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Zusammenfassung

Schlagworte: Hopfen, Bienen, Pflanzenschutz, Neonicotinoide, Actara®, Thiamethoxam,
Clothianidin

Ein grol3es Problem im Hopfenbau sind die Bodenschédlinge, die im Frihjahr die Hopfen-
stocke und die jungen Austriebe schadigen (Curculionidae, Alticanae). Nach dem Verbot
von Phosphorsdureestern wurde am Hopfenforschungsinstitut Hull als einzig voll wirksa-
mes Insektizid der Wirkstoff Thiamethoxam aus der Gruppe der Neonicotinoide getestet.
Die Anwendung erfolgte mit dem Handelsprodukt Actara® mit 200 ml Produkt (50 g a.i.)
als GieRapplikation auf die Einzelstdcke (ca. 2000 Stock/ha) auf den Boden.

Aufgabe des Projektes war es, alle Mdglichkeiten zu Uberpriifen, ob bei dieser Anwen-
dung im Hopfen ein Kontakt oder eine Belastung fir die Bienen entsteht. Neben der
Actaraanwendung konnten die Hopfenbauern alle weiteren PflanzenschutzmalRnahmen
nach guter fachlicher Praxis durchfhren.

Zur Prufung wurden 24 Bienenvoélker in Gruppen zu je acht Volker in einem Gebiet mit
sehr viel Hopfenteil an drei Standorten vom 08. April bis 22. Juli 2010 aufgestellt:

- direkt in einem Hopfengarten (Hopfen-Zentral)

- am Rand eines Hopfengartens mit alternativen Futter- bzw. Wasserquellen (Hop-
fen-Alternative) und

- 800 Meter entfernt von den néchsten Hopfengarten auf einer Wiese, geschiitzt
durch einen Wald (Wiese-Kontrolle)

Wahrend der gesamten Standzeit wurden zweimal pro Woche heimkehrende Bienen am
Eingang zum Bienenstock abgefangen und unmittelbar tiefgefroren. Tote Bienen wurden
von praktizierenden Imkern dreimal pro Woche aus Totenfallen am Stock eingesammelt.
Auch die Populationsentwicklung und die Honigproduktion wurden gemessen.

Da unbekannt war, ob Hopfen guttieren kann, wurde dieser Frage besondere Aufmerk-
samkeit geschenkt. Grundsatzlich war jede(r) Projektbeteiligte(r) aufgefordert, auf Gutta-
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tionsereignisse zu achten. Zusétzlich wurden in zwei Hopfengarten an fiinf Tagen pro
Woche in den Morgenstunden gezielte Kontrollen durchgefiinrt. Uber die gesamte Periode
wurden an vier Tagen wenige Guttationstropfen beobachtet. Bei so seltenem Auftreten
kdnnen die Wassersammlerinnen diese Tropfen nicht als Wasserquelle erkennen. Guttati-
on stellt keine Kontaminationsquelle dar.

In toten Bienen aus den Totenfallen wurden in wenigen Proben die Wirkstoffe
Thiamethoxam und Clothianidin analysiert. In Bienen, die am gleichen Tag lebend am
Eingang zum Bienenstock abgefangen wurden, konnten keine Riickstande dieser Wirk-
stoffe gefunden werden. Bei den toten Bienen handelt es sich mit gro3er Wahrscheinlich-
keit um Staubverfrachtungen nach dem Kreiseln oder nach Bodenbearbeitungsmafnah-
men. Um diesen Effekt auszuschliel3en, sollte das Kreiseln mdglichst vor der Wirkstoff-
ausbringung erfolgen.

Der untersuchte Wirkstoff und der Metabolit Clothianidin (LOD 0,001 mg/kg) wurde we-
der in Pollenhdschen von Einzelbienen (n=26), Honigblasen (n =2000), Bienenbrot
(n =9, noch in geerntetem Honig (n = 9) gefunden. Die Populationsentwicklung und die
Honigproduktion ist vergleichbar mit der Kontrollgruppe. Die Beobachtungen an den To-
tenfallen hatten keine erkennbaren Auswirkungen auf die Population.

Es konnte nachgewiesen werden, dass bei der vorgegebenen Anwendung von
Thiamethoxam im Hopfen keine Gefahr fir die Bienen besteht und auch kein Wirkstoff-
transport in den Bienenstock erfolgt.

Summary

Key Word:  Hop, Bees, Plant Protection, Neonicotinoide, Actara® Thiamethoxam,
Clothianidin

One serious problem in the growing of hop is the feeding damage caused by different soil
insects (e. g. Curculionidae, Alticinae) during springtime. 2010 the growers of hop in the
Hallertau, the largest hop growing area in Europe, tested a new agent, thiamethoxam (Ac-
tara®), that belongs to the group of neonicotinoids.

The application process in hop is a drench application with 200 ml solution (50 g a.i./ha)
around the growing plant (2000 plants per hectare). To find out, if there is any exposure of
the bees to this agent, various investigations were undertaken.

24 beehives were set up in groups of 8 colonies at three places with different distances to
the hop fields. One group was placed directly in a hop field (= Hop), one group was placed
at the field site (Alternative), with alternative possibilities to collect water and one group
was placed more than 800 m from the treated area (Control).

From April to July, twice a week homing bees were caught at the hive entrance in the ear-
ly morning and were deep frozen. Dead bees were collected from dead bee traps three
times a week and also the population development and the honey production were meas-
ured.

In the hop garden the occurrence of guttation of the hop was inspected in regular intervals.
Guttation of the grass and the plants in between hop rows was collected. Additionally, fur-
ther samples of the soil, plants and puddles were taken. From the intercepted bees the ho-
ney sac was dissected and prepared for further examinations. Also the pollen loads were
analysed for residues.
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There was no proof that bees were exposed to thiamethoxam in guttation droplets in hop
after application of actara as a drench application. During the whole observation period
guttation on hop plants was only four times observed. In dead bees from bee traps the a.i.
thiamethoxam and the metabolite clothianidin were detected in some samples, but was not
detectable in samples of living foragers caught at the hive entrance on the same days. As
there was no linkage between the residues in dead bees and a high mortality it can be con-
cluded that the residues were linked with the field work by circle cultivators after applica-
tion. To prevent such risk, this work should be done in forehand of application of actara.

The wused agent and the metabolite clothianidin were neither detectable
(LOD 0,001 mg/kg) in the pollen loads from single bees (n=26), in the honey sacs
(n =2000), in bee bread samples (n =9) nor in harvested honey (n =9). The population
development and the honey production were similar to the control group. Results of the
dead bee traps showed no noticeable effects on the colonies.

Hence, it was evidenced that under the given specifications an application of thiamethox-
am in hops will not imperil the honey bees, and that there is no transport of active ingre-
dient into the beehive.

Danksagung:

Ein herzliches “Danke” geht an die Vertreter der Imker in den Personen von Albrecht
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1 Aufgaben und Ziele

Geflrchtete Schadlinge im Hopfenbau sind im Frihjahr bis Mitte Mai die im Boden le-
benden Luzernerissler (Otiorhynchus ligustici) und Drahtwirmer (Agriotes spp.), sowie
auf den jungen Treiben und Blattern, die Erdflohe (Psylloides spp.). Die Drahtwirmer als
Larven der Saatschnellkafer schadigen Wurzeln und den Hopfenstock, die Luzernerissler
fressen die jungen Austriebe und schadigen den Hopfenstock. Erdflohe schadigen bis En-
de Mai, indem sie die jungen Bléatter abnagen.

Bis 2009 wurden diese Schadlinge mit dem Produkt Tamaron (Wirkstoff Methamidophos)
wirksam bekampft. Nach dem Verbot dieses Wirkstoffes standen keine ausreichend wirk-
samen Produkte zur Bek&mpfung der Schadlinge zur Verfigung. Umfangreiche Priifungen
mit einer Vielzahl von Ersatzprodukten flhrten, bis auf eine Ausnahme, zu keiner befrie-
digenden Wirkung. Diese Ausnahme bildete das Produkt Actara (Wirkstoff
Thiamethoxam) aus der Gruppe der Neonicotinoide.

Da Thiamethoxam (erster Metabolit Clothianidin) sehr stark toxisch auf Bienen wirkt,
wasserloslich ist und systemisch in den Pflanzen verteilt wird, kamen Be denken der Im-
ker gegen den Einsatz dieses Produktes im Hopfen. In gemeinsamen Besprechungen und
Versammlungen von Hopfenpflanzern und Imkern sowie Forschungsgruppen aus dem Be-
reich Hopfen und Bienen wurden zur Klarung der Bedenken folgende Kernfragen zu ei-
nem Forschungsprojekt formuliert:

e Kommt es zu einer oberflachlichen Freisetzung des Wirkstoffes Thiamethoxam bzw.
Clothianidin?

e Kommen Bienen in Kontakt mit dem ausgebrachten Produkt bzw. dem Wirkstoff?

e Gibt es eine Kontamination der Nektar- und Pollenquellen in der Begleitvegetation im
Hopfengarten?

e Wird der Wirkstoff von Bienen zusammen mit Wasser (Guttationswasser oder aus an-
deren Wasserquellen), Nektar oder Pollen in den Bienenstock transportiert?

e Konnen negative Effekte bei Bienen oder Bienenvolkern in der Nahe der Hopfen-
garten beobachtet werden?

Folgende grundsatzliche Arbeitsteilung wurde fir das Projekt festgelegt:

¢ Organisation und Betreuung der Bienenvolker
— Fachzentrum Bienen der Bayerischen Landesanstalt fur Weinbau und Gartenbau
Veitshdchheim (LWG).

e Kontrolle der Totenfallen
— Praktizierende Imker im Landkreis Pfaffenhofen a. d. IIm.

e Boden-, Pflanzenproben, Guttationsbeobachtungen
— Bayerische Landesanstalt fir Landwirtschaft (LfL), Hopfenforschungszentrum
Hall.

e Analyse der Bienen aus den Totenfallen
- Julius Kihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen (JKI)
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e Aufarbeitung der Bienen- und Pollenproben, Kontrollen zur Guttation, Probenaufbe-
reitung und -verwaltung, Erfassung alternativer Wasserquellen, Organisation der Ana-
lytik
— Landesanstalt fur Bienenkunde der Universitdt Hohenheim.

Voraussetzung flr die Durchfiihrung des Projektes war, dass alle Arbeiten, die in Zusam-
menhang mit den Bienen stehen, ausschlieflich von Imkern bzw. Wissenschaftlern der
Bienenforschung durchgefihrt werden. So wurde gewahrleistet, dass alle (wenn auch nur
kleine) Auffélligkeiten an den Bienen erkannt werden.

2 Material und Methoden

2.1 Standortauswabhl fiir die Freilandpriifungen mit Bienenvolkern

Als grundsatzlicher Standort wurde das groRte Hopfenbaugebiet der Welt, die Hallertau,
festgelegt. Innerhalb dieser rund 15.500 Hektar Hopfenflache wurden in eine Vorauswahl
Anbaulagen mit hoher Hopfendichte in die Besichtigung einbezogen. Voraussetzung war
ebenfalls die Moglichkeit einer Kontrolle, um nicht von Hopfen beeinflusste Population
prifen zu kénnen.

Eine nach Uberzeugung der Bienenfachleute sehr gute Konstellation wurde in der Gemar-
kung Konigsfeld, Gemeinde Wolnzach, Landkreis Pfaffenhofen a. d. Ilm gefunden.

Forschungsprojekt Bienen-Hopfen —

Gulttation

Beobachtungsgebiet Konigsfeld —

Auhofe

Charakteristik: eben, limtal
lehmiger Sandboden

1 = Hopfen — Zentral

® 2 = Hopfen — Alternativ
.

3 = Wiese — Kontrolle

Abb. 1: Uberblick tiber die Lage des Beobachtungsgebietes
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Eine wichtige Voraussetzung zur Durchfiihrung des Projektes wurde vom Fachzentrum
Bienen der Bayerischen Landesanstalt fiir Weinbau und Gartenbau (LWG) Veitshéchheim
erfillt. Die LWG konnte 24 Bienenvolker bereitstellen. Je 12 Volker stammten von den
Bienenprufhofen Kringell und Acheleschwaig.

