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1. Zusammenfassung

Fir die Registrierung von Pestiziden wird die akute Toxizitat bei Bienen bestimmt. Trotz der Tatsache,
dass die chronische Exposition an tiefe Dosen ebenfalls Wirkungen auf Bienen haben kénnte, wird
diese eher ungeniigend untersucht. Ziel dieses Projektes ist es, empfindliche molekulare Biomarker
fir die Exposition von Bienen an tiefe Konzentrationen von Pflanzenschutzmitteln zu entwickeln.
Diese sollen eine Exposition und chronische Wirkung gegenilber Pflanzenschutzmitteln inklusive
Neonicotinoide und der damit einhergehenden Toxizitdt vergleichend zu anderen Insektiziden
(Pyrethroide, Organophosphate) anzeigen. Vorteile solcher Biomarker sind ihre hohe Empfindlichkeit,
ihre relativ schnelle Bestimmung in wenig Probenmaterial und die relativ tiefen Kosten. Es soll
evaluiert werden, ob solche sensitiven Biomarker entwickelt werden kénnen. Diese waren geeignet,
chronisch-toxische Wirkungen von Neonicotinoiden sowie anderer haufiger Insektizide/Akarizide bei
Bienen im Tiefdosis-Bereich aufzuzeigen. Die priméare akute Wirkung von Neonicotinoiden beruht auf
der Bindung an den AchR. Daher wird der Einfluss verschiedener Konzentrationen von
Neonicotinoiden unterschiedlicher Wirksamkeit auf die Expression des Schlisselgens wie dem
Acetylcholinrezeptor (AchR) auf der Ebene der mRNA analysiert. Dabei priifen wir, ob sich die mRNA-
Menge bei chronischer Exposition im Niedrigdosen-Bereich dndert. Wir erwarten, dass im Sinne einer
Kompensationsreaktion, der AchR verstarkt exprimiert wird (erhohte mRNA-Menge). Ausserdem
wird die enzymatische Aktivitdt der Acetylcholinesterase (Wirkungsweise von Organophosphaten)
auf der Proteinebene sowie der mRNA-Ebene analysiert.

In einem zweiten Schritt sollen Biomarker fiir chronische Exposition im Tiefdosis-Bereich evaluiert
werden. Im Zentrum stehen solche, bei vielen Organismen etablierte, Biomarker wie die Expression
und Aktivitdat von Metabolismus-Enzymen (Cyp, ABC-Transporter). Zudem werden Bienen-spezifische
Gene auf der mRNA-Ebene analysiert. Diese stehen im Zusammenhang mit dem Immunreaktion und
Reproduktion der Bienen. Weiter werden auch allgemeine Stressgene auf der mRNA-Ebene
untersucht. Sollten sich bestimmte Biomarker als sensitiv erweisen, werden sie auch flir Mischungen
von Pflanzenzschutzmitteln analysiert. Die erfolgreich entwickelten Biomarker werden schliesslich
auf ihre Praxistauglichkeit in Bezug auf ihre Verdnderung durch Varroamilben-Befall und in einem
Feldversuch mit verschiedenen Belastungssituationen erprobt.

Ziel ist damit die Entwicklung und Validierung von sensitiven molekularen Biomarkern, die auf eine
Belastung mit Neonicotinoiden und anderen Insektiziden im Niedrigdosis-Bereich schiessen lassen.
Damit sollen robuste und einfach zu testende Biomarker in wenigen Bienenproben evaluiert werden,
die allgemeinere Bedeutung auch im Rahmen von OECD-Richtlinien haben kénnen. Bei erfolgreicher
Entwicklung wiirde ein grosser Fortschritt in der Expositions- und Wirkungsanalyse erzielt. Fir die
Zulassung/Registrierung von Pestiziden und dem Monitoring nach deren Anwendung waére dies im
Hinblick auf die Gesundheit der Bienen ein grosser Gewinn.



2. Forschungsplan
2.1 Hintergrund

Seit einigen Jahren sind Bienenvdlker von erhdhter Mortalitdt im Winter und Frihjahr betroffen.
Ursache ist einerseits die Varroamilbe, andererseits stehen neue Insektizide wie die Neonicotinoide
als Verursacher im Verdacht. Die Schweiz hat wie die EU die Bewilligung von drei Neonicotinoiden
zur Behandlung von Mais und Rapssaatgut ab Dezember 2013 fiir zwei Jahre aufgehoben, da sie als
bienengefahrlich gelten. Die EU-Kommission hat zudem die Verwendung von Fipronil (Phenylpyrazol,
Kontaktgift) ab 2014 eingeschrdankt. Eine weitere Motion, die das Verbot von weiteren
Neonicotinoiden forderte, wurde vom Schweizer Parlament abgelehnt. Bis Ende 2015 sollen jedoch
die Ursachen des Bienensterbens wissenschaftlich genauer untersucht werden. Ausserdem soll ein
Massnahmenpaket zur nachhaltigen Anwendung von Pflanzenschutzmitteln, das bis in zehn Jahren
die Risiken reduziert, entwickelt werden. Auch der Schweizerische Bauernverband fordert eine
Verstarkung der Bienenforschung. Eine genauere Erforschung des Bienensterbens zur Identifikation
der Verursacher ist notig, um Massnahmen zur Verbesserung der Bienengesundheit ergreifen zu
kdénnen.

