86 Apamea monoglypha 8-W-5 I a
87 Apamea ophiogramma 9-W-5 I a,b
88 Apamea sordens 8-W-4 111
89 Apamea sublustris 9-W-5 I a
90 Autographa gamma 6-W-5 111
91 Autographa pulchrina 8-W-5 II a,b v
92 Axylia putris 6-9 111
93 Blepharita satura 5-6 I b
94 Cosmia pyralina 5-6 I a,b
95 Craniophora ligustri 6-9 II b
96 Cryphia algae 9-W-6 I a,b
97 Diachrysia chrysitis/tutti 6-W-5 11
98 Emmelia trabealis 6-9 III
99 Euplexia lucipara 7-10 11
100 Hadena bicruris 6-10 11

116




Fortsetzung Tabelle 7

Nr. Art LP EPW A RL-D RL-H RL-B
101 Hoplodrina octogenaria 7-W-5 11

102 Heliotis viriplaca 6-9 11

103 Hydraecia micacea 5-8 I a

104 Hypena proboscidalis 7-W-5 11

105 Ipimorpha subtusa 4-6 I b

106 Lacanobia oleracea 7-11 III

107 Lacanobia suasa 6-10 I

108 Lacanobia thalassina 7-10 111

109 Lycophotia porphyrea 8-W-5 I b

110 Macdunnoughia confusa 7-8 111

111 Mamestra brassicae 6-10 111

112 Melanchra persicariae 7-10 111

113 Mesapamea secalis 9-W-5? I

114 Mormo maura 9-W-6 I A%
115 Mythimna albipuncta 9_W6__58und 11

116 Mythimna conigera 7-W-5 I

117 Mythimna ferrago 10-W-5 I b

118 Mythimna impura 9-W-5, 7-8 111

119 Mythimna I-album 6-W-5 11

120 Mythimna pallens 6-W-5 111

121 Mythimna straminea 8-W-5 I a,b

122 Noctua comes 8-W-5 111

123 Noctua fimbriata 7-W-5 I

124 Noctua interjecta 8-W-6 111

125 Noctua janthina 8-W-5 11

126 Noctua pronuba 8-W-5 111

127 Ochropleura plecta 5-W-9 111

128 Oligia fasciuncula 8-W-5 111

129 Phlogophora meticulosa 6-W-5 11

130 Plusia festucae 687\)3114(1 10 a,b \%
131 Polia nebulosa 7-W-4 I a

132 Rivela sericealis 8-W-5 I

133 Scoliopteryx libatrix 4-6 und 7-9 I

134 Thalpophila matura 10-W-4 I b 3
135 Trachea atriplicis 7-10 111 3
136 Xestia c-nigrum 5-W-4 11
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Fortsetzung Tabelle 7

Nr. Art LP EPW A RL-D RL-H RL-B
Nolidae
137 Pseudoips prasinana 6-9 ‘ I ‘ a ‘ ‘ |
Notodontidae
138 Clostera pigra 6-10 I a
139 Drymonia obliterata 7-9 I a X
140 Notodonta dromedarius 6-9 I a
141 Phalera bucephala 7-9 I a X
142 Pheosia gnoma 9-W-7 I a X
143 Pterostoma palpina 5-10 I a
144 Ptilodon capucina 8-9, 6-7 I a X
145 Stauropus fagi 6-9 I a X
Pantheidae
146 Colocasia coryli 5-10 I a,b
147 Panthea coenobita 8-10 I a
Pyralidae
148 Eurrhypara hortulata 8-W-6 11
149 Myelois circumvoluta 7-W-5 I
150 Ostrinia nubilalis 6-W-4 III 70
151 Pleuroptya ruralis 8-W-6 111
Sphingidae
152 Deilephila elpenor 6-9 II a X
153 Deilephila porcellus 6-10 111 X
154 Hyles gallii 6-9 I a X 2
155 Hyloicus pinastri 6-9 I a
156 Laothoe populi 7-9 II a X
157 Mimas tiliae 6-8 I a X
158 Smerinthus ocellata 7-10 II a 3
Diskussion

Ziel der im Rahmen des Projektes durchgefiihrten Kartierung war es, solche
Lepidopterenarten zu erfassen, die in der Agrarlandschaft vorkommen, und abzukléren, ob die
Larven mit Maispollen in Kontakt kommen kénnen oder nicht. In einem zweiten Schritt galt
es die Arten herauszufiltern, die zumindest auf Populationsebene durch den Anbau von
transgenem Bt-Mais gefiahrdet sein kdnnten.

Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, muss fiir die Larven von 26 tag- und 53 nachtaktiven
Schmetterlingsarten aufgrund von Phinologie und Habitatpriferenzen eine hohe Expositions-
Wahrscheinlichkeit fiir Mais-Pollen angenommen werden, was allerdings noch nicht
zwangsldufig mit einer potenziellen Gefidhrdung gleichgesetzt werden darf. Unter
Abschitzung verschiedener Gesichtspunkte wurde daher der Versuch unternommen die Arten

118




herauszufiltern, die bei flichendeckendem Anbau von Bt-176-Mais zumindest in einzelnen
Populationen negativ beeinflusst werden konnten. Die meisten der aufgelisteten
Schmetterlingsarten sind in ihrer Verbreitung nicht allein auf die Agrarlandschaft (z. B.
Acker, Wiesen, Hecken und Wegrinder) beschrinkt, sondern kénnen auch andere Habitate
besiedeln, die von Maispollenflug nicht betroffen sind. Auch muss das Auftreten von
empfindlichen Larvalstadien nicht in jedem Jahr mit dem Pollenflug zusammenfallen, da
dieser von Aussaattermin und Witterung abhédngt. Darliber hinaus ist das Ausmal} des
Maisanbaus nicht in allen Bundesldndern gleich. Aus diesen Griinden gelten die
Gefihrdungskriterien nur auf Populations- und nicht auf Artebene.

Als Methode zur Lepidopteren-Erfassung wurde anstelle eines direkten Nachweises von
Larven, der Fang von Imagines gewéhlt. Durch die Verwendung einer Lichtfalle mit einem
geschitzten Einzugsgebiet von 1 bis 2 Kilometern wurden auch Waldarten wie Lymantria
dispar oder Hyloicus pinastri mit erfasst, deren Raupen kaum mit Maispollen in Kontakt
kommen diirften. Der direkte Nachweis von Larven in der Umgebung von Maisfeldern erwies
sich als nicht durchfiihrbar. Mit Hilfe von Klopfproben konnten nur sehr wenige Individuen
gesammelt werden. Eine Artbestimmung war bei den meisten Tieren nicht moglich, so dass
der Versuch unternommen wurde, die Larven bis zum Falterschlupf durchzuziichten. Dies
scheiterte z. T. daran, dass nicht die richtigen Futterpflanzen zur Verfiigung standen oder dass
die Tiere nicht das Falterstadium erreichten. Davon abgesehen erwies sich die Betreuung als
zu zeitaufwindig.

Anzumerken ist, dass eine Artenliste wie sie hier verdffentlicht wurde je nach
Untersuchungsgebiet und Region unterschiedlich zusammengesetzt sein diirfte. Die hier
verdffentlichte Liste kann somit nicht als reprdsentativ fiir das gesamte Bundesgebiet gelten.
Dennoch ist zu vermuten, dass ein GrofBteil der potenziell betroffenen Schmetterlingsarten
Mitteleuropas erfasst wurde, da es sich bei Arten, die in der Agrarlandschaft vorkommen in
der Regel um recht eurydke Spezies mit groBem Verbreitungsgebiet handelt. Vor allem
Populationen solcher Arten miissen in ihrem Bestand als potenziell gefdhrdet angesehen
werden, die nachweislich durch das CrylAb-Toxin geschiddigt werden, deren Larvalhabitate
hauptsidchlich Wiesen oder andere Bereiche der Agrarlandschaft sind und die als regional
gefdhrdet eingeschitzt werden. Insbesondere bei nur liickenhaft verbreiteten Arten kann die
Schiadigung einzelner Populationen Einfluss auf den Gesamtbestand einer bestimmten Region
haben.

Die umfassendsten Angaben zur Empfindlichkeit von Schmetterlingen auf B.t.-Endotoxine
und Sporen finden sich bei KRIEG & LANGENBRUCH (1981), KRIEG (1986) und GLARE &
O'CALLAGHAM (2000). Allerdings sind hier nur die verschiedenen B.t.-Subspezies aufgefiihrt.
Angaben tiber die Wirkung einzelner Toxine fehlen jedoch. AuBBerdem beziehen sich die dort
gemachten Angaben zumindest teilweise auf Tests, in denen Sporen und Endotoxine
kombiniert verfiittert wurden. Allgemein beruht die Wirkung bestimmter O-Endotoxin-
Kristalle auf Schmetterlingslarven auf dem Vorhandensein spezifischer Rezeptoren in den
Zellen des Mitteldarmepithels. Sehr wichtig ist aulerdem der pH-Wert des Mitteldarms, da
die dort vorhandenen Proteinasen das hochmolekulare B. t.-Protoxin zum aktiven Toxin
hydrolysieren. Da die Wirkung des B. t.-Toxins somit von 3 Variablen abhdngt, ist eine
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Reaktion im Einzelfall nur schwer abzuschétzen. Exakte Angaben zur Sensitivitdt einzelner
Schmetterlingsarten (LDsp-Werte) sind somit erst nach der Durchfiihrung umfangreicher
Biotests moglich. Dennoch wurde zu kldren versucht, welche der 79 o. g. Arten (hohe
Expositionswahrscheinlichkeit der Larven fiir Maispollen) durch die Aufnahme von Pollen
der Linie Bt-176 geschiddigt werden konnen und somit zu den potenziell gefahrdeten Spezies
gerechnet werden miissen.

Raupen der beiden Nymphaliden Inachis io und Aglais urticae wurden, wie in dieser Studie
gezeigt, durch Maispollen der Linie Bt-176 eindeutig geschéddigt, wodurch eine Untersuchung
von FELKE & LANGENBRUCH (2003) bestétigt werden konnte. Dariiber hinaus reagieren laut
KRIEG & LANGENBRUCH (1981), KRIEG (1986) und GLARE & O'CALLAGHAM (2000) weitere
Nymphaliden empfindlich auf B. t. kurstaki-Préparate. Es ist daher anzunehmen, dass
Vertreter dieser Schmetterlingsfamilie generell empfindlich auf das Cry1Ab-Toxin reagieren.
Laborversuche belegen, dass Papilio machaon, der einzige hier aufgelistete Vertreter der
Familie Papilionidae bei Aufnahme von Bt-176-Maispollen ebenfalls geschadigt wird
(VOITECH, 2002). Auch fiir verschiedene WeiBlinge (Pieridae) gilt eine Empfindlichkeit
gegen Cryl Ab-Toxin als sicher (KRIEG & LANGENBRUCH, 1981; KRIEG, 1986; FELKE, 2000).
Verschiedene Arctiidaec (Bérenspinner), Geometridae (Spanner) und Lasiocampidae
(Glucken) erwiesen sich nach KRIEG & LANGENBRUCH (1981), KRIEG (1986) und GLARE &
O'CALLAGHAM (2000) gegeniiber B. t. subsp. kurstaki als empfindlich. Eine Empfindlichkeit
gegeniliber B. t. subsp. kurstaki wurde auch fiir mehrere Arten der Familien Hesperiidae
(Dickkopffalter), Lycaenidae (Bldulinge), Zygaenidae (Widderchen) und Sphingidae
(Schwirmer) festgestellt (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000). Da B. t. subsp. kurstaki HD-1 das
auch in Bt-Mais gebildete CrylAb-Toxin exprimiert, kann fiir Vertreter dieser
Schmetterlingsfamilien eine Suszeptibilitit gegeniiber dieser Toxinklasse vermutet werden.
Der Maisziinsler (Ostrinia nubilalis) kann effektiv mit Bt-Mais bekdmpft werden. Somit ist
davon auszugehen, dass auch andere Pyraliden durch das im Pollen enthaltene Cry1Ab-Toxin
geschadigt werden.