Diese Volker sollten an drei Standorten mit unterschiedlichem Gefahrdungsgrad platziert
werden:

1. Direkt in die Hopfenlage; rings umgeben von Hopfengdarten ohne alternative Futter
bzw. Wasserquelle in ndherer Umgebung (,,Hopfen — Zentral*)

2. 10 Meter Abstand zum Hopfengarten und nach Siden offen fiir alternative Futter-
bzw. Wasserquellen (,,Hopfen —Alternative).

3. Ein Kontrollstandort ohne direkte Beeinflussung von Hopfengérten (,,Wiese — Kon-
trolle).

Abb. 2: Standort 1, Hopfen - Zentral Abb. 3: Standort 2, Hopfen - Alternative

Abb. 4: Standort 3, Kontrollstandort in Abstand von ca. 800 m zum nachsten Hopfengar-
ten. Raumlich getrennt durch einen Auen-Bruchwald
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Um sichere statistische Auswertungen durchfuhren zu kdénnen, wurden die 24 Bienen-
volker auf drei mal acht VVolker verteilt. Bei einer Wiederholung des Versuchsaufbaus an
einem zweiten Ort in der Hallertau waren fur die Auswertung nur je vier Volker zur Ver-
fligung gestanden.

Im Osten der Prifstandorte befand sich in ca. 300 m entfernt ein Wald. Die offene Seite
am ,,Alternativstandort” war ein Wiesengrundstiick mit Sandgrube und lockerem Bewuchs
mit Strauchern.

Der Standort Konigsfeld hatte noch den Vorteil, dass in ca. ein Kilometer Entfernung eine
agrarmeteorologische Messstation betrieben wird. Alle Wetterdaten koénnen bei Bedarf
uber das Internet (http://www.Ifl.bayern.de/agrarmeteorologie) abgerufen werden.

2.2 Volkerfihrung sowie Erfassung der Volksentwicklung und Brut-
mortalitat

Die Aufstellung der Bienenvolker erfolgte am 08. April 2010, abgewandert wurde am
22. Juli 2010. Bei den 24 Volkern handelte es sich um Carnica-Herkiinfte der Prifhofe,
die jeweils zur Halfte einrdumig angewandert wurden. Die Volker erhielten Totenfallen,
die die Ermittlung der Mortalitat im Volk ermdglichen. Es ist nicht mdglich, die absolute
Mortalitat in einem Bienenvolk zu bestimmen, da ein groRer Teil der Tiere auf3erhalb des
Stocks stirbt. Aber die Bestimmung der Mortalitdt am Flugloch ist eine bewéhrte Methode
und die verwendeten Fallen erfassen etwa 80 Prozent der toten Tiere, die im Volk sterben
und von den Stockgenossen herausgetragen werden.

Die Totenfallen wurden Gber 13 Wochen dreimal pro Woche (montags, mittwochs und
freitags) ausgezéhlt und geleert. Dabei wurde die Anzahl toter Bienen je Volk erfasst und
die toten Tiere eines Standes als Sammelprobe eingefroren. Nach Beendigung des Versu-
ches wurden Proben von Tagen mit erhdhtem Totenfall zur Rickstandsanalyse an das Ju-
lius-Kuhn-Institut geschickt.

Die Volker wurden wahrend des Versuchs ohne Entnahme von Arbeiterinnenbrut oder
Bienenmasse gefiihrt. Zur Schwarmtrieblenkung wurden bei allen VV6lkern 3 Drohnenwa-
ben entnommen und Schwarmzellen gebrochen. Die Vélker wurden wochentlich kontrol-
liert. Diese Volkerfihrung war erforderlich, um die VVolksentwicklung darstellen zu kon-
nen. Am 13.04, 3.05, 27.05 und 21.07 wurden an allen Volkern Populationsschéatzungen
nach der Liebefelder Methode durchgefiihrt (Imdorf et. al. 1987). Dabei wird die Anzahl
Bienen und Brutzellen je Wabenseite geschétzt, so dass die Starke der Volker verglichen
werden kann.

Mitte Juni wurde in jeweils 5 Volkern pro Bienenstand die Brutmortalitat bestimmt. Dazu
wurden an allen Volkern Folienprotokolle angefertigt. Im Rahmen der Folienprotokolle
werden mindestens 100 Brutzellen individuell markiert und die Entwicklung der Brut vom
Ei bis kurz vor dem Schlupf verfolgt. Die markierten Waben werden mittels Gitter von der
Konigin abgesperrt, so dass diese bei Absterben der Brut keine neue Brut anlegen kann.
Das Gitter kann aber von den Arbeiterinnen passiert werden, d. h. die offene Brut wird
gepflegt.

Aus jeweils zwei Volkern je Bienenstand wurden im Juni Bienenbrotproben entnommen.
Bienenbrot ist der von den Bienen in Waben eingelagerte Pollen. Das Bienenbrot wurde
bei der LUFA in Speyer auf Rickstande von Pflanzenschutzmitteln untersucht.
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In der 23. Kalenderwoche fand die erste Honigernte statt, in der 27. Kalenderwoche die
zweite Ernte. Die Honigernte je Volk wurde gewogen und aus jedem Volk eine Wabe se-
parat geschleudert. Aus den acht Honigproben je Stand wurden jeweils 50 g entnommen
und eine Sammelprobe gebildet. Fur jede Ernte liegt somit fur jeden Stand eine Honigpro-
be vor, die in der LUFA auf Ruckstande von Pflanzenschutzmitteln untersucht wurde.

Abb. 5: Entnahme von Bienenbrot. Pollen verschiedener Pflanzen werden in den Zellen
in Schichten eingelagert und von den Bienen festgestampft.

2.3 Standardbodenbearbeitung der Hopfengarten im Frihjahr

Hopfen wird als Reihenkultur mit einem Reihenabstand von 2,90 - 3,20 m angebaut. In
der Reihe wird wahrend der Vegetation im Vorjahr durch zweimaliges Anackern ein
Damm angehaufelt. An den Reben im Dammbereich bilden sich Sommerwurzeln, die fir
die Wasser- und Nahrstoffversorgung des Hopfens sehr wichtig sind. Grundsétzlich kon-
nen Uber diese Sommerwurzeln auch in Wasser geloste Pflanzenschutzmittel aufgenom-
men werden.

Nach der Ernte werden noch im Herbst die Seitenflanken des Damms weggeackert. Es
bleibt bis zum Fruhjahr ein 20 - 40 cm hoher und ca. 25 cm breiter Erdstreifen stehen, in
dem die Triebe mit den Sommerwurzeln Uberwintern. Die erste Bodenbearbeitung im
Frahjahr ist das ,,Schneiden®. Darunter versteht man den Rickschnitt der Hopfenstdcke
bis in die N&he der Triebknospen.

Abb. 6: Das ,,Schneiden*, die erste Bodenbearbeitung im Frihjahr
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Durch den Arbeitsvorgang entsteht eine ebene, relativ glatte Flache entlang der
Hopfenreihe.

Die Arbeit erfolgt zeitlich Gberwiegend in der zweiten und dritten Marzdekade.
Der restliche Erdbalken ist je nach Schnitttiefe unterschiedlich hoch.

Abb. 7: Sehr tiefer Schnitt Abb. 8: Sehr hoher Schnitt

Beim néchsten Arbeitsgang, dem ,,Kreiseln“ wird je nach Schnitth6he unterschiedlich viel
Erde in Richtung Zwischenreihe transportiert.
2.4 Anwendungsbedingungen fir Actara

Die Anwendung von Actara nach Vorgaben flr dieses Projekt erfolgt ausschlie3lich nach
dem ,,Schneiden“ des Hopfens, auf den Boden im Bereich des Hopfenstockes oder kurz
nach dem Austrieb des Hopfens bis maximal 15 cm Wuchshéhe der Hopfentriebe.

Abb. 9:  Anwendungstermin - nach dem Abb 10: Hopfenstock nach dem

Schneiden bis max. 15 cm ,.Kreiseln*; es wird versucht,
Wuchshdohe des Hopfens. Die moglichst wenig Sprosse stehen
dunklen Bereiche zeigen die zu lassen, um die Handarbeit zu

behandelte Flache. minimieren.
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Bei Anwendung nach dem Austrieb der Hopfensprosse kann zwischen ,,Schneiden* und
Spritzung von Actara eine weitere Bodenbearbeitung erfolgen, das sog. ,,Kreiseln®. Mit
einem rotierenden Geréat wird in der Reihe Erde entfernt. Auf Hohe des Hopfenstocks wird
das Gerét mittels hydraulischer Steuerung um den Stock herumgefihrt (Abb. 9). Erfolgte
die Actaraanwendung vor dem ,,Kreiseln“, kann eine geringe Menge des Produktes mit
der Erde weg geschleudert werden.

Waéhrend der Versuchsphase 2010 kam es durch die Trockenheit im April zu ungewohn-
lich starker Staubentwicklung. Aus Sicht mdglicher Belastung flr die Bienen waren dies
,worst-case“-Bedingungen.

Wird Actara nach dem ,,Kreiseln“ ausgebracht, kann ein geringer Teil der Fllssigkeit von
dem erhohten Stock in Richtung Zwischenreihe und damit in Richtung Zwischen-
fruchtpflanzen ablaufen. Die Reihenfolge der MaRnahmen wurde von den Hopfenflanzern
festgelegt.

Die Aufwandmenge betrug in allen Hopfengarten 200 g/ha Actara (50 g/ha
Thiamethoxam) in 200 ccm Wasser pro Stock. Zur beabsichtigten Bekdmpfung der
Schédlinge wird Actara mit einer Einzelduse direkt auf den Hopfenstock gespritzt.

Termine fur Actara-Anwendungen und Kreiseln
S = Sorte, G = Giel3en, K = Kreiseln, HS, HM, HE = Sorten

S: HS-Fuchshopfen S: HM-Brandfeld
K: 24.04.10 Nachmittag G:19.04.10
G: 25.04.10 K:20.04.10
®
S: HS-Ebenhofen
K:23.04.10 g
G: 27.04.10 .
S: HE-Haushopfen
G: 20.04.10
K: 26.04.10

S: HS-Bahnhopfen
K: 19.04.10 Nachmittag
G: 22.04.10 Nachmittag . '

. = Entnahmestellen fiir Bo-
den- und Blattproben

@ - Standort vonjeweils 8
Bienenvdlkern

Abb. 11: Termine zur Anwendung von Actara in Kontrollgéarten.
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2.5 Anwendungen weiterer Pflanzenschutzmittel wahrend der
Vegetation
Die beteiligten Hopfenpflanzer waren angewiesen, alle PflanzenschutzmalRnahmen nach

guter fachlicher Praxis durchzufiihren. In der Produktauswahl gab es von Seiten des Ver-
suchsprojektes keine Einschrankung.

Die einzige Auflage war, dass in allen Hopfengérten im Umkreis der Bienenvolker Actara
mit 200 g/ha eingesetzt werden musste.

Tab. 1: Schlagkarteien zur Anwendung aller Pflanzenschutzmafnahmen fir die
Hopfengéarten im Bereich der Bienenvolker

Brandfeld Fuchshopfen Ebenhopfen Bahn-und
Haushopfen
Datum Produkt Datum Produkt Datum  Produkt Datum Produkt
19.04. Actara (1) 25.04. Actara 27.04. Actara 19./20. Actara
Fonganil (F) Fonganil Fonganil 04.
28.04. Aliette (F) 25.04. Aliette 18.05. AHL, Lotus 27.05. Ridomil Gold
Forum (F) Forum
06.06. Ridomil Gold 06.06. Ridomil Gold 28.05. Aliette 05.06. Aliette
(F) Fortress 08.06.
Fortress (F)
23.06. Ortiva (F) 23.06. Ortiva 02.07. Ortiva 12.06. Forum
Fortress (F) Fortress Vertimec Fortress
07.07. Forum (F) 07.07. Forum 28.07. Ortiva 26.06. Folpan
Vertimec (A) Vertimec Teppeki Fortress
Teppeki (1) Teppeki
20.07. Forum (F) 20.07. Forum 11.08. Folpan 10.07. Folpan
Bayfidan (F) Bayfidan Vertimec Fortress
Vertimec
Teppeki
09.08. Folpan (F) 09.08. Folpan 20.08. Funguran 10.08. Ortiva
Flint (F) Flint 02.09. Flint (20.8.) Systhane (F)
Milbeknock (A) Milbeknock Aliette Teppeki

2.6 Kontrollen und Probennahmen

2.6.1 Bodenproben

Ziel der Probennahmen war es, die Verteilung des Wirkstoffes im Boden festzustellen.
Dazu wurden mit einem Bodenprobenstecher auf 10 cm Tiefe an drei nebeneinander
liegenden Hopfenstocken (alle beprobten Stocke wurden gekennzeichnet) getrennte
Einzelproben nach folgendem Muster entnommen:

— direkt im Zentrum des Hopfenstockes,

— parallel zum Stock in unmittelbarer Néhe des Stockes (je drei Einstiche) und
— 30 cm entfernt parallel zu den Stocken,

— zusétzlich in 60 cm Entfernung zum zweiten Termin.
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Die Probennahmen erfolgten am 27.04. und 25.05.2010. Um auch die Bodenart zu ber(ick-
sichtigen, wurde neben dem sandigen Standort Konigsfeld ein Standort mit Lehmboden in
der Gemarkung Hull nach demselben Muster Proben gezogen.