Bisherige Untersuchungen zur Gefahrlichkeit von Pflanzenschutzmitteln stiitzen sich ausschliesslich
auf die akute Toxizitat bei Bienen nach den OECD Richtlinien 213 und 214 (orale akute und Kontakt-
Toxizitat) ab (Fent 2013). Chronische Wirkungen bei geringen Dosen werden bisher kaum geprift.
Dies trotz der Tatsache, dass chronische Wirkungen bei tieferen Pestizidkonzentrationen auftreten
kénnen, welche die Gesundheit der Bienenvolker beeintrachtigen. Auch gibt es wenig molekulare
und biochemisch orientierte Wirkungsforschung bei Bienen. So werden bisher kaum Mechanismus-
basierte Toxizitatsstudien durchgefiihrt, um die Wirkungsweise chronischer Tiefdosis-Belastungen zu
bestimmen. Sensitive Biomarker fiir die Belastung an tiefe Pestizidkonzentrationen und chronische
Wirkungen sind bei Bienen nicht bekannt. Solche Biomarker sind jedoch sehr sensitiv und kénnen
Wirkungen anzeigen, bevor eine akute Toxizitat auftritt. Sie stellen schnelle Reaktionen auf die
Exposition und Gesamtbelastung mit Pestiziden dar und kénnen mit wenig Probenmaterial relativ
schnell gemessen werden. Schliesslich gibt es keine Studien Gber die Aktivitdt von Mischungen von
Pestiziden, was jedoch der normalen Belastungssituation entspricht.

Vor diesem Hintergrund ist es das zentrale Ziel dieses Projektes, Biomarker fir chronische
Belastungen von Bienen, insbesondere im Tiefdosis-Bereich, zu entwickeln. Das ist neu. Zudem soll
ihre Tauglichkeit in Dosis-Wirkungsbeziehung bei Einzelsubstanzen und Mischungen ermittelt
werden. Diese Biomarker waren wesentlich sensitiver und aussagekraftiger als die Letalitat, die
gegenwartig in akuten Toxizitatsversuchen bestimmt wird. Bei erfolgreicher Validierung kénnen sie
nicht nur bei der Expositionsanalyse, sondern auch bei der Toxizitdtsbestimmung im
Zulassungsverfahren fiir Pestizide und im Pestizidmonitoring Verwendung finden.

2.2 Gegenwartiger Wissensstand

Neonicotinoide sind nicht nur gegeniiber Schadlingen, sondern auch gegeniiber der Honigbiene,
Wildbienen und Hummeln wirksam, weil sie spezifisch an den evolutiv konservierten nikotinischen
Acetylcholinrezeptor (AchR) von Insekten binden (Henry et al. 2012, White et al. 2012). Die orale
Toxizitdt von Neonicotinoiden ist hoher als die Kontakttoxizitdt. Die LDso-Werte liegen im Bereich



ng/Biene (Tabelle 1), wobei Neonicotinoide mit einer Nitro-Gruppe toxischer sind als solche mit einer
Cyano-Gruppe (lwasa et al. 2004). Die letale Toxizitdt von Neonicotinoiden wurde in Labor- und
Feldstudien ermittelt. In Laborversuchen zeigte Imidacloprid eine Erhéhung des Verlustes von
Arbeiterinnen, wenn diese Pollen aufnahmen, die mit 40 mg/kg (Decourtye et al. 2001, 2003) oder
Zuckerwasser, das mit 10 pg/L Imidacloprid kontaminiert war, konsumierten (Suchail et al. 2001).
Keine erhéhte Mortalitdt ergab sich jedoch in einem Feldversuch, bei dem der Bienenstock fir 39
Tage mit kontaminiertem Sonnenblumennektar (2-20 ug/kg) exponiert war (Schmuck et al. 2001).
Neonicotinoide kdnnen auch zur Verzéogerung in der Entwicklung (Decourtye et al. 2005), Induktion
der Acetylcholinesterase (Boily et al. 2013) und neurotoxischen Verhaltensianderungen fiihren
(Lambin et al. 2001, Nauen et al. 2001, Colin et al. 2004). Des Weiteren wird der Orientierungssinn
(Decourtye und Devillers 2010), das Geruchsverhalten (Yang et al. 2012) und das Lernen (Guez et al.
2001, 2003) negativ beeinflusst. Bei Hummeln wurde zudem eine Reduktion des
Populationswachstums und der Bildung von Koéniginnen nachgewiesen (Whitehorn et al. 2012
Science). Zudem wurde gezeigt, dass eine Kombination mit Fungiziden die Toxizitdit von
Neonicotinoiden erhéhen kann (lwasa et al. 2004).

