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1 Einleitung

Das mit der Saatgutbeizung einhergehende Risiko der oberirdisch in Guttationstropfen frei-
gesetzten Wirkstoffriickstande fur die Europaische Honigbiene Apis mellifera L. wird seit
einigen Jahren kontrovers diskutiert. In Deutschland fiihrten akute Vergiftungsschaden an
rund 12.000 Bienenvélkern im Frihjahr 2008 (MLR 2008; Rosenkranz und Wallner 2008)
dazu, dass die Saatgutbeizung mit Neonicotinoiden grundlegend in Frage gestellt wurde.

Im Fruhjahr 2012 wurden neue wissenschaftliche Erkenntnisse tber subletale Auswirk-
ungen von Neonicotinoiden auf Bienen verdffentlicht. Aufgrund dieser Erkenntnisse
beauftragte die Europdische Kommission die Europdische Behorde fur Lebensmittelsicherheit
(EFSA) mit einer wissenschaftlichen Auswertung dieser neuen Erkenntnisse, mit dem Ziel,
eine Risikobewertung der Wirkstoffe Clothianidin, Imidacloprid und Thiamethoxam in Bezug
auf ihre Auswirkungen auf Honigbienen vornehmen zu kénnen. In diesem Zusammenhang
konnten ,,[...] inakzeptable Risiken aufgrund akuter oder chronischer Auswirkungen auf das
Uberleben und die Entwicklung von Bienenvolkern fir mehrere Kulturen nicht
ausgeschlossen werden. Zudem [wurden] [...] fur jede der bewerteten Kulturen mehrere
Datenliicken [ermittelt]. Dies betrifft insbesondere die Langzeitrisiken fur Honigbienen
aufgrund der Exposition gegenuber Staub, aufgrund von Rickstanden in Pollen und Nektar
und aufgrund der Exposition gegenlber Guttationsflussigkeit® (ABI EG Nr. L 139 v.
25.05.2013). Durch die am 24. Mai 2013 von der Européischen Kommission erlassene und
am 25. Mai 2013 in Kraft getretene Durchfthrungsverordnung (EU) Nr. 485/2013 (ABI EG
Nr. L 139 v. 25.05.2013) ist die Anwendung der genannten Wirkstoffe in der landwirt-
schaftlichen und gartnerischen Praxis bis zu der im Herbst 2015 zu erwartenden

Neubewertung stark eingeschrankt.

Zum Schutz von ,Mensch, Tier und Umwelt“ ist der reduzierte Einsatz von
Pflanzenschutzmitteln auf ein ,,notwendige[s] MaR* das vorrangige Ziel des ,,Gesetz[es] zum
Schutz der Kulturpflanzen (Pflanzenschutzgesetz - PfISchG)“ vom 14. Februar 2012 (BGBI
Teil 1 2012 Nr. 7 v. 13.02.2012) und des ,,Nationale[n] Aktionsplan[s] zur nachhaltigen
Anwendung von Pflanzenschutzmitteln* (NAP; Art. 4, Abs. 1) (BAnz AT v. 15.05.2013 B1).
Diese basieren auf der ,,Richtlinie Nr. 2009/128/EG des Européaischen Parlaments und des
Rates vom 21. Oktober 2009 Uber einen Aktionsrahmen der Gemeinschaft fir die nachhaltige
Verwendung von Pestiziden®, der sogenannten Pflanzenschutz-Rahmenrichtlinie (ABI EG Nr.



Einleitung

L 309/71 v. 24.11.2009). Eine Reduzierung der Wirkstoffexposition im Rahmen der
Anwendung von Pflanzenschutzmitteln beinhaltet unter anderem die Optimierung der
Applikationstechnik hinsichtlich der Wirkstoffexposition gegenuber Nicht-Zielorganismen.
Durch die Saatgutbeizung wird die ausgebrachte Wirkstoffmenge pro Flacheneinheit und
somit auch die Exposition von Nicht-Zielorganismen gegeniiber dem applizierten Wirkstoff
im Vergleich zur Spritz- oder Spriihapplikation deutlich reduziert. Der bei dem Verfahren der
Beizung auf das Korn aufgebrachte Wirkstoff wird erst im Boden durch die
Bodenfeuchtigkeit in Lésung gebracht, wodurch sich ein Wurzel umgebendes Depot an
Wirkstoff bildet. Eine systemische, akropetale und teils translaminare Verteilung des
Wirkstoffs innerhalb der Pflanze Uber das Xylem ist eine chemisch-physikalische
Voraussetzung, die den effektiven Schutz der wachsenden Pflanze gegentiber Schaderregern
(Fungizid) oder Schadinsekten (Insektizid) bereits ab dem Keimlingsstadium gewéhrleistet.
Seit den 1990er Jahren sind die Substanzen Acetamiprid, Clothianidin, Dinetofuran,
Imidacloprid, Nitenpyram, Thiacloprid und Thiamethoxam aus der Wirkstoffgruppe der
Neonicotinoide auf dem Pflanzenschutzmarkt (Elbert et al. 2008). Diese Substanzen sind von
dem aus den Wurzeln der Tabakpflanze Nicotiana tabacum L. gewonnenen Naturwirkstoff
Nicotin synthetisch abgeleitet und wirken bei Insekten aufgrund einer hohen Affinitat zu den
Acetylcholin-Rezeptoren (Iso-Wert ~1 nM; Nauen et al. 2003) als hochwirksame Nervengifte.
Das Spektrum an Schaderregern, gegen die diese Wirkstoffe weltweit eingesetzt werden, ist
vielféltig und reicht von Blattlausen, Weillen Fliegen, Kéfern, Zikaden im Weinbau, Wanzen
und Thripsen bis hin zu Drahtwirmern (Weichel und Nauen 2003; van Timmeren 2012;
Wallingford et al. 2012; Vernon et al. 2013; van Rozen 2013). Neben der Spritz- und
Sprihapplikation findet die Beizung von Saatgut mit diesen Wirkstoffen bislang Anwendung
bei einer Vielzahl gartenbaulicher und landwirtschaftlicher Kulturpflanzen, zu denen neben
Mais und Getreide unter anderem auch Raps (Brassica napus L.) im Sommer- sowie
Winteranbau z&hlt. Der intensive Einsatz der Wirkstoffe hat jedoch in den vergangenen
Jahrzehnten bereits zu ersten resistenten sowie kreuzresistenten Populationen gefiihrt (Elbert
und Nauen 2000, Le Goff et al. 2003, Nauen und Denholm 2005, Mota-Sanchez et al. 2006
und Alyokhin et al. 2007; zitiert in Wang et al. 2009). Die Wirkstoffe Acetamiprid und
Thiacloprid aus der Gruppe der Neonicotinoide sind bislang als nicht-bienengefahrlich
eingestuft, wohingegen die Substanzen Clothianidin, Imidacloprid und Thiamethoxam in ihrer
Anwendung als bienengeféahrlich kategorisiert sind (LDsp oral acute: Clothianidin 3,7 ng

Biene; Imidacloprid 3,7 ng Biene™; Thiamethoxam 5 ng Biene™). Die Toxizitat gegeniiber
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Séugern wird als gering und die Symptome werden vergleichbar mit denen von Nicotin
eingestuft (Tomizawa und Casida 2000, Tomizawa et al. 2001; zitiert in Tomizawa und
Casida 2005). Sowohl der Naturwirkstoff Nicotin als auch die synthetisch abgeleiteten
Substanzen und deren Metabolite (Westwood et al. 1998) weisen eine systemische sowie
translaminare Verlagerung innerhalb des Pflanzengewebes auf und schiitzen somit auch das
nachwachsende Gewebe (ber einen lang anhaltenden Zeitraum (Rouchaud et al. 1994,
Westwood et al. 1998).

Der sachgerechte Pflanzenschutz hat auch den Schutz von Nicht-Zielorganismen wie der
Europdischen Honigbiene und Wildbienenarten und damit den Erhalt ihrer individuellen
sowie synergistischen Bestdubungsleistung bei einer Vielzahl von Wild- und Kulturpflanzen
zum Ziel. Diese Bestaubungsleistung ist ein unverzichtbarer Beitrag zum Okosystem, welcher
durch den Riickgang der Bestauber-Diversitat gefahrdet wird (Brittain et al. 2014). Aufgrund
der hohen Attraktivitdt von Nektar und Pollen liefernden Bliten auf eine Vielzahl Bluten
besuchende Insekten stellt in diesem Zusammenhang die Wirkstoffexpositionen tber Pollen
und Nektar eine nicht zu vernachldssigende Gefahrdung dar. Eine Belastung mit
Wirkstoffrickstdnden bei Wasser, das ebenfalls ein Sammelgut darstellt, ist in diese
Betrachtungen mit einzubeziehen. Das durch Guttation (lat. gutta, Tropfen) abgesonderte
Wasser gebeizter Pflanzen wurde bisher im Rahmen der Risikobewertung als nicht Bienen
gefahrdend bewertet.

Guttation ist ein physiologischer Prozess, der bei einer Vielzahl an Pflanzen in den Tropen
(Sitte et al. 1991) und den GemaRigten Breiten auftritt und bei dem Xylemflussigkeit tber
Hydathoden (Wasserspalten) unter wasserdampfgeséattigten Witterungsbedingungen abge-
sondert wird. Der Vorgang, bekannt bei 210 mono- sowie dikotylen Pflanzenfamilien (Perrin
1972; zitiert in Dieffenbach et al. 1980 a), findet abhangig (passiv) oder unabhangig (aktiv)
vom Wurzeldruck statt (Haberlandt 1894, 1895, 1918; zitiert in Hausermann und Frey-
Wyssling 1962; Throm 1996; Nultsch 1996). Bei Pilzen ist dieser Vorgang ebenfalls
beschrieben (Nultsch 1996, Sprecher 1959). Das pflanzliche Hydathodengewebe kann lonen
und andere organische Komponenten aus der passierenden Xylemflissigkeit aufnehmen und
auch wieder resorbieren (Throm 1996), so dass aufgrund dieser Inhaltsstoffe eine Attraktivitat
des Guttationswassers auf Honigbienen nicht grundlegend auszuschlieBen ist. Demzufolge

wurde das Augenmerk bei den zugrunde liegenden Untersuchungen auf die in Deutschland im
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Anbau befindlichen landwirtschaftlichen Kulturen gelegt, deren Saatgut mit Substanzen
dieser Wirkstoffgruppe standardmafig gebeizt wird.

In Deutschland stellt Raps eine wirtschaftlich bedeutende Kulturpflanze dar, deren Anbau
hinsichtlich des Pflanzenschutzes einen Konflikt zwischen Landwirtschaft und Imkerei birgt:
Bedeutende Kriterien des Absatzmarktes werden durch die Bestdubungsleistung von Insekten
beeinflusst (Jauker et al. 2012; Holzschuh et al. 2012; Garratt et al. 2014 a,b), da eine
gleichméRige Bestdaubung sowohl die Fruchtausbildung als auch die Abreife beglnstigt (Free
und Nuttall 1968 und Williams 1978; zitiert in Mesquida et al. 1988; Garibaldi et al. 2009,
2013). Obwohl einige Kulturpflanzen als Windbestéuber nicht auf die Bestdubungsleistung
von Insekten angewiesen sind, wirkt sich das Auftreten von Bliten besuchenden Insekten
dennoch positiv aus. Die hohen Qualitidtsanforderungen an das Erntegut bedingen zugleich
den Einsatz von Fungiziden und Insektiziden flr die Gesunderhaltung des Bestandes. Als
wichtigste Olpflanze im deutschen Anbau gilt Raps, der zur Gewinnung von Rapsol als
Lebensmittel sowie von Biodiesel als Kraftstoff angebaut wird. Neben Raps sind Sonnen-
blume und Sojabohne bedeutende Kulturen zur Gewinnung von Biodiesel, deren Anbauflache
in den EU-Mitgliedstaaten signifikant zugenommen hat (Breeze et al. 2014).

