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Hintergrund
Obwohl bestimmte Zucker und insbesondere der Gemaldydroxymethylfurfural (HMF)

von Bienenwinterfutter nachteilig fur das Uberlebam Winterbienen sein kénnen, gibt es
derzeit keine ausreichenden gesetzlichen Regelung@ienenwinterfutter. Erwarmung und
/ oder Saureeinwirkung lassen in Zuckerlésungen HiiStehen, ebenso kann HMF auch bei
unsachgemaler Lagerung von Honig wie auch Biendexfitter entstehen. Aufgrund von
nachgewiesenen Bienenverlusten durch Winterfutiezonhohen HMF-Gehalten setzt sich
das LAVES Institut fur Bienenkunde Celle seit Jahreezliglich der Regelung von
Bienenwinterfutter ein und gibt die Empfehlung hesiadass der HMF-Gehalt in Winterfutter
bei Auslieferung 40 mg / kg HMF (Produktspezifiket) moglichst nicht Gberschreiten sollte.
Seit dem Jahr 2014 nimmt sich das BundesministefiimErnahrung und Landwirtschaft
(BMEL) des Themas an. Inzwischen wurde ein Ringwgrszum Nachweis von HMF in
Bienenwinterfutter durchgefihrt. Mittels Futterumgssuchen mit Winterbienen und frisch
geschlupften Bienen soll die Festlegung eines Gveries fur HMF in Bienenwinterfutter

ermoglicht werden. Der Ablauf des Forschungsagésast Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Ablauf des Forschungsauftrages 2014.6 20

Marz 2016 eVorversuch mit Winterbienen

April 2016 eZwischenbericht
Juni 2016 eSommerversuch mit frisch geschliipften Bienen

August 2016 eHerbstversuch mit frisch geschlipften Bienen

Oktober 2016 eAbschlussbericht

In der Vergangenheit wurde von unterschiedlichenséfmungsgruppen mit verschiedenen
Versuchsansétzen die Wirkung von HMF auf adulten&meermittelt. Die Methoden wie auch
die Ergebnisse friherer Forschung sind in Tabetlargestellt. Aufgrund dieser Daten wurde
das Versuchsdesign fur den Vorversuch (Range firmtar LAVES Institut fir Bienenkunde
zusammengestellt. Die Daten von Benlatral (2016) lagen zum Zeitpunkt der Ermittlung
des Versuchsdesigns fur den Vorversuch noch nicht®@ie HMF-Konzentrationen fur den
Sommerversuch wurden aufgrund der Ergebnisse degeksnichs erhéht. Zusatzlich zu der
Mortalitdét und dem Futterverbrauch wurde beim Somnsewie beim Herbstversuch die
Evaporation aus den Futterspritzen ermittelt und Hutteraufnahme entsprechend der
Evaporation korrigiert. Der Herbstversuch wurde gBndem Sommerversuch durchgefuhrt

bis auf die Erhéhung der Temperatur des Klimasdwan
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Tabelle 2: Methoden und Ergebnisse zur Forschungl@eniWirkung von HMF auf Bienen

Blumund | Pflugfelder | Le Blancet al | Jachimovic | Bailey Benkeret
lllies und und El al
Gallmann Sherbiny
N Tage 23 60 26 20 - 29
Temperatur - 25 - 30 30 -
Q)
Jahreszeit - Oktober - Mai - -
Gruppengrofe | 20 10 100 100 30 20
(Anzahl Bienen
/ Kéfig)
Konzentration | 0, 5,72; 0-25.600 | 57,100,150, O, 30,150 | 0O, 200 0, 5, 20,
in mg / kg 9,22; 13,0; 200, 250 (2x), 750 40, 150,
74,17 450
LC50(mg/kg)| 74 - 250 150 200 Erhohte
Mortalitat
bei 450
NOEC (mg/ - 200 nach | - - - -
kg) 32d,
800 nach
22d
Alter Bienen Frisch - Frisch 0-3Tage | Von 5 Tage
geschlupft geschlupft Waben
gefegt
Futteraufnahme| - - 60mg/3 |- - -
Tage / Biene
Anstieg der Ca. 12 - Bei 150 ppm | 150 ppm 13,5 Bei ca. 20d
Mortalitat Tage nach 19 16d bei 450 mg
Tagen / kg
LC 50 Kontrolle| Ca. 23 - 25 - 34,5 -
Tage
Eiweil3futterung| Pollen Kein Pollen Pollen Sojameh| - Pollen
Bienenrasse - - ItalienerbieneA. m. - Apis
carnica mellifera