2.3 Fragestellung und Ziele
A. Biomarker fiir die Exposition und Primarwirkung von Insektiziden

In der Bienenforschung besteht zurzeit ein Mangel an Wirkungsmechanismus-orientierten,
molekularen Untersuchungen. In der Toxikologie - und seit kurzem auch in der Okotoxikologie - hat
sich eine Analyse, die auf den spezifischen Wirkungsmechanismen zielt, als Erfolg versprechend
erwiesen (Fent 2013). Denn so kdnnen gezielt Wirkungen erfasst werden, die Aussagen Uber eine
chronische Tiefdosis-Wirkung zulassen, die wesentlich empfindlicher und aussagekraftiger sind als
die generellen akuten Toxizitdtsversuche, die grosstenteils auf Beobachtungen beruhen (Fent et al.
2006; Christen und Fent 2009). Wenn die Wirkungsmechanismen bekannt sind, lassen sich auch
gezielt sensitive molekulare Biomarker heranziehen, die mit einer unerwiinschten Wirkung resp.
Toxizitat einhergehen.

Dies soll anhand von Insektiziden verschiedener Wirkungsweise untersucht werden. Neonicotinoide
binden selektiv an den nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAchR) von Insekten, Pyrethroide
hemmen die Nervenweiterleitung Uber die irreversible Bindung an spannungsabhangige
Natriumkandle. Organophosphate wiederum hemmen die Acetylcholinesterase. Damit lassen sich
theoretisch je verschiedene Biomarker fiir die Insektizidwirkung heranziehen: bei Neonicotinoiden
den Acetylcholinrezeptor (AchR) auf der mRNA-Ebene und bei Organophosphaten auf Proteinebene
die Acetylcholinesterase-Aktivitat (sowie eventuell zusatzlich auch auf der mRNA-Ebene). Das
Projektziel ist damit die Evaluation dieser und weiterer Biomarker in Larven und adulten Bienen.

Solche molekularen Biomarker haben entscheidende Vorteile gegeniiber den heutigen akuten
Toxizitatsversuchen wie:

e Hohe Empfindlichkeit
e Schnelle Analyse einer moglichen Expostion mit wenig Probenmaterial
e Kostenglinstiger als die chemische Riickstandsanalytik

e Bilden die Gesamtheit der Exposition ab



Al. Biomarker fiir akute und chronische Exposition gegeniiber Pestiziden

Heute ist nicht bekannt, inwieweit die Expression des AchR ein Biomarker fiir Tiefdosis-Belastungen
darstellt. Bisher sind bei der Biene 11 verschiedene Isoformen des AchR identifiziert (Jones et al.
2013). Die Bindung von Neonicotinoiden an die nikotinischen AchR mit dessen Inaktivierung kann
dazu fihren, dass er in der Folge vermehrt exprimiert werden (Kompensationsreaktion). Da
entsprechende Studien fehlen, wird als Erstes die basale Expression der AchR (Apis-a2, Apis-o.3, Apis-
a7-1 und Apis-07-2) tber die mRNA-Menge mittels RT-gPCR bestimmt. Diese 4 Isotypen des AchR
werden im Gehirn exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei Lernprozessen, Gedéchtnis,
Ubertragung von Geruchsreizen und visuellen Reizen (Thany et al. 2003, 2005).

A1l.1 Einzelsubstanzen

In unserem Projekt sollen verschiedene Entwicklungsstadien (Larven und adulte Bienen) analysiert
werden, indem sie an verschiedene wirksame Neonicotinoide (Tabelle 1) und andere Pestizide
(Pyrethroide und eventuell Organophosphate) exponiert werden. Dabei werden Dosis-
Wirkungsbeziehungen ermittelt, besonders im Tiefdosisbereich. Nach der Exposition werden
Verdanderungen des Transkriptionslevels der AChR bestimmt. Parallel dazu wird die enzymatische
Aktivitat der Acetylcholinesterase (AchE) mit und ohne Insektizidbelastung untersucht. Auch hier
werden Dosis-Wirkungsbeziehungen ermittelt. Es gibt Hinweise fiir eine erhdohte Enzymaktivitat
durch Neonicotinoide (Boily et al. 2013), wohingegen Organophosphate inhibierend wirken.

Tabelle 1: Liste der fiir die Studie ausgewahlten Neonicotinoide. Die Auswahl wurde basierend auf
LDso-Werten vorgenommen. Es wurden zum Vergleich 4 sehr toxische und ein weniger toxisches
Neonicotinoid ausgewahlt.