Zum ersten Termin wurden insgesamt neun, zum zweiten Termin 13 Proben gezogen und
unmittelbar nach der Probenziehung auf -18° C eingefroren.

Abb. 12: Entnahme der Bodenproben

Die Bodenproben wurden vom akkreditiertem Pruflaboratorium am Landwirtschaftlichen
Technologiezentrum Augustenberg (LTZ) nach dem Analysenverfahren ,,SOP 21-ME-
022 V002 (QUEChERS)“ auf Thiamethoxam und dem Metaboliten Clothianidin
untersucht. Die Nachweisgrenze liegt bei 0,010 mg Wirkstoff/kg Boden.

2.6.2 Blattproben von Hopfen

Zum Zeitpunkt der Bodenprobenahme wurden von denselben Hopfenstocken gleichzeitig
Blattproben enthommen. Wéhrend der Vegetationsphase bis zum Erreichen der Gerdist-
hohe des Hopfens wurden an den zwei Standorten Kénigsfeld (sandiger Boden) und Hll
(Lehmboden) an folgenden Terminen Blattproben enthnommen:

27.04.10 Hopfen kurz nach dem Austrieb bis ca. 10 cm hoch
25.05.10 Hopfen ca. 2 m hoch
15.06.10 Hopfen ca. 5 m hoch
30.06.10  Gerusthohe erreicht.

Auch am letzten Probenahmetag war das Wachstum des Hopfens noch lange nicht
beendet; Ende Juni ist im Vergleich zum Erntetermin erst ca. 1/3 der Gesamtpflanzen-
masse gebildet. Eventuell nachgewiesener Wirkstoff wird noch deutlich verdinnt.

Am Standort Konigsfeld wurden jeweils aus drei Hopfengarten Proben entnommen. Es
sind die Hopfengérten, die direkt an die acht Bienenvolker ohne alternative Futterquelle
angrenzen (siehe Abb. 11).

Die Blatter wurden von Hand bzw. mit einer Teleskopschere an der Sudseite der Hopfen-
pflanzen entnommen. Um immer die Blatter mit dem grofiten Stoffumsatz zu erreichen,
wurden die Blatter aus dem oberen Drittel der Hopfenpflanze abgeschnitten. Unmittelbar
nach der Entnahme wurden die Blatter bei -18° C eingefroren.

Die Blattproben wurden ebenfalls vom akkreditiertem Priflaboratorium am Landwirt-
schaftlichen Technologiezentrum Augustenberg (LTZ) nach dem Analysenverfahren
., VDLUFA-Verbandsmethoden 3.3.7.1“ auf Thiamethoxam und Clothianidin untersucht.
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Die Nachweisgrenze liegt bei 0,010 bzw. 0,005 mg Wirkstoff/kg Pflanzenmasse. Die
nachfolgenden Blattproben von Zwischenfriichten und Léwenzahn wurden nach der
gleichen Methode untersucht.

2.6.3 Blattproben von Zwischenfriichten und von Léwenzahn

Verteilt sich der Wirkstoff im Boden weg vom Hopfenstock in den Raum zwischen den
Reihen (siehe Bodenproben), besteht die Gefahr, dass der Wirkstoff von den Zwischen-
fruchtpflanzen aufgenommen wird und Gber die Blute die Bienen gefahrden kann. Sehr
verbreitet als Aussaat zwischen die Hopfenreihen sind Raps und Rubsen. Als Unkraut
kommt an Randern haufig der Lowenzahn vor.

Am 11.05.10 wurden deshalb an drei Standorten (Geisenhausen, Kreithof, Grubwinn), an
denen Actara angewendet wurde, Bliten und Blatter von Rapspflanzen entnommen. Es
wurden nur Pflanzen ausgewahlt, die sehr nahe an einem Hopfenstock (und damit nahe am
Wirkstoff) standen. Da Winterroggen zunehmend als Beipflanze eingesét wird, wurde am
Standort Konigsfeld auch eine Probe von Winterroggen zum Zeitpunkt der Blite einge-
sammelt und analysiert.

Bereits am 23.04.10 wurden an drei Standorten Bluten von Léwenzahn eingesammelt.
Alle Pflanzenproben wurden unmittelbar nach der Entnahme bei -18° C eingefroren.

2.6.4 Guttation

2.6.4.1 Guttation an Hopfen, Zwischenfriichten und Frauenmantel

Guttation an Hopfen wurde noch nicht beobachtet bzw. beschrieben. Vielleicht wurde
auch noch nicht intensiv darauf geachtet. Die Beobachtung und Kontrolle von Guttation
war deshalb eine wichtige Aufgabe in diesem Projekt. Grundsatzlich waren alle Beteilig-
ten an diesem Projekt aufgefordert, auf dieses Phdnomen bei allen Kontrollen zu achten.

Ein Mitarbeiter des Hopfenforschungszentrums Hull wurde zusétzlich damit beauftragt,
taglich an zwei Standorten an Sorten mit viel Blattmasse (Konigsfeld - Sorte Herkules und
Huall - Sorte Hallertauer Magnum) von Montag bis Freitag zwischen 06:00 und 07:00 Uhr
jeweils zehn Hopfenpflanzen auf mdgliche Guttation zu kontrollieren. Am Wochenende
wurden Kontrollen zur selben Uhrzeit durchgefuhrt, wenn auf Grund der Wetterlage
Guttation zu erwarten war.

Zur Kontrolle wurden in die Hopfenreihe Frauen-
mantelpflanzen eingesetzt. Der Frauenmantel wur-
de mit dem Ziel gepflanzt, eine zuverlassige Gut-
tationsquelle an definierten Positionen in definier-
ten Abstanden zu den Actara-Giel3stellen im Hop-
fengarten zu haben. Die Pflanzung erfolgte sowohl
unmittelbar am Hopfenstock als auch in der Mitte
zwischen zwei Hopfenstocken. Bei Guttation kann
dann die mogliche Verteilung des Wirkstoffes im
Boden zusétzlich Gberpruft werden.

Abb. 13: Frauenmantel als Zeigerpflanze fir Guttation an und zwischen den
Hopfenstdcken



22 Material und Methoden

Wurde Guttation festgestellt, wurden die Guttationstropfen mit einer Pasteurpipette aus
Kalk-Soda-Glas mit offener Spitze der Firma VWRinternational, in Kombination mit den
Pipettensaugern aus Kautschuk der Firma Roth, gesammelt und in einem Plastikrohrchen
konserviert. Die gesammelten Proben wurden ebenfalls bei -18° C eingefroren.

Von Mitarbeitern der Landesanstalt fiir Bienenkunde der Universitat Hohenheim und vom
Hopfenforschungszentrum Hull der LfL wurden 61 Guttationsproben eingesammelt,
davon

- 51 Proben von Frauenmantel
- 6 Proben von der Begleitflora (Zwischenfriichte, Gréser) und
- 4 Proben vom Hopfen.

Die Analysen auf die Neonicotinoide Thiamethoxam, Clothianidin, Imidacloprid und
Thiacloprid wurden mittels LC-MS/MS am INFU der Uni Dortmund durchgefiihrt. Da es
sich um relativ saubere Proben gehandelt hat, konnte auf eine einfache Aufarbeitung
zuriickgegriffen werden. Einem festgelegten Aliquot der Probe wurde Acetonitril
zugesetzt und die filtrierte Losung dann direkt in das Analysengerét injiziert. Die Nach-
weisgrenze lag bei den einzelnen Wirkstoffen bei 0,1 ng/ml.

2.6.5 Bienenflug im Hopfengarten

An insgesamt 25 Beobachtungsterminen wurde nach Bienenflug im Hopfengarten Aus-
schau gehalten. Im Bereich der Uberpriften Bestande standen die 16 Versuchsvolker. Ziel
war es, Bienen, aber auch andere Insekten zu finden, die Wasser, Pollen oder Nektar in
den Hopfengarten sammeln. Die durchschnittliche Beobachtungszeit betrug etwa 20 Mi-
nuten pro Beobachtungstermin, so dass uber die Projektdauer gesehen ca. 8 Stunden lang
nach Bienen gesucht worden ist.

2.6.6 Kontakt der Bienen zu Guttationswasser

2.6.6.1 Probenahme

Welche Wasserquellen ein Bienenvolk nutzt, kann Gber Beobachtungen im Freiland nicht
sicher geklart werden. Deshalb wurde auf ein Verfahren zuriickgegriffen, das schon im
Zusammenhang mit anderen Fragestellungen in Hohenheim angewandt worden ist, die
Untersuchung des Sammelgutes von heimkehrenden Bienen. Bienen transportieren Nektar
und Wasser in der Honigblase. Wenn wirkstoffhaltiges Sammelgut transportiert wird,
kann dies durch die Analyse des Honigblaseninhaltes festgestellt werden. Heute stehen
auch fur die Neonicotinoide hoch empfindliche Messverfahren zur Verfligung, so dass die
Wirkstoffkonzentrationen, die im Guttationswasser zu erwarten sind, sicher in den Honig-
blaseninhalten detektiert werden kdnnten. Da man einen moglichen Kontakt der Bienen zu
Guttationswasser, das evtl. kontaminiert ist, nachweisen wollte, wurden die Bienen zwei-
mal die Woche frih morgens, in der Hoffnung viele Wassersammlerinnen zu bekommen,
abgefangen. Um an die bereits aktiv gewesen Flugbienen zu kommen, wurden die Fluglo-
cher mit Schaumstoff verschlossen und einige Zeit gewartet, bis sich genug Bienen ange-
sammelt hatten. Mittels eines akkubetriebenen Handstaubsaugers wurden diese abgesaugt
und anschliefend schockgefroren. Dazu wurde Trockeneis verwendet, das mittels einer
CO0,—Pistole in den Staubsauger mit den darin befindlichen Bienen eingeblasen wurde. Die
CO0,—Flaschen wurden vor Ort deponiert. Die so gefrorenen Bienen wurden in einer Kihl-
kette in die Landesanstalt fir Bienenkunde Hohenheim gebracht.



Material und Methoden 23

Die heimkehrenden Bienen sammeln sich Abfangen der Bienen mit dem
vor dem verschlossenes Flugloch an Staubsauger
Die Bienen werden im Staubsauger Bienen im Trockeneis

betaubt und schock gefroren

Abb. 14: Abfangen der Bienen an den Fluglochern

Ein Teil der Bienen ging fiir die Ruckstandsuntersuchung zum Julius Kihn-Institut. Dort
sollten zusétzliche Wirkstoffe, mit denen die Bienen ggf. auch auRerhalb der Hopfengar-
ten in Berihrung gekommen sind, identifiziert werden. Im Gegensatz den Bienenproben
aus den Totenfallen, die einige Tage in den Fallen lagen, konnten dieses Bienen tief gefro-
ren und im absolut frischen Zustand konserviert werden.

2.6.6.2 Probenumfang

Im Zeitraum vom 20. April 2010 bis zum 6. Juli 2010 konnten von insgesamt 25 Terminen
an 17 Terminen Bienenproben von je drei Standorten gesammelt werden. Da man einen
mdoglichen Kontakt der Bienen zu Guttationswasser, das evtl. kontaminiert ist, nachweisen
wollte, wurde die Bienen frih morgens, in der Hoffnung viele Wassersammlerinnen zu
bekommen, mittels eines Handstaubsaugers abgefangen und anschlieRend schock gefro-
ren. In diesem Zeitraum wurden insgesamt 51 Bienenproben gesammelt aus denen sich
insgesamt 26 Pollenproben ergaben.