Material und Methoden

Vorversuch (Range Finder)

Aufgrund der spaten Zusage zur Durchfihrung desdrongsprojektes HMF wurde der erste
Versuchsdurchlauf als Vorversuch vom 29.02.2016g(0a bis zum 04.04.2016 (Tag 35)
durchgefuhrt. Das Bienenvolk Nr. 29 der Ragges mellifera carnica Celler Linie war
brutfrei, so dass ausschliel3lich Winterbienen zuimsd&z kamen. Winterbienen sind im
realen Expositionsszenario diejenigen Bienen, diergiell am langsten mit HMF im
Winterfutter konfrontiert sein konnen. Getestet e eine unbehandelte Kontrolle und sechs
HMF-Testkonzentrationen, siehe Tabelle 3.

Seite 2 von 18



Laye
Schlussbericht HMF 2016 V

Dorothee J. Liken, Dr. Werner von der Ohe

Tabelle 3: Versuchsdesign des Vorversuchs (Ranger

Prifglieder Bezeich-| HMF- Anzahl | Anzahl | Test- Test-
nung Test- Kafige | Bienen | konzen- | konzen-
konzen- pro tration tration
tration Kafig gemessen| gemessen
(mg / kg) (mg/kg) | (mg/kg)
DO D25
Kontrolle | C | Ca -] 50 %-ige | 10 20 - -
Zuckerlsg
(w/w)
Test Tl | Tla-d 20 4 20 20,82 22,70
T2 | T2a-d 40 4 20 40,48 44,00
T3 | T3a-d 80 4 20 77,76 91,32
T4 | T4a-d 160 4 20 150,08 174,08
T5 | T5a-d 320 4 20 298,56 346,72
T6 | T6a-d 640 4 20 588,48 676,48

Die Bienen wurden am Vortag vom Teststart in mitefpapier ausgelegte Edelstahlkafige
gesetzt und mit einer 50 %igen Zuckerlosung (w Uib@r eine Spritze ad libitum geflttert.
Die K&fige befanden sich wahrend der gesamten ¢asdaufzeit in einem Klimaschrank mit
konstanter Temperatur (25,0 °C + 2 °C) und konstardlativer Luftfeuchte (60 % rel. LF *
10 %). Bis auf die Dauer der Futterung sowie dethgkensbonituren war der Innenraum des
Klimaschrankes dunkel.

Die Testsubstanz HMF (Reinheit 99 %, Sigma - Aldrich) wurde vor Versuchsbeginn in
einer 50 %-igen Zuckerlésung (w / w) geldst undfditig hergestellten Testlésungen wurden
wahrend des Versuchsdurchlaufes bei konstantenig”®&uUhlraum gelagert. Von einem
taglich neuen Ansatz der Testlésungen wurde abgasela der Ringversuch vom VDLUFA
(2015) sowie Honiglagerungsversuche des LAVES tlstifir Bienenkunde Celle einen
relativ konstant bleibenden HMF-Gehalt bei einenlkin Lagerung nachweisen konnten. Die
Testlosungen wurden zur Uberprifung des HMF-Gebalte Tag 0 (D 0) und an Tag 25 (D
25) per HPLC-Analyse gemessen. Die an Tag 25 geamess/Nerte lagen etwas héher als die
an Tag 0 gemessenen HMF-Werte, siehe Tabelle 3.Biren wurden ab Teststart ad
libitum mit der Kontroll- und den jeweiligen Tesslidngen tber Spritzen gefittert (24 h + 2
h). Die Spritzen wurden bis Tag 25 taglich gewelthBée Spritzen wurden vor der Flitterung
sowie wiederum nach Entnahme aus den Kéfigen gewage die tagliche Futteraufnahme
zu bestimmen. Nach Tag 25 wurden die Futterungsialle vergrofRert, die Vorgehensweise
bzgl. der Futterung und dem Wiegen der Spritzendevureibehalten. Nach der taglichen

Futterung wurde die Anzahl toter Bienen pro Kéafifagst und das Verhalten der Bienen
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beurteilt. Uber die Anzahl der toten Bienen wurde prozentuale Mortalitat ermittelt. Die

toten Bienen wurden aus hygienischen Griinden au&dggen entfernt.

