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Abstract

In agricultural crops, honey bees may be exposed to multiple pesticides. However, in field realistic conditions mixtures of
products classified as harmless to bees can lead to a synergistic increase of toxicity on honey bees, as known for
ergosterol biosynthesis-inhibiting (EBI) fungicides combined with pyrethroids or neonicotinoids. For substances like
fertilizers, usually no information on potential side effects on bees is available. Initially, effects from tank mixes containing
insecticides, fungicides and fertilizers were investigated under laboratory conditions by use of a spray chamber contact test.
For selected combinations, higher tier studies were carried out. Mixtures containing thiacloprid, boscalid and dimoxys-
trobin with boron fertilizers showed no increase of mortality. In contrast, tank mixes of thiacloprid formulations and EBI-
fungicides resulted within 24 h in synergistic mortality increase in laboratory, semi-field and field. Actually, a short time
interval of 24 h between individually applied potentially synergistic products like pyrethroid insecticides and EBI
fungicides led to an increase of mortality up to 100% under laboratory conditions, indicating that the detoxification was
still ongoing, resulting in an increased susceptibility for other stressors during the metabolization process. In conclusion,
tank mixtures do not always lead to an increase of honey bee toxicity. However, former published findings about syn-
ergistic impacts between neonicotinoides and EBI-fungicides could be confirmed. The findings of our and other higher tier
studies finally prompted the competent regulatory authority (BVL) to regulate these mixtures by restriction NB6613 since
September 2018. Nevertheless, the investigation of potential interactions between mixing partners and their additive or
synergistic effects are the basis for a better understanding and a logical risk assessment to ensure protection of honey bees.
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Zusammenfassung

In landwirtschaftlichen Kulturen konnen Honigbienen unterschiedlichen Pflanzenschutzmitteln (PSM) ausgesetzt
sein. Gelegentlich fiihren in der Praxis angewandte Mischungen aus bienenungefidhrlichen PSM allerdings zu einer
synergistischen Steigerung der Bienentoxizitét, was fiir Fungizide aus der Gruppe der Ergosterol-Biosynthese-Hemmer
(EBH) in Kombination mit Pyrethroiden bekannt ist und ebenso bereits fiir Neonikotinoide berichtet wurde. Uber
potentielle Nebeneffekte auf Bienen durch andere Zusitze wie Diingemittel ist bisher wenig bekannt. Die Untersuchung
der Auswirkungen von Tankmischungen aus Insektiziden, Fungiziden und Diingemitteln erfolgte zunichst unter Labor-
bedingungen im Spritzkammer-Kontakttest. Ausgewihlte Wirkstoffkombinationen wurden weiterfithrend im Halbfreiland
und unter feldrealistischen Bedingungen im Freiland gepriift. Wihrend bei Tankmischungen aus PSM mit den Wirkstoffen
Thiacloprid, Boscalid, Dimoxystrobin und borhaltigen Blattdiingern keine Effekte auf Honigbienen auftraten, fiihrten
Kombinationen aus Thiacloprid und EBH-Fungiziden in allen drei Priifstufen (Labor, Halbfreiland, Freiland) innerhalb von
24 h zu einem synergistischen Mortalitidtsanstieg. Auch eine Ausbringung potentiell synergistisch wirkender Produkte in
einer 24-h-Spritzfolge bewirkte bei Pyrethroid und EBH-Fungizid unter Laborbedingungen weiterhin einen signifikanten
Mortalitdtsanstieg auf bis zu 100%, welcher auf eine andauernde Entgiftung und eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber
anderen Stressoren wihrend des Metabolisierungsprozesses hindeutet. Diese Ergebnisse zeigen, dass Tankmischungen
nicht per se mit einer Toxizitdtserhohung fiir Honigbienen einhergehen. Die Literaturhinweise zur synergistischen Wir-
kungssteigerung zwischen Neonikotinoiden und EBH-Fungiziden konnten hingegen bestétigt werden. Die Erkenntnisse aus
dieser und weiterfiihrender Studien veranlassten schlielich die Zulassungsbehorde (BVL) im September 2018 derartige
Mischungen per Auflage NB6613 zu beschrianken. Dennoch ist eine weitere Erforschung moglicher Wechselwirkungen
zwischen Mischungspartnern und der dadurch entstehenden additiven oder gar synergistischen Effekte grundlegend fiir ein
besseres Verstindnis und die folgerichtige Bewertung der Risiken, um dem notwendigen Schutz von Honigbienen

Rechnung zu tragen.

Schliisselworter Honigbienen - Tankmischungen - Synergistische Effekte - Kontaktexposition - EBH-Fungizide

1 Einleitung

Pflanzenschutz ist Voraussetzung fiir eine leistungsfihige
und nachhaltige Pflanzenerzeugung. Der FEinsatz von
Pflanzenschutzmitteln (PSM) ist daher fester Bestandteil
der modernen Landwirtschaft. Derzeit sind in Deutschland
1682 (Stand Februar 2019) PSM zugelassen, von denen der
Grofiteil fiir den landwirtschaftlichen Gebrauch bestimmt
ist (BVL 2019). Im Agrarsektor hat sich seit vielen Jahren
eine kombinierte, gleichzeitige Ausbringung mehrerer
Mischungspartner (darunter u.a. Fungizide, Insektizide,
Wachstumsregler, Zusatzstoffe oder Diingemittel) in einem
Arbeitsgang etabliert (Schmuck et al. 2003; Brown und
Kegley 2015; BVL 2015). Tankmischungen kommen u. a. in
bienenattraktiven Kulturen, wie Apfel oder Raps, auch
wihrend der Bliite zum Einsatz. Fiir den Landwirt ist
diese Form der Ausbringung eine Moglichkeit, den
Arbeitsaufwand zu reduzieren, Zeit und Arbeitskosten
einzusparen und gleichzeitig das Wirkspektrum gegen
verschiedene Schaderreger zu erweitern (Rode 1986).
Werden alle Anwendungsvorschriften erfiillt, ist der Einsatz
von Tankmischungen gesetzlich zulédssig (BVL 2015).
Obwohl Tankmischungen in der landwirtschaftlichen
Praxis weit verbreitet sind, erfolgt eine routineméifige
Bewertung von PSM-Mischungen in der Regel nur fiir
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Insektizide und bekannte potentiell synergistisch wirkende
Mischungspartner.