Aus Sicht der Imkerei stellt die Rapsbliite im Friihjahr fir die Honigbienen sowie fir viele
andere Bluten besuchende Insekten, u.a. Hummeln (Bombus sensu stricto L., Steinhummel
B. lapidarius L.) und Schwebfliegen der Gattung Eristalis (Stanley et al. 2013), aufgrund der
taglichen Nektarproduktion von 0,6 mg pro Blite bei einem durchschnittlichen Zuckergehalt
von 44 bis 59 % und einer Pollenproduktion von 90 bis 174 kg pro Hektar (Maurizio und
Grafl 1980) eine wichtige Nahrungsgrundlage dar (Stanley et al. 2013). Zum Zeitpunkt der
Rapsblute nimmt die Population eines Bienenvolks stetig zu, so dass der Anteil der zu
versorgenden Brut innerhalb kurzer Zeit stark ansteigt. Eine zunehmende Herstellung von
Futtersaft fir die aufzuziehenden Larven ist die Folge (Park 1946; Lindauer 1954). Nach von
Rhein (1951; zitiert in Lindauer 1954, S. 409) weist der Futtersaft zundchst einen Wasser-
gehalt von 78,8 % bei Arbeiterinnenbrut auf, der je nach Alter der Larven auf 54,6 % sinkt.
Der flir Drohnenbrut hergestellte Futtersaft enthélt zwischen 73,5 % und 52,3 % Wasser. Dies
macht deutlich, dass im Frihjahr mit zunehmendem Brutumfang innerhalb eines Bienen-
volkes der Bedarf an Flussigkeit ansteigt, und erklart, warum Wassersammlerinnen im
Frahjahr bereits bei Umgebungstemperaturen von 5 bis 10 °C ausfliegen (Stabentheiner und
Kovac 2004; zitiert in Stabentheiner 2005). Um den téglich sowie saisonal schwankenden

Flussigkeitsbedarf eines Bienenvolkes innerhalb kurzer Zeit ausgleichen zu kdnnen, wird
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unter anderem das im Nektar enthaltene Wasser hierfur verwendet (Lindauer 1954; Kiihnholz
und Seeley 1997; Seeley 2009). Steigende Temperaturen auBerhalb des Bienenstockes
veranlassen die Honigbienen aufgrund der wéarmeausgleichenden Wirkung des eingelagerten
Honigs zeitlich verzdgert dazu, neben Nektar vermehrt auch reines Wasser in den Stock
einzutragen (Lindauer 1954), um die Temperatur im Brutbereich auf 34,5 bis 35,5 °C (Hess
1926; zitiert in Lindauer 1954, S. 392) und die Luftfeuchtigkeit auf 30 bis 50 % (Bidel 1948;
zitiert in Lindauer 1954, S. 403) regulieren zu kdnnen. Zur Steigerung der Verdunstungsrate
wird das Wasser in einem dinnen Film oberflachig auf bereits verdeckelte Zellen, offene
Brutzellen, leere Zellen oder Wabenrdhmchen aufgetragen (Lindauer 1954).

Anhand der vorausgegangenen Schilderungen wird deutlich, dass Guttationswasser
saatgutbehandelter Pflanzen, welches Wirkstoffriickstande enthélt, eine Gefédhrdung einerseits
fiir die Sammlerinnen auBerhalb des Bienenvolkes und andererseits durch den Eintrag und die
anschlielende stockinterne Verwendung eine Gefdhrdung auf Populationsebene darstellen

kann.

1.1 Ziel der Arbeit

Ziel der Versuchstatigkeit war es, das Auftreten von Guttation in Kulturbestanden und das
Verhalten von Wasser sammelnden Honigbienen im Halbfreiland und Freiland zu erfassen,
um eine Risikobewertung der von Beizmittelwirkstoffen freigesetzten Rickstande in

Guttationstropfen auf Wasser sammelnde Honigbienen vornehmen zu kénnen.

Zur Klérung der Fragestellung, inwieweit ein systemischer Transport der aktiven
Beizsubstanzen innerhalb der Pflanze auch zu einer oberirdischen Freisetzung in Guttations-
wasser fuhrt, wurde als methodischer Ansatz die regelméiiige Beprobung des Guttations-
wassers von Mais (Zea mays L.), xWintertriticale (Tscherm.-Seys. ex Muintzing) sowie

Winterraps wéhrend der jeweiligen Kulturdauer herangezogen.

Fur die Evaluierung der Sammelaktivitdt von Wasser sammelnden Honigbienen unter
Freilandbedingungen wurde im Rahmen des vom Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) finanzierten Kooperationsprojektes die ,,Entwicklung eines
Verfahrens zur Bestimmung des Wasser- und Wirkstoffeintrages durch Honigbienen - Fragen

zur Relevanz von Guttation“ in Kooperation mit dem Institut fur Umweltforschung (INFU),
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Technische Universitat Dortmund, angestrebt. Anhand intensiver Freilandbeobachtungen
sowie der Zucker- und Rickstandsanalyse préaparierter Honigblasen heimkehrender
Sammlerinnen galt es zu klaren, inwieweit Honigbienen Guttationswasser zur Deckung des
Wasserbedarfs sammeln und in die Bienenvolker eintragen. Diese Erkenntnisse lassen

Rickschlisse auf den Wirkstoffeintrag in Bienenvolker tiber kontaminiertes Wasser zu.

Im Zusammenhang mit der Aufbereitung der Bienenproben fur die Ruckstandsanalyse
gelang es, die Technik der Honigblasenpraparation zu optimieren und diese im Labor zu
etablieren. Die Methode ermdglicht durch die Verwendung einer Zentrifuge eine Zeit
sparende und standardisierbare Aufbereitung von Honigblasen.

Zur Risikobewertung ,[der] oberflachige[n] Freisetzung von systemischen Beiz-
insektiziden durch Guttation im Rapsanbau und ihre[r] Bedeutung im Hinblick auf eine
Gefahrdung von Wasser holenden Bienen* (Wallner et al. 2012) wurden im Rahmen eines
mehrjahrigen, durch die Union zur Férderung von Oel- und Proteinpflanzen e.V. (UFOP)
finanzierten Projektes Versuche in der Kultur Winterraps durchgefihrt. Das Projekt wurde in
Kooperation mit dem Julius Kihn-Institut, Institut fir Pflanzenschutz in Ackerbau und
Grinland, durchgefiihrt. Im Rahmen dieses Projektes wurden Daten zur Freisetzung der
Beizmittelwirkstoffe in Guttation und das Wassersammelverhalten von Honigbienen in Bezug
auf Guttation bei gebeiztem Winterraps durchgefuhrt. Die Versuche hierzu erfolgten im
Labor, Halbfreiland sowie Freiland und greifen damit die drei Stufen der Risikotestung zur

Ermittlung der Bienentoxizitat auf.

Die Relevanz der Untersuchungen tber die Wirkstofffreisetzung in Guttation gebeizter
Kulturpflanzen und die Wassersammelaktivitat der Honigbienen zeigt sich darin, dass durch
die von der Européischen Kommission erlassene Durchfuhrungsverordnung (EU) Nr.
485/2013 die Anwendung der Neonicotinoide seit Mai 2013 zunachst fir den Zeitraum von
zwei Jahren eingeschrankt ist. Der genannte Zeitraum wurde zur Erarbeitung weiterer Daten
bezlglich der Rickstandsbelastung in Pollen, Nektar sowie Guttation und die damit
einhergehende Geféhrdung fur Bienen und andere Nicht-Zielorganismen angesetzt; eine
zeitnahe Bewertung der Wirkstoffe durch die Europaische Kommission ist zu erwarten. Die
im Rahmen der Versuchstatigkeit gewonnenen Daten und Erkenntnisse stellen somit einen

bedeutenden Beitrag zu diesem Thema dar.
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2 Veroffentlichungen

Die im Rahmen der kumulativen Dissertation erzielten Forschungsergebnisse wurden in
Fachjournalen eingereicht, anonym begutachtet (peer-reviewed) und verdffentlicht bzw. zur

Veroffentlichung angenommen:

2.1 Neonicotinoid insecticides translocated in guttated droplets of

seed treated maize and wheat: a threat to honeybees? *

Erratum to: Neonicotinoid insecticides translocated in guttated droplets of seed treated

maize and wheat: a threat to honeybees?

The immune system of honey bees is influenced by a diversity of factors, some of which have
changed in the last 10 years. One of theses is the application of pesticides by seed-dressing
with systemic and water-soluble active substances like the neonicotinoids. In addition to
pollen, nectar and dust, guttation of seed-dressed plants might be a new source of
contamination to honey bees. The experiments demonstrated that guttation gathered from
neonicotinoid-dressed plants contains corresponding residues of neonicotinoids: Guttation of
seed-dressed maize (clothianidin: Poncho® 0.5 mg/seed and Poncho® Pro 1.25 mg/seed)
contains neonicotinoid concentrations up to 8,000 ng mL™. This concentration decreases
rapidly, but residues of the seed-dressing are measurable over several weeks. Seed-dressing
with higher amount of active substance (Poncho® Pro) did not result in higher concentrations
in guttation in the first stages of plant development, but the concentration decreased more
slowly. The following spring after overwintering, guttation of seed-treated triticale
(imidacloprid: Gasur®) showed low residues of this compound (up to 13 ng mL™). During the
sampling of guttation, no honey bees were observed collecting these droplets from triticale or

maize.

! Reetz JE, Ziihlke S, Spiteller M and Wallner K, Apidologie 42(5):596-606 (2011).
? Reetz JE, Zuhlke S, Spiteller M and Wallner K, Apidologie 42(6):797 (2011).
http://link.springer.com
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2.2 A method for identifying water foraging bees by refractometer
analysis: a spotlight on daily and seasonal water collecting

activities of Apis mellifera L. 3

The relevance of guttation of seed-coated crops as a water source for honey bees (Apis
mellifera L.) is currently discussed and draws attention to the activity of water foraging honey
bees. Due to the wide foraging range, targeted observations of water foraging honey bees
under field conditions are difficult to carry out. Therefore, returning honey bees were
collected in the morning as well as during the day in summer and autumn 2010. In the

laboratory, honey sacs of potential water foraging honey bees (without pollen or propolis)

were examined. Honey sacs with a weight of >0.005 g were classified as successful foragers.
For the determination between water and nectar foragers, the honey sac contents of successful
foragers were individually analyzed for sugar content by a refractometer. Based on the known
and naturally-occurring range of sugar concentrations in nectars, the analyzed samples were
divided into nectar (25-65 % sugar) and water (0-15 % sugar) foraging honey bees. The
results showed that discrimination between nectar and water foraging honey bees is feasible
by analyzing the honey sac extracts with a refractometer. In autumn, the water demand of
honey bee colonies is almost exclusively covered by water collection, whereas during summer
nectar is mainly used. In general, water collection is not restricted to certain times of the day.
Thus, there might be an overlapping in time and space between the occurrence of guttation

and the flight activity of honey bees in temperate zones.

3 Reetz JE, Ziihlke S, Spiteller M and Wallner K, J Verbr Lebensm 7(4):283-290 (2012).

http://www.springer.com



Vergffentlichungen

2.3 Notes and Comments: An optimised technique for the preparation

of honey sacs of Apis mellifera L. *

Significant questions about the foraging behaviour of honey bees have been studied by
analysing the honey-sac extract. For the preparation of the honey-sac extract, various
techniques have been used in the past. In the context of the discussion about the impact of
guttation from seed-treated plants on the vitality of honey bee colonies, the focus has been
shifted to water foraging honey bees. But, specific observations and sampling of water
foraging honey bees under field conditions are, however, nearly impossible due to the wide
foraging range. Therefore, the analysis of individual honey-sac extracts of returning foragers
was focused because this methodology enables specifically targeted examinations of single or
pooled honey-sac extracts. An optimised technique of honey-sac preparation by centrifugation
in the laboratory has been developed, which can be used in a standardized and time-efficient
way to obtain single or pooled samples of honey-sac extracts.

* Reetz JE and Wallner K, J Apic Res 53(4):500-502 (2014).

http://www.ibrabee.org.uk



Vergffentlichungen

2.4 Uptake of Neonicotinoid Insecticides by Water Foraging Honey
Bees Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) Through Guttation
Fluid of Winter Oilseed Rape °

The water foraging activity of honey bees on guttation fluid of seed-coated winter oilseed
rape (WOR; Brassica napus L.) has not yet been evaluated. Therefore, the uptake of active
substances (a.s.) in guttation was evaluated by measuring residues of neonicotinoids used
before as WOR seed-coatings in individual honey-sac contents of returning foragers. In
autumn, insecticide residues of up to 130 pg a.s. per liter are released in WOR guttation, but
declined to <30 pg a.s. per liter until winter dormancy. In spring, residues are linked to pre-
wintered plants and declined steadily until flowering. The maximum residues in WOR
guttation occurs on the first leaves in autumn when the colonies” water demand decreases. For
the first time, evidence for the uptake of guttation from seed-coated WOR by honey bees was
given by measuring residues in individual honey-sac contents. In total, 38 out of 204 samples
(19 %) showed residues of thiamethoxam at concentrations ranging from 0.3 to 0.95 ug per
liter while the corresponding concentrations in WOR guttation varied between 3.6 to 12.9 ug
thiamethoxam per liter. The detected amounts of thiamethoxam in the honey sacs of water-
foraging honey bees were therefore below the thresholds in nectar and pollen that are
considered to have negative effects on honey bees after chronic exposure.