Sommerversuch

Der Sommerversuch wurde aufgrund der Ergebniss&/desersuchs modifiziert, indem die
Testkonzentrationen erhdht wurden und eine zushg&liTestkonzentration getestet wurde,
siehe Tabelle 4. Der Versuchsbeginn war am 01.06.2(00) und das Testende am
01.07.2016 (D30). Die Futterungs- und Bonituringdier der Mortalitat und des Verhaltens
waren am Montag, Mittwoch und Freitag. Fur den Semvarsuch wurden frisch geschlipfte
Bienen genutzt. Um frisch geschlipfte Bienen mitear definierten Alter zu erhalten,
wurden aus den institutseigenen Bienenvoélkern M. Mr. 890 und Nr. 821 jeweils eine
Brutwabe mit verdeckelter Brut sowie Pollen undt&uam 27.05.2016 entnommen und bei
34,5°C sowie 60%-iger relativer Luftfeuchte im Kasthrank bebritet. Die geschlipften
Bienen wurden am 31.05.2016 von den Brutwaben albgeelt und in Stahlkafige
(Beschreibung siehe Vorversuch) mit ad libitum &iithg gesetzt. Um die Vergleichbarkeit
zwischen dem Vorversuch und dem Sommerversuch tuwewawurde die Temperatur des
Klimaschrankes wahrend der Versuchsphase auf 2%¥f@bpesetzt. Die Herstellung und
Lagerung der Testlosungen sowie die Fltterung uadBdnituren der Mortalitat und des

Verhaltens wurden gemal3 der Beschreibung des \&ueks durchgeflhrt.

Tabelle 4: Versuchsdesign des Sommerversuchs

Prifglieder Bezeich-| HMF- Anzahl | Anzahl | Test- Test-
nung Test- Kafige | Bienen | konzen- | konzen-
konzen- pro tration tration
tration Kafig gemessen| gemessen
(mg / kg) (mg /kg) | (mg/kg)
DO D30
Kontrolle | C | Ca-] 50 %-ige | 10 20 - -
Zuckerlsg
(w/w)
Test Tl | Tla-d 40 4 20 40,68 42,84
T2 | T2a-d 120 4 20 - -
T3 | T3a-d 240 4 20 - -
T4 | T4a-d 480 4 20 - -
T5 | T5a-d 960 4 20 - -
T6 | T6a-d 1920 4 20 - -
T7 | T7a-d 3840 4 20 - -
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Zur Korrektur der Futterverbrauchsdaten wurden beBommerversuch in dem
Futterungsturnus der Bienen in den Kéfigen siebeiiig€ ohne Bienen mit gefullten
Futterspritzen bestiickt. Futter kann durch Evapmaber auch durch geringfiigiges Tropfen
aus den Futterspritzen entweichen.

Herbstversuch

Der Herbstversuch wurde vom 01.09.2016 (DO0) bis A0M9.2016 (D30) durchgefihrt.
Aufgrund der Ergebnisse des Sommerversuchs wued&lgdhaschranktemperatur von 25°C
auf 33°C erhodht. Ansonsten blieben die GewinnungRlenen sowie der Versuchsaufbau
gemall dem Sommerversuch, siehe Tabelle 5. Diehfrggeschlipften Bienen fir den
Herbstversuch wurden aus den Bienenvdlkern Nr. R89792 und Nr. 504 gewonnen.

Tabelle 5: Versuchsdesign des Herbstversuchs

Prufglieder Bezeich-| Test- Anzahl | Anzahl | Test- Test-
nung konzen- | Kafige | Bienen | konzen- | konzen-
tration pro tration tration
(mg / kg) Kafig gemessen| gemessen
(mg/kg) | (mg/kg)
DO D30
Kontrolle | C | Ca-|j 50 % ige | 10 20 - -
Zuckerlsg
(w/w)
Test Tl | Tla-d 40 4 20 40,88 40,78
T2 | T2a-d 120 4 20 - -
T3 | T3a-d 240 4 20 - -
T4 | T4a-d 480 4 20 - -
T5 | Tha-d 960 4 20 - -
T6 | T6a-d 1920 4 20 - -
T7 | T7a-d 3840 4 20 - -