Neonicotinoid Kontakttoxizitat (LDsy) Orale Toxizitat (LDsy) Referenz

Clothianidin 0.022- 0.044 ug/Biene 0.00379 ug/Biene Iwasa et al. 2004, EPA
2003, EC 2005

Dinotefuran 0.024- 0.061 ug/Biene 0.0076- 0.023 ug/Biene lwasa et al. 2004, EPA
2004

Imidacloprid 0.0179- 0.243 ug/Biene 0.0037- 0.081 pug/Biene EPA 2003, Schmuck et
al. 2001, Nauen et al.
2001

Thiamethoxam | 0.024- 0.029 ug/Biene 0.005 ug/Biene Iwasa et al. 2004,
Syngenta Group 2005

Acetamiprid 7.1- 8.09 ug/Biene 8.85-14.52 ug/Biene Iwasa et al. 2004

A1.2 Pestizidmischungen

Die Exposition der Bienen im landwirtschaftlich genutzten Gebiet erfolgt in der Regel nicht an eine
Einzelsubstanz, sondern an Mischungen verschiedener Pestizide. Ziel ist es, die Aktivitdt von
Mischungen im Vergleich zu Einzelsubstanzen zu priifen, da Mischungen der realen Umweltsituation
entsprechen. Larven oder adulte Bienen (abhidngig von den oben erzielten Resultaten, aber
bevorzugt Larven) werden experimentell im Labor an Mischungen verschiedener Neonicotinoide
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exponiert und die Biomarker auf mRNA-Ebene (AchR) und Proteinebene (AchE-Aktivitdt) bestimmt.
Dabei werden wie bei Einzelsubstanzen Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt. Diese Analysen
erlauben Schlisse auf die Interaktion in Mischungen im Vergleich zu Einzelsubstanzen. Dabei lassen
sich analog zu unseren bisherigen Arbeiten additive, synergistische oder antagonistische
Interaktionen ermitteln (Kunz und Fent, 2008, 2009; Christen et al. 2010).

Damit ist es das Ziel, Dosis-Wirkungsbeziehungen bei den verschieden aktiven Neonicotinoiden als
Einzelsubstanzen und als Mischungen zu ermitteln. Daraus ergibt sich eine
Gefahrlichkeitsabschatzung. Die Biomarker AchR und AchE dienen sowohl fiir akute wie chronische
Wirkungsanalysen. Unser Augenmerk gilt aber vor allem der Wirkung von tiefen Dosen und
Substanzmischungen, wie sie in der Feldsituation auftritt. Des Weiteren soll gepriift werden, ob der
Befall mit Verroa-Milben diese Biomarker beeinflussen (siehe unten). Falls sich diese beiden
Biomarker (Veranderung der mRNA von AchR und Aktivitdt der AchE) in Laborversuchen als sensitiv
erweisen, sollen sie in Feldversuchen (siehe unten) auf ihre Praxistauglichkeit gepriift werden.

A2. Biomarker fiir chronische Belastungen
A2.1 Reproduktion und Immunsystem

In diesem Projektteil sollen weitere Biomarker untersucht werden, die eine chronische Belastung fiir
verschiedene Wirkstoffklassen bei tiefen Dosen oder anderen Stressfaktoren (z.B. Varroamilbe)
anzeigen. Das Protein Vitellogenin hat verschiedene Funktionen in der Reproduktion sowie in der
Regulation des Immunsystems und der Lebensspanne. Infektionen mit N. ceranae hemmen die
Expression von Vitellogenin (Chaimanee et al. 2012). Analog zum AchR und der AchE wird zuerst die
basale Expression von Vitellogenin (vtg) in unbelasteten Larven und adulten Bienen sowie
anschliessend in Insektizid-belasteten Larven und adulten Bienen untersucht. Dabei werden bei
diesem und weiteren Biomarkern Dosis-Wirkungsbeziehungen untersucht. Weitere maogliche
Biomarker fir Insektizide und andere Belastungen (z.B. Verroamilbe) kénnten Gene darstellen, die
das Immunsystem bei Bienen steuern. Darunter fallen die Prophenol Oxidase (proP0O), Defensin-1
(def-1) und Glukose Dehydrogenase (GLD), die auch als Marker fir den Gesundheitszustand der
Biene dienen (Garrido et al. 2012) (Tabelle 2).

A2.2 Enzyme des Metabolismus, ABC-Transporter und Stressgene

Neonicotinoide werden von Bienen mittels Phase | Enzymen (Cytochrome P450 Enzyme (Cyp) und
Aldehydoxidasen) metabolisiert (Suchail. et al 2004). Pyrethroide induzieren Cyp (Mao et al. 2011).
Nicht bekannt ist aber, ob Cyp auch durch Neonicotinoide induziert werden. Dies ware ein weiterer
sehr sensitiver Biomarker. Analog zu den Projektteilen 1.1 und 2.1 werden die Transkripte von Phase
I- (Cyp) und Phase II-Enzymen (Glutathion-S-Transferase) nach der Exposition an die verschiedenen
Insektizide ermittelt. Wiederum werden Dosis-Wirkungsbeziehungen ermittelt. Schliesslich wird auch
die Expression von ABC-Transportern untersucht. ABC-Transporter gehdren zum Entgiftungssystem
der Zelle und sind somit wichtig fiir den Abtransport schadlicher Stoffe aus der Zelle. Die Behandlung
von Bienen mit Antibiotika fiihrt zu einer verminderten Aktivitdt der ABC-Transporter und damit zu

einer Erhéhung der Toxizitdt (Hawthorne und Dively, 2011).



Des Weiteren wird die Katalase-Expression (Cat) als Marker fiir oxidativen Stress in Larven und
adulten Bienen analysiert.