Wihrend viele Mischungen keine negativen Effekte
hervorrufen, kommt es bei einigen Anwendungen zu
additiven oder sogar synergistischen Wirkungssteigerun-
gen, sodass sich die Bienengeféhrlichkeit dndern kann
(Pilling et al. 1995; Brown und Kegley 2015). Eine syn-
ergistische Wirkung liegt dann vor, wenn die letalen
Effekte der PSM-Mischung grofler sind als die Summe
der letalen Effekte der einzelnen PSM (Bliss 1939).
Hinlidnglich bekannt ist die synergistische Wirkungs-
steigerung fiir Mischungen aus Insektiziden aus der Gruppe
der Pyrethroide und Fungiziden mit Ergosterol-Biosynthese-
hemmender Wirkung, den sogenannten EBH-Fungiziden, zu
denen auch die Gruppe der Azole zihlt (Pilling und Jepson
1993; FRAC 2017). Dennoch sind Tankmischungseffekte
nicht umfassend erforscht (Brown und Kegley 2015). Die
grofle Anzahl an Handelspréparaten auf dem Markt und die
daraus resultierenden unzahligen Mischungskombinationen
erschweren die Detektion risikobehafteter Kombinationen.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die
Auswirkungen der Ausbringung von PSM auf Honigbienen
untersucht. Hierbei galt es insbesondere zu klidren, ob und
inwieweit Tankmischungen eine Erhohung der Bienen-
toxizitdt im Vergleich zur Einzelformulierung bewirken.
Zwei weitere Versuchsansitze beziehen sich auf potentielle
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Mischungseffekte durch eine zeitgleiche Einzelbehandlung
benachbarter Felder mit unterschiedlichen PSM oder die
Anwendung von unterschiedlichen PSM auf dem gleichen
Feld in Spritzfolgen. Hierfiir wurden in den Jahren 2015 bis
2017 Labor-, Halbfreiland- und Freilandversuche in
Anlehnung an die im Rahmen der Zulassungspriifungen
etablierten Methoden und Richtlinien durchgefiihrt. Fiir die
Untersuchungen stand insbesondere die standardisierte
Testung praxisrelevanter Mischungen des Rapsbaus im
Fokus — eine fiir Honigbienen hochattraktive Massentracht
und mit 1,3 Millionen Hektar Anbaufliche (Stand 2017)
die bedeutendste Olfrucht in Deutschland (Statista 2018).
Die ausgewdhlten Wirkstoffe zdhlen zu relevanten im
Bienenbrot nachgewiesenen Substanzen (Rosenkranz et al.
2017). Die Auswahl der Kombinationen -erfolgte in
Abhingigkeit der Versuchsfrage unter Beriicksichtigung
von Wirkstoffgruppen. Da synergistische Effekte zwischen
Pyrethroiden und EBH-Fungiziden bereits regulatorisch
erfasst wurden, gilt es weiterfilhrend auch Auswirkungen
von Spritzfolgen zu untersuchen. Wihrend von engen
Insektizid-Insektizid-Spritzfolgen abgeraten wird (Beispiel:
Mindestzeitfenster von 48 h fiir das Insektizid Steward®)
(LWK 2017), liegen zu Fungizid-Insektizid-Spritzfolgen
bisher keine Empfehlungen fiir eine bienensichere
Anwendung vor. Das Applikationsintervall in der
vorliegenden Studie orientiert sich mit 24 und 72 h an der
Empfehlung fiir Insektizide.

Bei allen Tests erfolgte die Applikation der formulierten
PSM (Testsubstanzen: Tabelle 1) in der hochsten zuge-
lassenen Aufwandmenge. Im Folgenden wird auf die im
formulierten Produkt enthaltenen Wirkstoffe Bezug
genommen. Alle in dieser Studie verwendeten PSM sind
im Falle der Soloanwendung als nicht bienengefihrlich
eingestuft und diirfen mit dem Hinweis zum Bienenschutz
(NB6641) ,Das Mittel wird bis zu der hochsten
durch die Zulassung festgelegten Aufwandmenge oder

Tabelle 1 Testsubstanzen (TS)

Anwendungskonzentration, falls eine Aufwandmenge nicht
vorgesehen ist, als nichtbienengefihrlich eingestuft (B4).
gekennzeichnet werden.

In den folgenden Untersuchungen wird auf verschiedene
Wirkstoftklassen von Insektiziden und Fungiziden Bezug
genommen, die sich laut IRAC (Insecticide Resistance
Action Committee) und FRAC (Fungicide Resistance
Action Committee) entsprechend ihrer Wirkungsweise in
Haupt- und Untergruppen mit individueller Code-Nummer
unterteilen lassen. Die verwendeten Insektizide sind daher
in die Klasse der Neonikotinoide-4A (Thiacloprid) sowie in
die der Pyrethroide-3A (Lambda-Cyhalothrin) einzuordnen
(IRAC 2019). Die Klassifizierung der verwendeten Fun-
gizide erfolgt in die Klasse der Ergosterol-Biosynthese-
hemmer, expliziter der Demethylisierungs-hemmenden-
Fungizide Gl (Prochloraz, Tebuconazol, Triadimenol,
Metconazol) sowie in die Klasse der Respirationshemmer,
darunter C2 (Boscalid) und C3 (Dimoxystrobin) (FRAC
2017).

Fiir die Detektion risikobehafteter Mittelkombinationen
im Labor kam ein Verfahren zum Einsatz, welches in einer
Spritzkammer mit praxisiiblichen Spritzdiisen eine
Kontaktexposition simuliert und Auswirkungen auf
Honigbienen in Anlehnung an die OECD Guideline 214
(1998) untersucht. Es ermdglicht ein vergleichbares, sys-
tematisches und effektives Screening auf Laborebene.
Ausgewihlte Wirkstoffkombinationen wurden in standar-
disierten Halbfreiland und Freilandversuchen weitergehend
gepriift, denn nicht immer treten die im Labor
nachgewiesenen Effekte auch in der Praxis auf. So fiihrt die
Vielzahl von Begleitfaktoren (darunter Ablenktrachten,
Einfluss der Kultur, Verdiinnungseffekt im Volk, Puffer-
kapazitit der Volker) in der Natur oftmals zu einer Rela-
tivierung der Ergebnisse.