® Reetz JE, Schulz W, Seitz W, Spiteller M, Ziihlke S, Armbruster W, and Wallner K
zur Verdffentlichung akzeptiert in J Econ Entomol (08. September 2015).

http://www.entsoc.org
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3 Allgemeine Diskussion und Schlussfolgerungen

In den letzten Jahrzehnten wird ein erhéhter Rickgang der durch Imker betreuten
Bienenvolker (Potts et al. 2010 a, vanEngelsdorp und Meixner 2010) sowie weiteren Bluten
bestdubenden Insekten (Potts et al. 2010 b) berichtet; unter anderem flr Europa, die USA,
Japan sowie Vorderasien (vanEngelsdorp et al. 2009, Crailsheim et al. 2009, 2010, Guttierrez
2009, Haddad et al. 2009 und Soroker et al. 2009; zitiert in Neumann und Carreck 2010).
Zudem wird aus den USA seit dem Winter 2006/2007 das Zusammenbrechen von
Bienenvolkern, das sogenannte Colony Collapse Disorder (CCD), beschrieben.
Charakteristisch fir CCD ist der massive Abgang adulter Bienen, ohne dass ein
entsprechender Totenfall vor den Fluglochern der Bienenvolker auftritt, und zurtickbleibende
Brut (vanEngelsdorp et al. 2009). Bislang sind die CCD auslésenden Faktoren ungeklart
(Oldroyd 2007). Infektionen der Honigbiene durch Krankheitserreger (Paxton 2010; First et
al. 2014) und die Exposition gegeniber sublethalen sowie chronischen Wirkstoffkonzen-
trationen beeintrachtigen das Immunsystem der Honigbiene. Synergistische Effekte zwischen
den Stressfaktoren Krankheitsbelastung, Nahrstoffversorgung und Wirkstoffexposition
werden ebenfalls in Betracht gezogen (vanEngelsdorp et al. 2009; Alaux et al. 2010; Vidau et
al. 2011; Pettis et al. 2012, 2013). Nach Erkenntnissen von Di Prisco et al. (2013) wird die
Abwehrreaktion des Immunsystems der Honigbiene durch die Aufnahme von Clothianidin
reduziert. Mason et al. (2013) postulieren, dass sich die Zunahme der Infektionskrankheiten
bei Honigbienen, Fischen, Amphibien, Vogeln und Flederm&usen aus der Anwendung der
Wirkstoffe aus der Gruppe der Neonicotinoide ergeben, die das Immunabwehrsystem der
betroffenen Organismen grundlegend schwachen. Eine effizientere Etablierung von Schad-
erregern, beispielsweise Viren, im Organismus ist dadurch gegeben. Die auf eine voran-
gegangene Wirkstoffexposition zeitlich verzdgert stattfindende Reaktion im Bienenvolk lasst
einen direkten Zusammenhang zwischen beiden Faktoren nicht erkennen. Dass akute Bienen-
vergiftungen in direktem Zusammenhang mit der Anwendung von Neonicotinoiden stehen
kdnnen, zeigten lokal begrenzte Schadfélle in Italien (Greatti et al. 2003, 2006) und
Deutschland (Rosenkranz und Wallner 2008, MLR 2008, Pistorius 2009 a,b, Forster 2009).
Eine akute Bienentoxizitat der Wirkstoffe Clothianidin, Imidacloprid und Thiamethoxam ist
unumstritten. Derzeit stehen durch sublethale Wirkstoffkonzentrationen hervorgerufene
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Nebeneffekte auf die Gesundheit von Bienenvolkern und anderen Bestéuberinsekten in der
Diskussion. In diesem Zusammenhang ist auch die Freisetzung von Wirkstoffen aus der
Saatgutbeizung in Guttation vor dem Hintergrund, dass Honigbienen Wasser sammeln,

kritisch zu diskutieren.

3.1 Guttation als pflanzenphysiologischer Prozess im Zusammenhang
mit der jahreszeitlichen Freisetzung von Wirkstoffrickstanden aus der

Saatgutbeizung in Guttationstropfen

Gulttation ist ein naturliches und regelmaRig auftretendes Phdnomen, das bei einer Vielzahl an
Wildpflanzen der hiesigen Flora sowie bei Kulturpflanzen, zu denen unter anderem auch Raps
zahlt, zu beobachten ist. Hinsichtlich der Toxizitat auf Honigbienen und andere Insekten ist
die von Pflanzen in Form von Wassertropfen abgesonderte Xylemflissigkeit grundsatzlich als
nicht kritisch zu bewerten. Erst durch die Anwendung von systemisch wirkenden Substanzen
in der Saatgutbeizung, z.B. der Neonicotinoiden, kann ein Risiko entstehen. Die RegelméaRig-
keit, mit der Guttation auftritt, lasst den Schluss zu, dass diese Flussigkeit als Wasserquelle
von Insekten angenommen wird. Diese Annahme kann durch eigene Beobachtungen im
Freiland gestutzt werden. Vor dem Hintergrund, dass Insekten und insbesondere Honigbienen
ihren eigenen Nahrstoffhaushalt bzw. den ihres Volkes ber Pollen, Nektar und Wasser
ausgleichen missen, stellt die stoffliche Zusammensetzung des Guttationswassers einen
wichtigen Aspekt hinsichtlich der Attraktivitdt des Guttationswassers als Wasserquelle dar.

Dieser Aspekt wird ausfihrlich in Kapitel 3.2 diskutiert.

Wenn sich das Wasserpotential der Luft dem des feuchten Bodens annéhert und gleichzeitig
die Temperatur des Bodens die der Luft tberschreitet, erfolgt die Wasserabgabe der Pflanzen
im gasférmigen Zustand tber Stomata (Transpiration) zundchst eingeschréankt und wird
schliellich eingestellt; der Prozess der Guttation setzt ein (Hughes und Brimblecombe 1994).
In den hiesigen Breiten stellen sich wasserdampfgesattigte Bedingungen wahrend der
nachtlichen Abkihlung ein, wenn die relative Luftfeuchte >75 % betrégt (Frey-Wyssling
1949; zitiert in Joachimsmeier et al. 2009) und der Taupunkt erreicht wird (Hughes und
Brimblecombe 1994). Somit zeigt Guttation eine ausreichende Wasserversorgung der Pflanze

sowie eine hohe Wasserverfligbarkeit im Boden an (Fahn 1979, Faiz 1983, Glenn und Takeda
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1989; zitiert in Takeda et al. 1991). Die Witterungsbedingungen, die zur Bildung von Tau und
Gulttation fiihren, sind ahnlich, so dass beide Phanomene zumeist gleichzeitig und sowohl bei
Wild- als auch Kulturpflanzen zu beobachten sind. Das Vorhandensein von Guttation in
einem Pflanzenbestand wird durch Wind, steigende Temperaturen und/oder Sonnen-
einstrahlung beeinflusst. Je nach Jahreszeit steht Guttationswasser unterschiedlich lange tber
den Tag hinweg im Bestand als Wasserquelle zur Verfligung. Zwar fuihren Niederschlége
oberirdisch zu einer Verdinnung der Guttationsfllssigkeit sowie der darin enthaltenen
Wirkstoffriickstdnde, fordern aber zugleich die Guttationsleistung der Pflanze durch die hohe
Wasserverfiigbarkeit im Wurzelsystem.

Der Vorgang der pflanzlichen Guttation und deren Intensitdt werden von diversen
physikalischen Umweltfaktoren (Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Wasserverfiigbarkeit im
Boden), sowie dem physiologischen Zustand der Pflanze gesteuert (Heimann 1950, H6hn
1951, Joachimsmeier et al. 2012 a). Bereits Engel und Heimann (1949) stellten einen
Zusammenhang zwischen dem periodischen Auftreten von Guttation und dem Pflanzen-
wachstum fest. Anhand dieser Schilderungen wird deutlich, dass Guttation in der heimischen
Flora ein weit verbreitetes, regelmaRig auftretendes und von einer Vielzahl standortbedingter
Faktoren beeinflusstes Phdnomen ist, dessen Prognose anhand festgelegter Schwellenwerte
nicht moéglich ist (Joachimsmeier et al. 2012 a).

Bereits ab dem Keimblatt-Stadium von Pflanzen wird Xylemflissigkeit in Form von
Guttation abgesondert (Dieffenbach et al. 1980 a,b, Reetz et al. 2011, Joachimsmeier et al.
2012 a, Reetz et al. 2015 akzeptiert). Das Hydathodengewebe junger, noch nicht vollstandig
entfalteter Blatter weist eine héhere Guttationsleistung auf als das alterer, bereits entfalteter
Blatter. Dies kann auf Ablagerungen in den Wasserporen des Hydathodengewebes
zurlickgefuhrt werden, die sich im Verlauf des Pflanzenwachstums bilden (Takeda et al.
1991; Maeda und Maeda 1987; zitiert in Takeda et al. 1991). Eigenen Freilandbeobachtungen
sowie den Erkenntnissen von Joachimsmeier et al. (2010 b, 2012 a) zufolge nimmt die
Guttationsleistung bei Winterraps von der Keimung bis zur Blite bis hin zur Samenreife
kontinuierlich ab. Inwieweit es bei Winterraps ebenfalls zu entsprechenden Ablagerungen im
Hydathodengewebe kommt, kann nach derzeitigem Kenntnisstand nicht beurteilt werden.

Die jeweils Uber Guttation freigesetzte Flissigkeitsmenge variiert und ist abhangig von der
Pflanzenart, der Klimazone und den jeweils vorherrschenden Witterungs- und Standort-

bedingungen. Die im tropischen Regenwald natirlich vorkommende Pflanze Colocasia
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nymphaeifolia Schott (Familie der Aronstabgewéchse, Araceae) sondert wahrend der Nacht
bis zu 100 mL Wasser Uber Guttation ab (Sitte et al. 1991). Diese Guttationsmenge
unterscheidet sich nahezu um den Faktor 10.000 im Vergleich zu dem heimischen Wolligen
Honiggras Holcus lanatus L. (Hughes und Brimblecombe 1994) und circa um den Faktor 77
zu Winterraps im Freiland (1,3 mL pro Pflanze bei BBCH 16/17; Wallner et al. 2012).
Basierend auf dieser Angabe kann angenommen werden, dass ein Winterrapsbestand im
Herbst bei einer Saatdichte von 50 Korn pro m2 und einer Keimrate von 80 % Uber Guttation
eine Wassermenge von bis zu 52 mL pro m? (2 520 L ha) als Wasserquelle zur Verfiigung
stellen kann. Winterraps kann somit als Kulturpflanze mit hoher Guttationsintensitat einge-
stuft werden (Joachimsmeier et al. 2012 a); ein besonders hohes Wasserangebot durch
Guttation bei Winterraps besteht besonders wahrend des Herbstes sowie im friihen Frihjahr.

Die im Rahmen der Saatgutbehandlung applizierte Pro-Korn-Aufwandmenge der aktiven
Substanz/-en nimmt Einfluss auf die im Guttationswasser freigesetzten Rickstdnde. Die
hochsten Wirkstoffriickstdnde im Guttationswasser treten unabhéngig von der Kultur stets
wahrend der friihen Entwicklungsstadien und bereits ab dem Keimblatt-Stadium auf (Wallner
2009; Reetz et al. 2011; Joachimsmeier et al. 2012 a; Reetz et al. 2015 akzeptiert). Im Verlauf
des Pflanzenwachstums nehmen diese kontinuierlich ab (Reetz et al. 2011; Joachimsmeier et
al. 2010 b; Reetz et al. 2015 akzeptiert). Einerseits ist dies darauf zuriickzufuhren, dass
fortlaufend neues Pflanzengewebe zuwéchst und durch die Einlagerung von Wirkstoff
effektiv geschiitzt wird, und andererseits darauf, dass der Anteil an pflanzenverfligbarem
Wirkstoff im Boden im Verlauf der Kulturperiode abnimmt. Es ist davon auszugehen, dass
der Rickgang der Wirkstoffverfugbarkeit fur die Pflanzenwurzeln unter anderem mit
Adhasionskréften zwischen dem Wirkstoff und verschiedenen Bodenkolloiden zusammen-
hangt. Nach Cox et al. (1997) wird die Sorption von Imidacloprid im Boden durch chemisch-
physikalische Eigenschaften der vorherrschenden Bodenart beeinflusst, wie beispielsweise
dem Anteil organischer Kohlenstoffverbindungen und dem Anteil an Ton. Inwieweit
vergleichbare Effekte bei Thiamethoxam und Clothianidin im Boden auftreten, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nicht belegt werden, dennoch sollte dieser Aspekt nicht unbeachtet bleiben.
Weitere EinflussgroRen stellen das Wurzelwachstum aus dem Wirkstoffhorizont in andere
Bodenschichten sowie die durch Niederschldge bedingten Auswaschungsprozesse des
Wirkstoffhorizontes im Boden dar. Die Persistenz aktiver Substanzen in der Umwelt wird

neben den chemisch-physikalischen Substanzeigenschaften auch von den jeweils
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vorherrschenden Standortbedingungen, beispielsweise der mikrobiellen Bodenaktivitét,
beeinflusst (Dai et al. 2006, Anhalt et al. 2007, Chen et al. 2008, Pandey et al. 2009, Zhao et
al. 2009, Liu et al. 2011).