Ergebnisse und Diskussion

Vorversuch (Range Finder)

Der Futterverbrauch lag im Durchschnitt Uber akstglieder bei 44,3 mg / Biene / Tag (min:
23,7 mg / Biene / Tag, max: 66,0 mg / Biene / T&ygs war geringfiigig hoher als in den
Ringtestergebnissen (Klirgg al, 2016), wo der Futterverbrauch bei 40,6 mg / Biehag lag.
Bei den verschiedenen Testkonzentrationen (T1 — T&) der durchschnittliche

Futterverbrauch unter dem durchschnittichen PFutdirauch der Bienen in den
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des Vorversuches an ein verstarktes Abkoten betdtasterden, was Einfluss auf den

Futterverbrauch haben kdnnte.

Tag

60

50

40

30

49,08

51,71

44,47

39,76

41,09

44,03

44,81

20 A —

10 - —

mg Futterbrauch pro Biene und

Kontrolle T1 T2 T3 T4 T5 T6

Abbildung 1: Taglicher Futterverbrauch pro Biendrig des Vorversuchs

Andererseits ware auch ein Einfluss der Evaporatienkbar. An der Abbildung 2 ist ein
leichter Trend zu hoheren Werten beim Futterverddraton DO — D35 sichtbar. Dieser Trend
konnte mit der ansteigenden Mortalitat der Bienemén Kafigen und der Evaporation aus

den Futterspritzen zusammenhangen.

Control

a
N
A T1
-AQ‘ 20mg/kg
c— T2
40mg/kg
e—T 3
80mg/kg
V T4
160mg/kg
¥ T5
N 320mg/kg
s T 6

VI 640mg/kg

Y
N
I N N N N N N N |

Futterverbrauch pro Biene in mg / Tag
D
D

Abbildung 2: Futterverbrauch von Tag 0 bis Tagr8ig pro Biene und Tag des Vorversuchs
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Im Ringtest von Klinget al., 2016 wurde ermittelt, dass im Verhaltnis zur &lmzder Bienen
pro Kéfig bei sinkender Anzahl Bienen der Einflags Evaporation steigt. Daher wurde bei
den beiden folgenden Versuchsdurchlaufen die vedbta Futtermenge um die Hohe der

Evaporation korrigiert.

Die Kontrollmortalitat war bis Tag 29 15 %. Die Grenze der Mortalitat in der Kontrollenv

< 15 % nach 10 Tagen stellt das Validitatskriterivom chronischen Kafigversuchen (Kling
et al, 2016) dar. Dies zeigt, dass die Nutzung von Wimémen auch Uber einen langen
Zeitraum in der Laborsituation moglich ist, siehebfdung 3.
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Abbildung 3: Kontrollmortalitét in % des Vorversigh

In der Abbildung 4 ist die kumulative Mortalitatlexl Testglieder dargestellt. Die Mortalitat
der Testgruppen T4 und T6 unterschieden sich s#kamif zur Mortalitat der Kontrolle
(pairwise comparison, Chi2 Fourfold table test= 0,05; ToxRat Standard 2.10). In den
Tabellen 6 und 7 sind die Testtage D29 und D35atdefjt. Die Kafige der Testgruppe T4
waren bereits kurz nach Testbeginn stark verkddetr Zusammenhang zwischen einer
Infektion mit Nosema spec. Sporen und dem Einfluss von HMF wird schaih Ilangerem
diskutiert und wurde von Benkedt al (2016) untersucht. Es konnte kein eindeutiger
Zusammenhang festgestellt werden. Dennoch ist &amroen, dass der signifikante
Unterschied der Mortalitat zwischen T4 und der Kolite auf ein Zusammenspiel zwischen
einem gesundheitlichen Defizit der Bienen, einébhten Futteraufnahme und der Toxizitat
des HMFs zuriickgeht. Die Mortalitat der Versuchpgen T1, T2, T3 und T5 unterschieden
sich nicht signifikant von der Mortalitat der Koaollie bis D35, obwohl ein starkeres Verkoten

der Kéfige bei aufsteigender Testkonzentration iengleich zur Kontrolle beobachtet werden
Seite 7 von 18
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nicht mehr sichtbar. Ein NOEC und / oder ein,Ek@nnten mit den vorliegenden Daten des
Vorversuchs nicht ermittelt werden. Die LC 50 Wdrtéherer Studien, dargestellt in Tabelle
2, liegen zwischen 74 mg / kg und 450 mg / kg. BiBandbreite sowie die Mortalitat des
Testglieds T4 des Vorversuchs lasst schlieRen, dass andere Einflussfaktoren wie das
Alter der Bienen sowie der Gesundheitszustand dendBvolker einen Einfluss auf die

Sterblichkeit unter dem Einfluss von HMF haben.