TS Handelspriparat ~ Typ Aktivsubstanz (a.s. g/l) Formulierung ~ Aufwandmenge  ng a.s./Biene
Produkt pro ha

TS1  Biscaya® Insektizid Thiacloprid (240 g/1) OD 0,31 0,2829
TS2  Cantus® Gold Fungizid Boscalid (200 g/1), Dimoxystrobin (200 g/1) SC 0,51 0,7875
TS3  Solubor® DF Diingemittel ~ Bor 17.5% als Natriumborat SG 3,0 kg n.a.
TS4  Bor® 150 Diingemittel ~ Bor 11% als Borethanolamin SC 301 n.a.
TS5  Mirage® 45 EC  Fungizid Prochloraz (450 g/1) EC 151 2,7192
TS6  Folicur® Fungizid Tebuconazol (250 g/1) EW 1,51 1,4734
TS7  Matador® Fungizid Tebuconazol (225 g/1), Triadimenol (75 g/1)  EC 1,51 1,3220
TS8 Karate® Zeon Insektizid Lambda-Cyhalothrin (100 g/1) CS 0,0751 0,0293
TS9  Efilor® Fungizid Metconazol (60 g/l), Boscalid (133 g/1) SC 1,01 0,7795

OD Dispersion in 01, sc Suspensionskonzentrat, SG wasserlosliches Granulat, EC Emulsionskonzentrat, EW Emulsion, Ol in Wasser, CS

Kapselsuspension
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2 Material und Methoden

In jedem Versuch gab es parallel zur Behandlungsvariante
eine Kontrollgruppe, die mit Leitungswasser behandelt
wurde. Sowohl die Bedingungen als auch der Ablauf des
Testverfahrens waren fiir beide Gruppen vergleichbar. Auf
eine toxische Referenz wurde verzichtet, was eine Erho-
hung der Anzahl der Versuchsglieder ermdoglichte. Ein
zusétzlicher Erkenntnisgewinn war durch die Referenz-
substanz zudem nicht zu erwarten.

Gearbeitet wurde mit mindestens drei Replikaten je
Variante. ,,N“ kennzeichnet hierbei die Anzahl der Kifige
(Labor) bzw. der Volker (Halbfreiland, Freiland), wihrend
,n“ fiir die Anzahl der Honigbienen in den Kifigen steht.
In Einzelfillen wurde aufgrund des Versuchsaufbaus eine
hohere Replikatanzahl erreicht. Der Vollstiandigkeit halber
flieBen alle Versuchsergebnisse in die Ergebnisdarstellung
mit ein. Alle Halbfreiland- und Freilandversuche erfolgten
in Anlehnung an die Priifrichtlinie EPPO 170 (4) (EPPO
2010).

2.1 Erste Priifstufe - Labor

Fiir das Laborverfahren wurden die Honigbienen (Apis
mellifera L., Buckfast) einen Tag vor Applikation aus dem
Brutraum entnommen, mittels CO, narkotisiert, in Stan-
dard-Versuchskifige aus Edelstahl (10 cm x 8,5 cm X
5,5 cm) eingezihlt (a 10 Bienen) und in den Wiarmeschrank
(Firma: Memmert (Schwabach, Deutschland); Modell: 600;
Mafe Innenraum: 800 mm x 500 mm x 640 mm)
24°C £ 1°C, 60% rF.+£ 10%, ohne Beleuchtung)
iiberfiihrt (Eingewohnung iiber Nacht) (Abb. la). Die
Fiitterung erfolgte ad libitum mit Zuckerlosung (75%).
Vor der Applikation wurden die Bienen bei 4 °C bis zur
Verklammung heruntergekiihlt, kdfigweise in Petrischalen
iiberfiihrt (10 Bienen pro Replikat, N > 3) (Abb. 1b)
und im immobilen Zustand in der Spritzkammer (Spritz-
geschwindigkeit: 2,5 km/h; Diisendruck: 2,5 bar; System-
druck 7-8 bar; Spritzhohe: 42 cm; Einstellung 300 1
Wasser/ha) bei Raumtemperatur mit der zu testenden
Losung iiberspritzt. Hierbei verfiigt die Spritzkammer iiber

praxisiibliche Applikationsdiisen (Flachstrahldiise Teejet
9503 EVS), so dass die Versuchsbienen vollstindig mit
einem feinen Spriihnebel benetzt werden (Abb. lc).
AnschlieBend erfolgte der Riicktransport in den Wérmes-
chrank und eine mindestens 48-stiindige visuelle Uberwa-
chung von Verhalten, Vitalitit sowie Mortalitit unter
kontrollierten Bedingungen (Abb. 1d).

Die Applikationskammer ist eine Sonderanfertigung
der Firma Christan Schachtner Geritetechnik (71640
Ludwigsburg, Deutschland). Es handelt sich hierbei um
eine halbautomatische, geschlossene Schutzkabine (Lédnge:
2200 mm, Breite: 1400 mm, Hohe: ca. 2400 mm) aus
Edelstahlblech. Sie verfiigt iiber ein selbstfahrendes
Spritzgestinge sowie einen elektrisch hohenverstellbaren
Applikationstisch (Edelstahl Wanne) mit Edelstahl-Loch-
blech-Auflage (2100 x 1100 mm). Zur Ausstattung gehort
eine automatische Durchflussmengenmessung und eine
Querstromentliiftung mit aktiver Absaugung. Halbjdhrlich
erfolgt eine Kalibrierung der Anlage.