Im Hinblick auf das Expositionsrisiko der in Guttation gebeizter Kulturpflanzen auftretenden
Wirkstoffriickstdnde auf Honigbienen ist die Jahreszeit, in der die Aussaat erfolgt, ein nicht
aufer Betracht zu lassender Aspekt, denn die maximalen Wirkstoffriickstande werden je nach
Kultur und Anbauform (Sommer-, Winterkultur) zu unterschiedlichen Jahreszeiten freige-
setzt. Da ein Bienenvolk aufgrund der jahreszeitlich angepassten Entwicklung stets den
Umweltbedingungen unterliegt und die Bienenaktivitat somit saisonal schwankt, wird die im
Zusammenhang mit der Saatgutbeizung diskutierte Bienengefahrdung im Folgenden
differenziert zwischen der Winter- und Sommerkultur betrachtet:

Bei der Sommerkultur Mais erfolgt die Aussaat im Fruhjahr des jeweiligen Erntejahres. Zu
dieser Jahreszeit befinden sich Bienenvolker in einem exponentiellen Wachstum, das mit
einem steigenden Bedarf an Flussigkeit zur Herstellung des Futtersaftes sowie zur Thermo-
regulation (Temperatur, Luftfeuchtigkeit) einhergeht. Wasser sammelnde Bienen beginnen im
Sommer bereits in den frihen Morgenstunden zwischen 5:00 und 6:00 Uhr mit ihrer Sammel-
aktivitat, so dass mit einer zeitlichen und raumlichen Uberschneidung zwischen dem
Auftreten von Guttation und der Sammelaktivitat von Wassersammlerinnen zu rechnen ist.
Eigene Beobachtungen im Freiland zeigten, dass die von Mais abgesonderten Guttations-
tropfen aufgrund der warmen und strahlungsreichen Witterung bereits innerhalb kurzer Zeit
verdunstet sind, so dass die Sammelaktivitdt von Bienen in Bezug auf Guttationswasser bei
Mais lediglich auf einen kurzen, frihmorgendliche Zeitraum beschrénkt ist. Das im Kelch der
Fahnenblatter zusammengelaufene Guttationswasser steht jedoch aufgrund der geschiitzten
Lage und der damit einhergehend verzdgerten Verdunstung Uber einen deutlich langeren
Zeitraum fiir die Bienen als Wasserquelle zur Verfligung (Wied 2010). Die im Guttations-
wasser von Mais freigesetzten Wirkstoffriickstande (bis zu 8 mg a.s. L) weisen ber einen
mehrwaochigen Kulturzeitraum Konzentrationen auf, die bereits bei einer geringen
Wasseraufnahme eine akute Schadigung einzelner Sammlerinnen bewirken (Wied 2010) und
die hinsichtlich der Bienentoxizitat als kritisch einzustufen sind (Reetz et al. 2011). Die

Zulassung von Clothianidin zur Saatgutbeizung in Mais ruht seit 2008.
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Bei den als Winterkultur angebauten Pflanzen erfolgt die Aussaat im Spatsommer, so dass die
Pflanzen Anfang des Herbstes keimen und bis zum Eintritt in die Winterruhe bereits sechs bis
acht Laubblatter entwickelt haben. Dadurch sind die kritischen Entwicklungsstadien des
Nachauflaufens bis zum folgenden Frihjahr bereits abgeschlossen, wenn der Befall durch
pilzliche Schaderreger und Schadinsekten ansteigt. Im Rahmen der zugrunde liegenden
Versuche wurden als Winterkultur xTriticale (Reetz et al. 2011) und Raps (Reetz et al. 2015
akzeptiert) in die Untersuchungen integriert. Maximale Wirkstoffriickstande im Guttations-
wasser der genannten Kulturen treten wahrend des Herbstes im Nachauflauf auf (~1 mg a.s
L bei xTriticale; ~0,1 mg a.s. L™ bei Winterraps). Die von den Winterkulturen freigesetzten
Maximalkonzentrationen unterschreiten die von Mais Uber Guttationswasser freigesetzten
Wirkstoffriickstande. Wahrend der Vernalisation sind die pflanzenphysiologischen Prozesse
herabgesetzt und die Konstitution der Pflanze ist veréndert, z.B. durch die verdnderte
Konzentration an Phytohormonen (Simming-Annefeld 1967). Die Guttationsleistung einer
Pflanze wird in Verlauf und Menge gemessen und ist malgeblich durch die Dauer des
Kéltereizes wahrend der Vernalisation beeinflusst (Simming-Annefeld 1967). Die im Friihjahr
nachgewiesenen Wirkstoffriickstdnde im Guttationswasser unterschreiten sowohl bei Winter-
raps als auch xTriticale die Ausgangskonzentration des Herbstes (Reetz et al. 2011,
Joachimsmeier et al. 2010 b, Reetz et al. 2015 akzeptiert), was einerseits mit einer Zunahme
an Pflanzengewebe (L&ngenwachstum) und andererseits mit der physiologisch veranderten
Konstitution der Pflanze nach der Vernalisation begrindet werden kann. Im Rahmen der
Freilandversuche, die in Winterraps durchgefiihrt wurden, konnte beobachtet werden, dass
Guttation im Herbst und im Fruhjahr bis in die Mittagsstunden im Bestand vorhanden ist.
Sobald die Guttationstropfen aufgrund ihres Gewichtes abgeperlt oder verdunstet sind, stellt
Winterraps aufgrund seiner Blattstruktur im Vergleich zu Mais kein weiteres Guttations-
wasser als Wasserquelle zur Verfigung. Zudem ist der Wasserbedarf von Bienenvolkern im
Herbst als vergleichsweise gering einzuschatzen, da die Winterauffitterung in der Regel mit
Zuckersirup erfolgt. Bei dieser Form der Fltterung entziehen die Bienen dem Sirup das
Wasser vor dem Wintereinbruch, so dass im Herbst tendenziell von einem Wasseraustrag bei
Bienenvolkern auszugehen ist. Eine Ausnahme stellt jedoch die Winterauffutterung mit
Zuckerteig (Apifonda) dar, der die Bienen zum vermehrten Wassereintrag in die Volker
veranlasst. Da diese Form der Winterauffutterung ebenfalls Anwendung in der Imkerpraxis

findet, bleibt in diesem Falle eine geringe Wahrscheinlichkeit des Wirkstoffeintrags Uber
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Guttationswasser gebeizter Kulturpflanzen bestehen, wenn sich der Bienenstand in unmittel-
barer Nahe zu Flachen mit gebeizten Kulturpflanzen befindet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Guttationsleistung einer Pflanze jahreszeitlichen
Schwankungen unterliegt und bedingt wird durch physikalische, standortabhéngige Faktoren
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Windgeschwindigkeit, UV-Strahlung, Wasserverfugbarkeit im
Boden) und die Pflanzenphysiologie (Pflanzenart, Entwicklungsstadium und Anzahl
guttierender Blatter). Die Freisetzung von Wirkstoffriickstanden im Guttationswasser wird
beeinflusst durch Pflanzenart und Entwicklungsstadium, Jahreszeit und Anbauform, Pro-
Korn-Aufwandmenge und chemisch-physikalische Wirkstoffeigenschaften, Bodentyp und -art
sowie Witterung und Wasserverfugbarkeit im Boden. In die Risikoabschéatzung sind die
Jahreszeit, in der die Maximalkonzentrationen im Guttationswasser auftreten, und das
jeweilige Entwicklungsstadium der Bienenvdlker im Hinblick auf den saisonal variierenden

Wasserbedarf einzubeziehen.

3.2 Jahreszeitliche Freisetzung von Wirkstoffrickstanden aus der
Saatgutbeizung in Guttationstropfen im Zusammenhang mit der

Wassersammelaktivitat der Honigbiene Apis mellifera L.

Das von Pflanzen ber Guttation abgesonderte Xylemwasser kann neben Calciumhydrogen-
carbonat (Sitte et al. 1991) und verschiedenen Zuckern wie Glucose, Fructose sowie
Galactose auch Aminosauren wie beispielsweise Asparaginsaure (Goatley und Lewis 1966,
Simmling-Annefeld 1976), Makro- und Mikronahrstoffe sowie Vitamine (Goatley und Lewis
1966) oder Phytohormone wie Auxin oder Cytokinin (Wheeler 1973) enthalten. Der bei
Verletzung abgesonderte Blutungssaft unterscheidet sich qualitativ und quantitativ von
Guttation (Simmling-Annefeld 1976), da dieser ungefiltert aus dem verletzten Gewebe
austritt, wohingegen das im Hydathodengewebe lokalisierte Epithem eine filternde Funktion
ubernimmt. Goatley und Lewis (1966) untersuchten das Guttationswasser von Weizen, Gerste
und Reis hinsichtlich der Zuckerzusammensetzung (Arabinose, Fructose, Galactose, Glucose,
Ribose, Sucrose, Xylose) und des jeweiligen Zuckergehaltes (Gesamtzucker: 27,1 mg L™
Weizen; 48,4 mg L™ Reis; 59,8 mg L™ Gerste). Die von von Frisch (1927, 1928, 1930, 1934)

fir Honigbienen ermittelten Schwellenwerte verschiedener Zuckerarten sind gering. Einige
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der von Goatley und Lewis (1966) in Guttation erfassten Zuckerarten sind zudem flr Bienen
geschmacklos (von Frisch 1927, 1928, 1930, 1934, Wykes 1952 a,b). Anhand der von von
Frisch und Wykes ermittelten Schwellenwerte und Préaferenzen kann eine von Guttation auf
Bienen ausgehende Attraktivitat als lukrative Zuckerquelle ausgeschlossen werden.

Die Intensitat, mit der Honigbienen reines Wasser sammeln und in den Stock eintragen,
weist auf den aktuellen Bedarf an Flissigkeit innerhalb des Bienenvolkes hin. Im Gegensatz
zu Nektar oder Pollen wird das Sammelgut Wasser bedarfsorientiert gesammelt und
anschlieBend der jeweiligen Verwendung zugefiihrt (Futtersaftherstellung; Temperatur-
regulierung). Um kurzfristig auf den steigenden stockinternen Flissigkeitsbedarf reagieren zu
kdnnen, agieren Wassersammlerinnen in der Regel in einem Aktionsradius mit Flugdistanzen
von lediglich 250 bis 500 Metern (Visscher et al. 1996, Kihnholz und Seeley 1997); nur in
Ausnahmeféllen, beispielsweise bei Abwesenheit von Wasserquellen, legen Wasser
sammelnde Bienen Distanzen bis zu 2000 Meter zuriick (Visscher et al. 1996). Um den
Né&hrstoffhaushalt ausgleichen zu kénnen, wird Nektar und Wasser verschiedener Qualitaten
und Zusammensetzungen eingetragen (Butler 1940, Piscitelli 1959, Kiechle 1961). Tages-
und jahreszeitliche sowie populations- und standortspezifische Schwankungen bezuglich des
Wasserbedarfs (Lindauer 1954, Reetz et al. 2012) machen deutlich, dass reines Wasser (25 L
pro Jahr pro Bienenvolk) im Vergleich zu Nektar (120 kg) und Pollen (20 kg; Seeley 1996)
ein geringeres, aber nicht zu vernachlassigendes Bedarfsmuster fir ein Bienenvolk darstellt.

Die an einem Standort vorherrschende Landschafts- sowie Landwirtschaftsstruktur stellt
einen wichtigen Aspekt bei der Versorgung von Bienenvélkern mit Pollen und Nektar dar
(Power et al. 2012), jedoch auch in Bezug auf die Verfligbarkeit von Wasserquellen und die
Wahlmaoglichkeit zwischen diesen. Je gleichméRiger die Struktur eines Standortes ist, desto
geringer ist die Diversitat der zur Verfligung stehenden Wasserquellen und umso diffiziler
wird es flr Honigbienen und andere Nicht-Zielorganismen einer Wasserquelle auszuweichen.
Wiesen, Garten und naturnahe Lebensrdume stellen wegen des reichhaltigen Angebotes an
Nektar und Pollen eine gute Uberlebensgrundlage fiir Wild- und Honigbienen dar (Goulson et
al. 2008, Hernandez et al. 2009, McFrederick und LeBuhn 2009, Cameron et al. 2011); eine
vergleichbare Vielfalt ist bei einer Struktur- und Habitatdiversitat auch in Bezug auf Wasser-
guellen zu erwarten. Hingegen bieten besonders Regionen mit intensiver und flachen-
deckender Landwirtschaft wenig Diversitat. Wéhrend der Freilandversuche in Mecklenburg-
Vorpommern konnten - im Vergleich zu den vorherigen Versuchen auf kleinstrukturierten

Flachen in Stddeutschland - h&ufig Wassersammlerinnen beim Sammeln von Guttations-
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wasser im Winterraps beobachtet werden. Es zeigte sich auRerdem, dass Bienen die
Blattrander von Winterraps gezielt nach Wasser absuchen - selbst nach Verdunsten des
Guttationswassers. Inwieweit Guttation als eine attraktive Wasserquelle im direkten Umfeld
eines Bienenstandes gespeichert und bei Bedarf wiederholt angeflogen wird, kann anhand der
zugrunde liegenden Versuche nicht abschliel3end bewertet werden.