Inwieweit Noctuiden durch den Anbau von Bt-Mais betroffen sein konnten, lésst sich bislang
nur schwer beurteilen. Allgemein gilt, dass die Larven dieser Schmetterlingsgruppe nur selten
mit B. t. kurstaki-Praparaten in normalen Aufwandmengen bekdmpft werden konnen. Aus
diesem Grund sind BT-Priparate, die ausschlieBlich CrylAb-Toxin enthalten gemifl dem
Pflanzenschutzmittel-Verzeichnis nicht zum Einsatz gegen Eulenraupen zugelassen. Laut
KRIEG (1986) sind bei Noctuiden deutliche Unterschiede in Bezug auf die Empfindlichkeit
gegeniiber Bacillus thuringiensis bekannt, was v. a. von der Auswahl der verwendeten B. t.-
Stimme, bzw. den hier gebildeten Toxin-Kristallen abhéngt. Zur Wirkung des CrylAb-
Toxins auf Noctuiden liegen nur wenige Untersuchungen vor. Die Gammaeule (Autographa
gamma) wird von KRIEG & LANGENBRUCH (1981) und KRIEG (1986) gegeniiber dieser
Toxinklasse als schwach empfindlich eingestuft. Die Wintersaateule (Agrotis segetum) wurde
in Fiitterungsversuchen mit Pollen der Linie Bt-176 selbst durch extrem hohe Pollenmengen
fast nicht geschédigt (FELKE & LANGENBRUCH, 2002). Ebenfalls nur schwach ist die Wirkung
auf einen weiteren Vertreter dieser Gattung. MACINTOSH et al. (1990) untersuchten die
Wirkung von trypsinisiertem CrylAb-Toxin auf neonate Agrotis ipsilon-Larven und konnten
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einen LCso-Wert von > 80 pg/ml feststellen. Junglarven der amerikanischen Noctuide Euxoa
messoria erwiesen sich dagegen in Laborversuchen mit den BT-Préparaten ,,Thuricide 90
TS, ,, Thuricide-HP*, ,,Biotrol BTB 183 und ,,Dipel* als recht empfindlich (CHENG, 1973).
Anzumerken ist hier aber, dass in diesen Préparaten neben Toxin-Kristall-Komplexen auch
lebende Sporen mit einer Konzentration von 4,0 bis 8,6 x 10* pro ml Suspension vorhanden
waren. Auch Spodoptera exigua kann effektiv mit CrylAb-Toxin bekdmpft werden. Wie
PERLAK et al. (1990) zeigen konnten, waren Blédtter von transgenen Baumwollpflanzen, die
eine verkiirzte Form dieses Toxins produzieren, wirkungsvoll gegen Raupen dieser Art
geschiitzt. Diese uneinheitlichen Ergebnisse erschweren eine Beurteilung der
Gefahrdungssituation von Noctuiden. In welchem Ausmall die in Tabelle 8 aufgelisteten
einheimischen Noctuiden durch die Aufnahme von transgenem Mais der Linie Bt-176
geschidigt werden, konnten erst Laboruntersuchungen erbringen.

Tabelle 8: Schmetterlingsarten der zweijahrigen Kartierung, fiir die nach derzeitigem Wissenstand
eine Gefahrdung durch den Pollen von Bt-176-Mais zumindest auf Populations- bzw.
Subpopulationsebene nicht ausgeschlossen werden kann. Einstufung des Risikos. 1:
Risiko minimal, da groBflachig verbreitet. Einige Arten werden fiir bestimmte Kulturen
sogar als Schadlinge eingestuft (*). 2: Risiko erhoht, da Populationsdichte deutlich
geringer als bei 1. 3: hohes Risiko, da nur liickenhaft vorkommend. ?: Risiko kann z. Zt.
nicht sicher abgeschétzt werden.

Nr. Art Risikoeinstufung
Hesperiidae
1 Carterocephalus palaemon 2
2 Ochlodes venatus 2
Lycaenidae
3 Lysandra bellargus 2
4 Polyommatus icarus 2
Nymphalidae
5 Aglais urticae 2
6 Aphantopus hyperantus 2
7 Clossiana selene 2
8 Coenonympha arcania 2
9 Coenonympha pamphilus 2
10 Cynthia cardui 2
11 Inachis io 2
12 Issoria lathonia 3
13 Lasiommata megera 2
14 Maniola jurtina 2
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Fortsetzung Tabelle 8

Nr. Art Risikoeinstufung
15 Melanargia galathea 2
16 Mellicta athalia 3
17 Vanessa atalanta 2

Papilionidae
18 Papilio machaon 3
Pieridae
19 Anthocharis cardamines 2

20 Colias hyale 2
21 Leptidea sinapis / reali 1
22 Pieris brassicae * 1
23 Pieris napi * 1
24 Pieris rapae * 1

Zygaenidae

25 Zygaena filipendulae 3

26 Zygaena lonicerae 3
Arctiidae

27 Diacrisia sannio 2
28 Diaphora mendica 2
29 Phragmatobia fuliginosa 2
30 Spilosoma lubricipeda 2
31 Spilosoma luteum 2

Geometridae

32 Biston betularia 1
33 Camptogramma bilineatum 1
34 Chiasmia clathrata 1
35 Epirrhoe alternata 1
36 Eupithecia extraversaria 1
37 Idaea aversata 1
38 Timandra comae 1
39 Xanthorhoe ferrugata 1
40 Xanthorhoe fluctuata 1

Lasiocampidae
41 Macrothylacia rubi 1
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Fortsetzung Tabelle 8

Nr. Art Risikoeinstufung
Noctuidae
42 Acronicta rumicis ?
43 Agrotis exclamationis ?
44 Apamea sordens * ?
45 Autographa gamma * ?
46 Axylia putris ?
47 Diachrysia chrysitis/tutti ?
48 Emmelia trabealis ?
49 Euplexia lucipara ?
50 Hadena bicruris ?
51 Hoplodrina octogenaria ?
52 Heliotis viriplaca ?
53 Hypena proboscidalis ?
54 Lacanobia oleracea * ?
55 Lacanobia suasa ?
56 Lacanobia thalassina ?
57 Macdunnoughia confusa ?
58 Melanchra persicariae * ?
59 Mythimna albipuncta ?
60 Mythimna conifera ?
61 Mythimna impura ?
62 Mythimna l-album ?
63 Mythimna pallens ?
64 Noctua comes ?
65 Noctua fimbriata ?
66 Noctua interjecta ?
67 Noctua janthina ?
68 Noctua pronuba * ?
69 Ochropleura plecta ?
70 Oligia fasciuncula ?
71 Phlogophora meticulosa ?
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Fortsetzung Tabelle 8

Nr. Art Risikoeinstufung
72 Rivula sericealis ?
73 Trachea atriplicis ?
74 Xestia c-nigrum ?
Pyralidae
75 Eurrhypara hortulata 1
76 Pleuroptya ruralis 1
Sphingidae
77 Deilephila porcellus 2

In Tabelle 8 sind alle die Schmetterlingsarten der zweijdhrigen Kartierung enthalten, fiir die
eine Gefdhrdung zumindest auf Populationsebene zum jetzigen Zeitpunkt nicht
ausgeschlossen werden kann. Die meisten der genannten Arten besiedeln neben Habitaten in
der Agrarlandschaft auch andere Lebensrdume und kommen dariiber hinaus in relativ hoher
Populationsdichte vor. Andere Spezies sind dagegen nur liickenhaft verbreitet, ihre
Populationen im Riickgang begriffen oder sogar, zumindest in bestimmten Bundeslédndern, in
ihrem Bestand bedroht. Von den aufgelisteten Arten konnen insbesondere 5 Arten durch den
Anbau von transgenem Bt-Mais betroffen sein. Issoria lathonia LINNAEUS, 1758, der Kleine
Perlmuttfalter legt seine Eier bevorzugt an Viola arvensis (Acker Stiefmiitterchen). Daher ist
das Larvalhabitat der Art hauptséchlich auf die Agrarlandschaft (v. a. Getreideicker, Brachen)
beschriankt. Zudem ist die Art regional, wie z. B. in Baden-Wiirttemberg stark gefdhrdet
(EBERT, 1991).

Als dhnlich stark betroffen wird Mellicta athalia ROTTEMBURG, 1775 eingeschitzt. Die
Larven des Wachtelweizen-Scheckenfalters erndhren sich hauptséchlich von Wiesen-
Wachtelweizen. Regional gilt die Art als stark gefdhrdet. Papilio machaon LINNAEUS, 1758
wird der gleichen Gefdhrdungsklasse zugeordnet. Der Schwalbenschwanz ist im gesamten
Bundesgebiet nur liickenhaft verbreitet. Die Raupenfutterpflanzen sind hauptséchlich auf
Wiesen zu finden. Gute Entwicklungsmoglichkeiten findet die Art auf Fenchel- oder Dill-
Feldern. Besonders hier ist eine Kontamination der Futterpflanzen mit Maispollen denkbar.
Auch die beiden aufgefiihrten Zygaena-Arten sind nur regional verbreitet. Auerdem sind die
Populationen in den letzten Jahrzehnten stark riickldufig. Um weitere in Deutschland
vorkommende Arten zu erfassen, die in ihrem Bestand durch den Anbau von gentechnisch
verandertem Bt-Mais gefdhrdet sein konnten, sollte die hier begonnene Studie durch eine
Literaturrecherche erginzt werden. ScHMITZ et al. (2003) fiihrten eine solche
Literaturrecherche durch, die auf der Makrolepidopteren-Datenbank LEPIDAT basiert. Nach
ihrer Einschitzung kdnnen 96 Makrolepidopterenarten, die in Deutschland typischerweise in
der Agrarlandschaft vorkommen, aufgrund von Phinologie und Habitat-Praferenzen mit
Maispollen in Kontakt kommen. 38 dieser Spezies werden in der Roten Liste gefiihrt und
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gelten als selten oder gefdhrdet. Da keine Angaben zur Empfindlichkeit der Arten gegeniiber
dem CrylAb-Toxin gemacht werden, ldsst sich allerdings nicht ableiten, inwieweit die
Populationsentwicklung der aufgelisteten Arten durch den Anbau von Bt-Mais betroffen sein
konnte.