Zur Ermittlung der Wirkstoffdosis je Biene wurden vier
Sammelproben aus je 10 Bienen vor und nach einer
Spritzung mit Wasser (300 1/ha; 2,5 bar; 2,5 km/h) gewo-
gen (Labor-Analysenwaage DENVER INSTRUMENT,
Gottingen, Deutschland). Die Differenz wurde ermittelt,
gemittelt und durch 10 geteilt. Hierbei konnte eine durch-
schnittliche Applikationsmenge von 1,1775 mg Wasser pro
Biene ermittelt werden. Die Formel fiir die Errechnung der
Wirkstoffmenge pro Biene lautet wie folgt:

a.s. (ug) pro Biene = (((IST — Einwaage Produkt (g)
x (Gewichtsprozent a.s./100))
/Wassermenge in der geldst (ml))
x Applikationsmenge pro Biene (mg)) x 1000

2.2 Zweite Priifstufe — Halbfreiland

Im Halbfreiland erfolgte eine Limitierung der Priifglieder,
wobei  die  ausgewihlten = Wirkstoffkombinationen

stellvertretend fiir weitere zuvor im Labor getestete
Mischungen mit gleichem Wirkmechanismus stehen. Die
ausgewdhlten

Wirkstoffkombinationen wurden in

Abb. 1 Spritzkammer-Verfahren: a Honigbienenkifige unter kontrollierten Bedingungen im Wirmeschrank; b immobile Versuchstiere in
Petrischale vor Applikation; ¢ Spritzkammer; d Monitoring der Honigbienen nach der Applikation
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standardisierten =~ Halbfreilandversuchen  weitergehend
gepriift. Die Versuchsflichen lagen in Niedersachsen
(Braunschweig und Sickte) und wurden mit 25 kg Phacelia
tanacetifolia-Saatgut pro Hektar gedrillt. Das Saatgut war
ungebeizt. Ebenso wurde keine PSM-Vorbehandlung der
Kultur vorgenommen. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte
zum BBCH Stadium 65 in Flugzelten mit einer Grund-
fliche von 10 x 4 m und einer Hohe von 3 m. Jedes
Versuchszelt wurde in der Woche vor Applikation mit
einem Ablegervolk ausgestattet (innerhalb dieser Woche
sind organisatorisch bedingte oder witterungsbedingte
Abweichungen zwischen den Anwanderungsterminen
moglich). Um die Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse
gewihrleisten zu konnen, wurden fiir alle Versuche
gesunde Volker (Apis mellifera L., Buckfast) mit
vergleichbarer Volksstirke (Ablegervolk ~ 6000 Bienen),
Proviantierung und &hnlichem Entwicklungsstand aus-
gewdhlt, die lber eine eierlegende Konigin sowie alle
Brutstadien verfiigten. Hierfiir wurde vor Versuchsbeginn
eine Populationsschédtzung nach der Liebefelder Methode
durchgefiihrt, bei der die Wabe gedanklich in Achtel ein-
geteilt und der Flachenanteil der vollstindig mit Bienen,
Brut oder Nahrung besetzten Felder geschitzt wird. Mit
dem Einwandern der Volker erfolgte eine tigliche Bonitur
der Mortalitdt und der Sammelaktivitit. Hierfiir wurde die
Anzahl moribunder (in Sterbephase befindlicher) und toter
Honigbienen auf den ausgelegten Bodengazen und in den
vorgelagert angebrachten Gary-Totenfallen erfasst. Die
Sammelaktivitdt der Versuchsvolker wurde in drei sepa-
raten Flugquadraten (Q1, Q2, Q3) auf je einem Quadrat-
meter Bliihfliche geschitzt. Hierbei spiegelt eine
Momentaufnahme von etwa einer Minute repriasentativ die
Anzahl der sammelnden Bienen im Flugquadrat wider. Zur
Interpretation der Daten erfolgte ebenso die Aufzeichnung
der Witterungsverhiltnisse. Die Herstellung der Pflanzen-
schutzmittellosungen fand am Applikationstag, unter
Beriicksichtigung der Mischungsreihenfolge und der vom
Hersteller geforderten Anwendungsempfehlungen, statt.
Appliziert wurde mittels Einbalken-Riickenspritze (Firma
Schachtner) in den Bienenflug, iiber einen exakt definierten
Zeitraum, kontinuierlich und gleichmiflig im Bestand. Das
verwendete Spritzgestinge war mit fiinf 80-Grad-Diisen
des Typs Teelet TP80015 ausgestattet (Diisenabstand:
250 mm). Nach der Applikation wurde die Restmenge in
der Spritze zuriickgelitert, um die tatsachlich ausgebrachte
Menge zu verifizieren (Abweichungen < 10%). Alle
Wiederholungen einer Mischungsvariante wurden im sel-
ben Jahr realisiert.

2.3 Dritte Priifstufe - Freiland

Fiir die Untersuchung der Tankmischungen mit Thiaclo-
prid, Boscalid, Dimoxystrobin und Bor erfolgte zusitzlich
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Abb. 2 Anzahl toter Arbeiterinnen pro Volk und Tag, im Halbfreiland
(3 Tage vor und nach Applikation), fiir die Testsubstanzen Thiacloprid
(TS1), Boscalid, Dimoxystrobin (TS2) und borhaltigem Diingemittel
(TS3) (N = 3). Die Balken geben den Mittelwert & Standardfehler an.
n.s. = nicht signifikant; Student’s t-Test, p < 0,05

eine weitere Testung im Freiland. Auch hier wurden alle
Wiederholungen einer Variante im selben Jahr durchge-
fiihrt. Die Mischung aus dem Freilandversuch A (Abb. 3)
wurde jedoch nicht im selben Jahr des dazugehorigen
Halbfreilandversuchs (Abb. 2) getestet. Bei der Auswahl der
Versuchsstandorte wurde ein Mindestabstand von drei
Kilometern zwischen den Kontroll- und Behandlungsflichen
sowie die Vermeidung von Massenablenktrachten beriick-
sichtigt. Der Versuchsablauf erfolgte in Anlehnung an die im
Halbfreiland durchgefiihrten Versuche. Darunter féllt u. a.
die Durchfiihrung einer Populationsschitzung vor Exposi-
tion sowie die tigliche Bonitur der Mortalitéit. Unterschiede
ergaben sich in der Volksstirke der eingesetzten Ver-
suchsvolker, da im Freiland tiblicherweise kriftigere Volker
mit ca. 10.000 Bienen pro Stock zum Einsatz kommen.
Ebenso wurde auf Bodengaze verzichtet, so dass der
Totenfall ausschlieBlich in der Totenfalle erhoben wurde.
Daten zur Sammelaktivitit wurden nicht erfasst. Die
Applikation erfolgte mit einer praxisiiblichen Feldspritze.