Loveid
Laye

konnte. Dieser Unterschied in den Testgliedern dleziider Kotverschmutzung war an D35

Bei den Verhaltensbonituren der Bienen konntene@iuaffalligkeiten festgestellt werden.
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X 35
c
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2
E 20 /
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215 / /
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Abbildung 4: Kumulative Mortalitat aller Testgliedi& % des Vorversuchs
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Tabelle 6: Chi? Fourfold table test an D 29 (passvcomparison, Chi? Fourfold table test 0,05;
ToxRat Standard 2.10)

Chi? 2x2 Table

Chi®-2x%2 Test (alpha is 0,05; one-sided greater): Pair-wise comparisons between treatment
and control; The one-sided test is based on the standard normal variable z, which is a measure
of the difference between treatment and control;; Ho (no effect) is accepted, if the probability

p(z) = Alpha.

Treatm.[mg/kg] Introduced Survived Dead % Mortality z plz) sign.
Contral 200 161 39 19.5
20,000 80 68 12 15,0 0,881 0,811
40,000 80 69 1 13.8 1135 0.872
80,000 80 69 1 13.8 1,135 0,872 -
160,000 80 53 27 338 2,538 0.008 +
320,000 80 65 15 18.8 0,144 0.557
640.000 80 a1 29 36.3 2,953 0.002 +

+: significant; -: non-significant

Tabelle 7: Chi? Fourfold table test an D 35 (passvcomparison, Chi? Fourfold table test 0,05;
ToxRat Standard 2.10)

Chi® 2x2 Table

Chi*-2x2 Test (alpha is 0,05; one-sided greater): Pair-wise comparisons between treatment
and control; The one-sided test is based on the standard normal variable z, which is a measure
of the difference between treatment and control;; Ho (no effect) is accepted, if the probability

p(z) = Alpha.

Treatm.[mg/kg] Introduced Survived Dead % Mortality z plz) sign.
Contral 200 129 I 355
20.000 g0 56 24 30,0 0,878 0.810 -
40.000 80 64 16 20,0 2532 0.994 -
80.000 g0 63 17 21.3 2.320 0.990 -
160,000 80 43 v 46,3 1,669 0,048 +
320,000 80 55 25 31.3 0,677 0.751 -
640,000 g0 43 v 46.3 1,669 0.048 +

+: gignificant; - nen-gignificant
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Sommer ver such

Der tagliche durchschnittliche Verlust an Futtergeein den Spritzen betrug 49,42 mg (min:
44,71 mg; max: 53,64 mg). Der bereits korrigiertectischnittliche Futterverbrauch lag im
Sommerversuch bei 15,55 mg / Biene / Tag (min: éx@0/ Biene / Tag; max: 29,61 mg /
Biene / Tag), siehe Abbildung 5.

29 Kontrolle [~
—T1 40 mg /kg / o
27 T2 120 mg/kg —
5 —T3 240 mg/kg /
e T4} 480 mg/kg A

N NN
= W
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-
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/7 NS S -

— —

5 T T T T T T
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~
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Abbildung 5: Futterverbrauch von Tag 0 bis Tagr3éhg pro Biene und Tag des Sommerversuchs

Der Sommerversuch unterschied sich zum Vorversuchrchd eine geringere
Futteraufnahmemenge pro Biene und Tag. Die Futiemamemenge im Vorversuch betrug
44,3 mg / Biene / Tag (min: 23,7 mg / Biene / Tamgx: 66,0 mg / Biene / Tag). Die
Futteraufnahmemengen wurden beim Sommerversuch iemMeénge der Evaporation
korrigiert. Die nicht korrigierte Futterverbrauchsnge der Kontrollbienen beim
Sommerversuch lag bei 20,25 mg / Biene / Tag (466 mg / Biene / Tag; max: 27,40 mg
/ Biene / Tag).