Generell sind unsere einheimischen Schmetterlingsarten durch eine ganze Reihe
anthropogener Einfliisse bedroht. Die gro3te Bedrohung geht aber von der Habitatzerstorung
aus. Der Anbau von Bt-Mais-Sorten, die dhnlich dem Bt-176-Mais gro3e Mengen Toxin im
Pollen produzieren, stellt eine zusidtzliche, potentielle Gefahrenquelle dar, deren
Auswirkungen auf zahlreiche Arten zum jetzigen Zeitpunkt aber noch nicht abgeschétzt
werden konnen. Deshalb empfiehlt sich nach unserer Meinung beim Anbau von Mais-Sorten,
die Bt-Toxin in der genannten Hohe im Pollen exprimieren eine Mantelsaat mit
konventionellem Mais. Diese prophylaktische MaBnahme war bereits frither von FELKE &
LANGENBRUCH (2001) vorgeschlagen worden und wiirde etwa einer Abstandsauflage
entsprechen, wie sie fiir den Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln gilt. Bei der
Sortenwahl ist darauf zu achten, dass die nicht-transgene Sorte zum Blithzeitpunkt mindestens
die gleiche Hohe wie die Bt-Sorte haben sollte.

5. Diskussion

5.1. Allgemeine Diskussion

Im Rahmen des hier vorgestellten Projekts sollte durch eine Kombination von Labor- und
Freilandstudien untersucht werden, in welchem Ausmall die einheimische
Schmetterlingsfauna durch den Anbau von insektenresistentem, transgenem Bt-Mais
gefdhrdet wird. Es handelt sich bei dem sog. Bt-Mais um gentechnisch veridnderten Mais, in
dessen Genom eine DNA-Sequenz des Bodenbakteriums Bacillus thuringiensis BERLINER,
1911 eingebaut wurde. Schon bald erkannte man die hohe Selektivitit des Bakterien-Toxins
gegeniiber Schmetterlingsraupen und bereits BERLINER, der die Art 1915 beschrieb, betonte
die Bedeutung von B. t. fiir die biologische Bekdmpfung von Schadinsekten. In den 30er
Jahren des 20. Jahrhunderts fanden dann auch die ersten Bekdmpfungsmalnahmen gegen
Maisziinsler und KohlweiBlinge statt (KRIEG, 1986). Mittlerweile konnen drei B. t.-
Pathotypen mit klar abgegrenzten Wirtsbereichen unterschieden werden: neben dem
Lepidopteren-spezifischen Pathotyp A wurden spéter auch noch der Nematoceren-spezifische
Pathotyp B, sowie der Chrysomeliden-spezifische Pathotyp C entdeckt. Die Anzahl der
bislang bekannten B. t.-Stdmme, die sich v. a. hinsichtlich der gebildeten Toxin-Klassen
unterscheiden, lasst sich mittlerweile kaum noch tiberschauen.

Erst seit Mitte der 1990er Jahre werden B. t.-DNA-Sequenzen mittels biotechnologischer
Verfahren auch in das Erbgut verschiedener Kulturpflanzen eingebaut, was die derart
verdanderten Pflanzen gegeniiber Schadinsekten resistent macht. Man hofft, mit Hilfe dieser
neuen Technologie effektiver und kostengiinstiger gegen Schadlinge vorgehen, und auf den
Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln verzichten zu konnen. Der hier untersuchte
transgene Bt-Mais exprimiert das selektiv gegen Lepidopteren wirkende kristalline Endotoxin
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CrylAb (KOzIEL et al., 1993). Aufgrund des jahrzehntelangen Einsatzes von Bt-Priparaten im
biologischen Pflanzenschutz und der bekannten Spezifitit des exprimierten CrylAb-Toxins
wurde ein negativer Einfluss auf Nicht-Ziel-Organismen zundchst nicht befiirchtet (PILCHER
& RICE, 1998). Allerdings war zu diesem Zeitpunkt bereits hinldnglich bekannt, dass beim
Einsatz von Bt-Préparaten sehr wohl auch Populationen von Nicht-Ziel-Schmetterlingen
signifikant beeintrachtigt werden konnen (JOHNSON et al., 1995; WAGNER et al., 1996;
WHALEY et al., 1998).

Auch wusste man, dass transgene Bt-Maissorten das Cryl Ab-Toxin nicht nur in den Bléttern,
sondern auch in anderen Pflanzenteilen exprimieren kdnnen (FEARING et al., 1997; HUGGER,
1998). In dem hier untersuchten Kontext ist vor allem der Pollen wichtig, da dieser mit dem
Wind verdriftet wird und somit auch auBlerhalb des Maisfeldes gelangen kann. Vor allem
Pollen der von der Fa. NOVARTIS (heute: SYNGENTA SEEDS) entwickelten Linie Bt-176
weist eine extrem hohe Konzentration des CrylAb-Toxins auf. Da Larven aus den
unterschiedlichsten Schmetterlingsfamilien empfindlich gegeniiber Bacillus thuringiensis-
Endotoxinen reagieren (KRIEG & LANGENBRUCH, 1981; KRIEG, 1986) schienen nicht
beabsichtigte Effekte auf solche Nicht-Zielschmetterlinge moglich, deren Raupen zum
Zeitpunkt der Pollenbliite in der Ndahe von Maisfeldern vorkommen.

Ein solcher negativer Effekt auf einen Nicht-Ziel-Organismus wurde erstmals von LOSEY et
al. (1999) in einer Laborstudie festgestellt. Die Raupen des in Nordamerika sehr populdren
Monarchfalters (Danaus plexippus) wurden geschéddigt, wenn sie von Futterpflanzen frafen,
die mit Pollen einer transgenen Bt-Maissorte bedeckt waren. Interessanterweise handelte es
sich hierbei um die Maishybride N4640 der Linie Bt-11. Von dieser Linie ist bekannt, dass
der Pollen weitaus weniger Toxin enthélt, als der Pollen der Linie Bt-176. Wéhrend 1 g des
Pollens von Bt-176-Mais bis zu 7,1 pg Toxin enthalten kann, liegt der Vergleichswert in den
Linien Bt-11 und MONS810 bei weniger als 0,09 pg Toxin pro Gramm Pollen (STANLEY-
HORN et al., 2001). Nachfolgende Labor- und Freilanduntersuchungen mit der Linie Bt-176
bestdtigten, dass auch hier der Pollen fiir Raupen verschiedener Schmetterlingsarten toxisch
wirkt (HANSEN & OBRYCKI, 2000; HELLMICH et al., 2001; FELKE & LANGENBRUCH, 2001).

Im Rahmen der hier veroffentlichten Studie wurde festgestellt, dass Raupen von 7
einheimischen Schmetterlingsarten gegeniiber dem in Bt-176-Mais exprimierten CrylAb-
Toxin empfindlich sind. Beim Vorhandensein von Pollen der Linie Bt-176 auf ihren
Futterpflanzen, nahmen sie im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe weniger
Nahrung auf und zeigten eine geringere Gewichtszunahme sowie eine erhohte Mortalitétsrate.
Tests mit Pollen von isogenem, konventionellem Mais belegten, dass der Maispollen selbst
keine Toxizitdt fiir die Larven aufweist.

5.2. Laborversuche mit Maispollen der Linien Bt-176 und MON810

In Labor-Fiitterungsversuchen ohne Auswahlmoglichkeit wurden Larven von Kleinem Fuchs
(Aglais urticae), Tagpfauenauge (Inachis io), Kohlmotte (Plutella xylostella) und Maisziinsler
(Ostrinia nubilalis) durch die Aufnahme von Pollen des transgenen Mais-events Bt-176
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geschiadigt. Im Vergleich zu unbehandelter Kontrolle, bzw. einer Variante mit
konventionellem Maispollen &uBlerte sich dies in verringerter Gewichtszunahme und
Nahrungsaufnahme, sowie einer erhohten Mortalitdtsrate. Neonate Raupen des Kleinen Fuchs
zeigten ab einer Applikation von 10 Pollenkdérnern der Sorte PACTOL CB auf ihr Futterblatt
eine signifikant erhohte Mortalititsrate, sowie eine signifikant verringerte Gewichtszunahme.
Auch fir Raupen des Tagpfauenauges (L; und L) konnte ab einer Menge von 10
Pollenkornern eine signifikant geringere Gewichtszunahme registriert werden. Eine statistisch
abzusichernde Erh6hung der Mortalititsrate trat bei beiden Larvalstadien ab einer Applikation
von 40 Pollenkdrnern der Sorte PACTOL CB auf. Altere Tagpfauenaugen-Raupen (L)
zeigten im Biotest zwar keine erhohte Mortalitdtsrate, es traten allerdings subletale Effekte in
Form einer verringerten Gewichtszunahme auf. Ab einer Applikation von durchschnittlich 40
Pollenkornern war die Gewichtszunahme der iiberlebenden Raupen signifikant verringert.

Maisziinsler-Raupen (L,) zeigten ab einer Applikation von 20 Bt-Pollenkérnern eine
signifikant erhohte Mortalitdtsrate. Hinsichtlich der Gewichtszunahme erwiesen sich die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Varianten dagegen als statistisch nicht absicherbar.
In Biotests mit Larven der Kohlmotte wurde zusétzlich der Einfluss des Pollens auf die
Nahrungsaufnahme der Tiere untersucht. Bereits ab einer Zahl von 2 applizierten
Pollenkornern der Sorte PACTOL CB (Bt+) fralen die Raupen signifikant weniger als die
Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe. Hinsichtlich der Mortalitdtsrate zeigten sich
signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle ab einer Dosis von 4 Pollenkérnern.
Der Vergleich zwischen Zielorganismus und Nicht-Ziel-Organismen ergab, dass
Tagpfauenauge (Inachis i0) und Kleiner Fuchs (Aglais urticae) ebenso sensibel auf das in Bt-
176-Mais gebildete Toxin reagieren wie der Maisziinsler. Die Kohlmotte (Plutella xylostella)
erwies sich dagegen als weitaus empfindlicher. Die Larven der Wintersaateule (Agrotis
segetum), die stellvertretend fiir andere einheimische Noctuiden getestet wurden, wurden
durch den Verzehr von Bt-176-Pollen kaum geschidigt. Selbst fiir neonate Raupen, die mehr
als 500 Pollenkorner gefressen hatten, lag die Mortalitdtsrate nach einer Woche lediglich bei
knapp 8 % und war damit nur rund 3 % hoher als in der unbehandelten Kontrollgruppe.
Dieser geringe Unterschied erwies sich als statistisch nicht signifikant.