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse
erfolgte mit der Statistiksoftware ToxRaT 3.2.1, bei einem
Signifikanzlevel von p < 0,05. Signifikante Unterschiede
zwischen Kontrolle und Behandlung wurden im Labor
mittels Fisher’s exact- bzw. Chi*-Test berechnet. Im
Halbfreiland und Freiland wurde fiir die Beurteilung der
Signifikanz zwischen Kontrolle und Behandlung ein ein-
seitiger Student’s t-Test durchgefiihrt (Nullhypothese:
Kontrollmortalitdt < Mortalitdt der Behandlung). Hierfiir
notwendige Vortests zur Normalverteilung und Vari-
anzhomogenitiit erfolgten mit dem Shapiro-Wilk’s-Test
bzw. dem Levene-Test.
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Abb. 3 Anzahl toter Arbeiterinnen pro Volk und Tag, im Freiland (1
Tag vor bis 3 Tage nach Applikation), fiir die Testsubstanzen
Thiacloprid (TS1), Boscalid, Dimoxystrobin (TS2), mit und ohne
borhaltigem Diingemittel (TS3) (C-A: N = 6; TS1 + TS2 + TS3-A:
N=9; C-B und TSI + TS2-B: N =4). Es handelt sich um 2
Einzelversuche, die mit A und B gekennzeichnet sind. Die Balken
geben den Mittelwert &+ Standardfehler an. Student’s t-Test,
p < 0,05. Sternchen zeigen statistisch signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Kontrolle an: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

3 Ergebnisse

3.1 Tankmischungen mit Thiacloprid, Boscalid,
Dimoxystrobin und Bor

Bei Soloapplikation zeigte unter Laborbedingungen 48 h
nach der Behandlung keines der als bienenungefihrlich
eingestuften PSM (Wirkstoff Thiacloprid — 0% kumulative
Mortalitdt bzw. Kombinationspriparat aus Boscalid und
Dimoxystrobin — 5% kumulative Mortalitit) und keines der
Diingemittel (Natriumborat — 0% kumulative Mortalitit,
Borethanolamin — 0% kumulative Mortalitit) negative
Effekte auf die Bienenmortalitit (N = 4; n = 40). Die

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle waren nicht
signifikant. Auch die Kombination aus Thiacloprid,
Boscalid, Dimoxystrobin (kumulative Mortalitdt 5%) und
zusitzlich Natriumborat (kumulative Mortalitidt 5%) bzw.
Borethanolamin (kumulative Mortalitit 0%) ergaben im
Labor keinen signifikanten Mortalitdtsunterschied zur
Kontrolle. Die Kontrollmortalitit betrug 0% (Tabelle 2).

Ebenso fiihrten auch im Halbfreiland oder Freiland
weder die Kombination von Thiacloprid und Boscalid,
Dimoxystrobin, noch der Zusatz eines borhaltigen Blatt-
diingers innerhalb des getesteten Zeitraums zu einem
biologisch relevanten Anstieg der Mortalitdt oder anderen
augenscheinlichen  Beeintrichtigungen wie  Verhal-
tensauffélligkeiten oder Anzeichen einer Fliigelverklebung,
im Vergleich zur Einzelformulierung bzw. der Kontrolle
(Abb. 2, Abb. 3).

3.2 Tankmischungen mit Thiacloprid-haltigen
Insektiziden und Azol-Fungiziden

Unter Laborbedingungen waren bei Soloapplikation von
PSM mit den Wirkstoffen Thiacloprid, Prochloraz, Tebu-
conazol und Triadimenol keine Mortalititseffekte oder
andere Anomalien bei den Versuchsbienen zu beobachten
(Tabelle 3).

Wurde das Thiacloprid-haltige Insektizid (Neonikoti-
noid) jedoch in Tankmischung mit einem Azol-Fungizid
appliziert, traten unmittelbar nach der Applikation
behandlungsbedingte akute Effekte auf, die sich zunichst
in heftigen Krimpfen und unkoordinierten Bewegungen
duBerten und letztlich in vielen Féllen zum Tod fiihrten. So
lieBen sich im Labor fiir alle drei getesteten Mischungen
hoch signifikante Mortalitdtsunterschiede im Vergleich zur

Tabelle 2 Kumulative Bienenmortalitit 48 h nach Soloapplikation sowie Tankmischungsanwendung in der Spritzkammer (Labor), fiir die
Testsubstanzen Thiacloprid, Boscalid, Dimoxystrobin und borhaltige Diingemittel

Variante N* n° @ kumulative Mortalitt p (exact) Signifikanz®
nach 48 h [%] £ SE [%]

Kontrolle 4 40 0£0

Thiacloprid 4 40 0+0 1,000 -

Boscalid, Dimoxystrobin 4 40 5+5 0,247 -
Natriumborat 4 40 0£0 1,000 -
Borethanolamin 4 40 0£0 1,000 -
Thiacloprid + Boscalid, Dimoxystrobin 4 40 5+£29 0,247 -
Thiacloprid + Boscalid, Dimoxystrobin + Natriumborat 4 40 5+5 0,247 -
Thiacloprid + Boscalid, Dimoxystrobin + Borethanolamin 4 40 0+0 1,000 -

Fisher’s exact-Test, p < 0,05
*Anzahl der Kifige

®Anzahl der Individuen

°~ nicht signifikant; + signifikant (p < 0,05); ++ sehr signifikant (p < 0,01); ++-+ hoch signifikant (p < 0,001)
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Tabelle 3 Kumulative Bienenmortalitit 48 h nach Soloapplikation und Tankmischungsanwendung in der Spritzkammer (Labor), fiir Thiacloprid

und EBH-Fungizide

Variante N® n® @ kumulative Mortalitiit p (exact) Signifikanz®
nach 48 h [%] + SE [%]