Tabelle 2: Fiir die Studie ausgewdhlte qPCR Primer fiir die quantitative Bestimmung der mRNA-
Menge mittels RT-qPCR. Die drei ersten Primer (act, rp49 und rpS5) sind Referenzgene fir die
Quantifizierung.

Primer Referenz
act Lourenco et al. 2009
rp49 Lourenco et al. 2009
rpS5 Evans 2006
proPO Lourenco et al. 2009
def-1 Lourenco et al. 2009
vg Lourenco et al. 2009
GLD Yang and Cox-Foster (2005)
Cat Collins et al. 2004
Apis-02 Thany et al. 2005
Apis-03 Thany et al. 2003
Apis-a7-1 Thany et al. 2005
Apis-o7-2 Thany et al. 2005
Cyp9Q1l Mao et al. 2011
Cyp9Q2 Mao et al. 2011
Cyp9Q3 Mao et al. 2011
ABC Transporter noch keine Primer publiziert
Eigenes Primerdesign

A2.3 Mischungen von Pflanzenschutzmitteln

Erfolgreiche Biomarker fir chronische Exposition aus den Teilen A2.1 und A2.2 werden analog zu
Neonicotinoid-Mischungen (Teil Al1.3) ebenso an verschiedene Pyrethroide einerseits, und an
Mischungen aus Neonicotinoiden und Pyrethroiden anderseits, exponiert. Es sollen ebenfalls Dosis-
Wirkungsbeziehungen hergestellt und den Einfluss der Mischungen auf die Gesamtaktivitat der
Biomarker ermittelt werden. Messparameter sind die Biomarker AchR (mRNA-Menge) und AchE-
Aktivitdt (Proteinebene) sowie die als aussagekraftig ermittelten Biomarker fiir chronische
Wirkungen auf der mRNA- respektive Protein-Ebene. Ziel ist es zu untersuchen, ob die sich die
Einzelsubstanzen addieren oder ob sie sich synergistisch oder antagonistisch verhalten. Diese
Informationen sind wichtig fur die Expositions- und Risikoanalyse von Pflanzenschutzmitteln in Bezug
auf die Bienengesundheit.

B. Identifikation chronischer Wirkungsparameter auf physiologischer Ebene: verzogerte
Entwicklung von Larven bei der Exposition an Neonicotinoide und andere Insektizide

Neben den molekularen Wirkungen werden auch physiologische Parameter mit hoher Aussagekraft
fir die Bienengesundheit untersucht. Ein wichtiger Parameter ist die Bienenentwicklung, die fir die

Populationsentwicklung eine ausschlaggebende Bedeutung hat. Inwieweit dieser Parameter fiir



chronische Wirkungen bei Bienen bestimmt werden kann und worin seine Aussagekraft besteht, wird
in diesem Projektteil untersucht.

In Zusammenarbeit mit dem Bundesamt fir Landwirtschaft werden entsprechende Daten gesichtet.
Bei fehlender Datenlage werden dazu Experimente mit der Exposition von Eiern mit Neonicotinoiden
und anderen Insektiziden (Pyrethroiden und eventuell Organophosphaten) durchgefiihrt und ihre
Entwicklung im Labor verfolgt. Gemessen wird der Einfluss der Pestizide auf die Entwicklungszeit der
Larven sowie eine allféllige letale Wirkung.

C. Ausblick: Relevanz fiir die Praxis
C1. Einfluss der Varraoamilbe und Varroa-Bekdampfungsmittel

Inwiefern der Befall mit Varroamilben, diese Biomarker verdandert, oder ob gar einer der Biomarker,
einen Befall mit Varroamilben anzeigt, soll hier untersucht werden. Zudem kénnen Varroa-
Bekampfungsmittel die Wirkung von Pestiziden verstirken, indem sie die ABC-Transporter
(Hawthorne & Dively 2011), und hypothetisch, die Entgiftungskapazitat von Bienen hemmen. Auch
diese Behandlungsmittel selbst stellen fiir Bienen einen starken Stressfaktor dar. Ziel dieses
Projektteils ist die Analyse des Einflusses von Varroamilben auf die Biomarker sowie der Einfluss von
Varroa-Bekdmpfungsmitteln auf die Entgiftungsprozesse der Bienen und die entwickelten
molekularen Biomarker. Auch soll die Frage geklart werden, ob diese Mittel die Pestizidwirkung
verstarken.