2.6.6.3 Aufarbeitung der Bienenproben

Den abgefangenen Bienen wurden im Labor die Honigblasen heraus prépariert und fir
weitere Untersuchungen aufgearbeitet. Mit einer Pipette wird dabei vorsichtig das Abdo-
men abgezogen und die Honigblase freigelegt. Der Honigblaseninhalt wird dann in be-
schriftete 2 ml Glasvials tberfiihrt. 20 ul des Honigblaseninhalt wurden mit 980 pl
Acetonitril/Wasser (1:1) verdunnt. AnschlieRend erfolgte eine chemische Farbreaktion mit
dem Ziel, die Nektarsammelrinnen von den Wassersammlerinnen zu unterscheiden. Dieser
Schritt ist nétig, da pro Probenahme-Termin und Standort ca. 300 Bienen abgefangen
wurden, und die Anzahl an Honigblasen fiir die endgultige Analyse zu hoch gewesen wa-
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re. Die Honigblaseninhalte der aussortierten potentiellen Wassersammlerinnen wurden
mittels LC-MS auf die Wirkstoffe Thiamethoxam und Clothianidin, dem wichtigsten Ab-
bauprodukt von Thiamethoxam untersucht.

Abb. 15: Praparierte Honigblase

2.6.6.4 Methodenentwicklung

Zuerst probierte man die Analyse mittels HPLC-ELSD (Verdampfungs-Lichtstreu-
Detektion) und anschlielRend die HPTLC-Vis. Beide Methoden lieferten vergleichbare Er-
gebnisse, doch waren beide kosten- und zeitintensiv. Dazu wurden die Zucker voneinan-
der getrennt, so dass man schliel3lich die Peaks wieder zusammenzéhlen musste, um die
eigentlich Zuckerkonzentration zu bekommen, was sich als sehr umstandlich erwies. In
Anbetracht des umfangreichen Probensatzes und dem Ziel, den Gesamtzuckergehalt zu
ermitteln, suchte man nach einer geeigneten Methode. Um den hohen Probendurchsatz
erst bewaltigen zu kdnnen, entschied man sich fur eine simple Farbreaktion auf einer DC-
Platte.

2.6.6.5 Auftragung der Proben zur Detektion

Die Auftragung erfolgte mittels des Automatic-TLC-Samplers (ATS 4). Aufgetragen wur-
de bandférmig auf eine Kieselgel DC-Platte mit einer Auftragungsmenge von 600 nL. Pa-
rallel zu den Proben wurde auch ein Kalibrierstandard (S0-S7; Zuckergehalt g/ml: 1; 2; 3;
5; 8; 11; 13; 27) aufgetragen.

Zur Derivatisierung, also um die Banden sichtbar zu machen, wurde die Platte fir kurze
Zeit in eine Losung (p-ABA: 1,5 g p-Aminobenzoidsédure geldst in 20 ml Eisessig, ver-
dinnt mit 30 ml Wasser, 8 ml 85 % Phosphorsaure dazu, verdinnt mit 120 ml destillier-
tem Aceton) mittels einer DC Tauchvorrichtung 111 getaucht und danach auf einer Heiz-
platte bei ca. 120 ° getrocknet. Es handelte sich dabei um eine selektive Derivatisierung.
Dadurch werden nur die Zucker angeférbt, so dass es zu keiner Stérung durch weitere
Komponenten in der Probe kommt.

2.6.6.6 Detektion

Im Allgemeinen wird zur Detektion ein Densitometer (TLC Scanner 3 der Firma
CAMAG) mit einem Wellenbereich von 190 - 800 nm eingesetzt. Bei den gebrauchten
Detektoren handelt es sich um Photomulitplier. Deuterium-, Halogen- oder Quecksilber-
lampen dienen als Lichtquellen, die automatisch gewechselt werden kénnen. Die Darstel-
lung der bei der Detektion erfassten Substanzzonen erfolgt in Form von Peaks und wird
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als solche gespeichert. Durch den Vergleich mit den Kalibrierstandards auf derselben Plat-
te erfolgt die Quantifizierung.

Bei den hier zu untersuchenden Proben erfolgte die Absorptionsmessung bei einer Wellen-
ldnge von 386 nm mit einer Deuterium- und Wolframlampe. Messungen im Fluoreszenz-
bereich bei einer Wellenldange von 366 nm erbrachten kein verwertbares Resultat, da die
Peaks mit einem hohen Zuckergehalt tGberladen waren, so dass es einen negativen Aus-
schlag gab. Aufgrund dieser VVorgehensweise konnten nun die Honigblasen mit einem ho-
hen Zuckergehalt (>10, Nektarsammlerinnen) von solchen mit einem niedrigen Zuckerge-
halt (<10, Wassersammlerinnen) getrennt werden. Insgesamt wurden mit diesem Verfah-
ren 3113 Honigblaseninhalte untersucht. 1423 davon fielen in die Kategorie der potentiel-
len Wassersammler

2.6.7 Behandlung und Aufbereitung von Pollenproben

Obwonhl das Interesse in erster Linie den Wassersammlerinnen und nicht den Pollensamm-
lerinnen galt, lieR es sich nicht vermeiden, dass einige davon mit abgesaugt wurden. VVon
diesen Bienen wurde der Pollen im Labor von Hand abgesammelt. Aufgrund der geringen
Einwaage wurden die Proben nach Kalenderwochen gepoolt, so dass es schlielich
7 Proben vom Standort Hopfen (H1-H7), 9 Proben vom Standort Alternative (A8-A19)
und 10 Proben vom Kontrollstandort (K17-K26) gab. Diese Proben wurden von der LUFA
Speyer analysiert.

Die dort eingesetzte Analyse-Methode basiert auf der sogenannten QUECHERS-Methode,
die einen allgemeinen Standard in der Lebensmittelanalytik darstellt. Wird Bienenbrot
analysiert, sind aufgrund der hohen Komplexitdt der Matrix dieses zusétzliche Reini-
gungsschritte notwendig. Das Extrakt wird mittels C18, GPC und Aminopropyl/Graphit-
SPE gereinigt und anschlieBend erfolgt die Analyse mit GC-MS und LC-MS/MS.

2.6.7.1 Probenextraktion

Folgende Angaben beziehen sich auf das Standardverfahren zur Analyse von Bienenbrot
und wurden flr die vorliegenden Proben aufgrund der geringen Einwaage angepasst. Im
Standardverfahren werden die Bienenbrotproben fir die Entnahme einer reprasentativen
Teilprobe von 5 g homogenisiert. Diese Proben werden in ein Zentrifugenglas eingewo-
gen, interne Standards dazu gegeben und anschlieBend mit 30 ml Acetonitril/Wasser (1:1)
versetzt und 15 min auf dem Horizontalschittler intensiv geschuttelt. Danach werden
1,5 g NaCl, 6 g wasserfreies MgSQOy, 0,5 g Dinatriumhydrogencitrat Sesquihydrat und 1 g
Trinatrium Dihydrat zugegeben und nochmals 1 min geschittelt. im Anschluss wird mit
4300 g zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert.

2.6.7.2 Extraktreinigung

Fur diesen Reinigungsschritt werden 0,5 g MgSO,4 und 0,75 g C18-modifiziertes Kieselgel
in die organische Phase gegeben, 1 Minute intensiv geschuttelt und anschlieend mit
4300 g zentrifugiert. Am Vakuum-Rotationsverdampfer werden 9 ml des Extraktes bis zur
Trockene eingeengt und mit 6 ml Cyclohexan/Aceton 8:2 aufgenommen. Davon werden
3 ml auf eine GPC-Sdule gegeben und das Eluat im Bereich von 61 bis 125 ml gesammelt.
Dieses Eluat wird am Vakuum-Rotationsverdampfer erneut bis zur Trockene eingeengt
und in 3 ml Acetonitril/Toluol (4:1) aufgenommen. Die Reinigung des Extraktes erfolgt
anschlielend tber ein Kartuschen-System Aminopropyl und Graphit. Im Anschluss daran
werden die Analyten mit 20 ml Acetonitril/Toluol (4:1) eluiert und der Extrakt am Vaku-
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um-Rotationsverdampfer bis zur Trockene eingeengt, und der Rickstand in 0,5 ml Aceton
aufgenommen. Davon werden 0,2 ml fir die Analyse am GC-MS in ein Mikrovial gege-
ben und weiter 0,2 ml mit Ammoniumacetat verdinnt. Von diesen wird ein Aliquot mit
der LC-MS/MS analysiert.

2.6.7.3 Analyse

Mit einem GC-MS-System der Firma Agilent werden 198 Substanzen analysiert. Eine
40 ml Kapillarsdule Rxi 5sil MS 0,25 mm ID und 0,25 um Filmdicke wird zur Trennung
eingesetzt. Bei 280° C wird 1 pl Extrakt splitlos injiziert. Die Ofentemperatur wird erst
von 60° C mit 30° C/min auf 180° C gesteigert und anschlieBend mit 15° C/min auf
300° C, wobei diese Temperatur dann 15 min gehalten wird. Mit einem LC-MS/MS von
Shimadzu und Applied Biosystem werden ca. 250 Substanzen analysiert. Dabei erfolgt die
Trennung an einer Saule Gemini NX C18 mit 10 cm L&nge, 3 mm ID und 3 um Korngro-
RBe. Durch das automatische Probenaufgabesystem wurden 10 pl injiziert. Die Zusammen-
setzung des Laufmittels war folgendermallen programmiert: 5 Minuten nach der Injektion
lauft der Gradient von 30 % Methanol (mit 5 mmol Ammoniumacetat/70 % Wasser mit
5 mmol Ammoniumacetat und 0,1 % Ameisenséure) auf 100 % Methanol. Die Analysen-
dauer pro Probe betrug insgesamt 13 min.

2.6.8 Alternative Wasserquellen fur Wassersammlerinnen in Fahrspuren und
Wasserpfutzen

Generell muss davon ausgegangen werden, dass offene Wasserstellen unterschiedlichen
Ursprungs fir Bienen als Wasserquelle in Frage kommen. Deshalb wurden in den
Hopfengdrten auch Pfltzen und Wasseransammlungen in verdichteten Fahrspuren
beprobt. Insgesamt sind 5 Proben gezogen und analysiert worden.

Abb. 16: Pfltze im Hopfengarten

2.6.9 ,,Strunkwasser* nach der Ernte

Die Hopfenreben werden zur Ernte in ca. 50 cm Hohe abgeschnitten. Der Hopfen befindet
sich zum Zeitpunkt der Ernte noch im physiologischen Wachstum und transportiert
Wasser in der Rebe nach oben. Nach dem Abschnitt tritt deshalb noch Gber ein bis zwei
Tage Wasser aus der Restpflanze, sog. Strunkwasser, aus. Ist noch Wirkstoff im Boden,
kdnnte dieser mit dem Wasser eine Gefahr fiir die Bienen bedeuten. An den Standorten
Konigsfeld und Hull wurde in den Kontrollgarten Strunkwasser gesammelt und zur
Analytik aufbereitet.
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Abb. 17: Entnahme von ausflieRendem Wasser aus den abgeschnittenen Hopfenreben

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Landwirtschaftlicher Bereich

3.1.1 Verteilung des Wirkstoffes im Boden

Hauptfrage dieser Untersuchungen war, ob und wenn ja in welchem Umfang der Wirk-
stoff Thiamethoxam bei punktueller Ausbringung auf dem Hopfenstock im Boden verteilt
wird.

Um einen Anhaltswert fir die Konzentration im Anwendungsbereich zu erhalten, wurden
am Standort ,,Betrieb 3“ (folgende Tabellen) an den Probennahmeterminen Bodenproben
aus der Mitte des Hopfenstockes entnommen. Die Konzentration von Thiamethoxam lag
beim ersten Termin bei 2,78 mg/kg und rund einen Monat spéater bei 2,46 mg/kg Boden.
Der Wert hat sich nur unwesentlich verringert.