Die Mortalitdit der Bienen des Sommerversuchs warchtni entsprechend der
Testkonzentrationen verteilt, siehe Abbildung 6e Bienen der Testkonzentration T5 hatten
an D 30 mit 1,25 % die geringste Mortalitat allezrsuchsglieder. Die Kontrollbienen hatten
an D 30 die héchste Mortalitat mit 17,00 %. Somag tlie Kontrollmortalitat etwas Gber dem
Validitatskriterium der chronischen 10 - Tage Kéégsuche (Klinget al, 2016). Die
ungleiche Verteilung der Mortalitat konnte mit dgeringen Futteraufnahme und somit
eingeschrénkter Exposition der Bienen mit HMF zus@mhangen.
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Verhaltensauffalligkeiten, die im Zusammenhang wnir Testsubstanz stehen konnten,
wurden nicht festgestellt werden. Jedoch wurde aeluiet, dass die Bienen in den Kafigen
fast regungslos wie in einer Art kleiner Wintertbpau salRen. Mutmalllich war die

Klimaschranktemperatur von 25°C zu niedrig fur gboysiologische Optimum der frisch

geschlupften Bienen und wurde daher fir den Heelostiech auf 33°C erhdht.

18
17 17,00
16 //
15 —
14
X 13 r
[ =
=12 = Kontrolle /
21 —_—T1 40 mg/kg /
= 10 —T ) 120 mg/kg /
s 4 —T3 240 mg/kg /
2 ——T4 480 mg/kg / B
2 5 TS 960 mg/kg / P 7,50
2 . T6 1920 mg/kg -~ /) 6,25
£ T7 3840 mg/kg yd / /
2> y
4 vyt 3,75
3
2 s [/ S 250
1 — 4 WA SRRy
01 — / -
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DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 D16 D19 D21 D23 D26 D28 D30

Abbildung 6: Kumulative Mortalitat aller Testgliedie % des Sommerversuchs

Her bstversuch

Der Herbstversuch wurde entsprechend dem Sommaokerdurchgefihrt. Die einzige
Anderung war die Erhéhung der Temperatur des Klamaskes von 25°C auf 33°C.

Die gemessene Evaporation von Futterlosung aus Fdgterspritzen heraus betrug im
Herbstversuch durchschnittlich 78,85 mg / Tag (miid86 mg / Tag; max: 89,07 mg / Tag).
Die Evaporation im Sommerversuch betrug 49,42 ingg (min: 44,71 mg / Tag; max: 53,64
mg / Tag), war demnach ca. 1,6-mal geringer al$derbstversuch. Die Evaporation steigt
scheinbar mit der Temperatur im Klimaschrank an.i Bé&chtbeachten ware der
Futterverbrauch in der Herbststudie um den durctitbhen Futterverbrauch von 3-4
Bienen pro Kéafig taglich verfalscht worden.

Die um die Evaporation korrigierte durchschnittechutteraufnahme aller Testglieder betrug
22,59 mg / Biene / Tag (min: 11,03 mg / Biene /;Tiagx: 32,73 mg / Biene / Tag), siehe
Abbildung 7.
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Abbildung 7: Futterverbrauch von Tag 0 bis Tagr3éhig pro Biene und Tag des Herbstversuchs

Der Futterverbrauch der einzelnen Testglieder ist der Abbildung 8 zu entnehmen.
Dargestellt wurden jeweils der durchschnittlichegr dninimale sowie der maximale

Futterverbrauch. Die schwarze Linie beschreibt derchschnittlichen Futterverbrauch aller
Testglieder von 22,59 mg / Biene / Tag. Der durbhgdiche Futterverbrauch der Testglieder
C, T1, T2, T3, T4 und T6 lag oberhalb des durchgtdivhen Futterverbrauchs aller

Testglieder, T5 lag knapp darunter. Der durchsdiofie Futterverbrauch des Testglieds T7
lag etwas starker unterhalb der durchschnittlidhetteraufnahmemenge.