Um Aussagen uber den Eintrag von kontaminiertem Guttationswasser in Bienenvolker
treffen zu kénnen, sind gezielte Beobachtungen von Wasser sammelnden Bienen im Freiland
erforderlich. Obwohl deren Aktionsradius im Vergleich zu Nektar- oder Pollensammlerinnen
auf einen Umkreis von bis zu 500 Metern um ein Bienenvolk begrenzt ist (Visscher et al.
1996), sind gezielte Beobachtungen ohne den Einsatz spezieller Technik wie beispielsweise
RFID-Chips (Schneider et al. 2012) oder Radar (Fischer et al. 2014) kaum mdglich. Der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Klarung dieser Frage herangezogene Versuchsansatz
bestand in der Rickstandsanalyse von Honigblaseninhalten heimkehrender Sammlerinnen
mittels HPLC-MS-Analyse, einer Methodik, die Rickstandsdaten auf der Basis von
Einzelproben liefert. Eine Optimierung der bislang beschriebenen Methoden zur Préparation
von Honigblasen konnte darlber hinaus erzielt werden (Reetz und Wallner 2014). Erstmalig
im Rahmen der Guttationsforschung gelang mit Hilfe dieser Methode der Nachweis, dass
Guttationswasser von gebeiztem Winterraps von Honigbienen als Wasserquelle angenommen
wird (Reetz et al. 2015 akzeptiert). An dem Versuchsstandort, der wegen einer intensiven und
grol¥flachigen Landwirtschaft eine geringe Anzahl alternativer Wasserquellen zur Verfligung
stellte, waren die Bienen unmittelbar der Wasserquelle Guttation von gebeiztem Winterraps
(Crusier®0OSR; BBCH 11-13) ausgesetzt. Unter diesen ,,worst case“-Bedingungen zeigte sich
anhand der Ruckstandsanalytik der Honigblasen (n= 204), dass diese Wasserquelle von
Bienen angenommen wird: In 19 % (n= 38) der analysierten Honigblasen wurden Riickstande
des verwendeten Beizmittels detektiert (Thiamethoxam 0,3-0,95 pug L™Y; LOQ=0,3 pg L™Y). In
weiteren 12 % der Proben (n= 24) wurde Thiamethoxam in Konzentrationen unterhalb der
Bestimmungsgrenze gemessen. Aufgrund der stockinternen Verwendung des Guttations-
wassers, beispielsweise zur Futtersaftherstellung, kénnen nach derzeitigem Wissensstand
sublethale Effekte nicht ausgeschlossen werden, insbesondere im Hinblick auf die
empfindliche Bienenbrut. Obgleich die ermittelten Wirkstoffrickstdande in den Honigblasen
niedrig sind, konsumieren Arbeiterinnenlarven wéhrend der ersten drei Lebenstage bis zu
30 mg (Nelson 1924) des Futtersaftes, der einen Wassergehalt von circa 67 % aufweist
(Lindauer 1954).
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Die vorherrschende Landwirtschaftsstruktur stellt einen wichtigen Aspekt im Zusammenhang
mit dem Verlust an Diversitét dar, da die Intensivierung der Landwirtschaft auch das AusmaR,
mit dem Wirkstoffe durch PflanzenschutzmalRnahmen in die Umwelt gebracht werden,
beeintrachtigt. Die Belastung der Umwelt durch Wirkstoffe als Folge von Pflanzenschutz-
maBnahmen betrifft neben Luft und Boden auch das Element Wasser. Den Erkenntnissen von
Sanchez-Bayo und Hyne (2014) zufolge sind in 93 % der Proben von australischen

Gewassern Riickstdnde von mindestens zwei Neonicotinoiden nachweisbar. Johnson und

Pettis (2014) konnten Riickstande von Imidacloprid (7-131 ppb 2 ug L™) in stehenden sowie
langsam flieRenden Gewadssern aus landwirtschaftlichen bis hin zu stadtischen Habitaten
nachweisen. Dies macht deutlich, dass der Schutz von terrestrischen und aquatischen Nicht-
Zielorganismen aufgrund des nahezu ubiquitédren Vorkommens von Wirkstoffexpositionen ein
komplexer Vorgang ist, der eine differenzierte Analyse erfordert. Sowohl die Riickstande von
Pflanzenschutz- als auch Dungemitteln sind auf landwirtschaftlich konventionell genutzten
Flachen présenter als im extensiven Landbau. So stellten Rouchaud et al. (1994) fest, dass
eine organische Dungung bei Zuckerriiben die Wirkstoffriickstdnde im Boden und im
Blattgewebe steigern kann. Ein vergleichbarer Effekt eines Diingemittels auf eine veranderte
Freisetzung von Beizmittelriickstanden in der Guttationsflussigkeit bei Winterraps konnte im
Rahmen dieser Forschungstatigkeit nicht berticksichtigt werden. Dennoch unterstlitzen diese
Erkenntnisse die These, dass Nicht-Zielorganismen in landwirtschaftlich intensiv geprégten

Regionen einem hoéheren Risiko der Wirkstoffexposition ausgesetzt sind.

Die vorangegangenen Ausfiihrungen belegen, dass das Sammelgut Wasser neben Pollen und
Nektar einen zusatzlichen Eintragspfad fur Wirkstoffriickstdnde in Bienenvolker darstellt. Die
Guttationsfllssigkeit gebeizter Kulturpflanzen ist eine weitere Quelle flr den Eintrag von
Wirkstoffen in Bienenvolker. Im Zusammenhang mit der bedarfsorientierten Versorgung
eines Bienenvolkes mit Wasser ist jedoch davon auszugehen, dass einerseits stets mehrere,
natlrlich auftretende Wasserquellen wie Tau, Regen und Pfiitzen sowie kunstlich angelegte
Quellen von Wassersammlerinnen genutzt werden und andererseits Wasser auch zu solchen
Tageszeiten in die Bienenvolker eingetragen wird, zu denen Guttation als Wasserquelle nicht
mehr zur Verfligung steht. Der Wasserbedarf ist abhangig von der Jahreszeit, der Starke des
Bienenvolkes und damit einhergehend dem Anteil an offener und zu versorgender Brut, der

Nektarverfugbarkeit sowie der Witterung aufRerhalb des Bienenvolkes und des Stockklimas
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(Lindauer 1954). Kleinflachige Landschafts- und Landwirtschaftsstrukturen bieten Honig-
bienen und anderen Insekten eine Vielzahl an Nektar- und Pollen- sowie Wasserquellen;
Alternativen sind in diesen Biotopstrukturen gegeben.

Es ist davon auszugehen, dass die von Pflanzen abgesonderte Guttationsfliissigkeit wegen
des geringen Gesamtzuckergehaltes keine attraktive Zuckerquelle fur Bienen darstellt. Durch
die ,,worst case*“-Versuche, bei denen Bienenvolker unmittelbar der Guttation gebeizten
Winterrapses ausgesetzt waren und wenig alternative Wasserquellen in direkter Umgebung
vorfanden, konnte die Annahme von Guttation durch Honigbienen als Wasserquelle
grundlegend belegt werden. Wassersammlerinnen, die das kontaminierte Guttationswasser
von gebeizten Kulturen mit den darin enthaltenen sublethalen Wirkstoffkonzentrationen in
den Honigblasen transportieren, fliegen zum Bienenstock zuriick und tbergeben das Wasser
dort an Stockbienen, die es anschlieBend innerhalb des Bienenvolkes mit vielseitigen
Interaktionen den verschiedenen Verwendungszwecken zufiihren. Obwohl die in 19 % der
Honigblasen gemessenen Konzentrationen gering waren (0,3-0,95 pg L™ Thiamethoxam;
Reetz et al. 2015 akzeptiert), kann der Eintrag des belasteten Guttationswassers und die
stockinterne Verarbeitung zu Futtersaft eine sublethale Gefahrdung fiir adulte Honigbienen
und die empfindliche Brut darstellen, deren Nachweis bislang nicht erbracht ist. Sandrock et
al. (2014) und Dively et al. (2015) konnten bei Honigbienen als Konsequenz einer
chronischen Fitterung von Pollen, der mit umweltrelevanten Konzentrationen von
Neonicotinoiden (Clothianidin, Imidacloprid bzw. Thiamethoxam) versetzt war, eine kurz-
weilige Beeintrachtigung auf Populationsebene feststellen. Mit diesen Erkenntnissen ist der
Nachweis erbracht, dass feldrealistische, auf Bienen sublethal wirkende Konzentrationen der
kontrovers diskutierten Wirkstoffe aus der Gruppe der Neonicotinoide negative Effekte auf

Einzelbienen sowie auf Populationsebene hervorrufen.

3.3 Evaluierung der Nebeneffekte von Wirkstoffriickstdnden auf die

Honigbiene Apis mellifera L. und andere Nicht-Zielorganismen

Der Schutz von terrestrisch und aquatisch lebenden Nicht-Zielorganismen ist eines der Ziele
des Integrierten Pflanzenschutzes. Die Umsetzung dieser Zielvorgabe ist aufgrund des nahezu
ubiquitdren Vorkommens von Wirkstoffen in der Umwelt, die unter anderem aus

Anwendungen von Pflanzenschutzmitteln herriihren kénnen, ein duRerst komplexer VVorgang.
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In diesem Kapitel wird die Diskussion um Nebeneffekte von Pflanzenschutzmitteln auf
weitere Nicht-Zielorganismen wie beispielsweise Wildbienen und andere Bliten besuchende
Insekten erganzt.

Mommaerts et al. (2010) wiesen negative Effekte auf das Sammelverhalten der Dunklen
Erdhummel Bombus terrestris L. in Folge einer Exposition gegeniber Imidacloprid,
Thiamethoxam sowie Thiacloprid nach, die sich in einer erhdhten Mortalitdt von
Arbeiterinnen sowie einem signifikanten Anstieg unbefruchteter Eier duRRerten, wodurch die
Vitalitdt des Hummelvolkes in der Folge beeintrachtigt wird. Fir Wildbienen, die ihre Nester
im Boden anlegen, besteht ein weiteres Expositionsrisiko durch die Wirkstoffapplikation auf
bzw. in den Boden (Stoner und Eitzer 2012). Eine Bodenapplikation der Wirkstoffe
Imidacloprid und Thiamethoxam bei Gartenkirbis Cucurbita pepo L. fuhrt neben der
Wirkstoffbelastung im Boden auch zu einer Wirkstofffreisetzung tiber Nektar (10£3 ppb bzw.
1146 ppb) und Pollen (14+8 ppb bzw. 12+9 ppb) (Stoner und Eitzer 2012). Uber eine
vergleichbare Wirkstofffreisetzung von Neonicotinoiden in Pollen und Nektar wird bei
Gartenkiirbis C. pepo (Dively und Kamel 2012) und bei Apfel (Skerl et al. 2009) berichtet -
zwei fur Honigbienen und andere Bluten bestdubende Insekten attraktive Pflanzen. Da die
Wirkstoffe bei einer Vielzahl gértnerisch und landwirtschaftlich kultivierter Pflanzen
Anwendung finden, ist davon auszugehen, dass die Wirkstofffreisetzung tber Pollen und
Nektar auf diverse Kulturen tbertragen werden kann, wobei die freigesetzten Wirkstoff-
konzentrationen entsprechend der Pflanzenart variieren. Die im April 2014 verédffentlichte
europaweite Greenpeace-Studie Uber die Belastung bluhender Zierpflanzen mit Pflanzen-
schutzmittelriickstanden zeigte auf, dass ,,von 86 analysierten Proben [...] 97,6 % [der im
Handel erworbenen] blihenden Pflanzen [...] Rlckstande* aus vorherigen Pflanzenschutz-
maBnahmen aufwiesen (Greenpeace 2014; Studie v. 15.04.2014). Der Nachweis von
Clothianidin, Imidacloprid bzw. Thiamethoxam erfolgte in 7 %, 43 % bzw. 8 % der unter-
suchten Proben (Greenpeace 2014; Studie v. 15.04.2014). Diese Erkenntnisse verdeutlichen,
dass neben den landwirtschaftlichen Kulturen auch Zierpflanzen, Stauden und
Baumschulgehdlze sowie Pflanzen im Haus- und Kleingarten in die Rlckstandsbetrachtung
einzubeziehen sind. Die vom BVL erteilten Anwendungsauflagen zur gewerblichen
Anwendung von Neonicotinoiden in der gartenbaulichen Produktion greifen diese
Erkenntnisse wie folgt auf (BVL 2013; Fachmeldung v. 12.07.2013):
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Tab. 1: Zusatzlich fir den Erwerbsanbau erlassene Bestimmungen fir die Anwendung der
Neonicotinoide Clothianidin und Imidacloprid (Quelle: nach BVL 2013)

Auflage | Auflagentext Pflanzenschutzmittel (Wirkstoff)

NB501 Die Behandlung darf nur an Pflanzen | Confidor WG 70 (Imidacloprid)
erfolgen, die im Jahr der Behandlung nicht | Warrant 700 WG (Imidacloprid)
mehr zur Blute kommen. Dantop (Clothianidin)

NB502 | Eine Behandlung vor der Blite ist nur | Confidor WG 70 (Imidacloprid)
zuléssig, wenn danach keine Verwendung der | Dantop (Clothianidin)
Pflanzen im Freiland vorgesehen ist.