Als erstes wird die basale Aktivitdt und Expression von ABC-Transportern in Larven und adulten
Bienen bestimmt. Anschliessend analysieren wir den moglichen Einfluss von (1) Varroamilbenbefall
und (2) verschiedener Dosen von Behandlungsmitteln auf die Aktivitdt und Expression der Biomarker
AchR, AchE, Katalase, Vitellogenin, ABC-Transportern, Cypla und Cyp3a (Phase I-Enzyme). Die
Aktivitdat von ABC-Transportern kdonnte durch gangige Varroa-Behandlungsmittel inhibiert werden,
wodurch die Wirkung von Pestiziden verstarkt wird. Wir testen diese Hypothese, indem wir Larven
und Bienen an gangige Behandlungsmittel (Perizin (Wirkstoff: Coumafos), Flumethrin, Amitraz,
Thymol, Oxalsdure, Ameisensdure und Milchsdure) exponieren und danach die Aktivitdt und
Expression der Biomarker (inkl. ABC-Transportern) bestimmen. Des Weiteren werden
Mischungsexperimente mit Verroa-Behandlungsmitteln und Neonicotinoiden und Pyrethroiden
durchgefihrt um zu testen, ob die Pestizidwirkung durch die Behandlungsmittel verstarkt wird.

C2. Feldversuch

In Feldversuchen soll der Zusammenhang zwischen Standort des Bienenvolkes (Expositionsgrad an
Pestizide) und der Expression bzw. Aktivitdt der oben identifizierten Biomarker untersucht werden.
Es soll geklart werden, welchen Einfluss Insektizide auf diese Parameter im Feldversuche auf Bienen
haben. Ziel ist eine Validierung der erfolgreich ermittelten Biomarker in der Praxis bei einer Belastung
mit Neonicotinoiden respektive anderen Pflanzenschutzmitteln.

Hierfir sammeln wir Bienen und Larven von Bienenvélkern von verschieden belasteten Standorten.

Der Vergleich von unbelasteten mit belasteten Standorten erlaubt es, den Einfluss von



Pestizidbelastung auf die Genexpression bzw. enzymatische Aktivitit zu bestimmen. Folgende

Standorte werden verglichen:

- Bienenvolker, die in der Ndhe von Maismonokulturen stehen: starke Belastung mit Pestiziden

- Bienenvolker, die abgelegen im Schwarzwald stehen: keine nennenswerte Belastung mit Pestiziden
Dazu werden Bienen zu verschiedenen Zeitpunkten gesammelt:

1. Im Frihjahr vor der Aussaat des Mais und am Anfang des Bienenjahres.
Ende April/Anfang Mai kurz nach der Aussaat des gebeizten Mais. Die bei der Maisaussaat
entstehenden Staube kénnen zu einer sehr starken Belastung der Bienen fihren.

3. Anfang Juni, wenn das Bienenvolk entwicklungsmassig auf seinem Hohepunkt ist.
Ende Sommer, wenn der Mais geerntet wird, der Honig geschleudert und das Bienenjahr zu
Ende geht.

2.4 Eigene Forschung auf diesem Gebiet und Kompetenzen

Die am Projekt beteiligten Forscher sind selbst Imker und daher erfahren im Umgang und der Pflege
von Bienenvolkern. Ausserdem haben wir langjdhrige Erfahrung im Bereich der Wirkungsforschung
(Toxikologie und Okotoxikologie) auf den folgenden, fiir das Projekt relevanten Gebieten:

Entwicklung und Anwendung von Enzymassays und ABC-Transportassays: Wir haben Enzymassays
und Transportassays, welche fiir menschliche Zellen bzw. menschliches Gewebe entwickelt wurden,
auf Fischzellen und Fischgewebe lbertragen und optimiert (Caminada et al. 2008; Zaja et al. 2008;
Christen et al. 2009). Deshalb sehen wir uns auch in der Lage, die gingigen Enzym- und
Transportassays auf Bienengewebe zu libertragen und zu optimieren.

Molekularbiologie und Genexpressionsanalysen: Wir arbeiten mit quantitativen Methoden zur
Analyse der Expression von Genen in menschlichen Zellen, Fischzellen und Fischgewebe (Christen et
al. 2011; Oggier et al. 2011; Bluthgen et al. 2012; Zucchi et al. 2012). Die Untersuchung der
Genexpression in Bienengewebe ist problemlos moglich. Alle gebrauchlichen Methoden wie RNA-
Isolation, cDNA-Synthese und quantitative PCR sind bei uns im Labor etabliert.

Expositionsversuche: Wir fihren regelmassig Expositionsversuche mit Zellkulturen, adulten Fischen
und Fischeiern sowie Daphnien durch. Wir haben langjdhrige Erfahrung in der Planung und
Durchfiihrung von Expositionsexperimenten zur Wirkungsanalyse. Ausserdem analysieren wir unsere
Proben beziiglich Konzentration der Expositionssubstanz.  Wir haben die apparativen und
technischen Moglichkeiten, mit Bienenvolkern und Bienenlarven zu arbeiten.

Analyse von Mischungen von Chemikalien und Pestiziden: In einem Projekt des Bundesamts fir
Gesundheit (BAG) untersuchten wir die anti-androgene Aktivitdit von Phthalaten und anderen
Industriechemikalien als Einzelsubstanzen und Mischungen in einer humanen Zelllinie (MDA-kb2-
Zellen) (Christen et al. 2010, 2012). Ziel ist es, die Aktivitdt von Mischungen zu evaluieren, also ob sie
sich additiv, synergistisch und antagonistisch verhalten. Gegenwartig untersuchen wir die anti-
androgene Aktivitdt von Mischungen von Pyrethroiden und Fungiziden.