B Minimum
H Mittelwert

M Maximum

Futterverbrauch (s, min, max)

c T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Abbildung 8: Korrigierter Futterverbrauch, (min, max) in mg pro Biene und Tag der einzelnen
Testglieder des Herbstversuchs
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Die Mortalitat der Bienen aller Testglieder istder Abbildung 9 dargestellt. Die geringste
Mortalitat hatte T1 (40 mg / kg) mit 13,75 %, gefiolyon C (unbehandelte Kontrolle) mit
18,50 %, T3 (240 mg / kg) mit 18,75 % und T2 (12§ mkg) mit 21,25 %. Ab der
Testkonzentration T4 (480 mg / kg) mit 27,50 % Motét waren die Unterschiede der
Testkonzentrationen signifikant zur Kontrolle (mase comparison, Chi? Fourfold table test,
a = 0,05; ToxRat Standard 2.10, siehe Tabelle 8. Tastkonzentration T5 (960 mg / kg)
|6ste eine Mortalitat von 45,00 % aus, T6 (1920/rkg) von 77,50 % und T7 (3840 mg / kg)
von 97,50 %. Der NOEC lag bei 240 mg / kg. Der blenete EG lag bei 440,25 mg / kg,
ECy bei 693,14 mg / kg und Egbei 1375,81 mg / kg (Weibull Analyse, p(Chi?): T08;
p(F): 0,0000), siehe Tabelle 9 und Abbildung 10.

Die Mortalitat der Kontrolle lag Uber 15 %, dem Ma#tskriterium der 10-Tage chronischen
Adultstudien im Labor. Aufgrund der verlangerten siiauer bis 30 Tage des
Herbstversuches wird eine Uberschreitung von 3,5819/micht kritisch fiir die Aussage und
Teststarke des gewahlten Systems gewertet.

Verhaltensauffalligkeiten waren insbesondere in @estgliedern T6 und T7 zu verzeichnen.
Die Auffalligkeiten waren insbesondere Koordinaischwierigkeiten in  den
Bewegungsablaufen der Bienen bis hin zur volligemw8gungslosigkeit.

100

/ 97,50
Control
T2 120 mg / kg /

—_—T3 240 mg / kg
—T4 480 mg / kg

60 T5 960 mg / kg
=T6 1920 mg/ kg

=—=T7 3840 mg/kg

(0] [Yo]
o o

N
o

litdtin %

45,00

gtlve I{I_Iorta
—

Kumulati

AN
N

27,50
/ 21,25

18,75

DO D2 D5 D7 D9 D12 D14 Die D19 D21 D23 D26 D28 D30

Abbildung 9: Kumulative Mortalitat aller Testgliedi® % des Herbstversuchs
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Tabelle 8: Chi2 Fourfold table test

Relation of Mortality on Concentration at 30 d

Chi* 2x2 Table

Chi*-2x2 Test (alpha is 0,05; one-sided greater): Pair-wise comparisons between treatment

and control; The one-sided test is based on the standard normal variable z, which is a measure
of the difference between treatment and control;; Ho (no effect) is accepted, if the probability
p(z) = Alpha.

Treatm.[mg/kg] Introduced Survived Dead % Mortality z plz) sign.
c Control 200 163 37 18.5
T1 40,000 80 69 11 13.8 0.953 0.830
T2 120,000 80 63 17 21.3 0.527 0.299
T3 240,000 80 65 15 18.8 0,049 0.481 -
T4 480,000 80 58 22 275 1,668 0,043 +
TS5 960,000 80 44 36 450 4563  =<0.001 +
T6 1920.000 80 18 62 775 9329 <0001 +
T7 3840.000 80 2 78 97.5 12,139 <0.001 +

+: significant; -: nen-significant

Tabelle 9: Weibull Analyse

Results of the Weibull analysis

Results of the Weibull analysis: Selected effective concentrations (ECx) of the test item
and their 95%- and 99%-confidence limits (according to Fieller's theorem).

Parameter EC10 EC20 EC50
Value [mg/kg] 440,248 693,144 1375810

lower 95%-cl 339,939 573,051 1222997

upper 95%-cl 536,845 806,353 1537025

lower 99%-cl 316,385 543,105 1179,854

upper 99%-cl 576.811 850,814 1593.229

n.d.: not determined due to mathematical reasons or inappropriate data

Slope function after Litchfield and Wilcoxon: 1,831

(The slope function is derived from the slope. b, of the linearized probit function and computes
as S = 1041/b); please note that small values refer to a steep concentration/response relation and
large ones to a flat relation.)