Tab. 2: Ergebnisse der ersten Bodenuntersuchung am 27.04.2010;
mg Thiamethoxam/kg Boden
Betrieb Bo- Sor Technik GielR — | Kreisel | Nebendem 30cm
den -te termin | -termin Stock entfernt
art
1 IS HS | Sehrhoch 19.04. 22.04. 0,128 0.077
geschnitten
2 IS HM | Normal 19.04. 20.04. 0,014 0,016
geschnitten
3 IS HS | Sehrtief 27.04. | 23.04. 0,391 0,024
geschnitten
4 L HM | Normal 10.04. 27.04. 0,411 0,013
geschnitten
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Tab. 3: Ergebnisse der zweiten Bodenuntersuchung am 25.05.2010;
mg Thiamethoxam/kg Boden

Probenahme direkt
im Stock: 2,46

Betrieb  Boden- Sorte Technik Giel? - Kreisel- Nebendem 30cm 60cm
art termin  termin Stock entfernt entfernt
1 IS HS Sehrhoch 19.04. 22.04. 1,90 0,081 0,137
geschnitten
2 IS HM Normal 19.04. 20.04. 1,60 0,025 0,034
geschnitten
3 IS HS Sehr tief 27.04. 23.04. 0,40 0,023 < 0,010 (NG)
geschnitten
4 L HM Normal 10.04. 27.04. 2,84 0,019 0,024

geschnitten

Die Analysenwerte zeigen, dass geringe Mengen des Wirkstoffes relativ schnell auf 30 cm
Entfernung vom Anwendungsbereich verteilt werden. Auf Betrieb 3 erfolgte die Probe-
nahme am 27.04. wenige Stunden nach der Anwendung. Zwischen Anwendung und
Probenahme erfolgte keine Bodenbearbeitung. Wahrend der Ausbringung lag die Wind-
geschwindigkeit an der nahegelegenen agrarmeteorologischen Messstation bei
0,7 - 2,6 km/Std. (Stundendurchschnitt). Da auf dem sehr trockenen Boden eine Ver-
teilung Uber Bodenwasser nicht moglich war, mussen die geringen Wirkstoffmengen nahe
der Nachweisgrenze in 30 cm Entfernung tber Abdrift erfolgt sein.

Bodenart, Schnitttiefe und Gielltermin vor oder nach dem Kreiseln haben keinen
erkennbaren Einfluss auf die Hohe der gefundenen Wirkstoffmengen.

Tab. 4:  Wirkstoff Thiamethoxam in mg/kg Boden im Durchschnitt von vier Standorten in
unterschiedlicher Entfernung vom Anwendungsgebiet

Termin im Stock neben dem 30 cm 60 cm
(1 Standort) Stock entfernt entfernt
27.04.2010 (2,78) 0,236 0,032 -
25.05.2010 (2,46) 1,685 0,037 0,049

Der Abbau des Wirkstoffes im Anwendungsbereich verlauft relativ langsam
(minus 11,5 % zum Ausgangswert). Zwischen den Terminen war es im Durchschnitt fur
den Monat Mai zu kalt und zu nass. Bei vollstdndiger Wasserstéttigung des Bodens
konnten geringe Wirkstoffmengen in Richtung Zwischenfrichte verlagert werden.
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3.1.2 Verteilung des Wirkstoffes in Zwischenfriichten

Bei blihenden Zwischenfriichten besteht die Gefahr, dass Wirkstoff aufgenommen wird
und die Bienen tber den Pollen damit in Beriihrung kommen. Die Probenahme erfolgte in
der Vollblute der Zwischenfruchtpflanzen.

Tab. 5: Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von
Zwischenfruchtpflanzen; mg Wirkstoff/kg Pflanzenmasse

| Raps sehrnahe am Stock

An drei von vier Standorten konnten sehr geringe Mengen Thiamethoxam festgestellt wer-
den. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass in der Probe nur Pflanzen analysiert werden,
die in nachster Nahe zum behandelten Stock gestanden waren. Bei den untersuchten
Lowenzahnbliiten lagen alle Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.

Tab. 6: Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von Léwenzahnbliten;
mg Wirkstoff/kg Pflanzenmasse

Datum Thiamethoxam Chlothianidin
Probenahme
Kontrollstandort — 23.04. <0,001 <0,005
limtal

Standort offen zur 23.04. <0,001 <0,005
Sandgrube

Umgeben von 23.04. <0,001 <0,005
Hopfengarten

3.1.3 Verteilung des Wirkstoffes im Hopfen

Da die Anwendung des Produktes direkt auf den Hopfenstock erfolgte, war zu erwarten,
dass der systemische Wirkstoff von der Hopfenpflanze aufgenommen wird. Die Verteli
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lung Uber die Vegetationsperiode bis zum Erreichen der Geriusthéhe in der Hopfenpflanze
wurde deshalb an vier Standorten zu vier Terminen tberprift.

Tab. 7:  Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von Hopfenpflanzen zu
vier Terminen; mg Wirkstoff/kg Pflanzenmasse

a) Thiamethoxam

Betrieb | Boden- | Sor- Technik GielR — | Kreisel- 27.04.; vor 25.05.;2m 15.06.;5m 30.06.; 7m
art te termin | termin Ausputzen | Wuchshohe | Wuchshohe | Wuchshéhe
1 IS HS | Sehrhoch 19.04. | 22.04. 551 1,560 0,753 1,652
geschnitten
2 IS HM Normal 19.04. 20.04. 2,40 1,646 0,397 0,119
geschnitten
3 IS HS | Sehrtief 27.04. | 23.04. 40,14 6,425 1,365 0,696
geschnitten
4 L HM | Normal 10.04. | 27.04. 4,49 1,048 0,470 0,380
geschnitten
L HM | Schwache Hopfenpflanzen mit - 1,706
2.T. Erdflohschéaden

b) Clothianidin

Betrieb | Boden- | Sor- Technik GieB — | Kreisel- 27.04.; vor 25.05.;2m | 15.06.;5m 30.06.;7m
art te termin | termin Ausputzen | Wuchshéhe| Wuchshohe | Wuchshéhe
1 IS HS | Sehrhoch 19.04. | 22.04. 0,138 0,058 0,021 0,029
geschnitten
2 IS HM | Normal 19.04. | 20.04. 0,192 0,038 0,018 0,007
geschnitten
3 IS HS | Sehrtief 27.04. | 23.04. 0,063 0,286 0,069 0,060
geschnitten
4 L HM | Normal 10.04. | 27.04. 0,118 0,022 0,019 0,013
geschnitten
L HM | Schwache Hopfenpflanzen mit - 0,081
2.T. Erdflohschaden

Wie zu erwarten, wurde der Wirkstoff von der Hopfenpflanze aufgenommen. Der ver-
gleichsweise hohe Wert am 27. April in Betrieb 3 ist darauf zurlickzufuhren, dass erst
wenige Stunden vor der Probenahme der Wirkstoff ausgebracht wurde. Der Abbau und die
Verdunnung erfolgt kontinuierlich, ist aber bei Erreichen der Gerlisth6he noch nicht
abgeschlossen. Zum Zeitpunkt der letzten Probenahme hat der Hopfen jedoch erst ca.
30 % der Pflanzenmasse im Vergleich zur Ernte erreicht.
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3.1.4 Beobachtungen zur Guttation

3.1.4.1 Guttation an Hopfen

Tab. 8: Beobachtungen zur Guttation im Hopfengarten an den Standorten Kénigsfeld

und Hull
Auhofe Hull [
Datum UhrzeitWuchshéhe | Bemerkung Uhrzeit|Wuchshéhe | Bemerkung |
22.04.10 | 6:30 5-10cm 6:45 5cm |
23.04.10 | 6:30 5-10cm | Nachtfrost 6:50 5cm | Nachtfrost I
26.04.10 | 6:10 bis 20 cm 6:40 15cm :
27.04.10 | 6:30 bis 25 cm | Frauenmantel guttiert 7:10 0-15cm | Frauenmantel guttiert |
28.04.10 | 6:15 bis 30 cm | Frauenmantel guttiert 7:05 0-20cm | Frauenmantel guttiert |
29.04.10 | 6:15 bis 35 cm | keine Guttation 6:40 0-25cm | keine Guttation |
30.04.10 | 6:20 bis 50 cm 6:45 bis 35 cm |
10.05.10 regennass; vom 30.04. bis 10.05. keine Beobachtungen wegen standiger Regenfalle |
11.05.10 | 6:15 70 cm | Frauenmantel guttiert 7:30 60 cm | Frauenmantel guttiert [
12.05.10 | 6:30 70 cm | Frauenmantel guttiert 7:15 60 cm | Frauenmantel guttiert |
15.05.10 | 7:40 100 cm | Frauenmantel guttiert :
17.05.10 | 6:25 120 cm | etwas Guttation am Frauenmantel] 6:40 100 cm | etwas Guttation am Frauenmantel |
Guttationstropen an der Quecke gefunden |
18.05.10 | 6:25 140 cm | einzelne Guttationstropfen am 6:45 120 cm | einzelne Guttationstropfen am '
Frauenmantel Frauenmantel |
19.05.10 | 6:25 160 cm | Guttation am Frauenmantel, Quecll 6:50 140 cm | Guttation am Frauenmantel und |
und Roggen an den Grésern
21.05.10 | 6:25 170 cm | Guttation am Frauenmantel, Grasel 7:00 150 cm | Guttation am Frauenmantel und |
und Roggen an den Grasern |
23.05.10 | 8:00 etwas Guttation am Frauenmantel —_— |
und Roggen |
25.05.10 | 6:25 180 cm | etwas Guttation am Frauenmantel] 6:50 170 cm | Guttation am Hopfen an den Kopf-I
und Roggen spitzen und an den Grésern |
26.05.10 6:30 200 cm | Guttation am Frauenmantel 7:00 180 cm | Guttation am Frauenmantel, |_
frisch beackert, keine Probe
27.05.10 | 6:30 210 cm | Guttation am Frauenmantel 7:10 190 cm | Guttation am Frauenmantel I
und Grasern
eine Frauenmantelpflanze durchs ’
Ackern zugedeckt |
28.05.10 | 6:30 220 cm | Hopfenguttation an zwei Blattern | 7:15 200 cm | Hopfenguttation auf mehreren '
17 T 7 "linBrusthéhe, am Frauenmante! | [~~~ [ Pflanzen in Brusthohe, sowie am |
und an Gréasern Frauenmantel |
31.05.10 | 06:30 230 cm | einzelne Guttationstropfen an 07:00 210 cm | kaum Guttation am Frauenmantel |
Frauenmantel und Grésern und Grésern |
01.06.10 | 06:30 230 cm | Guttation am Hopfen (wenige 07:15 220 cm | Guttation am Frauenmantel; '
Tropfen) und am Frauenmantel Abbruch wegen Regen |
07.06.10 | 06:30 300 cm | Guttation am Frauenmantel, 07:10 280 cm | Guttation am Frauenmantel; |
einzelne Tropfen am Roggen Frauenmantel veratzt durch
chemisches Hopfenputzen |
08.06.10 | 06:30 320 cm | Guttation am Frauenmantel 06:55 300 cm | Guttation am Frauenmantel, |
09.06.10 06:30 330 cm | Guttation am Frauenmantel, 06:55 310 cm | Guttation am Frauenmantel; [
einzelne Tropfen am Roggen etwas an den Grasern |
10.06.10 | 06:30 350 cm | Guttation am Frauenmantel, 06:55 320 cm | Guttation am Frauenmantel, '
einzelne Tropfen am Roggen an einem Junghopfenblatt |
11.06.10 | 06:30 350 cm | Guttation am Frauenmantel, 7.:00 330 cm | Guttation am Frauenmantel, |
einzelne Tropfen am Roggen |
14.06.10 | 06:30 400 cm | Guttation am Frauenmantel, 07:10 380 cm | Guttation am Frauenmantel; |
einzelne Tropfen am Roggen |
15.06.10 | 06:30 450 cm | Guttation am Frauenmantel, 07:20 430 cm | Guttation am Frauenmantel; |
geringe Guttation an einzelnen sehr geringe Guttation an ’
Hopfenblattern einzelnen Hopfenblattern |
18.06.10 | 06:20 480 cm | Guttation am Frauenmantel; 07:00 460 cm | Guttation am Frauenmantel; |
einzelne Tropfen am Hopfen, einzelne Tropen am Hopfen |
Roggen wurde gemulcht!
21.06.10 06:30 500 cm | Guttation am Frauenmantel; 07:15 500 cm | Guttation am Frauenmantel; I
sehr gering am Hopfen geringe am Hopfen |
23.06.10 | — — 08:15 500 cm | Guttation am Frauenmantel, |
24.06.10 | 06:30 p20-540cm | Guttation am Frauenmantel 07:15 530 cm | Guttation am Frauenmantel; !
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Die Frage, ob Hopfen grundsétzlich die Mdglichkeit zur Guttation hat, konnte 2010 beant-
wortet werden. Bei den téglichen, intensiven Kontrollen an jeweils 10 Aufleitungen in
einem Hopfengarten konnte an wenigen Tagen geringe Guttation festgestellt werden.
Wenn es zur Guttation kommt, sind nur einzelne Pflanzen betroffen und nicht der gesamte
Bestand. Wie Abbildung 18 zeigt, kénnen die Tropfen an den Blattrandern eindeutig der
Guttation zugeordnet werden. An vier Tagen war es moglich, mit einer Pipette genligend
Guttationswasser zu sammeln, um eine Analyse durchftihren zu kdnnen.