NB503 Die Behandlung darf nur an Weinreben | Confidor WG 70 (Imidacloprid)
erfolgen, die im Jahr der Behandlung nicht
mehr zur Blute kommen. Gegebenenfalls sind
vor der Behandlung alle Blutenanlagen zu
entfernen.

NB504 | Eine Behandlung vor der Blite ist nur | Confidor WG 70 (Imidacloprid)
zuléssig, wenn danach im Jahr der Behand- | Warrant 700 WG (Imidacloprid)
lung keine Verwendung der Pflanzen im
Freiland vorgesehen ist.

Fur die Anwendung der Wirkstoffe Imidacloprid und Thiamethoxam im Haus- und
Kleingarten hat das BVL zum 01. Oktober 2013 fiir unbestimmte Zeit das Ruhen angeordnet.
Nach neuen Erkenntnissen ist das mit der Anwendung von Neonicotinoiden einhergehende
Risiko der Wirkstofffreisetzung Uber Nektar, Pollen und Guttation um weitere Nicht-
Zielorganismen und Arthropoden zu erganzen. Desneux et al. (2007) zeigen die Vielfaltigkeit
an Nebeneffekten bei Nicht-Zielorganismen auf. Diese kénnen sowohl die physiologische
sowie verhaltensspezifische Ebene als auch biochemische und neurophysiologische Effekte
bis hin zu Nebenwirkungen auf Entwicklung, Lebensdauer, Immunabwehr und Fruchtbarkeit
sowie Geschlechterverhdltnis der Nachkommenschaft betreffen. In Bezug auf die Verhaltens-
biologie sind bislang Effekte hinsichtlich der Mobilitat (direkt durch Knock-Down-Effekte
oder indirekt durch Bildung von Kairomonen), der chemischen sowie visuellen Navigation
und Orientierung besonders im Zusammenhang mit der Nahrungssuche, dem Lernvermdégen
(Repellent-, Antifralleffekte, Reduzierung der olfaktorischen Fahigkeiten) sowie dem
Eiablageverhalten beschrieben. Diese Erkenntnisse machen deutlich, dass Nebeneffekte
multifunktional einzelne Insekten, aber auch Populationen bis hin zu Insektengesellschaften

betreffen konnen.
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In der derzeitigen Diskussion um die Nebeneffekte auf Honigbienen und Nicht-
Zielorganismen durch die Anwendung der bienengeféhrlichen Neonicotinoide Clothianidin,
Imidacloprid und Thiamethoxam mehren sich die Erkenntnisse (ber negative Effekte bei
Wildbienen durch sublethale Konzentrationen, die Uber Nektar und Pollen regelmalRig
konsumiert werden: Laycock et al. (2012) ermittelten einen Riickgang der Reproduktionsrate
um 42 % bei B. terrestris durch die Exposition gegeniiber Imidacloprid (1 ug L™). Whitehorn
et al. 2012 stellten fest, dass sich eine zweimonatige Exposition von B. terrestris gegeniber
feldrealistischen Imidacloprid-Konzentrationen in Pollen (6-12 pg kg™) bzw. in Zuckerwasser
(0,7-1,4 pg kg™) signifikant auf die Entwicklung der Population auswirkt, in Form einer um
85 % reduzierten Koniginnenproduktion sowie einer verringerten Sammelaktivitéat. Gill et al.
(2012) konstatierten einen Rickgang der Nachkommenschaft bei B. terrestris um 22 % durch
feldrealistische Konzentrationen an Imidacloprid in Nektar und Pollen. Goulson (2015)
konnte im Rahmen der erneuten Analyse der von FERA (Food and Environment Research
Agency, UK) erhobenen Daten einen signifikanten Zusammenhang zwischen den feld-
realistischen Konzentrationen an Clothianidin und Thiamethoxam in Pollen und Nektar und
der reduzierten Populationsentwicklung und Koniginnenproduktion in Volkern von
B. terrestris nachweisen. Zwar konnten Laycock und Cresswell (2013) bei Hummelvolkern
eine konzentrationsabhangige Regenerationsfahigkeit nach einer zeitweiligen Exposition
gegenuber kontaminiertem Futter nachweisen, jedoch bleibt ungeklart, ob diese Regeneration
nach einer langer andauernden Exposition, beispielsweise der Vorratshaltung von Nektar und
Pollen in Hummel- und Bienenvélkern Uber das Jahr hinweg, in gleichem Mal3e zutrifft. Eine
reduzierte Sammelaktivitat und Vorratshaltung, eine hohere Arbeiterinnen- und Brutmortalitét
sowie die ausbleibende Koniginnenproduktion bei B. impatiens fuhrten Larson et al. (2013)
auf Clothianidin-Rickstande (171+44 ppb) in Nektar von Weiltklee zuriick. Bei der Roten
Mauerbiene O. bicornis L. konnte festgestellt werden, dass eine chronische Exposition gegen-
uber feldrealistischen Konzentrationen an Thiamethoxam bzw. Clothianidin (2,87 bzw. 0,45
ug kg™) zu einer um 50 % verringerten Reproduktionsleistung und gleichzeitig zu einem
signifikanten Anstieg mannlicher Nachkommen fuhrt (Sandrock et al. 2013). Da die
Reproduktionsphase bei O. bicornis zum Zeitpunkt der Rapsblite stattfindet, ist mit einer
entsprechenden Wirkstoffexposition und dadurch mit langfristig negativen Effekten auf
Populationsebene zu rechnen. Nach Easton und Goulson (2013) zeigen deutlich niedrigere
Konzentrationen (1 pg L Imidacloprid) bereits eine Repellentwirkung auf Bliiten

besuchende Fliegen und Kafer. Neuesten Erkenntnissen von Kessler et al. (2015) zu folge,
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sind Honigbienen und Hummel nicht in der Lage, eine Futterquelle, die mit feldrealistischen
Konzentrationen an Clothianidin, Imidacloprid oder Thiamethoxam versetzt ist, wahrzu-
nehmen und dieser konsequent auszuweichen. Entgegen dieser Annahme war der Konsum der
mit Imidacloprid und Thiamethoxam versetzten Futterlésungen sogar erhoht. Ein bislang
nicht in diesem Ausmald erfasstes Risiko in Bezug auf populationsdynamische Parameter
durch sublethale Konzentrationen von Clothianidin besteht laut Rundlof et al. (2015)
aufgrund der hohen Attraktivitdt von Pollen und Nektar bei gebeiztem Sommerraps flr
Wildbienen und Hummeln. Nach Cutler et al. (2014) und RundI6f et al. (2015) konnten
jedoch keine vergleichbaren Effekte bei Honigbienen ermittelt werden. Dennoch sollte in
Betracht gezogen werden, dass weitere Bluten besuchende Insekten durch die Wirkstoff-
freisetzung in Pollen und Nektar beeintrachtigt sein kénnen. Im Rahmen des Integrierten
sowie Biologischen Pflanzenschutzes im Gewéchshaus ist der Einsatz von naturlichen
Gegenspielern, sogenannte Nitzlinge, eine wichtige MalRnahme zur Bekdampfung von
Schadinsekten. Doch auch Nitzlinge wie beispielsweise die Gemeine Florfliege Chrysoperla
carnea Stephens werden durch die direkte Exposition gegeniber Neonicotinoiden oder
indirekt durch sublethale Konzentrationen negativ in ihrer Vitalitdt und Nahrungssuche
beeintrachtigt (Rogers et al. 2007). Dies ist ein Erklarungsansatz flr unzureichende
Bekampfungserfolge im Rahmen des Nitzlingseinsatzes.

Die Entwicklung zur heutigen Intensivierung der Landnutzung hat bereits Einfluss auf die
Biodiversitat genommen (Allan et al. 2014), denn bis zum Zeitpunkt der Intensivierung der
Agrarlandschaft war die Bestaubungsleistung durch vorherrschende heimische Wildbienen-
arten ausreichend und effizient (Batra 1995). Innerhalb des Zeitraumes von 2005 bis 2010 ist
die Nachfrage an Bestdubungsleistung innerhalb der EU um den Faktor 4.9 angestiegen
(Breeze et al. 2014), weshalb zunehmend Bienenvdlker zur Unterstiitzung wildlebender
Bestduber eingesetzt werden missen (Batra 1995). Obwohl die Pflanzenziichtung zunehmend
Kultivare hervorbringt, die nicht durch Insekten bestaubt werden missen, sondern selbst- oder
windbefruchtend sind (Biesmeijer et al. 2006), ist eine Vielzahl von Wildpflanzen und Uber
70 % der weltweit wichtigsten Kulturpflanzen auf die Bestaubung durch Bliten besuchende
Insekten angewiesen (Klein et al. 2007, Ollerton et al. 2011, Holzschuh et al. 2012,
Leonhardt et al. 2013). Aufgrund der hohen Bestaubungsleistung wird die Europdische
Honigbiene daher in Deutschland nach Rind und Schwein als drittwichtigstes Nutztier
angesehen. Fir die landwirtschaftliche und gartenbauliche Produktion ist die Férderung der

Artenvielfalt von sehr groRer Bedeutung, weil die Effektivitat der Bestdubung von
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synergistischen Effekten zwischen Wild- und Honigbienen abhé&ngt (Holzschuh et al. 2012).
Ein Rickgang der Artenvielfalt wird die vorherrschende Kulturlandschaft 6kologisch und
6konomisch nachhaltig beeintrachtigen (Watanabe 1994, Ghazoul 2005, Klein et al. 2007,
Carvalheiro et al. 2010, Stanley et al. 2013, Albrecht et al. 2014).

Die mit der Intensivierung der Agrarlandschaft einhergehende Variation der Landnutzung
steht im Zusammenhang mit der Verédnderung von Habitatstrukturen und der vorzufindenden
Biodiversitdt in Flora und Fauna. Die Vielfalt der in einem Okosystem beheimateten
Insektenarten sowie die Anzahl der in einer Agrarlandschaft vorkommenden Okosysteme
werden malgeblich durch die Habitatdiversitat beeinflusst (Dietkotter und Crist 2013). Eine
MaRnahme fir die nachhaltige Niutzlings- und Insektenférderung und den Erhalt der
Biodiversitat in Regionen intensiver Landwirtschaft stellt daher die konsequente Anlage von
Ausgleich- und Ausweichflachen dar (Nicholls und Altieri 2013), denn der lokale Verlust der
Artenvielfalt und der funktional verbundenen Pflanzenfamilien steht im Zusammenhang mit
dem Vorkommen der heimischen Bestduberinsekten (Biesmeijer et al. 2006, Carvalheiro et
al. 2010, Bommarco et al. 2012). Von Habitatverdnderungen sind zunéchst die Spezialisten
der Tier- und Pflanzwelt bedroht, da diese spezifisch angepasst und nur bedingt zu
Veranderungen befahigt sind (Biesmeijer et al. 2006). Generalisten hingegen sind im
Hinblick auf Habitatveranderungen anpassungsféhiger, was wiederum zu einer weiteren
Verdrangung spezialisierter Arten beitragen kann. Als Beispiel sei die Verdrangung der
urspriinglichen Hummelarten in Schweden und die gleichzeitige Férderung von B. terrestris
und B. lapidarus, sogenannte Super-Generalisten, angefiihrt. Diese Hummelarten profitieren
von dem verringerten Anbau von Fabaceen, deren reichhaltiges Pollen- und Nektarangebot
eine bedeutende Grundlage fir vormals vorherrschende Hummelarten darstellte (Goulson et
al. 2005; zitiert in Bommarco et al. 2012). Auch der Einsatz synthetischer Dunge- und
Pflanzenschutzmittel ist hierbei in Betracht zu ziehen. Die optimale Anpassungsféhigkeit von
Hummelarten an eine neue Flora wird durch die Faktoren Grolie, Behaarung, Schnelligkeit,
Lebensdauer, Lernvermdgen, Flugradius, Kaltetoleranz sowie saisonale Aktivitdt und
Blutenstetigkeit beeintrachtigt (Batra 1995). Obwohl Dietkoétter et al. (2014) eine vergleich-
bare Entwicklung der Artenzusammensetzung bei Hummeln durch den vermehrten Raps-
anbau beschreibt, fordert ein reichhaltiges Angebot an Pollen und Nektar spendenden
Pflanzen im Fruhjahr andererseits auch solitar lebende Wildbienen (Holzschuh et al. 2013)
und Wespen (Dietkotter et al. 2014). Nicht zuletzt hat auch das Angebot ausreichender

Nistmdglichkeiten Einfluss auf die Férderung bzw. Ansiedlung von Wildbienen und anderer
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Bestduberinsekten. Bereits ab einer Distanz von einem Kilometer zwischen dem natiirlichen
Habitat und der bliihenden Pflanze ist der Fruchtansatz um 16 % reduziert (Garibaldi et al.
2011). Die Forderung von nahegelegenen Ausgleichsflachen und Saumstrukturen stellt eine

wichtige MalRnahme der heutigen Landwirtschaft dar.