3. Detaillierter Forschungsplan
3.1 Fragestellungen und Ziele

Ziel ist die Entwicklung und Validierung von sensitiven molekularen Biomarkern, die auf eine
Belastung mit Neonicotinoiden oder anderen Insektizden schliessen lassen. Diese Biomarker werden
in  Mischungsexperimenten weiter evaluiert. In einem Feldversuch werden sie auf ihre
Praxistauglichkeit hin untersucht. Unser Ziel ist es letztlich, robuste und einfach zu testende
Biomarker in wenigen Bienenproben zu entwickeln, die allgemeinere Bedeutung auch im Rahmen
von OECD-Richtlinien finden koénnten. Denn zurzeit existieren keine OECD-Richtlinien fiir die
Ermittlung chronischer Wirkungen bei Bienen. Wenn es uns gelingt, molekulare Biomarker fir die
chronische Belastung mit Neonicotinoiden oder anderen Pestiziden zu entwickeln, ware dies ein
grosser Fortschritt in der Bienenforschung und —praxis. Damit sind neue Wirkungsparameter
gegeben, die in der Zulassung und im Monitoring von Bedeutung sind. Mit diesen Biomarker kdnnten
damit mogliche Belastungen friih identifiziert werden.

3.2 Methoden

Neonicotinoide mit verschiedener akuter Bienentoxizitdt werden analysiert und verglichen (Tabelle
1). Die mRNA-Mengen werden mittels RT-qPCR quantifiziert, analog wie in Zebrafischen (Blithgen et
al. 2012; Zucchi et al. 2012) und Zellen (Christen et al. 2011). Hierfiir wird mRNA aus Larven und
adulten Bienen extrahiert. Bei den Larven wird die mRNA aus dem gesamten Korper isoliert, bei
Bienen aus Kopf und dem Ubrigen Korper (Thorax + Abdomen) getrennt. Nach dem Umschreiben der
mRNA in cDNA wird die mRNA-Menge der selektierten Transkripte bestimmt. Primer Sequenzen
werden aus der Literatur resp. basierend auf dem sequenzierten Genom der Honigbiene selbst
generiert (Tabelle 2).

Die Acetlycholinesterase-Aktivitdt wird nach Boiley et al. (2013) bestimmt. Um die Cypla- und
Cyp3a-Aktivitaiten und die Transportaktivitdit der ABC Transporter zu bestimmen, werden die
vorhandenen Enzym- bzw. Transportassays von humanen Proben auf Bienenproben lbertragen. Die
vorhandenen Cypla- und Cyp3a-Assays basieren auf der Umwandlung eines nicht-fluoreszierenden
Substrates in ein fluoreszierendes Produkt. Als Erstes wird getestet, ob das Substrat fliir humanes
Cypla bzw. Cyp3a auch Substrat fir das Cytochrom P450 Enzym der Biene ist. Da das humane Cyp3a-
Substrat auch Substrat von Zebrafischen (Christen et al. 2009) ist, bestehen gute Chancen einer
Ubertragung auf Bienen. Dasselbe gilt auch fiir den in humanen Zellen etablierten ABC-Transport
Assay.

Die Expositionsversuche (Einzelsubstanzen und Mischungen) werden im Labor mit Larven und
adulten Bienen in einem Inkubator durchgefiihrt. Fir den Feldversuch werden wir Kontakt mit
entsprechenden Imkern aufnehmen. Unsere eigenen Bienenvolker stehen abgelegen im
Sidschwarzwald, sodass wir von dort unbelastete Proben fiir den Feldversuch entnehmen kdnnen.



3.3 Meilensteine
1. Meilenstein: Entwicklung und Optimierung der molekularbiologischen Methoden

Unbelastete Larven und Bienen werden zur Etablierung der molekularbiologischen Methoden
verwendet. Die technischen Details fiir die Bestimmung der mRNA-Menge mittels RT-qPCR wird fir
die einzelnen Primer optimiert. Bienen werden an die verschiedenen Neonicotinoide exponiert und
Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt. Des Weiteren werden auf der Proteinebene die in-vitro
Assays flir die Acetylcholinesterase (AchE)-Aktivitdt in Larven und adulten Bienen etabliert und
optimiert. Die Bienen werden dann an verschiedene Pflanzenschutzmittel exponiert und die AchE
gemessen.

2. Meilenstein: Expositionsversuche mit Larven und adulten Bienen mit Einzelsubstanzen

Als Erstes werden in-vitro Assays (Cypla- und Cyp3a-Aktivitdt und ABC Transportaktivitdt) in Larven
und adulten Bienen etabliert und optimiert. Dann wird die basale Exposition der potentiellen
Biomarker, also Grundaktivititen der mRNAs verschiedener Gene bestimmt und ermittelt, wie sie
sich auf Exposition an Pflanzenschutzmitteln verandern. Auf der Proteinebene werden die Enzyme
Cypla und Cyp3a sowie der ABC-Transporter in Larven und adulten Bienen analysiert und
Expositionsversuche mit einzelnen Neonicotinoiden (Tabelle 1) und weiteren Pflanzenschutzmitteln
durchgefiihrt und Dosis-Wirkungsbeziehungen analysiert. Danach wird die Expression der
potentiellen Biomarker sowie die Enzymaktivitaten und Transportaktivitdten analysiert.