Dagegen lieBen sich hinsichtlich der Gewichtzunahme sowohl fiir neonate Raupen, als auch
fiir Tiere des zweiten Larvalstadiums signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Varianten feststellen. Fiir beide Larvalstadien wiesen die Individuen, die mit Pollen von
PACTOL CB-Mais (Bt+) gefiittert worden waren, nach einer Woche den geringsten
Gewichtszuwachs auf. Angesichts der hohen applizierten Pollenmengen, die unter
Freilandbedingungen auflerhalb von Maisfeldern nicht zu erwarten sind, ist davon
auszugehen, dass die Art A. segetum durch transgenen Mais der Linie Bt-176 nicht gefdhrdet
ist. Ob eine derartige Einschitzung auch fiir andere einheimische Noctuiden zuldssig ist, muss
vorerst offen bleiben, da diese Familie sehr artenreich ist und die Empfindlichkeit gegeniiber
Bt-Toxinen nicht einheitlich ist. Es wird daher angeregt Larven weiterer einheimischer
Noctuidenarten zu untersuchen, die aufgrund von Phinologie und Habitatpriferenzen mit
Maispollen in Kontakt kommen konnen. Die iibrigen 4 hier vorgestellten Arten miissen
dagegen gegeniiber dem Pollen von Bt-176 Mais als empfindlich eingestuft werden.
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Auch nordamerikanische Studien wiesen negative Effekte von Pollen zweier Bt-Maislinien
auf Nicht-Ziel-Schmetterlinge nach. Verglichen mit einer unbehandelten Kontrollgruppe war
die Gewichtszunahme von neonaten Monarchfalterlarven ab einer Pollendichte von 11-20
Pollenkdrnern/cm?® (Maximizer 454, Bt-176) signifikant niedriger (HELLMICH et al., 2001).
Zum Teil trat dieser Effekt sogar schon ab einer Dichte von 5-10 Pollenkdrnern/cm? auf.
Ebenfalls ab 11-20 Pollenkdrnern/cm® war ein signifikanter Anstieg der Mortalititsrate zu
beobachten. Die Uberlebensrate betrug bei dieser Menge 76 % gegeniiber 99 % in der
unbehandelten Kontrolle. LOSEY et al. (1999) registrierten in Laborversuchen mit Pollen der
Sorte N4640 (Bt-11-Mais) fiir neonate Monarchfalter-Raupen nach 4 Tagen -eine
Uberlebensrate von 56 %. Diese war gegeniiber den beiden Kontrollgruppen (unbehandelte
Kontrolle bzw. Pollen von konventionellem Mais) statistisch absicherbar verringert.
Hinsichtlich Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme wurden fiir die Bt-Variante
signifikant niedrigere Werte beobachtet, als fiir die beiden iibrigen Varianten. Allerdings
fehlen Angaben zur applizierten Pollenmenge. Es wird lediglich mitgeteilt, dass die
aufgebrachte Pollenmenge optisch der in Maisfeldern auf milkweed-Pflanzen (Asclepias
curassavica) vorzufindenden Menge entsprach. Fiir frisch geschliipfte Papilio polyxenes-
Larven wurde im Vergleich zu einer Kontrolle ab einer Dosis von 100 Pollenkdrnern/cm’
(Max 454, Bt-176) eine signifikant hohere Mortalitatsrate festgestellt (ZANGERL et al., 2001).

Bei den hier vorgestellten Laborbiotests mit Maispollen der Linie Bt-176 wurden zwischen
den einzelnen Arten extreme Empfindlichkeits-Unterschiede festgestellt, die sich u. a. anhand
von LDsp-Werten (Anzahl applizierter Pollenkorner pro Larve) ablesen lassen (s. Tab. 1).
Raupen der Kohlmotte (L4) erwiesen sich von allen getesteten Arten gegeniiber dem Pollen
von transgenem Mais der Sorte PACTOL CB (Bt+) am empfindlichsten. Bei Verfiitterung
von frischem Pollen lag der LDsp-Wert fiir diese Art bei 7,77 Pollenkérnern. Der bei FELKE &
LANGENBRUCH (2001) angegebene LDsp-Wert fiir Kohlmottenraupen des vierten
Larvalstadiums lag dagegen mit 19,20 applizierten Pollenkdrnern deutlich hdéher. Dieser
Unterschied konnte damit erkldrt werden, dass hier Pollen verwendet wurde, der mehrmals
aufgetaut und wieder eingefroren wurde. Es ist zu vermuten, dass ein Teil des im Pollen
enthaltenen Toxins auf diese Weise denaturiert wurde. Es ist allerdings auch nicht
auszuschlieBen, dass Unterschiede hinsichtlich der Toxinexpression im Pollen auftraten.

Im Freiland akkumuliert sich Maispollen insbesondere an windgeschiitzten Pflanzenteilen wie
z. B. in Blattachseln. Bleiben Niederschldge aus, kann Pollen durchaus mehrere Tage oder
Wochen auf Pflanzen in der Ndhe von Maisfeldern liegen bleiben (PLEASANTS et al., 2001
und eigene Beobachtungen). Es wurde daher getestet, ob die Toxizitdt von BT-176-Pollen im
Verlauf der Zeit abnimmt. Selbst nach dreiwochiger Lagerung lie3 die Toxizitdt des Pollens
auf Kohlmottenlarven (L4) nicht nach. Der Pollen war bei Temperaturen zwischen 20 und
30°C, sowie einer Luftfeuchtigkeit von 70 bis 80 % unter Gewichshaus-Bedingungen
aufbewahrt worden. Im Freiland konnten die hier simulierten Bedingungen der
Pollenlagerung  (vergleichsweise  geringe  Schwankungen von  Temperatur und
Luftfeuchtigkeit, keine direkte Sonnen-Einstrahlung) beispielsweise fiir Pollen gelten, der
sich in Blattachseln gesammelt hat. Untersuchungen ob, und wenn ja unter welchen
Bedingungen, es zu einer Denaturierung des Toxins kommen kann stehen noch aus. Um
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freilandnahe Bedingungen zu simulieren sollte der Pollen vor der Verwendung im Biotest
starkeren Temperatur- und Luftfeuchtigkeits-Schwankungen, sowie direktem Sonnenlicht
ausgesetzt werden. PUSZTAI et al. (1991) stellten fest, dass gereinigte Bt-Toxin-Kristalle
durch den Anteil des Sonnenlichts zerstort werden, der eine Wellenldnge von 300 bis 380 nm
aufweist (UV-A- und UV-B-Strahlung). Die Inaktivierung des Toxins beruht dabei auf einer
Denaturierung der Tryptophan-Anteile. Ob die Pollen-Hiille fiir das im Pollen befindliche Bt-
Toxin einen gewissen Schutz vor UV-Strahlung bietet, miisste durch entsprechende Biotests
gekléart werden.

Auch fiir Larven weiterer Schmetterlingsarten wurden Biotests zur Bestimmung von LDsp-
Werten durchgefiihrt. Erneut beziehen sich die angegebenen Werte auf die pro Individuum
applizierte Pollenmenge (Bt-176-Mais, Sorte: PACTOL CB). Fiir neonate Raupen von
Kleinem Fuchs (32,04), frisch geschliipfte Tagpfauenaugen-Larven (36,67), sowie
Maisziinslerlarven des zweiten Larvalstadiums (32,43) lieBen sich fast identische
Empfindlichkeiten feststellen. Dagegen liel sich fiir die Wintersaateule (L; und L;) kein
LDso-Wert berechnen, da selbst die Verfiitterung von mehr als 500 Pollenkdrner an neonate
Larven nicht zu einer signifikant erhohten Mortalitdtsrate fiihrte. Alle, im Rahmen dieser
Studie veroffentlichten LD, -Werte beziehen sich nicht auf die tatsdchlich verzehrte, sondern

auf die applizierte Pollenmenge. Da die FraBleistung der Raupen mit zunehmender
Pollenbedeckung der Futterpflanzen abnahm, und somit nicht mehr der gesamte applizierte
Pollen gefressen wurde, ist davon auszugehen, dass LD,,-Werte, die sich auf die tatséchlich
aufgenommene Pollenmenge beziehen wiirden, mit Sicherheit niedriger ligen als die o.g.
Werte. Nach den Angaben von VOITECH (2002) fiir Papilio machaon liegt der auf die
tatsidchlich gefressene Pollenmenge bezogene LDsp-Wert bei lediglich einem Drittel des
Wertes, der sich auf die applizierte Pollenzahl bezieht.

Aus vergleichbaren Untersuchungen finden sich kaum Angaben tiber LDso-Werte, die sich auf
Bt-Pollen beziechen. FELKE et al. (2002) ermittelten fiir Pieris rapae (L) einen LDso-Wert von
39 und fiir P. brassicae (L,) einen Wert von 139 Pollenk6rnern, wobei sich die Angaben auf
die Anzahl der applizierten Pollenkorner (Bt-176-Mais, Sorte: PACTOL CB) beziehen.
VOITECH (2002) gibt fiir neonate Schwalbenschwanzlarven einen LDsp-Wert von 86
Pollenkérner (pro cm’ applizierter Pollen), bzw. 28 Pollenkdrner (tatsdchlich verzehrter
Pollen) an (Bt-176-Mais, Sorte: NAVARES). ZANGERL et al. (2001) berechneten fiir neonate
Papilio polyxenes-Larven einen LDso-Wert von 613 Pollenkdrnern/cm” (Bt-176-Mais, Sorte:
Max 454). Somit wird deutlich, dass die Empfindlichkeit von Larven verschiedener
Schmetterlingsarten gegeniiber dem CrylAb-Toxin aus Bt-176-Pollen stark differiert und
allgemeine Angaben iiber eine eventuelle Gefihrdung von Lepidopteren durch den Anbau von
Bt-Mais der Linie Bt-176 nicht zuldssig sind. Fiir gesicherte Aussagen miisste in einem ersten
Schritt geklart werden, wie wahrscheinlich eine Maispollen-Exposition fiir die Larven ist.
Danach miissten durch Laboruntersuchungen LDso-Werte fiir Arten mit hinreichender
Expositions-Wahrscheinlichkeit ermittelt werden. Zumindest zeigen die vorliegenden
Ergebnisse, dass Larven etlicher Nicht-Ziel-Schmetterlinge durch Bt-176-Pollen mindestens
in gleichem MaBe geschédigt werden konnen, wie die Maisziinsler-Raupe.
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Untersuchungen mit verschiedenen Larvalstadien des Tagpfauenauges ergaben, dass
Jungraupen weitaus empfindlicher auf Bt-Pollen reagieren, als dltere Larven. Wiahrend fiir
neonate Raupen ein LDso-Wert von 36,7 Pollenkérnern berechnet wurde, lag der LDso-Wert
fiir Individuen des zweiten Larvalstadiums bei 61,4. Noch édltere Tiere vertrugen sogar
deutlich hohere Pollenmengen. Fiir Individuen des vierten Larvalstadiums konnte kein LDsg-
Wert berechnet werden, da bis zur hochsten getesteten Dosis (80 Pollenkdrner pro Larve)
keine signifikant erhohte Mortalitdtsrate auftrat. Dies bestétigt frithere Untersuchungen von
FELKE & LANGENBRUCH (2001) mit verschieden alten Kohlweilllingsraupen (Pieris brassicae
und P. rapae). Nach bisherigen Erkenntnissen muss davon ausgegangen werden, dass neonate
Larven stirker durch die Aufnahme von Bt-Maispollen geschéidigt werden als éltere und
somit auch schwerere Raupen. Laut KRIEG & LANGENBRUCH (1981) reagieren Junglarven auf
B. t. —Endotoxine generell empfindlicher als Altlarven.

Dagegen ldsst sich im interspezifischen Vergleich nicht unbedingt vom Larvalgewicht auf die
Toxin-Empfindlichkeit schlieBen. So waren die hier untersuchten Kohlmottenlarven (L4)
schwerer als neonate Raupen von Tagpfauenauge und Kleiner Fuchs, gleichzeitig aber
wesentlich empfindlicher. Auch das Beispiel der beiden, von FELKE et al. (2002) untersuchten
KohlweiBlingsarten verdeutlicht, dass phylogenetisch nah verwandte Spezies deutliche
Suszeptibilitits-Unterschiede zeigen konnen. Obwohl die Raupen von P. brassicae und P.
rapae zu Testbeginn nahezu das gleiche Durchschnittsgewicht aufwiesen, wichen die
erhaltenen LDso-Werte deutlich voneinander ab. Hierfiir konnten Unterschiede in der Struktur
der Toxin-Rezeptoren, und/oder beim pH-Wert des Darmsafts verantwortlich sein. So gibt
BERENBAUM (1980) fiir Pieris rapae einen Mitteldarm-pH-Wert von 7,3 bis 7,6 und fiir P.
brassicae von 8,0 an.