Abb. 18: Guttationstropfen an Hopfenpflanzen (erstmalig dokumentiert)
Fotos: Georg Meyr, LfL

Tab. 9:  Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von Guttationswasser
an Hopfen; ng Wirkstoff/ml Guttationswasser

Herkunft Proben- | Thiameth- Clothia-
nahme oxam nidin
Hall 28.05 114.13 30.38
Konigsfeld 06.06. 321,91 30,02
Konigsfeld 15.06. 321,91 30.02
Hall 21.06. 47 .62 8,25

In drei von vier Analysen werden 100 ng/ml Thiamethoxam im Guttationswasser
uberschritten. Es ist jedoch festzustellen, dass das Phdnomen Guttation an Hopfen duf3erst
selten auftritt und immer nur einzelne Reben betroffen sind. Die Gehalte an
Thiamethoxam liegen deutlich im bienentoxischen Bereich. Da der Hopfen aber sehr
unzuverlassig an nur einzelnen Pflanzen guttiert, ist eine Gefahr fir die Bienen
auszuschlieBen, da nicht erwartet werden kann, dass sich die Bienen auf diese
wenigen Tropfen einfliegen wirden.

Die intensiven Beobachtungen zur Guttation wurden 2011 in den zwei Hopfengéarten
wiederholt. Es wurde an einem Tag Guttation beobachtet.
3.1.4.2 Guttation an Frauenmantel

An den speziell eingepflanzten Frauenmantel als Zeigerpflanze fir Guttation, konnte
wesentlich hdufiger als an Hopfen Guttationswasser gesammelt werden.
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Tab. 10: Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von Guttationswasser
an Frauenmantel; ng Wirkstoff/ml Guttationswasser

a) Thiamethoxam

Standort Stand- | 27. 11. 21. 26./27. | 28.-30. 03. | 07./08.06. 14. 18. | 24.-26. | 27.-29.
ort 04. 05. 05. 05 05. 06. 06. 06. 06. 06.
Konigsfeld am <NG <NG 17,0 <NG <NG <NG | <NG <NG <NG
Stock
ZWi- <NG | <NG | <NG <NG <NG 20,1/22,4 | 26,1 11,8 <NG <NG
schen
Hall am <NG <NG 40,0 20,29 <NG <NG | <NG 10,2
Stock
ZWwi- <NG | <NG | <NG <NG 10,21 20,3 <NG <NG | <NG 69,4
schen
b) Clothianidin
Standort | Stand 27. 11. 21. 26./27. | 28.-30. 02. | 07./08.06. 14. 18. | 24.-26. | 27.-29.
-ort 04. 05. 05. 05 05. 06. 06. 06. 06. 06.
Konigsfeld am 106,0 | <NG | <NG <NG 2,1 9,4 23,8/32,3 | 354 | 21,0 4,8
Stock
Zwi- <NG | <NG | <NG <NG <NG <NG <NG <NG | <NG <NG 28,1
schen
Hall am 32,2 <NG | <NG <NG 1,9 <NG <NG <NG | <NG 10,2
Stock
Zwi- <NG | <NG | <NG <NG 19 <NG <NG <NG | <NG <NG <NG
schen

Alle Analysenergebnisse liegen unter 100 ng/ml Guttationswasser; die Hohe der
Rickstande ist im Vergleich zu Saatgut-gebeizten Pflanzen (wie z. B. Mais, bei dem
Ruckstande bis zu 100 mg/l gemessen wurden) als sehr gering einzuschétzen. Die
positiven Ergebnisse an Frauenmantel ,,zwischen* den Hopfenstécken zeigen, dass an
beiden Standorten (lehmiger Sand- und Lehmboden) der Wirkstoff im Boden vertikal

verteilt wird. Auffallig ist, dass der erste Metabolit Clothianidin in Spuren detektiert wird,

und das Ausgangsmolekil nicht vorhanden ist. Dies spricht fir eine rasche Meta-

bolisierung des Thiamethoxam unter bestimmten Bodenbedingungen.

3.1.4.3 Guttation an Zwischenfriichten und Begleitvegetation

Tab. 11: Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von Guttationswasser
an Begleitflora und Zwischenfriichten; ng Wirkstoff/100 ml Guttationswasser

Herkunft Kultur Proben- | Thiamethoxam | Chlothianidin
nahme
Koénigsfeld | Zwischenfrucht 08.06 <NG 2,1

Begleitflora 09.06. <NG <NG

Begleitflora 10.06. <NG 1,70

Gras dicht am 11.06. 10,8 64.2

Hopfen

Begleitflora 12.06. <NG <NG
Zwischenfrucht 17.06. <NG <NG
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Es wurde jede Moglichkeit genutzt, Guttationswasser aus den Beobachtungsgérten auf die
relevanten Wirkstoffe zu untersuchen. In einem Fall wurde im Guttationswasser von Gras,
das im Bereich der Giel3stelle aufgelaufen ist, Thiamethoxam unter dem vorldufigen
Grenzwert fir Bienen gefunden.

3.1.4.4 Wirkstoffe im Guttationswasser bei Hopfen, der Begleitvegetation und beim
Frauenmantel

Vergleicht man die Wirkstoffkonzentrationen, die in den wenigen verfligbaren Hopfen-
proben gefunden worden sind, mit denen der Begleitflora und des Frauenmantels, dann
wird erkennbar, dass beim Hopfen, als direkt behandelter Pflanze erwartungsgemaR die
hdchsten Konzentrationen auftreten konnen. Pflanzen, die in Stockndhe gewachsen sind,
liefern tendenziell niedrigere Werte. Mit zunehmendem Abstand zur Giel3stelle verringern
sich die Konzentrationen dann deutlich und liegen unter den derzeit als kritisch angesehe-
nen Werten.

3.1.5 Alternative Wasserquellen

Finf Wasserproben aus Staunéssebereiche in behandelten Hopfengérten sind auf die
relevanten Rickstdande untersucht worden. In zwei Proben wurden fur Bienen relativ
geringe Konzentrationen von Thiamethoxam und in einer Probe Clothianidin im Bereich
der Bestimmungsgrenze gefunden worden. Offensichtlich kann Regen einen Teil des ein-
gesetzten Wirkstoffs in andere Bereich des Hopfengarten verlagern.

Tab. 12: Detektierbare Wirkstoffe im Wasser aus Pfiitzen (ng/ml)

Wirkstoff
Probenahme

Thiamethoxam

Clothianidin

13.05.2010

20,9

13.05.2010

4,2

03.06.2010

2,0

15.06.2010

23.06.2010

3.1.6 ,,Strunkwasser* nach der Ernte

Tab. 13: Analysenergebnisse auf Thiamethoxam und Clothianidin von ,,Strunkwasser**;

ngWirkstoff/100 ml Wasser

Zum Zeitpunkt der Ernte sind im Pflanzensatz keine Rickstande der gesuchten Wirkstoffe

vorhanden.

Standort Boden- GieR3- nach der Ernte
art termin
Konigsfeld IS 27.04 <NG
ohne <NG
Hall L 10.04. <NG
ohne <NG
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3.2 Totenfall am Flugloch

3.2.1 Vergleich der Standorte Hopfen-Zentral, Hopfen-Alternative und Kontrolle

Uber den gesamten Zeitraum der Probenahme wird erkennbar, dass der Totenfall sich an
allen drei Standorten auf einem vergleichbaren, geringem Niveau befand. In der Abb. 19
ist der Mittelwert der Standorte pro Kalenderwoche fir acht Voélker aufsummiert
angegeben; der Totenfall pro Volk und Kalenderwoche betrédgt somit nur ein Achtel der
Werte in der Grafik. Die Hohe des durchschnittlich gemessenen Totenfalls ist als gering
und normal zu bezeichnen und liegt im Rahmen des natirlichen Totenfalls fur
Wirtschaftsvolker. Die auf &ullere Umstande, wie beispielsweise klimatische Einflusse
zuriickzufuhrenden Schwankungen zwischen den Kalenderwochen sind deutlich groRer
als zwischen den Varianten innerhalb einer Kalenderwoche. Nur in den Kalenderwochen
19 war der Totenfall am Standort Kontrolle deutlich héher im Vergleich zum Standort
Hopfen/Zentral und zum Standort Alternative.

Abb. 19: Anzahl toter Bienen pro Standort
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Tab. 14: Ubersicht der Riickstande von Thiamethoxam, Clothianidin und Chlorpyriphos

im Totenfall
Standort Hopfen Standort Alternative Standort Kontrolle
E|l a el o el v
= < e = © o c < o
To- g E é‘ E E é‘ g _é -‘S,—}
ten- 2|8 | &| Toten- 218l 2 £33
fall 35S fall 3| §| 8| Toten- 3|E|ls
Hop- O| £|G |Alterna- O | £| 8| fall Kon- o|lZ|5
Datum fen Probe tive Probe trolle Probe
100420 [ 84 | MO 1o 10| 150 |14111002|2 10| 0| 64 143/310' 2010
141/10- 413 141/10- 1
210410 | 59 v lala)o| so |iav00s|7| P 1| 65 w6 1550
141/10- 3 141/10- 1
230410 | 81 o lofofo| 70 |1a008|3 |8 || 43 0o |3la]0
050510 | 204 | M0 13 |3 13| 28 |1410001 |10 |2 194 141/210' 1/0]3
070510 | 92 | % 1o 0|0 103 |1411014]0 0 1| 122 141/510' olols
140510 | 54 | 1% 1o 0|0 | 90 [1412017 |0 |0 |0 | 340 141/810' olo]1
030610 [ 83 | MM% 1o |0 (0| 134 [1412020 |00 |0| 98 14%/110' ololo
04060 | 107 | MM% 1o 0| 0| 30 |1411023]0|0 0| 38 14;/510' olofo
180610 | 80 | 1% 1o o |o| 102 [1412026 00 |0| 86 1‘%/710' olo]o

Rickstande in pg/kg

Tab. 15: Ubersicht der Riickstande von Thiamethoxam, Clothianidin von lebenden, am
Flugloch abgefangenen Bienen

Variante Probenmaterial Datum Nachweisbare Wirkstoffe
Hopfen Lebend abgefangene Bienen 20.04.10 n.n.
Hopfen Lebend abgefangene Bienen 11.05.10 n.n.
Hopfen Lebend abgefangene Bienen 12.05.10 n.n.

Kontrolle Lebend abgefangene Bienen 14.05.10 n.n.

Kontrolle Lebend abgefangene Bienen 27.04.10 n.n.

Kontrolle Lebend abgefangene Bienen 20.04.10 n.n.

Kontrolle Lebend abgefangene Bienen 23.04.10 n.n.

Kontrolle Lebend abgefangene Bienen 30.04.10 n.n.
Alternative Lebend abgefangene Bienen 20.04.10 0.3 pg/kg Thiamethoxam
Alternative Lebend abgefangene Bienen 23.04.10 n.n.
Alternative Lebend abgefangene Bienen 27.04.10 n.n.
Alternative Lebend abgefangene Bienen 30.04.10 n.n.
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3.2.2 Betrachtung der einzelnen Standorte
Standort Hopfen-Zentral

Da die Totenfallen an drei Tagen in der Woche beprobt wurden, ist bei der Interpretation
der Grafiken der einzelnen Standorte zu bericksichtigen, dass ein Balken immer den
Totenfall von je acht VVolkern verteilt auf zwei Tage darstellt.