3. Meilenstein: Exposition von Larven oder adulten Bienen an Mischungen

Mischungsversuche werden mit Larven und eventuell mit adulten Bienen durchgefiihrt und die
Expression der Biomarker (AchR,, weitere Gene) auf der mRNA-Ebene, sowie auf der Proteinebene
die enzymatische Aktivitdt von Acetylcholinesterase, Cypla und Cyp3a sowie der ABC-Transporter
bestimmt. Auch hier werden Dosis-Wirkungsbeziehungen ermittelt.

4. Meilenstein: Praktische Erprobung bei Varroamilben-Befall und Feldversuch

Ob die Biomarker durch Varroamilben-Befall verdndert werden oder diesen anzeigen, wird hier
untersucht. Zudem wird der Einfluss von Verroa-Bekampfungsmitteln ermittelt. Parallel dazu werden
Larven und Bienen aus Bienenvélkern von unbelasteten und belasteten Standorten gesammelt, um
den Einfluss auf die Biomarker zu untersuchen. Die Proben werden aufgearbeitet und analysiert um
die vorab identifizierten Biomarker zu validieren.

4. Zeitplan

Ende August 2013 beginnen wir mit der Analyse der Expression des AchR in Bienen. Dabei mdchten
wir schon experimentelle Techniken etablieren und die Frage klaren, wie mRNA-Mengen des AchR in
Bienenproben bestimmt werden kdnnen. Zudem arbeiten wir schon experimentelle Details fiir die
molekularbiologische Erfassung der mRNA-Menge von anderen Genen in Bienen vor. Diese Arbeiten
machen wir unabhangig von einer allfilligen Finanzierung durch das Bundesamt fir Landwirtschaft
(Eigenfinanzierung).
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Von Oktober 2013 bis Frihjahr 2014 sollen die Methoden etabliert (Meilenstein 1) werden. Im
Frithjahr 2014 beginnen Expositionsversuche (Meilenstein 2). Im Frihjahr und Sommer 2015 planen
wir die Mischungsversuche (Meilenstein 3) und Versuche tber den Einfluss der Varroamilbe auf die
Biomarker. Den Feldversuch (Meilenstein 4) planen wir fir Frihjahr 2016. Die Resultate der
einzelnen Meilensteine sollen in guten internationalen Wissenschaftsjournals publiziert werden.
Figur 1 illustriert die zeitlichen Planung des Projekts.

Zeitraum Oktober 2013 - | Mai 2014 — Mai | Mai 2015 — Mai | Mai 2016 -
Mai 2014 2015 2016 Oktober 2016

2. Meilenstein .

3. Meilenstein
4. Meilenstein

Figur 1: Grafische Darstellung des zeitlichen Ablaufes des geplanten Projektes.

5. Budget fiir das dreijahrige Projekt (in CHF)

1.Jahr 2.Jahr 3.Jahr

1. Anteil Salar von Dr. Verena Christen 53000 53000 55000
2. Materialien und Chemikalien (PCR, Assays, Chemikalien) 8 000 8000 6000
Total 61000 61000 61000

Gesamttotal CHF 183 000

6. Bedeutung und praktischer Nutzen

Das Hauptziel dieses Projektes ist die Entwicklung und Validierung sensitiver Biomarker fir die
chronische Exposition von Honigbienen an Pflanzenschutmittel, im Speziellen an Neonicotinoide. Die
identifizierten Biomarker sollen sensitiv, robust und einfach zu analysieren sein. Diese Biomarker
konnten letztlich Eingang in eine OECD-Richtlinie zur Bestimmung chronischer Effekte von Pestiziden
bei Honigbienen finden. Dies ware ein grosser Fortschritt in Forschung und Praxis. So kénnten die
Biomarker fiur die Zulassung von Pestiziden und im Monitoring von Bedeutung werden. Des Weiteren
werden die molekularen Wirkungen von Neonicotinoiden im Vergleich zu anderen Pestiziden sowie
deren Mischungen analysiert. Die Analyse der Mischungsaktivitat ist wichtig, sind doch Bienen nicht
nur einem Insektizid, sondern einer Pestizidmischung ausgesetzt, wie die Riickstdnde in Nektar,
Pollen, Honig und Wachs zeigen. Fiir ein besseres Verstandnis des Einflusses von chronischen
Tiefdosis-Wirkungen der Pestizide auf die Bienengesundheit ist es unverzichtbar zu wissen, ob
Mischungen additiv, synergistisch oder antagonistisch wirken. Weiter ist der Vergleich der Wirkung
von Neonicotinoiden mit anderen Pflanzenschutzmitteln (Pyrethroide und Organophosphate) wichtig
um ihre Bedeutung im Zusammenhang mit dem Bienensterben zu verstehen.
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