Generell missten die in dieser Studie veroffentlichten LDso-Werte aus zwei Griinden deutlich
nach unten korrigiert werden:

1.) Zumindest fiir einen Teil der Biotests musste eingefrorener Pollen verwendet werden.
Da Bt-Pollen durch den Prozess des Einfrierens und Auftauens nachweislich an Toxizitét
verliert, wiaren die Effekte bei ausschlieBlicher Verwendung von frischem Pollen deutlich
starker ausgefallen.

2) Die angegebenen LDsp-Werte beziehen sich nicht auf die tatsdchlich verzehrte,
sondern auf die applizierte Pollenmenge. Besonders bei hohen Pollenkonzentrationen
verzehrten die Raupen nicht die gesamte Pollenmenge.

Die in dieser Studie ermittelten LDsp-Werte ermdglichen, zusammen mit Angaben zur
Pollenexposition in bestimmten Entfernungen zum Maisfeld gute Anhaltspunkte um das
Gefahrdungsrisiko der einzelnen Arten durch Bt-176-Mais abschitzen zu konnen. Wenn man
eine Sicherheitsschwelle um den Faktor 100 einrechnet, so wiirde dies fiir die Kohlmotte
(Plutella xylostella) bedeuten, dass die Larven maximal einer Pollenmenge von 0,08
Pollenkdrnern ausgesetzt werden diirften. In einer Entfernung von 32 Metern zum Rand eines
blithenden Maisfeldes wurden pro Quadratzentimeter durchschnittlich 3 bis 5 Pollenkdrner
gezahlt. Der Maximalwert lag hier bei 34. Dies bedeutet, dass negative Effekte auf Arten, die
dhnlich empfindlich reagieren wie die Kohlmotte mindestens in einem Umkreis von 32
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Metern von Bt-176-Maisfeldern nicht auszuschlieBen sind. Dies trifft auch auf neonate
Larven von Tagpfauenauge und Kleiner Fuchs zu. Alle 3 Arten konnen daher als
Indikatororganismen zur Risikoabschitzung verwendet werden. Die Kohlmotte stellt den
geeignetsten Indikatororganismus dar, da sie unter Laborbedingungen gut zu ziichten ist und
die Raupen von allen getesteten Arten gegeniiber dem Pollen von Bt-176-Mais am
empfindlichsten reagierten.

Wesentlich wichtiger als akute, toxische Effekte diirften unter Freilandbedingungen subletale
Auswirkungen auf die Larven sein, die durch die ein- bzw. mehrmalige Aufnahme einer sehr
geringen Bt-Pollenmenge ausgelost werden konnen. Es ist anzunehmen, dass negative
Auswirkungen hier erst nach einiger Zeit sichtbar werden und sich beispielsweise die
Mortalitdt durch Probleme bei Larvalhdutung, Verpuppung oder Falterschlupf akkumulieren
konnte. Wie FELKE & LANGENBRUCH (2003) am Beispiel von Inachis io schildern, machen
sich subletale Effekte u. a. in Form von geringerem Wachstum und damit als
Entwicklungsverzogerung bemerkbar. Je nachhaltiger die Entwicklung des betroffenen
Individuums aufgrund subletaler Effekte verzogert wird, desto eher kann es zu Problemen
hinsichtlich der Synchronisation mit Faktoren kommen, die fiir den Entwicklungszyklus der
Art entscheidend sind. Auch konnen betroffene Raupen durch eine verminderte Aktivitét,
sowie durch Verhaltensdnderungen auffallen (vgl. FELKE & LANGENBRUCH, 2001). Derartig
geschidigte Larven sind vermutlich anfilliger gegeniiber Krankheiten und erscheinen als
leichte Beute fiir Pradatoren und Parasitoide.

Moglicherweise fithren subletale Schiadigungen wihrend der Larvalphase auch zu geringeren
Puppen- und Faltergewichten und kdnnten damit auch auf Eiablageleistung und Lebensdauer
des Falters Einfluss nehmen. Untersuchungen an Kartoffelkafern (Leptinotarsa decemlineata)
ergaben, dass adulte Weibchen, die als Larven eine subletale B.t. 6-Endotoxin-Dosis iiberlebt
hatten, ein signifikant geringeres Gewicht, sowie eine signifikant kiirzere Lebensdauer
aufwiesen. AuBerdem legten diese Tiere deutlich weniger Eier als Weibchen einer
Kontrollgruppe (CosTA et al., 2000). LORENZ (1993) konnte zeigen, dass relativ leichte
Larven des Maisziinslers eine erhohte Wintermortalitdt aufwiesen. Weibchen, die sich aus
solchen leichten Larven entwickelten, legten weniger Eier ab als die Individuen aus
schwereren Larven.

Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch die Expositionszeit der Larven gegeniiber dem fiir
sie toxischen Pollen, sowie der Zeitpunkt der Schiadigung. ZANGERL et al. (2001) diskutieren
die Mdglichkeit, dass Raupen, die in einem frithen Entwicklungsstadium durch die Aufnahme
von toxinhaltigem Pollen subletal geschiddigt wurden, die daraus resultierende
Entwicklungsverzogerung spiter ausgleichen konnen, wenn sie anschlieBend nur noch
unkontaminiertes Futter fressen.

In der hier durchgefiihrten Untersuchung wurden zwei Versuchsreihen mit Kohlmottenlarven
angesetzt, in denen den Tieren einmal, bzw. an vier aufeinanderfolgenden Tagen je 5 Bt-176-
Pollen (Sorte: PACTOL CB) verfiittert wurde. Im Anschluss wurde die weitere Entwicklung
der Tiere bis zum Schlupf des letzten Individuums verfolgt. Die einmalige Verfiitterung von 5
Pollenkdrnern verlangsamte die Entwicklung von Kohlmottenlarven im Vergleich zu einer
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Variante, die mit Pollen von konventionellem Mais gefiittert worden war signifikant.
Verpuppung und Falterschlupf setzten in der Bt-Pollen-Gruppe nicht nur spiter ein als in der
nicht-transgenen Variante, auch benétigten die Individuen der BT-Variante bis zum Erreichen
des Puppen- bzw. Imaginalstadiums deutlich mehr Zeit als die Tiere der konventionellen
Variante. Hoch signifikant waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen auch
hinsichtlich der Mortalitédtsrate. Nach einer Woche lebten in der mit konventionellem Pollen
gefiitterten Gruppe noch mehr als 97 % der Tiere, wahrend in der Bt-Pollen-Gruppe schon die
Hiélfte aller Larven gestorben waren. In beiden Varianten nahm die Sterblichkeit bis
Versuchsende weiter zu. Wiahrend sich in der Bt-Pollen -Gruppe nur ein Drittel der Tiere bis
zum Falter entwickeln konnte, waren es in der Vergleichsvariante immerhin 71 %.

Noch deutlicher waren die Unterschiede zwischen den beiden Varianten bei einer viermaligen
Verfiitterung von 5 Pollenkdrnern. Verpuppung und Falterschlupf setzten in der Bt-Pollen-
Gruppe nicht nur spiter ein als in der nicht-transgenen Variante, auch bendétigten die
Individuen der BT-Variante bis zum Erreichen des Puppen- bzw. Imaginalstadiums deutlich
mehr Zeit als die Tiere der konventionellen Variante. Nach einer Woche (5. Bonitur) lag die
Uberlebensrate in der Vergleichs-Gruppe bei 97 %, wihrend in der BT-Variante nur noch 31
% der Tiere am Leben waren. In beiden Varianten nahm die Sterblichkeit bis Versuchsende
weiter zu. Wihrend sich in der Bt-Pollen-Gruppe nur 17 % der Tiere bis zum Falter
entwickeln konnten, waren es in der Vergleichsvariante mehr als 74 %.

Mit einer ahnlichen Methodik wurde iiberpriift, welche Auswirkungen die Verfiitterung einer
subletalen Dosis von 10 Bt-176-Pollen auf die Entwicklung von Tagpfauenaugenraupen des
ersten und zweiten Larvalstadiums hat. Diese Langzeituntersuchungen belegen, dass die
Aufnahme einer sehr geringen Menge Bt-Toxin-haltiger Maispollen die Larvalentwicklung
zundchst deutlich verlangsamen kann, was sich eine (L; und L;) bzw. zwei Wochen (L) nach
Beginn des Biotests anhand des signifikant verringerten Durchschnittsgewichts duerte. Kurz
vor der Verpuppung hatten sich die Durchschnittsgewichte der Larven allerdings weitgehend
angeglichen, was darauf hindeuten konnte, dass Larven, die durch die Aufnahme von Bt-
Toxin subletal geschiddigt wurden, eine zunichst geringere Gewichtszunahme im Lauf der
Entwicklung wieder ausgleichen kdnnen. Dennoch koénnen sich aber selbst bei solchen
Raupen negative Langzeiteffekte in Form einer ldngeren Entwicklungsdauer bemerkbar
machen. Es wire wiinschenswert, die hier mit dem Tagpfauenauge (Inachis i0)
durchgefiihrten Versuche noch einmal mit der Kohlmotte (Plutella xylostella) zu wiederholen
um so zu einer Uberpriifung der Ergebnisse mit einer zweiten Art zu gelangen. In
Kombination mit den Daten zur Pollenexposition am Rand von Maisfeldern belegen diese
Laboruntersuchungen, dass Bt-empfindliche Schmetterlingslarven nicht nur in direkter
Nachbarschaft von Bt-176-Maisfeldern geschiadigt werden konnen, sondern das subletale
Effekte, ausgelost durch sehr geringe Pollenmengen, auch noch in Entfernungen von mehr als
10 Metern auftreten konnen. Larven, deren Organismus durch die Aufnahme von geringen Bt-
Pollendosen gestresst ist, erscheinen in hoherem Malle durch Pridatoren oder Krankheiten
gefahrdet zu sein. Der Vergleich zwischen Kohlmotten- und Tagpfauenaugen-Larven zeigt,
dass Raupen, die in einem sehr frilhen Entwicklungsstadium (L; oder L,) subletal durch
Pollen von Bt-Mais geschéadigt wurden, den daraus resultierenden Entwicklungsriickstand im
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weiteren Verlauf der Ontogenese weitaus besser ausgleichen kdnnen als bereits édltere Raupen
(Z. B. L4).