Kontrolle 13 130 0£0

Thiacloprid 9 90 0+0 1,000 -

Prochloraz 6 60 00 1,000 —

Tebuconazol 3 30 6,7 £ 6,7 0,246 —

Tebuconazol, Triadimenol 3 30 10 £ 10 0,119 —

Thiacloprid + Tebuconazol 3 30 50 £+ 20,8 < 0,001 +++

Thiacloprid + Prochloraz 10 100 80 + 10,4 < 0,001 4+

Thiacloprid + Tebuconazol, Triadimenol 3 30 86,7 + 8,8 < 0,001 +++

Fisher’s exact-Test, ChiZ—Test, p < 0,05
*Anzahl der Kifige
®Anzahl der Individuen

°— nicht signifikant; + signifikant (p < 0,05); ++ sehr signifikant (p < 0,01); +++ hoch signifikant (p < 0,001)
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Abb. 4 Anzahl toter Bienen pro Volk und Tag, im Halbfreilandversuch
bis 3 Tage vor und nach der Applikation, fiir die Testsubstanzen
Thiacloprid (TS1) und Prochloraz (TS5) in der Tankmischungsvariante
sowie der Variante mit Einzelbehandlung zweier benachbarter Flichen
(N = 3). Die Balken geben Mittelwert + Standardfehler an. Sternchen
zeigen statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle
an: *p < 0,05, **p < 0,01. Student’s t-Test, p < 0,05, n.s. = nicht
signifikant

Kontrollgruppe feststellen (Tabelle 3). Die Kombination
aus Thiacloprid- und Prochloraz-haltigen PSM wurde
weitergehend untersucht. Hierbei war die synergistische
Wirkungssteigerung fiir die Tankmischung aus Thiaclo-
prid- und Prochloraz-haltigen PSM sowohl im Labor (80%
Mortalitit nach 48 h) als auch in Halbfreilandtests nach-
weisbar. Wihrend der Mortalitdtspeak im Labor nach 24
Stunden zu beobachten war, zeigte sich im Halbfreiland
bereits nach zwei Stunden ein deutlicher Mortalitdtsanstieg
(von @ 6 toten Bienen/Volk/Tag vor Applikation, Erho-
hung innerhalb zwei Stunden nach Applikation auf @ 87
tote Bienen/Volk). Diese Mortalititserhohung war auch 24
Stunden nach der Applikation zu beobachten (@ 84 tote
Arbeiterinnen/Volk/Tag), schwichte sich 48 Stunden nach
der Spritzung ab (@ 23 tote Arbeiterinnen/Volk/Tag) und
normalisierte sich letztlich wieder nach 72 Stunden
(Abb. 4). Beeintriachtigungen zeigten sich im Halbfreiland

ebenfalls in der Sammelaktivitit. Wihrend die mit
Wasser behandelte Kontrollvariante ihre Sammelaktivitit
nach der Applikation steigern konnte, kam es bei der
Tankmischungsvariante (Thiacloprid- + Prochloraz-haltiges
PSM) innerhalb einer halben Stunde zu einem Einbruch der
Sammelaktivitit um rund 71% (Daten nicht aufgefiihrt).

Auf der Suche nach Nahrung legen Honigbienen
mitunter grofle Strecken zuriick und fliegen dabei auch
verschiedene Bliihflichen an. Fiir den fiktiven, dennoch
realistischen Fall, dass eine bienenattraktive Kultur mit
einem Neonikotinoid behandelt wird, wihrend auf dem
benachbarten Feld zur selben Zeit eine Azol-Fungizidbe-
handlung erfolgt, wurde in den Studien im Halbfreiland
zudem der Effekt von zeitgleichen Einzelapplikationen auf
benachbarten Flichen getestet (Fliche 1: Thiacloprid;
Fldche 2: Prochloraz). Hierbei ergaben sich, im Gegensatz
zur Tankmischung, zwischen der Kontrollgruppe und
der Variante mit der separaten Einzelspritzung zweier
Nachbarflachen jedoch keine signifikanten Unterschiede in
der Hohe der Mortalitidten (Abb. 4). Die Sammelaktivitit
blieb unbeeinflusst (Daten nicht aufgefiihrt).

3.3 Zeitfenster zwischen Pyrethroid und EBH-
Fungizid

Im Laborversuch traten 48 Stunden nach Soloapplikation
der Fungizid-Prdparate aus Tebuconazol sowie Metconazol
und Boscalid keine signifikanten Mortalitatsunterschiede
im Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Hingegen war bei
Einzelanwendung eines Lambda-Cyhalothrin-haltigen
Insektizids aus der Wirkstoffklasse der Pyrethroide eine hoch
signifikante Mortalitdtserhohung festzustellen (Tabelle 4).
Beide getesteten Tankmischungen (Lambda-Cy-
halothrin + Tebuconazol; Lambda-Cyhalothrin +
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Tabelle 4 Kumulative Bienenmortalitit 48 h nach Soloapplikation, Tankmischungsanwendung und Spritzfolge (24 h Zeitintervall) von Lambda-

Cyhalothrin und EBH-Fungiziden im Laborversuch

Variante N® n @ kumulative Mortalitiit p (exact) Signifikanz®
72 h nach der ersten
Spritzung [%] + SE [%]
Kontrolle 3 30 0£0
Kontrolle + 24 h Kontrolle 3 30 0+0
Metconazol, Boscalid 3 30 6,7 + 3,3 0,246 -
Tebuconazol 3 30 10 £ 5,8 0,119
Lambda-Cyhalothrin 3 30 53,3 +£ 3,3 < 0,001 +++
Lambda-Cyhalothrin + Metconazol, Boscalid 3 30 96,7 + 3,3 < 0,001 +++
Lambda-Cyhalothrin 4+ Tebuconazol 3 30 100 £ 0 < 0,001 +++
Lambda-Cyhalothrin +24 h Metconazol, Boscalid 3 30 100 £ 0 < 0,001 +++
Lambda-Cyhalothrin +24 h Tebuconazol 3 30 86,7 £+ 8,8 < 0,001 +++

Fisher’s exact-Test, p < 0,05
#Anzahl der Kifige

®Anzahl der Individuen

“— nicht signifikant; + signifikant (p < 0,05); ++ sehr signifikant (p < 0,01); +++ hoch signifikant (p < 0,001)