3.4 Zulassung der Wirkstoffe Clothianidin, Imidacloprid und

Thiamethoxam - Aktuelle Situation und Ausblick

Vor dem Hintergrund, dass die Europdische Behérde fur Lebensmittelsicherheit (EFSA) im
Rahmen einer wissenschaftlichen Risikobewertung zu den drei neonicotinoiden Wirkstoffen
eine unzureichende Datenbasis fiir eine abschlielende Betrachtung des Risikos gegeniiber der
Européischen Honigbiene erkannte, erlieR die EU-Kommission die ,,Durchfiihrungs-
verordnung (EU) Nr. 485/2013 [...] vom 24. Mai 2013 zur Anderung der Durchfiihrungs-
verordnung (EU) Nr. 540/2011 hinsichtlich der Bedingungen fir die Genehmigung der
Wirkstoffe Clothianidin, Thiamethoxam und Imidacloprid sowie des Verbots der Anwendung
und des Verkaufs von Saatgut, das mit diese Wirkstoffe enthaltenden Pflanzenschutzmitteln
behandelt wurde* (ABI EG Nr. L 139 v. 25.05.2013). Im Zuge der Anderung dieser Durch-
fihrungsverordnung wurde die Anwendung der Wirkstoffe im Haus- und Kleingarten
verboten und fir den Erwerbsanbau mit zusatzlichen Anwendungsbestimmungen (NB501,
NB502, NB503, NB504) eingeschrénkt, um die Wirkstoffexposition gegeniiber Honigbienen
und anderen Bluten besuchenden Insekten auf ein Minimum zu reduzieren. Der zweijahrige
Zeitraum der Ubergangsregelung, der fiir die Erarbeitung fehlender Daten von der EU-
Kommission angesetzt wurde, lauft im Frihjahr 2015 aus.

Das MalRnahmenpaket der Europdischen Union zur nachhaltigen Nutzung von Pflanzen-
schutzmitteln sieht nach der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 (ABI EG Nr. L 309/1 v.
24.11.2009) eine Neubewertung der zur Verwendung in Pflanzenschutzmitteln zugelassenen
Wirkstoffe in regelmdaRigen Zeitabstanden vor. Diejenigen Wirkstoffe, deren Bewertungen
diesen Kriterien nicht standhalten kénnen und fiir die ausreichend Alternativen zur Verfligung
stehen, bilden nach der Verordnung (EG) Nr. 1107/2009 die Kategorie der zu ersetzenden
Wirkstoffe, sogenannte ,,Substitutionskandidaten* (Art. 24 Abs.; ABI EG Nr. L 309/1 v.
24.11.2009). Die fur das Jahr 2015 zu erwartende Neubewertung der Wirkstoffe Clothianidin,
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Imidacloprid und Thiamethoxam ist nicht als reguldre Neubewertung zu betrachten. Diese
basiert auf aktuellen Erkenntnissen bezuglich negativer Effekte auf Nicht-Zielorganismen.

Gesetzt den Fall, dass die Auflagen zur Beschrankung der Wirkstoffanwendung bestehen
bleiben oder ein Widerruf der Wirkstoffe als Folge der Neubewertung erteilt wird, sind aus
Sicht der landwirtschaftlichen und gartenbaulichen Produktion Indikationsliicken bei der
Pflanzenschutzmittelzulassung zu erwarten, fur die derzeit wenige Alternativen zur
Verfligung stehen. Da die Forschung und Entwicklung neuer Wirkstoffe bis zur Annex I-
Listung und Zulassung als Pflanzenschutzmittel viele Jahre dauert, werden voraussichtlich
altere Wirkstoffe, beispielsweise Dimethoat, wieder vermehrt zum Einsatz kommen, sofern
neue Wirkstoffe wie zum Beispiel Cyazypyr (ISO Name: Cyantraniliprole, LDsg oral: 0,39 pg
a.s. Biene™) in Deutschland noch nicht zur Saatgutbeizung bei Raps zugelassen sind. Zur
Bekampfung des Moosknopfkéfers Atomaria linearis Stephens steht fiir die Saatgutbeizung
bei Futter- und Zuckerriiben zudem der Wirkstoff Tefluthrin (Pyrethroid) zur Verfligung.

Als Ausgleich fur die ruhende Saatgutbehandlung wird voraussichtlich die nach der
Pflanzenschutzmittelzulassung zur Verfiigung stehende maximale Anzahl der Spritz- und
Sprihanwendungen wahrend der Kultur ausgeschopft werden. Bei Raps wird dies wiederum
eine hohere Belastung von Pollen und Nektar mit Pflanzenschutzmittelriickstdnden zur
Konsequenz haben, die aufgrund der B4-Einstufung (bienenungefahrlich) in die Blite
appliziert werden durfen. Die Etablierung des Dropleg-Verfahrens zur Unterbliten-
Behandlung in der landwirtschaftlichen Praxis stellt eine vielversprechende kulturtechnische
MaRnahme im Sinne des Integrierten Pflanzenschutzes dar. Aus Sicht der Imkerei bedeutet
dieses Verfahren, dass die Rickstandsbelastung in Pollen und Nektar reduziert ist und
dadurch ein qualitativ hochwertiger Honig geerntet werden kann. Das Dropleg-Verfahren
tragt somit dazu bei, das bestehende Spannungsfeld zwischen Landwirtschaft und Imkerei in
Bezug auf das Thema Pflanzenschutz abzubauen.

Die eingeschrankte Anwendung der diskutierten Wirkstoffe stellt je nach Kultur und
Schaderreger im Zusammenhang mit dem Resistenzmanagement eine Herausforderung fur
den Erwerbsanbau dar. Umso bedeutender wird die Umsetzung der in 82.2 PflISchG
aufgefiihrten ,,biologische[n], biotechnische[n], pflanzenziichterische[n] sowie anbau- und
kulturtechnische[n] MalRnahmen* des Integrierten Pflanzenschutzes, die sowohl MaRnahmen
des Pflanzenbaues und der Pflanzenernéhrung als auch die Reduzierung der ,,Anwendung
chemischer Pflanzenschutzmittel auf das notwendige MaR* umfasst (BGBI Teil 1 2012 Nr. 7
v. 13.02.2012).
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4 Zusammenfassung

4.1 Zusammenfassung

Ein auf das notwendige Mal reduzierter Einsatz chemischer Pflanzenschutzmittel sowie eine
durch die Einbeziehung geeigneter Applikationstechniken reduzierte Wirkstofffreisetzung
zum Schutz von Mensch, Tier und Umwelt sind Ziele des Integrierten Pflanzenschutzes. Nach
bisherigen Erkenntnissen stellte die Saatgutbeizung mit systemischen Wirkstoffen, zu denen
Clothianidin, Imidacloprid und Thiamethoxam aus der Gruppe der Neonicotinoide z&hlen, ein
entsprechendes Verfahren dar, von dem bislang kein Expositionsrisiko gegentiber Nicht-
Zielorganismen angenommen wurde. Nachdem ein kausaler Zusammenhang zwischen dem
bei der Aussaat von gebeiztem Maissaatgut entstandenen Beizmittelstaub und den akut-
toxischen Bienenschaden im Rheintal im Frihjahr 2008 festgestellt worden war, ruht die
Zulassung der Wirkstoffe zur Saatgutbeizung in Mais und Getreide seit 2008 in Deutschland.
Fir weitere Anwendungsgebiete steht die Anwendung der Wirkstoffe seit Mai 2013
entsprechend der Durchfiihrungsverordnung (EU) Nr. 485/2013 eingeschrénkt zur Verfugung.

Im Rahmen der Ursachenforschung der akuten Bienenschdden 2008 wurde die von
Pflanzen periodisch abgesonderte Guttation im Zusammenhang mit der Saatgutbeizung als ein
zusatzlicher Expositionspfad von Wirkstoffriickstdnden festgestellt und ein damit einher-
gehendes Risiko fir Wasser sammelnde Honigbienen (Apis mellifera L.) aufgeworfen. Erste
Versuche zur Freisetzung von Wirkstoffriickstanden aus der Saatgutbeizung wurden in Mais
(Zea mays L.) und xTriticale (xTriticosecale M.) durchgefiihrt (Reetz et al. 2011). Aufgrund
der wirtschaftlichen Bedeutung fir Imkerei und Landwirtschaft fokussierte sich das weitere
Versuchswesen auf Winterraps (Brassica napus L.). Die vorliegende Forschungsarbeit basiert
auf Versuchen unter Labor-, Halbfreiland- und Freiland-Bedingungen, wodurch die im
Rahmen der Pflanzenschutzmittelzulassung festgesetzte Abfolge der aufeinander aufbauenden

Testungsstufen zur Risikoabschatzung im Rahmen der Versuche umgesetzt worden sind.

Zunédchst wurde unter Freilandbedingungen das Auftreten von Guttation in Mais und
xTriticale im Verlauf einer und bei Winterraps tGber mehrere Vegetationsperioden beobachtet
und der Verlauf der freigesetzten Wirkstoffkonzentrationen im Guttationswasser ermittelt.
Das jeweils verwendete Saatgut wurde zuvor handelstublich mit Neonicotinoiden gebeizt.

Mittels der HPLC-MS-Analysen zeigte sich, dass die maximal freigesetzten Konzentrationen
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aktiver Substanzen (a.s.) aus der Sattgutbeizung bei Winterraps mit bis zu 130 pg pro Liter
deutlich unter denen von Mais (bis zu 8.000 pg a.s. L™) und xTriticale (bis zu 1.300 pg a.s.
L) liegen. Dies ist in unter anderem auf die geringere Pro-Korn-Aufwandmenge bei Winter-
raps zuruckzufiihren. Im Frihjahr, zum Zeitpunkt einer zunehmenden Populationsstarke eines
Bienenvolkes, sind die von Winterraps freigesetzten Wirkstoffrickstdnde im Guttations-
wasser niedriger (~30 pg a.s. L™) als im Herbst, was auf pflanzenphysiologische Prozesse
wahrend der Vernalisation zuriickzufuhren ist. Ein vergleichbarer Konzentrationsverlauf
wurde flr xTriticale als Winterkultur festgestellt, wohingegen die bei Mais (Sommerkultur)
freigesetzten Konzentrationen deutlich hoher sind und tber einen langen Zeitraum auf diesem
Konzentrationsniveau bleiben. In Laborversuchen (nach OECD-Richtlinie 213) zeigte die
Futterung einer Losung aus gleichen Teilen Guttationswasser und Zucker an isolierte
Einzelbienen, dass die in Guttation von Winterraps enthaltenen Wirkstoffrickstande bei
Einzelbienen zu einer Mortalitdt von <20 % flhren (Wallner et al. 2012); zur Einordnung
dieser Erkenntnisse muss darauf hingewiesen werden, dass eine zuckerhaltige Lésung von
Bienen verstoffwechselt wird, wohingegen Wasser aufgrund des geringen Zuckergehaltes
lediglich transportiert wird und erst innerhalb des Bienenvolkes seine Verwendung findet.
Somit ist die Situation wahrend der Futterungsversuche nicht der einer Wassersammlerin
gleichzusetzen. Dieser Versuchsansatz diente einer Einschatzung der im Guttationswasser
enthaltenen Wirkstoffrickstande hinsichtlich der Bienentoxizitat.