In weiteren Tests wurde iiberpriift, ob Raupen oder Falter Maispollen auf ihren Eiablage-
bzw. Futterpflanzen erkennen und durch Verhaltensinderungen vermeiden konnen. Bereits
durch ihr Eiablageverhalten konnen Insekten beeinflussen, in welchem Male ihre
Nachkommen natiirlichen (z. B. Pflanzeninhaltsstoffe) oder kiinstlichen Toxinen (z. B.
Pflanzenschutzmittel) ausgesetzt sind. Daher wurde zundchst in Wahlversuchen mit Faltern
der Kohlmotte geklart, ob eine Kontamination der Eiablagepflanze mit Pollen von Bt-Mais
Anderungen im Eiablageverhalten der Imagines bewirkt. TSCHENN et al. (2001) fiihrten
dhnliche Untersuchungen mit dem Monarchfalter (Danaus plexippus) durch. In Flugkafig-
Versuchen wurde festgestellt, dass die Weibchen signifikant mehr Eier auf Asclepias syriaca-
Pflanzen ablegten, die nicht mit Maispollen bedeckt waren. Wurde dieser Versuch in deutlich
kleineren Kéfigen wiederholt, so lieBen sich zwischen den einzelnen Varianten keine
signifikanten Unterschiede finden. Weiterhin wurde festgestellt, dass D. plexippus-Weibchen
wesentlich weniger Eier ablegten, wenn die Eiablagepflanzen von Mais umgeben waren. Dies
spricht dafiir, dass auch die direkte Umgebung der Raupenfutterpflanze einen Einfluss auf das
Eiablageverhalten des Weibchens ausiiben konnte.

Fiir die hier getestete Kohlmotte lieBen sich keine Hinweise darauf erbringen, dass Falter
solche Pflanzen bei der Eiablage meiden, die mit Maispollen (Bt-Mais und konventioneller
Mais) bedeckt waren. Somit widersprechen die von TSCHENN et al. verdffentlichten
Ergebnisse zumindest z. T. den hier erzielten Resultaten. Eine Vergleichbarkeit war allerdings
auch nicht unbedingt zu erwarten, da mit zwei verschiedenen Spezies gearbeitet wurde, die
sich v. a. hinsichtlich Korpergroe und Aktivitdtsmuster deutlich unterscheiden. Es wird
angeregt dhnliche Versuche mit solchen Arten zu wiederholen, die potenziell durch den
Anbau von transgenem Bt-Mais in ihrem Bestand gefdhrdet sein konnten. Hiefiir werden die
Nymphaliden Aglais urticae und Inachis io vorgeschlagen.

Wahlversuche zum Fraldverhalten wurden mit Larven der Kohlmotte (Plutella xylostella)
und des Kleinen KohlweiBlings (Pieris rapae) durchgefiihrt. Es wurde eindeutig festgestellt,
dass die Raupen bei der Aufnahme von fiir sie toxischem Bt-176-Maispollen keine direkte
Vermeidungsreaktion zeigten. Allerdings kam es i. d. R. ein bis zwei Stunden nach der
Aufnahme des Pollens zu einem FraB3stop. Offensichtlich muss es also erst zu Reaktionen des
Toxins im Darm der Larve kommen, bevor die Nahrungsaufnahme eingestellt wird. Ahnliche
Wahlversuche fiihrten FELKE & LANGENBRUCH (2001) auch mit den Raupen von Gro3em und
Kleinem KohlweiBling durch. Raupen des dritten und vierten Larvalstadiums unterschieden in
ihrem FraBverhalten nicht zwischen transgenem und konventionellem Maispollen. Unter der
Annahme, dass die hier gemachten Erfahrungen allgemein fiir alle Schmetterlingslarven
gelten bedeutet dies, dass Raupen Pollen von transgenem Bt-Mais aufnehmen, falls sich
dieser auf ihrer Futterpflanze befindet. Je nach der dabei aufgenommenen Toxin-Dosis und
der artspezifischen Empfindlichkeit gegeniiber dem CrylAb-Toxin konnen die Larven mehr
oder weniger stark geschiadigt werden.
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Aufgrund des rasch einsetzenden FrafBstops erscheint es aber unter Freilandbedingungen
moglich, dass Larven eine geringe Pollendosis iiberleben kdnnen, falls es bei einer einmaligen
Pollenaufnahme bleibt. Dies kann dadurch gewéhrleistet sein, dass Wind oder Regen den
Maispollen bis zum Wiedereinsetzen der Nahrungsaufnahme von den Raupenfutterpflanzen
entfernen konnte. Zum anderen konnte die Larve selbst durch eine nicht zielgerichtete
Ortsverdanderung mit Maispollen bedeckte Pflanzenbereiche verlassen.

In einer weiteren Laboruntersuchung wurde {iberpriift, welche Auswirkungen die Aufnahme
von Pollen und Antheren der transgenen Maislinie MON810 auf Nahrungsaufnahme und
Mortalitit von Larven der Kohlmotte hat. Wahrend sich die Verfiitterung von 80
Pollenkdrnern an Raupen des vierten Larvalstadiums weder hinsichtlich der
Nahrungsaufnahme noch der Mortalititsrate auswirkte, zeigte die Applikation von Antheren-
Material auf die Raupenfutterpflanze eine eindeutig toxische Wirkung. Diese Ergebnisse
decken sich mit Untersuchungen an zwei nordamerikanischen Schmetterlingsarten. HELLMICH
et al. (2001) stellten bei Laborversuchen mit neonaten Raupen des Monarchfalters bei
Verfiitterung von Futterpflanzen, die mit mehr als 1.000 Pollenkdrnern pro cm” bedeckt
waren, keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Mortalitdt, Nahrungsaufnahme oder
Gewichtszunahme gegeniiber einer Kontroll- bzw. einer konventionellen Pollenvariante fest.
Dariiber hinaus fanden STANLEY-HORN et al. (2001) auch im Rahmen von Freilandversuchen
keinen Hinweis darauf, dass neonate D. plexippus-Larven durch Pollen der transgenen Sorten
Bt-11 und MONS810 geschiadigt werden. Nach Untersuchungen von WRAIGHT et al. (2000)
zeigten neonate Papilio polyxenes-Larven sogar bei einer Konzentration von 10.000
Pollenkdrnern der Linie MON810 pro Quadratzentimeter keine erhdhte Mortalitdtsrate. Der
CrylAb-Toxingehalt im Pollen wurde hier mit 2,125 + 0,289 ng/g Frischgewicht angegeben.

Bei Laborversuchen von HELLMICH et al. (2001) fiihrte die Verfiitterung von
Staubgefalbruchstiicken der transgenen Maislinie Bt-11 bei neonaten Monarchfalter-
Larven zu einer signifikant verringerten Gewichtszunahme. Spétere Tests, in denen
ausschlieBlich ausgesiebtes Antherenmaterial verfiittert wurde bestitigten, dass die
Schiadigung der Larven durch Antherenbruchstiicke hervorgerufen wurden, die im Vergleich
zu Pollen der Linie Bt-11 eine deutlich hohere Konzentration des Cryl Ab-Toxins aufweisen.
Die bisher bekannten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Anbau der Bt-Maislinie
MONS&10 aus Sicht des Schmetterlingsschutzes eher zu tolerieren ist als ein Anbau der Linie
Bt-176, da die Toxinkonzentration im Pollen wesentlich geringer ist. Allerdings stehen
Untersuchungen zu subletalen Effekten (z. B. Einfluss auf Entwicklungsgeschwindigkeit oder
Fekunditdt der Weibchen) noch aus. Auch muss gekliart werden, ob und in welchem Ausmal3
Antheren bzw. Antherenbruchstiicke verdriftet werden, da die Toxinkonzentration hier
deutlich hoher liegt. Dariiber hinaus sollte genauer gepriift werden, ob die verschiedenen
MON&10-Sorten unterschiedlich hohe Toxin-Konzentrationen im Pollen zeigen und ob es
zwischen sortengleichen Pflanzen individuelle Unterschiede in der Toxinexpression gibt.

5.3. Freilandversuche

Besonders im ersten Jahr der Freilandbiotests traten die unterschiedlichsten Probleme auf,
die durch Modifizierung der Biotestsmethodik spiter teilweise behoben werden konnten. Die
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im Jahr 2002 durchgefiihrten Versuche wiesen erstmals darauf hin, dass unter
Freilandbedingungen negative  Auswirkungen auf Populationen Bt-empfindlicher
Schmetterlingsarten moglich sind. Es war zu beobachten, dass Inachis io und Pieris rapae-
Larven mit zunehmender Entfernung vom Rand des Bt-Maisfeldes eine hohere
Uberlebensrate zeigten. Die hierfiir fehlende statistische Signifikanz ist damit zu erkliren,
dass in allen 3 Varianten einige Wiederholungen (Pflanzen) ohne iiberlebende Larven
registriert wurden. Bisher lie sich nur in 2 Freilandversuchen eindeutig belegen, dass
Schmetterlingslarven durch den Anbau von transgenem Bt-Mais geschiddigt werden kdnnen
(STANLEY-HORN et al., 2001; ZANGERL et al., 2001).

Basierend auf den in den Jahren 2000 bis 2002 gemachten Erfahrungen ldsst sich schliefen,
dass das hier entwickelte Konzept noch nicht praxistauglich ist und verbessert werden muss.
Bisher wurden die Versuche mit relativ kleinen Maisfeldern durchgefiihrt, an die eine
mindestens gleich groBe Wiesenfldche angrenzte. Ein negativer Einfluss des Pollens von Bt-
Mais auf Schmetterlingslarven diirfte allerdings v. a. dort zu erwarten sein, wo ein relativ
grofBes Maisfeld direkt an ein wesentlich kleineres Schmetterlingshabitat wie z. B. eine Hecke
oder einen Randstreifen angrenzt. Um praxisndhere Bedingungen zu schaffen, sollten
Freilandbiotests mit weitaus groBeren Maisfeldern wiederholt werden, da unter diesen
Voraussetzungen eine vermehrte Pollendrift und somit auch eine héhere Pollenbedeckung der
Versuchspflanzen mdglich erscheint. Ferner sollten getopfte Versuchspflanzen lediglich bis in
einer Entfernung von 4 m zum Rand des Maisfeldes aufgestellt werden, da mit zunehmender
Entfernung zum Feld das Problem der Austrocknung immer gravierender wird. Um einem
Austrocknen der getopften Pflanzen entgegen zu wirken, erscheint es sinnvoll die Pflanzen
einzugraben. Ferner sollte die umgebende Vegetation mindestens die gleiche Hohe haben.
Wiederholt lieB sich die Beobachtung machen, dass sich Maispollen vor allem auf niedrigen,
krautigen Pflanzen akkumulieren kann. Es ist zu vermuten, dass Pollen mit dem Wind zwar
relativ gut auf diese Pflanzen gelangen kann, allerdings nicht wieder von diesem fortgetragen
wird. Um Priadatoren wirkungsvoller von den Versuchspflanzen zu entfernen sollte CO,
verwendet werden.