30 4

oc
a0
g OTS8 +24 h TS6
° n.s.
s 20 4 ETS8 +72 h TS6
§ n.s.
K] n.s.
@ n.s. n.s. n.s. *
g [ — — n.s.
8 10 A n.s. n.s.
= n.s.
© [—
Q ﬁ
<
< m
0 T T T T T 1
-2 -1 0 1 2 3

Tage vor und nach Applikation

Abb. 5 Anzahl toter Bienen pro Volk und Tag, im Halbfreilandver-
such 2 Tage vor, bis 3 Tage nach der Applikation, Lambda-
Cyhalothrin- (TS8) und Tebuconazol-haltiger (TS6) PSM. Aus-
bringung in Spritzfolgen mit einem Zeitintervall von 24 und 72
Stunden (N = 3). Die Balken geben den Mittelwert + Standardfehler
an. Sternchen zeigen statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle an. Student’s t-Test, p < 0,05, n.s. = nicht signifikant

Metconazol, Boscalid) aus Pyrethroid- und Triazol-haltigen
PSM, einer Untergruppe der Azole, zeigten 48 Stunden
nach Applikation die bereits bekannten und im Rahmen der
Zulassung beriicksichtigten synergistischen Effekte mit
Mortalitdtsraten der Versuchsbienen von bis zu 100%
(Tabelle 4).

In Spritzfolge fiihrte ein Zeitfenster von 24 Stunden
zwischen der Soloapplikation von Lambda-Cyhalothrin-
haltigem Insektizid und den beiden EBH-Fungiziden
(Wirkstoffe: Tebuconazol; Metconazol, Boscalid) weiter-
hin zu einem Anstieg der Mortalitédt (Tabelle 4).

Die im Labor festgestellten Effekte waren im
Halbfreiland bei Spritzfolgen (24 h und 72 h) aus Lambda-
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Cyhalothrin- und Tebuconazol-haltigen PSM nicht zu
beobachten (Abb. 5).

4 Diskussion und Fazit

Die hier vorgestellten Untersuchungen bestitigen, dass
Tankmischungen nicht per se mit einer Erhohung der
Toxizitdt fiir Honigbienen einhergehen, wie bei den
exemplarisch getesteten Kombinationen aus Thiacloprid-
sowie Boscalid- und Dimoxystrobin-haltigen PSM (mit
und ohne borhaltigem Diingemittel) belegt werden konnte.
Die im Freiland an einzelnen Tagen festgestellte signifikant
unterschiedliche, in den behandelten Varianten im
Vergleich zur Kontrolle leicht erhthte Mortalitédt ist aus
biologischer Sicht zu vernachléssigen, da unter Beriick-
sichtigung von Saisoneffekten tendenziell davon ausge-
gangen werden kann, dass ein durchschnittlicher tiglicher
Totenfall von weniger als 30 toten Arbeiterinnen im
Freiland als natiirlich zu erachten ist. Diese Annahme geht
aus der langjdhrigen eigenen Datenerfassung von
Wirtschaftsvolkern mit rund 10.000 Tieren hervor. Die
auftretenden geringfiigigen Mortalitdtsunterschiede werden
daher auf die natiirliche Variabilitit innerhalb der Art
zuriickgefiihrt.

Hingegen konnten fiir Kombinationen von PSM weiterer
ausgewihlter Wirkstoffgruppen, wie Neonikotinoide und
EBH-Fungizide, starke synergistische Effekte festgestellt
werden, die sich am Beispiel Thiacloprid- und Prochlo-
raz-haltiger PSM auch unter Halbfreilandbedingungen
nachweisen lieBen. Die Ergebnisse bestéitigen damit
grundsitzlich die Relevanz friilherer Befunde aus dem
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Laborkontakttest. Diese Wirkungssteigerungen sind bere-
its aus der Literatur bekannt. Demnach erhohen Triazole
die Toxizitdt bestimmter Neonikotinoide, wie Acetamiprid
oder Thiacloprid im Labor-Kontakttest mitunter um das
Hundertfache. Hierbei bewirkte z.B. eine Dosis von 10 pg
Propiconazol pro Biene eine 559-fache Erhohung der
Bienentoxizitit von Thiacloprid (Iwasa et al. 2004).
Ebenso schilderten Schmuck et al. (2003) unter Laborbe-
dingungen einen Mortalitdtsanstieg von 3% (solo) auf 70%
bei der Mischung von Thiacloprid (1 pg/Biene) und
Tebuconazol (3 pg/Biene) im Kontakttest. In Versuchen
mit der feldrealistischen Aufwandmenge stellten Schmuck
et al. (2003) unter Halbfreilandbedingungen fiir diese
Kombination jedoch keine deutlich erhdhte Mortalitit fest,
was nach heutigem Kenntnisstand zum einen auf die
eingesetzten Aufwandmengen, aber auch auf die Unter-
schiede der Wirkungssteigerung verschiedener Azol-Fun-
gizide zuriickzufiihren ist.

Der Wirkmechanismus von Neonikotinoiden basiert auf
der Bindung an nikotinische Acetylcholinrezeptoren,
wodurch das Nervensystem von Insekten beeintréichtigt
wird (Iwasa et al. 2004). Im Gegensatz zu nitro-substitu-
ierten Neonikotinoiden sind cyano-substituierte
Neonikotinoide wie Thiacloprid oder Acetamiprid fiir
Honigbienen nur wenig toxisch, da sie durch das natiirliche
Entgiftungssystem schnell und effektiv enzymatisch
metabolisiert werden konnen (Iwasa et al. 2004; Johnson
2017). Werden Neonikotinoide jedoch zusammen mit
EBH-Fungiziden ausgebracht, fiihrt dies zu einer Storung
des natiirlichen Entgiftungsprozesses. Hierbei kommt es zu
einer Hemmung der Cytochrom P450-Monogenasen,
welche mafBgeblich an der Metabolisierung von Thiaclo-
prid und Acetamiprid beteiligt sind (Brattsten et al. 1994;
Iwasa et al. 2004).