Aufgrund des groBen Aktionsradius von Honigbienen sind gezielte Beobachtungen von
Wassersammlerinnen im Freiland nicht méglich. Als methodischer Ansatz wurde daher die
Rickstandsanalyse von Honigblasen heimkehrender Sammlerinnen mittels einer neuen
Methode herangezogen (Reetz und Wallner 2014). Die Methode zur Préparation von
Honigblasen eignet sich fiir Einzel- sowie Sammelproben und konnte bereits erfolgreich in
der Ruckstandsanalytik von Bienenproben etabliert werden. Es zeigte sich, dass das Gewicht
der einzelnen Honigblasen im Herbst niedriger ist, wenn die Maximalkonzentrationen im
Guttationswasser bei Winterraps auftreten. Dennoch ist zu dieser Jahreszeit der Anteil des
eingetragenen Wassers im Verhéltnis zu Nektar um das 25-fache erhéht, was mit den
zunehmend im Herbst ausbleibenden Nektarquellen zusammenhéngt (Reetz et al. 2012).
Anhand der Untersuchungen zum Wassersammelverhalt von Honigbienen wéhrend einzelner
Tage im Herbst konnte nachgewiesen werden, dass die Wassersammelaktivitat bei den
hiesigen Klimabedingungen uber den Tag hinweg erfolgt und somit eine zeitliche und

raumliche Uberschneidung zwischen dem Auftreten von Guttationswasser und der Sammel-
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aktivitat von Honigbienen unter feldrealistischen Bedingungen standortspezifisch gegeben ist.
Wahrend des Sommers bzw. zu Zeiten eines reichhaltigen Nektarangebotes stellt Nektar ein
ubergeordnetes Sammelgut dar, welcher ebenfalls in einem gewissen Umfang Flissigkeit fur
ein Bienenvolk liefert; reines Wasser wird dennoch in geringeren Mengen eingetragen. Somit
besteht in dieser Jahreszeit in Bezug auf kontaminiertes Guttationswasser von Winterraps ein
geringeres Risiko fur Wirkstoffeintrage.

Dass Guttation in Winterraps von Honigbienen als Wasserquelle angenommen wird,
zeigten bereits gelegentliche Beobachtungen auf Flachen einer kleinstrukturierten Landschaft
und Kleinparzellierten Landwirtschaft. Hingegen fihrt eine unmittelbare Exposition von
Bienen gegeniiber gebeizten Winterrapsschldgen in Regionen intensiver Landwirtschaft und
einer damit einhergehenden reduzierten Vielfalt an Wasserquellen zu einer hoheren Frequenz,
mit der Bienen in Stockn&he Guttationswasser sammeln. Dadurch kommt es auch zu einem
Eintrag von Wirkstoffriickstdnden (ber das Guttationswasser in die Bienenvolker. Dies zeigte
sich anhand der HPLC-MS-Analyse von Honigblasen heimkehrender Sammlerinnen (n= 204)
aus Versuchen, die in einer Region mit intensiver Landwirtschaft durchgefiihrt wurden
(Reetz et al. 2015 akzeptiert). In 19 % (n= 38) der analysierten Honigblasen wurde
Thiamethoxam, die Ausgangssubstanz der verwendeten Saatgutbeizung, in Konzentrationen
von 0,3 bis 0,95 ug pro Liter (LOQ= 0,3 pg L™) detektiert. In weiteren 12 % der Proben
(n= 24) wurde Thiamethoxam unterhalb der Bestimmungsgrenze (LOQ) festgestellt. Die
Substanz Clothianidin, Metabolit von Thiamethoxam, sowie dessen Metabolit TZMU konnten
jeweils in einer Probe (0,5 %) festgestellt werden, wobei die Konzentrationen unterhalb der
Bestimmungs- (Clothianidin) bzw. Nachweisgrenze (TZMU) waren. Anhand dieser Unter-
suchungen kann eine aktive Aufnahme des Guttationswassers von gebeiztem Winterraps
durch Wasser sammelnde Honigbienen belegt werden. Anhand der zugrunde liegenden
Versuche konnte aufgezeigt werden, dass Guttation bei fehlenden Alternativen fiir Wasser
sammelnde Honigbiene eine Wasserquelle darstellt. Die wéhrend der jlingsten Entwicklungs-
stadien des Winterrapses uber das Guttationswasser freigesetzten Wirkstoffrickstande kénnen
nach theoretischen Berechnungen fur einzelne Wasser sammelnde Honigbienen ein Risiko
darstellen. Im Vergleich zu den im Guttationswasser gemessenen Wirkstoffkonzentrationen
geht von den gemessenen Konzentrationen in den Honigblasen keine akut toxische
Gefahrdung fur einzelne Bienen bzw. auf Populationsebene aus. Die bislang im Honigblasen-
inhalt ermittelten Konzentrationen an Wirkstoffriickstanden (<1 pg L™ 2 <1 ppb) liegen

unterhalb der Konzentrationen, die bislang als Grenzwerte einer chronischen Exposition flr
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sublethale Effekte bei Honigbienen beschrieben wurden (2-5 ppb; Sandrock et al. 2014,
Dively et al. 2015). Da Guttation bei xTriticale und Winterraps nur tempordr auftritt, ist eine
dauerhaft chronische Exposition von Honigbienen gegeniiber dem Guttationswasser dieser
bislang gebeizten Kulturen nicht gegeben. Dem gegenlber stellt Mais neben den Guttations-
tropfen auch das in den Fahnenblattern zusammengelaufene Guttationswasser (ber einen
langeren Zeitraum des Tages zur Verfiigung. Hinzu kommt, dass ein Bienenvolk im Herbst
zum Zeitpunkt der Maximalkonzentrationen von xTriticale und Winterraps einen geringen
Bedarf an Wasser hat (ausgenommen den Fall, dass die Winterauffutterung mittels Zuckerteig
erfolgt), wohingegen Guttation bei Mais zu einem Zeitpunkt auftritt, an dem die
Populationsstarke und damit einhergehend der Wasserbedarf eines Bienenvolkes zunimmt.
Die aktuelle Debatte zur Evaluierung von Nebenwirkungen auf Nicht-Zielorganismen
durch die chronische oder sublethale Exposition gegenuber Wirkstoffrickstanden zeigt

dartiberhinaus den Bedarf an spezifischen Versuchsdesigns auf.

4.2 Summary

A crucial aim of an Integrated Pest Management (IPM) is to minimize the risk to human
health and the environment. Therefore, the release of active substances (a.s.) of pesticides into
the environment has to be reduced to a level that fulfill both, an effective control of the
respective pest and sufficient economic benefit. Up to now, the seed coating with systemic
substances like the neonicotinoids clothianidin, imidacloprid, and thiamethoxam was
considered environmental justifiable, due to the significant reduction of active substances in
the contaminated area compared to other application methods. During the registration process
of these systemic compounds, no side effects on non-target organisms such as honey bees
were considered. In 2008, sowings with neonicotinoid-coated corn has caused severe damages
by contaminated dust on honey bee colonies in the upper Rhine Valley, Germany. As a
consequence, the seed coating with neonicotinoids in maize and wheat was suspended in
Germany in May 2008. Since May 2013 there is a temporary ban of the three neonicotinoids
in the EU by the EU Regulation No. 485/2013.

The release of systemic active substances in guttation fluid of seed-coated plants represents
a possible contamination source for non-target organisms and could actively be used as a
water source by honey bees (Apis mellifera L.). First experiments on the release of active

substances in guttation fluid of seed-coated plants have been conducted in maize (Zea mays
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L.) and xTriticale (xTriticosecale M.) (Reetz et al. 2011). Due to the fact that winter oilseed
rape (WOR, Brassica napus L.) is one of the main pollen and nectar sources for honey bees in
spring this research was focused on the analysis of guttation fluid in seed-coated WOR and
the possible risk for honey bees foraging on WOR guttation water. For this purpose
experiments were conducted in the laboratory as well as under semi-field- and field-
conditions.

In the first step, the occurrence of guttation was examined under field conditions during
one cultivation period in maize and xtriticale and during several periods in WOR. For the field
trials, WOR seeds with commonly available seed coatings were used to obtain data under the
common agricultural practices. The residual analysis of guttation fluid from seed-coated
WOR confirmed considerable amounts of active substances mainly in autumn (up to 130 pg
a.s. L), however even the highest concentrations of residues in WOR are considerably lower
than those in the guttation fluid of maize (up to 8,000 pg a.s. L™ Reetz et al. 2011) or
xtriticale (up to 1,300 pg a.s. L™). These differences might be due to the crop specific
differences in the maximum amount of active substance per seed. In spring, the released
residues in WOR guttation fluid are lower than in early autumn (~30 pg a.s. L™) and continue
to decline steadily until flowering. This decrease of residues in guttation fluid of WOR and
even so in xtriticale as wintering crops seems to be a consequence of specific physiological
processes during the overwintering of the plants (vernalisation). Considerable high amounts
of residues have been released by maize (spring crop) over a long period of the crop cycle.
Laboratory investigations (according to OECD-Guideline 213) showed that feeding of
isolated honey bees with a sugar/guttation-solution from seed-coated WOR leads to a
mortality less than 20 % (Wallner et al. 2012), but this way of exposure is not similar to the
situation of water foraging honey bees; however these approaches cannot be extrapolated to
water foraging bees under field conditions which just carry the guttation water in the honey
sac and do not metabolize the fluid.

Due to the wide foraging radius of honey bees, the observations and the direct sampling of
water foraging honey bees in the field are nearly impossible. Therefore, a new approach by
separating foragers returning to the hive into nectar- and water collecting bees was used. For
this purpose, a newly developed technique for the preparation of the honey sacs was
performed (Reetz and Wallner 2014), which enables the preparation of single or pooled
honey-sac contents. This technique has already been established as a laboratory standard.

These experiments showed that on the one side the weight of honey sacs is lower during
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autumn at the same time when high residues in guttation fluid of seed-coated WOR occur that
in summer, and on the other side, that the intake of water is increased by the factor of 25
compared to the amount of nectar, which seems to be associated with the absence of nectar
sources during autumn (Reetz et al. 2012). There seems to be no exclusive season- or
daytime-depending water collecting activity in honey bee colonies in temperate zones.
Therefore, the collection of guttation fluid from seed-coated plants by foraging honey bees is
likely. However, during summer and the periods of high nectar flows honey bees might gather
rather runny nectar as a replacement for water than guttation fluid of WOR and therefore
reduce the risk of toxic contaminations.

The comparison of two study sites - one in Southern Germany with a small-patterned
landscape including agriculture and one in Northern Germany with an intensive agricultural
land-use - confirmed that honey bees gathering on WOR guttation fluid were just occasionally
observed in a small-patterned landscape, but more frequently in the field site with intensive
agriculture and a reduced variety of alternative water sources. This leads to the assumption,
that the likelihood of residue intake by guttation fluid of seed-coated plants is increased in
landscapes with more agricultural land-use and a reduced variety of water sources. HPLC-
MS-analysis of honey sacs (n= 204) reveal that residues of thiamethoxam used as seed
coating are detectable in 19 % (n= 38) of the honey-sac contents with a range of 0.3 to 0.95
g a.s. per litre (LOQ= 0.3 pg a.s. L™; Reetz et al. 2015 accepted). In 12 % (n= 24) of the
samples, thiamethoxam could be detected in concentrations below LOQ. Clothianidin,
metabolite of thiamethoxam, and its metabolite TZMU were measured in one sample each
(0.5 %) at concentrations below LOQ (clothianidin) and LOD (TZMU), respectively. Based
on these experiments, it has been proven that honey bees use guttation fluid of seed-coated
WOR as water source in absence of alternative nearby water sources. Thus, during a short
period of about a few weeks in autumn, when the highest residues are released in WOR
guttation fluid, there might theoretically be a risk for single honey bees. Guttation fluid of
xtriticale and WOR is just temporary present in the field, whereas guttation of maize is
present in the leaf sheaths during the day due to the funnel function of the maize leaves.
Additionally to theses facts, there is a low water demand in honeybee colonies during autumn
(except when honey bee colonies are fed with sugar paste for overwintering) in contrast to the
occurrence of maize guttation, which occurs at the same time when honey bee colonies raise

and have an increasing demand of water.
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The current evaluation of short-term effects of chronic exposure to sublethal
concentrations of neonicotinoids in pollen on honey bees at colony level is based on the
application of higher residue concentrations (2-5 ppb clothianidin; Sandrock et al. 2014,
Dively et al. 2015) than detected in the honey-sac contents of the water foraging honey bees
in this experiment (< 1 ug a.s. L™ 2 < 1 ppb). Based on these threshold values for side effects
by chronic feeding of neonicotinoids, the concentrations of residues measured in the honey
sacs of water foraging honey bees seem to have still less potential for side effects on single
honey bees or on colony level. Pollen and nectar are consumed more frequently by honey
bees and brood than water. Therefore, field-realistic residues in pollen and nectar are more
likely to affect honey bees. Moreover, there is no permanent exposition of honey bees to
guttation in seed-coated WOR like to contamination in pollen or nectar.

The current discussion on the risk assessment of neonicotinoids to honey bees is already
extended on other non-target organisms. Furthermore, the debate reveals an essential demand
for specific experimental designs to assess side effects on beneficial insects caused by
exposure to chronic or sublethal concentrations of pesticides.
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