Alternativ zu den Versuchen mit getopften Pflanzen erscheint auch ein reiner Freilandansatz
sinnvoll. Es wird vorgeschlagen im Abstand von einem, zwei und vier Metern vom Rand
eines blilhenden Maisfeldes Brennnesseln anzupflanzen oder einzusden und auf diese
Pflanzen zu Beginn der Maisbliite eine grofle Zahl von Tagpfauenaugenlarven (L;) zu
platzieren. Die Tiere konnten dort fiir ca. 2 Wochen bis zum Ende der Maisbliite belassen
werden. Mit Sicherheit gdbe es auch hier Probleme mit Priddatoren, beim Einsatz von
mehreren hundert Larven pro Entfernung konnten solche Effekte aber vermutlich
vernachlissigt werden. Um Vogel von den Raupen fernzuhalten sollten Netze verwendet
werden, die aber den Pollenflug nicht behindern diirften. Die vorgeschlagenen Entfernungen
zum Maisfeld von einem, zwei und vier Metern ergeben sich aus den vorliegenden
Erkenntnissen zur Pollendeposition. Da mit Hilfe von Laborversuchen der LDso-Wert fiir
Tagpfauenaugen-Raupen ermittelt werden konnte, ist ein direkter, d. h. letaler Einfluss auf die
Larven nur in unmittelbarer Ndhe zum Maisfeld zu erwarten.
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Fiir die Larven von 26 tag- und 53 nachtaktiven Schmetterlingsarten, die im Rahmen von
Kartierungsmalinahmen in unmittelbarer Ndhe zum Versuchsstandort (Ndhe Niedernberg)
erfasst wurden, kann aufgrund von Phinologie und Habitatpréaferenzen eine hohe Expositions-
Wahrscheinlichkeit fiir Mais-Pollen angenommen werden. Unter Beriicksichtigung
verschiedener Gesichtspunkte wie Habitat-Praferenzen, Haufigkeit und v. a. Empfindlichkeit
der Larven gegeniiber dem Bt-Toxin wurde diskutiert, welche Risiken fiir die einzelnen Arten
bei flichendeckendem Anbau von Bt-176-Mais bestehen konnten. Die meisten der
nachgewiesenen Schmetterlingsarten sind in ihrer Verbreitung nicht allein auf die
Agrarlandschaft beschrinkt, sondern konnen auch andere Habitate besiedeln, die von
Maispollenflug nicht betroffen sind. Auch muss das Auftreten von empfindlichen
Larvalstadien nicht in jedem Jahr mit dem Pollenflug zusammenfallen, da dieser von
Aussaattermin und Witterung abhéngt. Dariiber hinaus ist das Ausmal} des Maisanbaus nicht
in allen Bundeslindern gleich. Aus diesen Griinden gelten die genannten
Gefihrdungskriterien nur auf Populations- und nicht auf Artebene.

Eine Artenliste wie sie hier veroffentlicht wurde, diirfte je nach Untersuchungsgebiet und
Region unterschiedlich zusammengesetzt sein. Dennoch ist zu vermuten, dass ein Grof3teil der
potenziell betroffenen Schmetterlingsarten Mitteleuropas erfasst wurde, da es sich bei Arten,
die in der Agrarlandschaft vorkommen in der Regel um recht eurydke Spezies mit groBem
Verbreitungsgebiet handelt. Vor allem Populationen solcher Arten miissen in ihrem Bestand
als potenziell gefidhrdet angesehen werden, die nachweislich durch das CrylAb-Toxin
geschiadigt werden, deren Larvalhabitate hauptsdchlich Wiesen oder andere Bereiche der
Agrarlandschaft sind und die als regional gefahrdet eingeschétzt werden. Insbesondere bei nur
liickenhaft verbreiteten Arten kann die Schidigung einzelner Populationen Einfluss auf den
Gesamtbestand einer bestimmten Region haben.

Fiir 33 der aufgelisteten Arten kann das Gefdahrdungs-Risiko z. Zt. nicht sicher abgeschétzt
werden, da die Empfindlichkeit der Larven gegeniiber dem Cryl Ab-Toxin nicht bekannt ist.
Bei allen Spezies handelt es sich um Noctuiden. Nach den vorliegenden Erkenntnissen
reagieren Eulenraupen zwar i. d. R. nicht empfindlich auf das CrylAb-Toxin, allerdings
lieBen sich auch eine Reihe gegenteiliger Beobachtungen machen. Fiir 16 weitere Arten wird
ein minimales Gefahrdungsrisiko angenommen, da es sich um hiufig anzutreffende Spezies
mit groBraumiger Verbreitung handelt. Einige Arten werden fiir bestimmte Kulturen sogar als
schédlich eingestuft. Fiir 23 Arten wird ein leicht erhohtes Gefahrdungsrisiko angenommen,
da es sich nicht um flichendeckend verbreitete Arten handelt und somit die
Populationsdichten hier deutlich geringer sind als bei der Gruppe der zuvor genannten 16
Arten. Fiir 5 Schmetterlingsarten, die in vielen Gebieten nur liickenhaft vorkommen, wird ein
hohes Gefahrdungsrisiko angenommen. Es handelt sich hierbei um Arten deren Populationen
im Riickgang begriffen oder sogar, zumindest in bestimmten Bundeslindern, in ihrem
Bestand bedroht sind. Der Kleine Perlmuttfalter (Issoria lathonia LINNAEUS, 1758) legt seine
Eier bevorzugt an Acker Stiefmiitterchen (Viola arvensis) ab. Daher ist das Larvalhabitat der
Art hauptsichlich auf die Agrarlandschaft (v. a. Getreideédcker, Brachen) beschrinkt. Zudem
ist die Art regional, wie z. B. in Baden-Wiirttemberg stark gefihrdet (EBERT, 1991). Als
dhnlich stark betroffen wird der Wachtelweizen-Scheckenfalter (Mellicta athalia
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ROTTEMBURG, 1775) eingeschétzt. Die Larven des Wachtelweizen-Scheckenfalters erndhren
sich hauptsdchlich von Wiesen Wachtelweizen. Regional gilt die Art als stark gefdhrdet. Der
Schwalbenschwanz (Papilio machaon LINNAEUS, 1758) wird der gleichen Gefdhrdungsklasse
zugeordnet. Der Schwalbenschwanz ist im gesamten Bundesgebiet nur liickenhaft verbreitet.
Die Raupenfutterpflanzen sind hauptsidchlich auf Wiesen zu finden. Auch die beiden
aufgefiihrten Widderchen (Zygaena filipendulae und Zygaena lonicerae) sind nur regional
verbreitet. Aullerdem sind die Populationen in den letzten Jahrzehnten stark riickldufig. Um
weitere in Deutschland vorkommende Arten zu erfassen, die in ihrem Bestand durch den
Anbau von gentechnisch verdndertem Bt-Mais gefdhrdet sein konnten, sollte die hier
begonnene Studie durch eine Literaturrecherche ergénzt werden.

Der Erfassung der Pollendrift kommt in der hier durchgefiihrten Untersuchung eine zentrale
Bedeutung zu. Unter Beriicksichtigung der im Laborversuch ermittelten LDs,-Werte 14sst sich
abschitzen, bis zu welcher Entfernung vom Feldrand negative Effekte auf Raupen durch den
Pollen von Bt-176-Mais moglich erscheinen. Es konnte beobachtet werden, dass die von den
Objekttragern aufgefangene Pollenmenge mit zunehmender Entfernung zum Rand des
Maisfeldes rasch abnahm. Innerhalb des Feldes wurden stets die hochsten Pollendichten
registriert. Mit Verldngerung der Expositionszeit nahm auch die Pollendichte auf den
Objekttragern zu. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von WRAIGHT et al.
(2000), STANLEY-HORN et al. (2001), PLEASANTS et al. (2001), EMBERLIN et al. (1999),
RAYNOR et al. (1972) sowie HANSEN & OBRYCKI (1999). Wéhrend einer Periode ohne
Niederschlag kann sich Pollen auf Pflanzenblittern akkumulieren, wie es PLEASANTS et al.
(2001) fiir Asclepias syriaca beobachteten. Demgegeniiber konnen heftige Regenschauer nach
eigenen Beobachtungen den Pollen komplett von Pflanzenblittern entfernen. Im Jahr 2002
wurden 16 Meter vom Feldrand entfernt innerhalb von 24 Stunden durchschnittlich 8
Pollenkorner pro Quadratzentimeter aufgefangen. In einer Entfernung von 32 Metern lag
dieser Wert bei 6 Pollenkdrnern/cm®. Die Maximalwerte betrugen 43 (16 Meter) bzw. 34 (32
Meter) Pollenkérner. Im Laborversuch wurde fiir Plutella xylostella-Raupen (L4) ein LDso-
Wert von rund 8 Pollenkdrnern des events Bt-176 (Sorte PACTOL CB) ermittelt. Damit
erwies sich dieser Organismus unter den getesteten 7 Arten am empfindlichsten. Eine
vergleichende Betrachtung der Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen ldsst folgende
Schlussfolgerung zu: Raupen, die gegeniiber dem CrylAb-Toxin #hnlich empfindlich
reagieren wie die Kohlmottenlarve kdnnen zum Zeitpunkt der Maisbliite beim Verzehr von
einem Quadratzentimeter Blattfliche ihrer Futterpflanze eine so hohe Pollenmenge
aufnehmen, dass der artspezifische LDso-Wert fiir das Cry1 Ab-Toxin erreicht werden kann.

Da der Pollen im hier gewéhlten Versuchsansatz auf dem doppelseitigen Klebeband haften
blieb, konnte sehr exakt die mit dem Wind verdriftete Pollenmenge bestimmt werden. Auf
Pflanzenblittern diirfte allerdings i. d. R. weniger Pollen pro Quadratzentimeter liegen
bleiben. Das Ausmal} der Pollenakkumulation hingt wesentlich von Wuchsform, Hohe der
Pflanzen und Form bzw. Oberflichenbeschaffenheit der Blitter ab. Beispielsweise konnen auf
breiten, behaarten Blittern wesentlich mehr Pollen aufgefangen und zuriickgehalten werden
als auf schmalen, unbehaarten Blattern. Ebenso diirfte die Pollenakkumulation auf niedrig
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wachsenden, krautigen Pflanzen hoher sein als auf hoher wachsenden Pflanzen, die in viel
starkerem Mal} dem Wind ausgesetzt sind.

Eine abschlieende Risiko-Bewertung hinsichtlich des Anbaus der transgenen Linie Bt-176
erscheint aus Sicht des Schmetterlingsschutzes aufgrund der bislang vorliegenden Ergebnisse
relativ schwierig. Eine Schidigung von Raupen durch Aufnahme des Pollens dieser Linie
konnte im Laborversuch zwar eindeutig nachgewiesen werden, so dass ein grundsétzliches
Gefahrdungsrisiko angenommen werden muss. Allerdings sind aufgrund der enormen
Empfindlichkeits-Unterschiede zwischen den einzelnen Arten gesicherte Angaben {iber
okosystemare Auswirkungen nicht moglich. Wie Untersuchungen mit Plutella xylostella, dem
sensitivsten aller getesteten Organismen belegten, bewirkte schon die einmalige Verfiitterung
von 4 Bt-Pollenkornern an Raupen des vierten Stadiums eine signifikant erhdhte
Mortalitdtsrate im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe. Beim Vergleich dieser
Daten mit den Erkenntnissen aus den Versuchen zur Pollendrift erscheint es moglich, dass
neonate Raupen sehr empfindlicher Arten bis zu einer Entfernung von 50 Metern zum Rand
eines Maisfeldes der Linie Bt-176 zumindest subletal geschiddigt werden kdnnen. Welchen
Einfluss ein groBflichiger Anbau der Linie Bt-176 auf die Populationsentwicklung einzelner
Schmetterlingsarten, bzw. auf das gesamte Okosystem hiitte, kann z. Zt. nicht prognostiziert
werden. Es fehlen u. a. Untersuchungen zur Empfindlichkeit weiterer Arten, die im
Larvalstadium einer hohen Expositionswahrscheinlichkeit fiir Maispollen ausgesetzt sind.
Hier wiren Angehorige der Familien Lycaenidae, Satyridae oder Hesperiidae zu nennen, die
hiufig in der Agrarlandschaft vorkommen und unter denen eine Reihe von Arten aufgrund
vielfaltiger Griinde riicklaufige Bestandsentwicklungen aufweisen.