Folgerichtig kam es im September 2018 &hnlich der
Auflagen fiir Pyrethroide und EBH-Fungizide auch fiir das
schwach bis méBig toxische Neonikotinoid Thiacloprid zu
einer  Auflagendnderung durch die  Zulassungs-
behdrde (NB6613) (BVL 2018b).

Die Anwendung von Pyrethroid-haltigen Insektiziden
zusammen mit Azol-Fungiziden ist durch geeignete
Bienenschutzauflagen (NB6623) geregelt (BVL 2018a).
Bisher gibt es jedoch keine wissensbasierten Empfehlun-
gen zum erforderlichen Zeitfenster fiir eine bienensichere
Anwendung von Spritzfolgen mit in Kombination syner-
gistisch wirkenden Mitteln. In der vorliegenden Studie
zeigte sich unter Laborbedingungen auch bei einem Zeit-
intervall von 24 Stunden ein deutlich signifikanter Anstieg
der Mortalitiat, mit Mortalitdtsraten von bis zu 100%.

Diese Ergebnisse entsprechen, unter Beriicksichtigung
der bekannten Mechanismen, den FErwartungen und
lassen sich folglich durch Eingriffe in die natiirlichen
Entgiftungsprozesse  erkldren.  Charakteristisch  fiir

Pyrethroide, wie Lambda-Cyhalothrin, ist die Erhéhung des
Membranpotentials sowie die daraus resultierende leichte
Erregbarkeit von Nervenzellen, die bei Insekten u. a. zu
heftigen Krimpfen und choreoathetotischen (unkoor-
dinierten) Bewegungen fiihrt (Karg 2005). Diese Symptome
konnten insbesondere bei Versuchsbienen beobachtet
werden, die 24 Stunden nach der Exposition mit Lambda-
Cyhalothrin erneut mit Azol-Fungiziden behandelt wurden.

Die Entgiftung von Pyrethroiden erfolgt bei Honig-
bienen primir iiber drei Gruppen von Enzymen: die Cyto-
chrom P450 Monogenasen (P450s), Carboxylesterasen
(COEs) und die Gluthatione S-Transferasen (GSTSs)
(Johnson et al.,, 2006). Hierbei tragen COEs durch
Hydrolisierung der Esterbindung und insbesondere P450s
durch Oxidation, zur Detoxifizierung des Pyrethroids bei
(Pilling et al. 1995; Johnson et al. 2006).

Aufgrund der Exposition mit EBH-Fungiziden kommt
es zu einer Hemmung der mikrosomalen Oxidation (Pilling
et al. 1995). Durch die Inhibierung der P450s vermittelten
Entgiftung erhoht sich die Toxizitdit von Lambda-Cy-
halothrin und fiihrt fiir die Versuchsbienen, infolge
der Dauererregung betroffener Nervenzellen, zum Tod
(Pilling et al. 1995; Karg 2005). Wie stark der induzierte
Toxizititsanstieg ausfillt, wird durch Eigenschaften des
Azol-Fungizides bestimmt. Sowohl die Dosis als auch die
unterschiedlichen Wirkstoffe sowie die Formulierung
nehmen hierauf entscheidenden Einfluss (Pilling und
Jepson 1993; Thompson et al. 2014).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen im Labor, dem ,,Worst-
Case“-Szenario, lieBen sich im Halbfreiland keine Wech-
selwirkungen bei zeitnahen Spritzfolgen (24 bis 72 h) von
Pyrethroid und EBH-Fungizid nachweisen. Hier kam es
unmittelbar nach der Applikation von Lambda-Cyhalothrin-
haltigen Insektiziden zu einer deutlich reduzierten Sam-
meltitigkeit der Honigbienen. Dieser repellente Effekt von
Pyrethroiden ist gut untersucht und fiihrt zu einer Reduktion
der Exposition (Atkins 1981) und im vorliegenden Versuch
so moglicherweise zum Ausbleiben der synergistischen
Wirkung. Auch ist denkbar, dass die in der hier getesteten
Spritzfolge ausbleibenden Effekte sich dadurch begriinden
lassen, dass Sammlerinnen nicht gegeniiber beiden Wirk-
stoffen kontaktexponiert waren, da sie nicht zur gleichen
Zeit aktiv sammelten. Um die Frage nach einer angemesse-
nen Wartezeit abschliefend kldren zu konnen, bedarf es
weiterer Untersuchungen im Halbfreiland und Freiland.

Grundsitzlich liefern die vorliegenden Ergebnisse zum
Auftreten von synergistischen Wirkungen zwischen Pyre-
throiden und Azolen jedoch hinreichende Anhaltspunkte,
um zeitnahe Soloapplikationen beziiglich der Gefdhrdung
von Honigbienen kritisch zu betrachten und die bienen-
sichere Anwendung auch zeitnaher Spritzfolgen auf
geeignete Weise zu regeln. Auf Grundlage der vorliegen-
den Untersuchungsergebnisse aus dem Labor und bei
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Beachtung des Vorsorgeprinzips ist fiir die Anwendung
von PSM mit Wirkstoffen aus den genannten Gruppen eine
Mindestwartezeit von 72 Stunden zu erwégen.

Schlussendlich bleibt aufgrund der Komplexitdt der
Thematik eine Vielzahl grundlegender Fragestellungen
ungeklirt, was den dringenden Forschungsbedarf auf diesem
hochaktuellen Forschungsgebiet der additiven und syner-
gistischen Effekte von Tankmischungen und Spritzfolgen
verdeutlicht. Dringend geboten ist die Ausweitung der
Laborversuche zu Mischungen von praxisiiblichen
Tankmischungen von der Kontaktexposition auf die orale
Exposition, da von der Kontakttoxizitédt nicht unmittelbar auf
die orale Toxizitdt geschlossen werden kann, sowie die
Beriicksichtigung weiterer Mischungspartner, wie bisher
unberiicksichtigte Zusatzstoffe und Wirkstoffgruppen. Die
vorliegenden Befunde legen dariiber hinaus nahe, auch
subletale Auswirkungen wie z. B. auf das Orien-
tierungsvermogen von Honigbienen sowie interspezifische
Sensitivitaten zu untersuchen, um auch dem Schutz der
Wildbienen angemessen Sorge zu tragen.
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