Der Totenfall am Standort Hopfen ist an den meisten der beprobten Tage mit weniger als
zehn Bienen pro Volk im Rahmen des natlrlichen Totenfalls und als gering einzustufen.
Auch die Tage mit erhéhtem Totenfall sind nicht alarmierend und liegen im Rahmen der
natlrlichen Schwankungen des Totenfalls. Am 05.05. wurde in den Totenfallen im
Vergleich zu den Standorten Alternative und Kontrolle ein erhéhter Totenfall festgestellt.
An den Tagen vorher war witterungsbedingt der Totenfall gleich Null. Am 03.06. und
18.06. wurde in allen Varianten ein etwas hoherer Totenfall festgestellt. Insgesamt wurden
vom Standort Hopfen neun Totenfall-Proben fur weitere Riickstandsanalysen ausgewahit.

Um die Ursachen der Schwankungen des Totenfalls genauer zu untersuchen, wurde der
Totenfall von Tagen mit hoherer Mortalitat fir weitere Rickstandsanalysen ausgewahlt
und mit der Multi-Methode des JKI auf etwa 250 verschiedene zugelassene und nicht
zugelassene Pflanzenschutzmittel (Pflanzenschutzmittelwirkstoffe, Biozide und Varroa-
zide) bei einer Nachweisgrenze vom 0,3 pg/kg fir Clothianidin und Thiamethoxam
untersucht. Die flr die Rickstandsanalytischen Untersuchungen ausgewahlten Proben sind
in der Grafik mit Pfeilen gekennzeichnet.

Abb. 20: Gesamtiberblick Gber gefundene Wirkstoffe von Pflanzenschutzmitteln im
Totenfall am Standort ,,Hopfen-Zentral*

In der Analyse des Totenfalls vom 05.05. wurden die fungiziden, untoxischen Wirkstoffe
Metalaxyl-M und Azoxystrobin neben den fir Bienen stark toxischen insektiziden
Wirkstoffen Clothianidin, Thiamethoxam und Chlorpyriphos festgestelit.
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An vereinzelten Tagen (19.4., 21.4., 05.05 ) wurde in den Proben insektizide Wirkstoffe
wie die bienentoxischen Thiamethoxam und den Wirkstoff Clothianidin, der auch
Metabolit von Thiamethoxam ist, sowie Fipronil, Chlorpyriphos sowie der méfig toxische
Wirkstoff Thiacloprid nachgewiesen. Darliber hinaus wurden auch einige fungizide
Wirkstoffe, die fur Bienen nicht toxisch sind, nachgewiesen. Da Thiamethoxam und
Clothianidin immer in denselben Proben nachgewiesen wurden, ist mit hoher Wahr-
scheinlichkeit davon auszugehen, dass Clothianidin hier Metabolit von Thiamethoxam
war. Der erhohte Totenfall (~37 Bienen/Volk) am 5.5. lasst sich jedoch nicht allein durch
die nachgewiesenen Werte an Thiamethoxam und Clothianidin und den ebenfalls nach-
gewiesenen Wert von Chlorpyriphos erklaren. Auch in den Varianten Alternative und
Kontrolle wurden &hnlich hohe oder sogar hohere Werte an Thiamethoxam und
Clothianidin nachgewiesen, die nicht mit hohem Totenfall einher gehen (z. B. Kontrolle
21.4. und 23.4.). Auch ist anzumerken, dass am 5.5. der Totenfall in allen Varianten-
Hopfen, Alternative und Kontrolle gleichermalen erhoht war (summierter Totenfall von
8 Volkern 194 - 294 Bienen). Witterungsbedingt wurden am 1.5. und 3.5. in keiner der
Varianten Totenfall gefunden. Da die Bienen den Totenfall im Unterboden erst bei
Flugwetter ausraumen, ist dieser Totenfall zum Teil auch den vorherigen Terminen
zuzurechnen.

Zur weiteren Klérung der Herkunft der Wirkstoffe wurden zusétzlich heimkehrende
Bienen, die am Flugloch abgefangen worden waren, auf Rickstdnde von Thiamethoxam,
Clothianidin und Imidacloprid analysiert, um zu klaren, ob die Rickstandsfunde von in
Totenfallen gefundenen toten Bienen auch in lebenden Bienen nachgewiesen werden
konnen. Am Standort Hopfen-Zentral waren Proben von heimkehrenden Bienen vom
20.4., 115. und 4.6.2010 verfligbar. In keiner der analysierten Proben konnten
neonikotinoide Wirkstoffe nachgewiesen werden.

Standort Hopfen-Alternative

Auch in der Variante Alternative war der Totenfall an den meisten der beprobten Tage mit
weniger als zehn Bienen pro Volk in den Totenfallen als sehr gering und im Rahmen des
natlrlichen Totenfalls einzustufen. Insgesamt wurden vom Standort Alternative
neun Totenfall-Proben fur weitere Ruckstandsanalysen ausgewahlt.

Besonders auffallig ist die Analyse vom 21.04.10 (Probe 141/10-05). Hier wurden
uberraschend hohe Rickstdnde von Thiamethoxam (135 pg/kg) und Clothianidin
(41 pg/kg) gemessen. Der Totenfall in der Totenfalle war an diesem Tag im Vergleich mit
anderen Tagen nicht auffallig erhoht, und war mit sieben Bienen pro Volk als sehr gering
zu bezeichnen. Waren eine groRere Anzahl an Bienen mit solchen Riickstdnden konfron-
tiert worden, ware eine deutlich hohere Mortalitét feststellbar. Es ist jedoch davon auszu-
gehen, dass entweder wenige einzelne Bienen mit sehr hohen Riickstdnden belastet waren
oder dass Bodenstaubpartikel auf die Bienen in der Totenfalle gelangt sind. Bei der
nachsten Beprobung am 23.04. waren die Ruckstdande von TMX und CLO bereits deutlich
geringer, auch hier war der Totenfall nicht deutlich erhéht. Die Verdriftung von Erdstaub-
partikeln konnte moglicherweise auf das Kreiseln am 20., 22. und 23.04. zurlckzufuhren
sein, das nach der GielRapplikation von Thiamethoxam am 19.4. erfolgte. Die Verdriftung
wirkstoffhaltiger Partikel kann wirksam unterbunden werden, wenn das Kreiseln vor der
GieRapplikation erfolgt. Im Rahmen der Anwendungsbestimmungen und Beratung ist
sicher zu stellen, dass das Kreiseln kiinftig vor der GieRapplikation durchzufiihren ist.
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Am Standort Alternative waren Proben von heimkehrenden Bienen vom 20.04., 23.04.,
27.04. und 30.04. verfligbar. In einer der analysierten Proben, der Probe vom 20.04.
wurden 0,3 pug/kg Thiamethoxam nachgewiesen.

Alternative

Metalaxyl-M
Azoxystrobin
Chlorpyrifos
Thiacleprid: 7.05.
Nikotin: 05.05.: 5 pg

Metalaxyl-M,
Clothianidin,

Thiametoxam
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Abb. 21: Gesamtiberblick tGber gefundene Wirkstoffe von Pflanzenschutzmittel im
Totenfall am Standort ,,Hopfen-Alternative**

Standort Wiese-Kontrolle

Der Totenfall ist auch am Standort Kontrolle an den meisten der beprobten Tage mit
weniger als zehn Bienen pro Volk im Rahmen des natirlichen Totenfalls und somit als
gering einzustufen. Insgesamt wurden auch vom Standort Kontrolle neun Totenfall-
Proben flir weitere Riickstandsanalysen ausgewahlt.

Am 14.05. wurde ein im Vergleich zu den anderen Erhebungstagen erhohter Totenfall
(~22 Bienen/Volk/Tag) festgestellt. In der Probe wurde der bienentoxische Wirkstoff
Chlorpyriphos in geringer Menge sowie Spuren des maRig toxischen Wirkstoffs
Thiacloprid und der untoxischen Fungizide Azoxystrobin und Dimoxystrobin festgestellt.
Ein Zusammenhang des Anstiegs des Totenfalls mit der Ausbringung von Thiamethoxam
in Hopfengérten kann somit mit Sicherheit ausgeschlossen werden. An den restlichen
Tagen wurde in den Totenfallproben zwar immer wieder Ruckstdnde verschiedener
Wirkstoffe, jedoch nicht von Thiamethoxam oder dem Metabolit Clothianidin festgestellt.

Am Standort Kontrolle waren Proben von heimkehrenden Bienen vom 20.04., 23.04.,
27.04., 30.04. und 14.05. verfligbar. In keiner der analysierten Proben konnten
neonikotinoide Wirkstoffe nachgewiesen werden.
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Abb. 22: Gesamtiberblick Gber gefundene Wirkstoffe von Pflanzenschutzmitteln im
Totenfall am Standort ,,Wiese-Kontrolle*

Schlussfolgerung:

Der Totenfall im Versuchszeitraum war insgesamt bei allen Varianten als gering zu
bezeichnen. Die Schwankungen zwischen den Wochen sind deutlich groRer als zwischen
den Varianten. Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Verlauf des Totenfalls
zwischen den Standorten Kontrolle, Alternative und Hopfen festgestellt. Es wurde kein
Zusammenhang zwischen den an einzelnen Erhebungstagen gegenuiber dem Durchschnitt
erhéhtem Totenfall und der GieRanwendung mit Thiamethoxam in Hopfen festgestellt. In
einzelnen Bienenproben wurden im Zeitraum vom 19.4. bis 5.5. Ruckstdnde von
Thiamethoxam und dem Abbauprodukt Clothianidin nachgewiesen und waren bei den
folgenden Probennahmen nicht nachweisbar. Aufgrund der in den Proben nachgewiesenen
Ruckstdnde und der Hohe des Totenfalls ist jedoch davon auszugehen, dass nur eine sehr
geringe Menge an Bienen mit Rickstanden von Thiamethoxam und Clothianidin
konfrontiert wurde, da sonst stark erhohter Totenfall in den Totenfallen sichtbar waére.
Dariiber hinaus wurden Riuckstdnde verschiedener Pflanzenschutzmittelwirkstoffe vor
allem untoxischer Wirkstoffe, die in bienenungefahrlichen Mitteln enthalten sind, fest-
gestellt, aber auch vereinzelt Rickstdande anderer fur Bienen toxischer Insektizide.
Dennoch war auch an diesen Tagen der Totenfall nicht stark erhéht.

Es ist davon auszugehen, dass die hohen Ruckstandswerte von Thiamethoxam und
Clothianidin auf die Verdriftung wirkstoffhaltiger Partikel zurtickzufihren ist. Diese Ver-
driftung kann kinftig wirksam unterbunden werden, wenn das Kreiseln vor der GieR-
applikation erfolgt. Im Rahmen der Anwendungsbestimmungen und Beratung ist daher
sicher zu stellen, dass das Kreiseln kinftig vor der GielRapplikation durchgefihrt wird.
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3.3 Verhalten und Entwicklung der Bienenvélker

Die Volksentwicklung der Bienenvélker ist in Abb. 23 dargestellt. Die Volker hatten im
April eine Starke von 8000 — 10000 Bienen. Diese verhaltnismaRig geringe Volksstérke ist
auf die kalten Uberwinterungsstandorte im Voralpenland und im Bayerischen Wald
zurlickzufuhren.

Die Volksentwicklung verlief zunachst etwas schleppend, Ende Mai hatten die Volker
aber eine Bienenzahl von knapp 27.000 Individuen und 13.000 Brutzellen erreicht. Im Juli
nahm die Bienenzahl wieder auf knapp 18.000 Tiere ab. Signifikante Unterschiede
zwischen den Bienenstanden konnten zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden (H-Test
nach Kurskal-Wallis, p > 0,05). Die Volker am Standort Wiese waren geringfugig stéarker,
was vermutlich auf die bessere Trachtsituation in den limwiesen zurtickzufuhren ist. Der
Schwarmtrieb hielt sich in einigen Volkern bis Ende Juni, was im wesentlich auf die
Volkerfihrung (keine Entnahme von Brut und Bienen) zurtickzuftihren ist. Auffalligkeiten
an den Bienenvolkern wurden nicht beobachtet. Am Bienenstand Hopfen wurden die
Daten eines Volkes auf Grund von Drohnenbritigkeit (Verlust der Konigin) nicht
ausgewertet, die Stichprobenzahl bei den Angaben zur Volksentwicklung und zum
Honigertrag reduziert sich daher auf sieben.