Um exakte Angaben iiber den Einfluss von Bt-Mais auf die Populationsentwicklung einzelner
Schmetterlingsarten machen zu konnen, werden Freilanduntersuchungen vorgeschlagen, die
auf moglichst groen Fliachen angelegt und einen Zeitraum von 5 bis 10 Jahren nicht
unterschreiten sollten. Hierbei sollten in vergleichbaren Gebieten, die sich nur hinsichtlich der
dort angebauten Mais-Variante (Bt-Mais, bzw. konventioneller Mais) unterscheiden diirfen,
die natiirlichen Populationsschwankungen ausgewéhlter Schmetterlingsarten verfolgt werden.
Es wird vorgeschlagen, hierfiir das gegeniiber dem CrylAb-Toxin sensitive Tagpfauenauge
(Inachis i0) auszuwihlen, da diese Art in der Agrarlandschaft vorkommt und die Larven der
Sommergeneration zum Zeitpunkt der Maisbliite zu beobachten sind.

Um eine Ubertragbarkeit der hier erarbeiteten Laborergebnisse auf die Situation im Freiland
zu ermoglichen, miissen die Auswirkungen von Bt-Pollen auf Larven von Nicht-Ziel-
Schmetterlingen im Rahmen von weiteren Freilandexperimenten untersucht werden. Dabei
sollten im Abstand von einem, zwei, vier und acht Metern vom Maisfeldrand Brennnesseln
angepflanzt oder eingesdt werden, um auf diesen Pflanzen zu Beginn der Maisbliite eine
groBe Zahl von Tagpfauenaugenlarven (L;) zu platzieren. Das Tagpfauenauge erscheint fiir
diese Untersuchungen aus mehreren Griinden als geeigneter Indikatororganismus (potenzielle
Nicht-Ziel-Art, sensitiv gegeniiber dem CrylAb-Toxin, in ausreichender Menge zu ziichten).
Die Tiere konnen dort fiir ca. 2 Wochen bis zum Ende der Maisbliite belassen werden. Wie
schon bei der hier durchgefiihrten Studie wird es vermutlich auch bei dieser Methodik
Probleme mit Priadatoren geben. Beim Einsatz von mehreren hundert Larven pro Entfernung
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konnen solche Effekte aber vermutlich vernachlidssigt werden. Bei den vorgeschlagenen
Entfernungen zum Maisfeld sind aufgrund der bisherigen Versuche (v.a. Messung der
Pollendeposition) Effekte wie geringere Gewichtszunahme und héhere Mortalitit zu erwarten.

Nach dem derzeitigen Kenntnisstand ist es nicht mdglich vorherzusagen, ob einzelne
Schmetterlingsarten auf Artebene durch den Anbau von transgenem Bt-Mais gefdhrdet sein
konnen. Zumindest auf Populationsebene sind negative Effekte allerdings nicht
auszuschlieBen. Einheimische Schmetterlinge sind durch eine ganze Reihe anthropogener
Einfliisse bedroht. Die grof3te Bedrohung geht aber von der Habitatzerstorung aus. Der Anbau
von Bt-Mais-Sorten stellt eine zusétzliche Gefahrenquelle dar, deren Auswirkungen auf
zahlreiche Arten noch nicht geklért ist. Deshalb empfiehlt sich beim Anbau von Bt-Mais-
Sorten eine Mantelsaat mit konventionellem Mais. Diese prophylaktische MaBBnahme war
bereits frither von FELKE & LANGENBRUCH (2001) vorgeschlagen worden und wiirde etwa
einer Abstandsauflage entsprechen, wie sie fiir den Einsatz von chemischen
Pflanzenschutzmitteln gilt. Bei der Sortenwahl ist darauf zu achten, dass die nicht-transgene
Sorte zum Bliihzeitpunkt mindestens die gleiche Hohe wie die Bt-Sorte haben sollte. Solange
keine Erkenntnisse iiber Langzeitwirkungen von Bt-Mais auf Schmetterlingspopulationen
vorliegen wird geraten, den Anbau von insektenresistentem Bt-Mais in der Né&he von
Schutzgebieten mit seltener Lepidopterenfauna zu untersagen. Um das Risiko so klein wie
moglich zu halten wird eine Distanz von einem Kilometer zwischen Schutzgebiet und Bt-
Mais vorgeschlagen. Uber eine solche Entfernung werden nur noch einzelne Maispollen
verdriftet, so dass nicht mehr von der Schiddigung einer vorhandenen
Schmetterlingspopulation auszugehen ist.

6. AbschlieRende Empfehlungen

Die im Rahmen dieser Untersuchung entwickelte Biotest-Methode fiir die Untersuchung von
Pollen zweier Bt-Maislinien hat sich bewéhrt und kann in Zukunft auch bei Untersuchungen
neu entwickelter Bt-Maislinien, wie z. B. der Linie Bt-11, eingesetzt werden. Es wird
vorgeschlagen als Testorganismus die Kohlmotte (Plutella xylostella) zu verwenden, da deren
Larven von allen getesteten Arten die hochste Bt-Toxin-Empfindlichkeit aufwiesen. Ein
weiterer Vorteil liegt in der problemlosen Ziichtbarkeit der Art unter Laborbedingungen.

Wie die hier vorgelegten Ergebnisse eindeutig beweisen, schiadigt der Pollen der transgenen
Maislinie Bt-176 solche Schmetterlingslarven, die gegeniiber dem in diesen Pflanzen
exprimierten CrylAb-Toxin empfindlich sind. Fiir die 7 untersuchten Arten wurden im
Laborversuch erhebliche Suszeptibilitits-Unterschiede festgestellt. Daher sind allgemeine
Aussagen iiber das Gefdhrdungspotential der Linie Bt-176 nicht mdglich. Erstmals wurden im
Rahmen dieses Projekts detaillierte Untersuchungen zu subletalen Effekten geringer Bt-
Pollenmengen auf Schmetterlingslarven durchgefiihrt. Da kaum Daten zu subletalen Effekten
und deren Wirkungen auf Biozonosen oder die Populationsdynamik von Arten vorliegen,
wird in diesem Bereich weiterer Forschungsbearf gesehen. Aufgrund einer Vielzahl
methodisch bedingter Probleme bei den Freilandversuchen konnte auch nicht eindeutig
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geklart werden, in welchem Ausmall die Laborresultate auf die Bedingungen im Freiland
iibertragbar sind. Es wird daher vorgeschlagen im Rahmen einer mehrjahrigen Freilandstudie
die Populationsentwicklung ausgewihlter Schmetterlingsarten (z. B. Inachis io und Aglais
urticae) in ecinem Gebiet mit groBflaichigem Anbau von Bt-Mais zu verfolgen. Daneben
scheinen auch modifizierte Freilandversuche sinnvoll, bei denen anstelle von eingetopften
Futterpflanzen mit angepflanzten Brennnesseln gearbeitet werden sollte.

Meist findet sich die Angabe, dass das CrylAb-Toxin im Pollen der Linie MONS810 nur in
sehr geringen Konzentrationen exprimiert wird. Mit dieser Aussage stimmt iiberein, dass in
den hier durchgefiihrten Untersuchungen Kohlmotten-Raupen selbst bei Verfiitterung von 80
Pollenkornern der Linie MONS810 nicht signifikant geschidigt wurden. Demgegniiber stehen
allerdings Ergebnisse von NGUYEN et al. (2002) die einen Toxingehalt im Pollen zwischen
0,32 und 6,6 ug pro g Frischgewicht nachweisen konnten. Dieser Wert erreicht fast die bei
STANLEY-HORN et al. (2001) fiir Bt-176 Mais angegebene Toxinkonzentration von 7,1 pg
Toxin pro Gramm Pollen-Frischgewicht. Die starken Schwankungen der Toxin-Expression im
Pollen von MONR®10 Mais konnten sowohl auf abiotische Faktoren, als auch auf Unterschiede
zwischen verschiedenen Maissorten zuriickzufithren sein. Weitere Biotests mit Pollen von
MONS810-Mais sollten demnach unbedingt noch folgen. Hierbei sollte geklart werden, ob die
verschiedenen MONS810-Sorten unterschiedlich hohe Toxin-Konzentrationen im Pollen
zeigen und ob es zwischen sortengleichen Pflanzen individuelle Unterschiede in der
Toxinexpression gibt. Auch stehen Untersuchungen zu subletalen Effekten (z. B. Einfluss auf
Entwicklungsgeschwindigkeit oder Fekunditit der Weibchen) noch aus.

Die StaubgefdBle dieser Linie enthalten weitaus hdhere Toxinmengen. Im Laborversuch
wurden Plutella xylostella-Larven, die mit Antheren-Bruchstiicken gefiittert wurden eindeutig
geschédigt. Vor einer Zulassung der Linie MONS10 miisste daher gekladrt werden, ob und in
welchem Ausmal3 Antheren bzw. Antherenbruchstiicke verdriftet werden und ob Larven von
Nicht-Ziel-Schmetterlingen unter Freilandbedingungen Teile von Mais-Staubgefiflen
aufnehmen konnten.

Die in dieser Untersuchung festgestellten enormen interspezifischen Suszeptibilitéts-
Unterschiede gegeniiber dem Pollen von Bt-176-Mais lassen es moglich erscheinen, dass es in
der heimischen Lepidopterenfauna noch wesentlich empfindlichere Arten als die Kohlmotte
gibt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass durch den Anbau dieser Maislinie
Populationen einzelner Schmetterlingsarten gefdhrdet sein konnen. Unsere einheimischen
Schmetterlinge sind durch eine ganze Reihe anthropogener Einfliisse bedroht, wobei die
groBte Gefahr sicherlich von der Habitatzerstorung ausgeht. Der Anbau von transgenen Mais-
Sorten, die Bt-Toxin im Pollen produzieren, stellt eine zusétzliche, potentielle Gefahrenquelle
dar, deren Auswirkungen auf zahlreiche Arten zum jetzigen Zeitpunkt aber noch nicht
abgeschitzt werden konnen. Deshalb empfiehlt sich beim Anbau von insektenresistentem
Mais eine Mantelsaat mit konventionellen Sorten. Diese prophylaktische Malinahme
entspricht einer Abstandsauflage, wie sie auch fiir den Einsatz von chemischen
Pflanzenschutzmitteln gilt. Bei der Sortenwahl ist darauf zu achten, dass die nicht-transgene
Sorte zum Bliihzeitpunkt mindestens die gleiche Hohe wie die Bt-Sorte haben sollte. Solange
keine Erkenntnisse iiber Langzeitwirkungen von Bt-Mais auf Schmetterlingspopulationen
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vorliegen, wird geraten, den Anbau von insektenresistentem Bt-Mais in der unmittelbaren
Nahe von Gebieten mit seltener Lepidopterenfauna zu untersagen.
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