# Data
— Function
v B5%CL

% Mortality

Concentration [mg/kg]

Abbildung 10: Mortality response curve 30 Tage\d&ibull Analyse
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Vorversuch, Sommerversuch und Herbstversuch im Vergleich

Die Unterschiede zwischen den drei HMF-Versuchemewalie im Testsystem genutzten
Bienen, die Temperatur des Klimaschrankes sowielTdskonzentrationen. Im Vorversuch
wurden Winterbienen genutzt, im Sommer- und Hedystwch ausschlie3lich frisch
geschlipfte Bienen. Die Klimaschranktemperatur ugetrim Vorversuch sowie im
Sommerversuch 25°C und im Herbstversuch 33°C. Destkbnzentrationen waren im
Vorversuch niedriger als im Sommer- und Herbstweisbei denen die Testkonzentrationen
gleich hoch waren. Vermutlich war durch den ca:ri@ geringeren Futterverbrauch und die
geringe Aktivitdt der Bienen, bedingt durch dieiggere Klimaschranktemperatur bedingt,
die Exposition der Bienen im Sommerversuch niclgreichend fur einen messbaren Effekt
des HMF auf die Mortalitat der Bienen.

Der Futterverbrauch der Kontrollbienen der drei HMé&rsuche ist in Abbildung 11
dargestellt. Der jeweils blau dargestellte Futtdsxeuch wurde nicht um die Evaporation
(EV) korrigiert und der rot dargestellte Futtervanlich wurde um die Evaporation korrigiert.
Im Vorversuch wurde die Evaporation nicht erfassther wurde um die durchschnittliche
Evaporation des Sommerversuchs korrigiert. Der ¥mwch und der Sommerversuch
wurden jeweils mit einer Klimaschranktemperatur \25fC durchgefihrt, daher sollte die

Evaporation vergleichbar sein.

50

45 -
B mit EV

40 -

H ohne EV

35 -
¥ 30 -
25 -

20 A

15 -
10 -
5_

Futterverbrauch der Kontrollen in mg /
Biene /T

0 -

HMF 1 HMF 2 HMF 3

Abbildung 11: Korrigierter durchschnittlicher Futterbrauch der Kontrollen in mg pro Biene und

Tag aller drei Versuche

Der Futterverbrauch der Kontrollbienen war im Vosweh am hochsten, ahnlich dem
Futterverbrauch im Ringtest von Klireg al (2016) und im Sommerversuch am niedrigsten.
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Die durchschnittliche Futteraufnahmemenge war bei idontrollbienen des Vorversuchs ca.
2,6-mal hoher als bei den Kontrollbienen des Somersuchs und im Vergleich zu der
Futteraufnahme im Herbstversuch ca. 1,9-mal hdber.Futteraufnahme im Herbstversuch
war ca.l,4-mal hoher als im Sommerversuch. In diee€hnung flossen jeweils die um die
Evaporation korrigierten Daten ein.

Signifikante Unterschiede zwischen den Testkonat#iottien und der Kontrolle konnten bei
den zwei Hauptversuchen ausschliel3lich im Herbsivér ermittelt werden. Ab der
Testkonzentration T4 (480 mg / kg) mit 27,50 % Motét waren die Unterschiede der
Testkonzentrationen signifikant zur Kontrolle. Dxrechnete Ef lag bei 440,25 mg / kg,
ECy bei 693,14 mg / kg und Eg bei 1375,81 mg / kg. Im Vorversuch war die
Testkonzentration 640 mg / kg signifikant unteredtich zur Kontrolle, die nachst niedrigere
Konzentration von 320 mg / kg nicht. Die Ergebnisdes Vorversuchs und des
Herbstversuches lagen somit in einem ahnlichen &wainationsbereich, in dem scheinbar bei
einer 30 tagigen Testdauer ein negativer Effektdigd-s auf die Lebensdauer von Bienen
beginnt. Der NOEC des Herbstversuches lag bei 240 kg nach 30 Tagen und der NOEC
bei Pflugfelder und Gallmann (2011) entsprach 2@0 kg nach 32 Tagen.

Die Gesamtbewertung des Forschungsvorhabens dtgttiecheidungshilfe®.
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