35000 -+

30000 1| mHopfen O Alternative E Wiese
25000 -
20000 -
15000 -

10000 -

Anzahl Bienen / Brutzellen

5000 -

0 A

Bienen Brutzellen Bienen Brutzellen Bienen Brutzellen Bienen Brutzellen

13.04.2010 | 03.05.2010 | 27.05.2010 | 21.07.2010 |

Abb. 23: Die Volksstarke der Bienenvolker (Anzahl Bienen und Brutzellen) ermittelt nach
der Liebefelder Methode zu den verschiedenen Beobachtungszeiten im Versuch.
Dargestellt sind die Mittelwerte (n = 8, fir Hopfen n = 7) und Standardab-
weichungen.

In der zweiten Junihélfte wurde die Brutmortalidt an fiinf Volkern je Bienenstand be-
stimmt. An den Bienenstanden Wiese und Hopfen wurden Brutmortalitdten von 7 bzw.
10 Prozent ermittelt. Diese Werte sind als normal einzustufen, da bei der Durchfiihrung
der Folienprotokolle die Brut auskihlt und es so zu Verlustraten von 10 bis 15 Prozent
kommen kann. Die Mortalitdt am Stand Alternative war mit 22 Prozent erhéht und gegen-
uber der Kontrolle (Wiese) sind diese Unterschiede auch mit p = 0,032 signifikant (U-Test
nach Mann und Whitney, U = 2,000; z = -2,193, n = 5). Eine Erklarung fiir diese erhthte
Brutmortalitat l&sst sich aus den vorliegenden Daten nicht herleiten, Effekte auf die
Volksentwicklung sind jedoch nicht erkennbar.
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Abb. 24: Die Brutmortalitat an den verschiedenen Bienenstéanden in Prozent. Dargestellt
sind die Mittelwerte (n = 5) und Standardabweichungen.

Die Ergebnisse der Honigernten sind in der Abb. 24 dargestellt. Es konnte nur relativ
wenig Frihtracht geerntet werden, im Mittel 7 kg (Hopfen) bis 11 kg (Alternative und
Wiese). Diese geringe Ernte ist einerseits auf die kihle Witterung zuriickzufihren und
andererseits auf die geringe Starke der Volker im Frihjahr. Ein Teil des eingetragenen
Honigs wurde von den Volkern zur Entwicklung bendtigt und verbriitet. Die Sommer-
tracht war mit knapp 30 kg je Volk und Bienenstand gut. Unterschiede zwischen den
Standen gab es nicht. In keiner Honigprobe (n = 6) konnte Thiamethoxam oder ein
Metabolit nachgewiesen werden (Befund LUFA Speyer).

Abb. 25: Honigertrage aus der Frih- und Sommertrachternte an den einzelnen
Bienenstanden. Dargestellt sind Mittelwerte (n = 8, fur Hopfen n = 7) und
Standardabweichung.

Auch in den Bienenbrotproben konnte kein Thiamethoxam nachgewiesen werden (siehe
Tab. 17). Allerdings wird deutlich, dass die Bienenvélker mit einer Vielzahl von Pflanzen-
schutzmitteln in Kontakt gekommen sind. Insbesondere Fungizide und Herbizide waren
nachweisbar. Diese Daten spiegeln die landwirtschaftliche Praxis in der Region wieder.
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Tab. 16: Ergebnisse der Ruckstandsuntersuchungen des Bienenbrotes (Quelle: Befund der

LUFA Speyer)

Konzentration [mg/kg] Hopfen Alternative Kontrolle
171 131 45 272 274 393

Thiacloprid B4; | 0,018 | 0,006 | 0,016 | 0,021 | 0,026

Azoxystrobin B4; F 0,006 0,007 | 0,007

Boscalid B4; F 0,005 | 0,008

Carbendazim B4; F 0,006

Cyprodinil 0,393

Dimethomorph B4; F 0,039 | 0,038 | 0,041 | 0,028 | 0,017 | 0,017

Fenhexamid B4; F 0,017

Metalaxyl B3, F 0,01

Metolachlor 0,02 0,013 | 0,011

Pethoxamid B4, H 0,047

Prosulfocarb B4, H 0,009 | 0,01 0,007 | 0,016

Terbuthylazin B4, H 0,064 0,018 0,01 0,006

3.4 Pollenuntersuchungen

Die Ergebnisse der Pollenproben sind nicht mit denen des Bienenbrotes gleichzusetzten.
Im Bienenbrot gibt es eine gréRere Summe an eingetragenem Pollen, der Gber einen L&n-
geren Zeitraum gesammelt wird. Die hier vorliegenden Pollenproben geben lediglich Aus-
kunft Gber den am Morgen gesammelten Pollen. Bei den Ergebnissen ist weiter darauf zu
achten, dass aufgrund der teils sehr geringen Einwaagen die Bestimmungsgrenzen unter-
schiedlich sind. Bei geringem Probenumfang konnte entsprechend unempfindlicher ge-
messen werden. Untersuchungen der Landesanstalt fur Bienenkunde ergaben, dass die
100 Pollenhdschen von 50 Bienen im Schnitt 0,85 g wiegen. Daraus lasst sich ein Gewicht
von 0,0085 g pro Pollenhdschen bzw. 0,017 g pro Biene ermitteln.

Die von uns gesuchten Neonicotinoide konnten in den vorhandenen Proben nicht nachge-
wiesen werden. VVon der Familie der Neonicotinoide wurde lediglich Thiacloprid, ein
Spritzmittel aus dem Obst-und Gemisebau, gefunden. Auffallend war der Fund von
Methiocarb, einem Beizmittel von Mais, bei allen drei Standorten resultierend aus den
gepoolten Proben der KW 16 und einer hohen Konzentration Dimethoat, einem Phosphor-
séureester. Weiter nachgewiesen werden konnten Fungizide und ein Herbizid aus dem
Raps-, Obst- und Gemiusebau. Als Ergebnis lasst sich zusammenfassen, dass die Bienen in
Kontakt mit Pflanzenschutzmitteln anderer Kulturen kommen, aber mit den hier relevante
Wirkstoffen, Thiamethoxam und Clothianidin, nicht bzw. in geringem AusmaR, da sie un-
ter der Bestimmungsgrenze liegen.
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Tab. 17: Pollenanalysenergebnisse auf Pflanzenschutzmittel
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H3 |0.0253| 593 7907 | 432 1907
H4 |0.0562| 267
H5 |0.0455| 330

H6 |0.3574| 42 43

H7 |0.8780| 17 53| 16| 253

A8 |0.0093|1613 268
A9 112359 12 118
Al10|0.0784| 191 145
Al11]0.5270| 28 31
Al12)0.8718| 17 38 88

Al130.0055 | 2727

Al1410.7548| 20 30

Al15]0.9714| 15 67| 22| 49 35
Al16|0.0162| 938

K1710.5962| 25 165

K18]0.0024 | 6250

K19|1.7426 9 21| 15| 16

K20|0.4584| 33 65 140
K21|1.1233| 13 13

K2210.2488| 60 58

K23|1.3402| 11 134 14 119

K2410.0372| 403
K25|0.1066 | 141
K26|0.0135|1111

Im Rahmen des Projekts wurde untersucht, ob nach der GieBanwendung von Actara®
(Wirkstoff Thiamethoxam) eine Belastung der Bienen und der Bienenprodukte mit Rlck-
stdnden aus der Behandlung und negative Auswirkungen auf die Mortalitét, das Verhalten,
die Brut- und Populationsentwicklung der Bienenvolker auftreten kénnen.

Da der Wirkstoff von der Hopfenpflanze aufgenommen wird, ist eine Verlagerung des
systemischen Wirkstoffs in Guttationstropfen und zu einem gewissen Teil auch im Boden
zu erwarten. Im Rahmen der Untersuchungen wurde festgestellt, dass das Phdnomen Gut-
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tation an Hopfen &uRerst selten auftritt und immer nur einzelne Pflanzen betroffen sind
und die Rickstdnde im Vergleich zu anderen Kulturen wie z. B. Mais nur in vergleichs-
weise sehr geringen Konzentrationen nachweisbar waren. Es ist hochst unwahrscheinlich,
dass Bienen sich auf diese wenigen Tropfen einfliegen wirden; die potentielle Gefahrdung
fur die Bienenvoélker ist daher als sehr gering einzuschatzen. Geringe Rickstande konnten
auch in blihenden als Zwischenfriichten eingesédten Rapspflanzen direkt am Hopfenstock,
nicht jedoch in Léwenzahnbliten nachgewiesen werden.

Fur die Untersuchung der Auswirkungen auf Bienenvolker wurde je 8 Bienenvolker an
3 Standorten aufgestellt und tUber die Dauer von mehreren Monaten intensiv beobachtet
und regelmaRig beprobt.

Es wurden zahlreiche Ruckstandsuntersuchungen von Pollen, Bienenbrot, frisch eingetra-
genem Nektar und Wasser, reifem Honig sowie Bienen aus Totenfallen und am Flugloch
abgefangener lebender Bienen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Riickstandsuntersuchun-
gen von Pollen und Bienenbrot zeigen, dass die Bienen in Kontakt mit Pflanzenschutzmit-
teln anderer Kulturen kommen, aber nicht mit Rickstanden aus der Giellanwendung von
Actara® im Hopfenbau. In samtlichen Pollen- und Bienenbrotproben lagen die hier rele-
vanten Wirkstoffen, Thiamethoxam und Clothianidin unterhalb der Nachweisgrenze.
Auch im Honig waren keinerlei Rickstdnde von Thiamethoxam bzw. Clothianidin nach-
weisbar.

In den toten Bienen aus den Totenfallen wurden in nur wenigen Proben Riickstdnde von
Thiamethoxam und Clothianidin nachgewiesen. Der Totenfall war jedoch auch an Tagen
mit erhohten Rickstandsfunden nicht erhéht. Zudem konnten in Bienen, die am gleichen
Tag lebend am Eingang zum Bienenstock abgefangen wurden, keine Ruckstéande dieser
Wirkstoffe gefunden werden. Bei den toten Bienen sind die Ruckstande daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf mogliche Staubverfrachtungen nach dem Kreiseln oder nach Bo-
denbearbeitungsmafnahmen zuriickzufuhren. Diese Belastungen kann kinftig wirksam
ausgeschlossen werden, indem das Kreiseln vor der GielRapplikation erfolgt. Der Totenfall
im Versuchszeitraum war insgesamt bei allen Varianten als gering zu bezeichnen und lag
auf vergleichbarem Niveau. Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Verlauf des
Totenfalls zwischen den Standorten Kontrolle, Alternative und Hopfen festgestellt. Es
wurde kein Zusammenhang zwischen den an einzelnen Erhebungstagen gegentiber dem
Durchschnitt erhéhtem Totenfall und der GieRanwendung mit Thiamethoxam in Hopfen
festgestellt.

Auch die Volks- und Brutentwicklung der Bienenvolker verlief im gesamten Beobach-
tungszeitraum normal, signifikante Unterschiede sind zu keinem Zeitpunkt aufgetreten.
Auffalligkeiten wurden nicht beobachtet.

Nach der GieRanwendung von Actara® im Hopfen wurde kein Wirkstofftransport in das
Bienenvolk, keine Kontamination des Honigs und keine Beeintrachtigung oder Gefahr-
dung der Bienenvolker festgestellt. Die Anwendung von Actara in Hopfengdrten stellt
somit eine erfolgsversprechende PflanzenschutzmalRnahme zur Bekdmpfung von Boden-
schadlingen dar, ohne dass Bienenvolker geschadigt werden.
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4 Schlussbemerkung

Ein sensibles Thema konnte sachlich nach wissenschaftlichen Methoden bearbeitet wer-
den. Die zu Beginn des Projektes offene und ehrliche Diskussion zwischen Vertretern der
Hopfenwirtschaft, Imkern, amtlichen Beratern auf beiden Seiten und Wissenschaftlern aus
vier verschiedenen Institutionen hat eine Plattform gebracht, auf der sich alle bestens ver-
treten fiihlten. Ein Musterbeispiel der Zusammenarbeit zwischen Praktikern und Wissen-
schaftlern. Allen Beteiligten ein ,,herzliches Danke*".
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