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1 EINLEITUNG

Der Mais (Zea mays) ist eine der éltesten Kulturpflanzen und zeigt als C4-Pflanze
erstaunliche Biomassenzuwachse. C4-Pflanzen nutzen die Sonnenenergie effektiver als
andere Kulturpflanzen, da sie ein wirkungsvolles C0,-Auffang-Assimilationssystem und
ein effizientes Transpirationssystem besitzen. C3-Pflanzen, wie z. B. Getreide, konnen
diesen Vorteil durch eine lidngere Vegetationszeit ausgleichen. Kaum eine Pflanze
benotigt weniger Wasser zur Bildung von Pflanzentrockenmasse und zur
Energiegewinnung als der Mais. Dank der C4-Eigenschaften verwertet die Maispflanze
den Stickstoff besonders effizient, weswegen der Mais neben dem Weizen und dem
Reis weltweit zu den wichtigsten Nahrungsenergielieferanten gehdrt. Der Einsatz von
Mais ist vielfdltig. In vielen siidamerikanischen Léndern dient das Korn als
Grundnahrungsmittel. Maisbestandteile werden in groBem Malstab als Zutaten fiir
Lebensmittel eingesetzt und haben auch als Stéarkelieferant fiir technische
Anwendungen eine grofe Bedeutung. Als Tiernahrung ist Mais in nordlichen
Anbauregionen unverzichtbar geworden, da er zum Ausgleich des eiweiBreichen
Griinlandaufwuchses eingesetzt wird.

Die wirtschaftliche Bedeutung des Mais fiihrte frith zu wissenschaftlichen
Forschungen und ziichterischen Anstrengungen. Neben der Ziichtung von ertragreichen,
an immer mehr Standortbedingungen angepassten Hybridsorten, liegt ein Schwerpunkt
in der Ertragssicherung durch Pflanzenschutzmafinahmen. Wobei im letzten Jahrzehnt
verstiarkt gentechnische Methoden eingesetzt wurden. Neben der Ziichtung von
herbizidresistenten Maissorten liegt ein weiterer Schwerpunkt auf der Entwicklung von
insektenresistenten Sorten wie dem Bt-Mais. Bt-Maispflanzen zeichnen sich dadurch
aus, dass sie zum Schutz gegen Schédlinge ein insektizides Protein im Gewebe
produzieren. Das kodierende Gen stammt urspriinglich aus dem Bodenbakterium
Bacillus thuringiensis (B.t.), daraus wurde der Name Bt-Mais abgeleitet.

Die Anwendung der Gentechnik in der Pflanzenziichtung kann zu unerwarteten,
okologisch negativen Begleiterscheinungen fiithren. Durch die Gentechnik konnen
Ziichtungsschritte beschleunigt werden und ganz neue FEigenschaften tiber den
Gentransfer direkt in den Genpool eingeschleust werden. Die Schnelligkeit und die
Uberwindung von Artgrenzen kann zu unerwiinschten Folgen fiir den Menschen und die
Umwelt fithren. Das Vorsorgeprinzip, nach dem sich politisches Handeln richten soll,
erfordert die Abschitzung von Risiken dieser neuen Technik. Danach miissen neben den
direkten Wirkungen der gentechnisch verdnderten Organismen (GVOs) auf die
menschliche Gesundheit auch die 6kologischen Folgen von gentechnisch verdnderten
Pflanzen untersucht werden. Bei der 6kologischen Risikobewertung von Bt-Mais spielt
neben den Auswirkungen von Bt-Mais auf Nichtzielorganismen die Frage der
Nachhaltigkeit und der Stabilitit der Schidlingsresistenz eine groBe Rolle. Uberwinden
die Schidlinge innerhalb von wenigen Jahren den Schutz der Maispflanzen, so geht der
Nutzen der Pflanzen verloren, was fiir die Risiko-Nutzenabwigung im Sinne einer
Risikobewertung von grofler Relevanz wire.

Ein Resistenzmanagement, wie es in den USA betrieben wird, dient dazu, die
Resistenzentwicklung zu verzogern und zu verhindern (U.S. Environmental Protection
Agency (EPA), 2001). Resistenzmanagement-Programme sollten von einem
Resistenzmonitoring begleitet werden; dessen Grundlage ist die Bestimmung der
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Basisempfindlichkeit sowie die Bestimmung der natiirlich vorkommenden
Resistenzhdufigkeit bevor ein Selektionsdruck aufgebaut wurde (Andow et al., 1998b).
Da der Resistenz-Begriff im Verhéltnis zu sensiblen Organismen gesehen wird, dient
die Basisempfindlichkeit dazu, den Anstieg und die Geschwindigkeit des
Resistenzfaktors zu bestimmen. Die natiirliche Resistenzhdufigkeit gibt Aufschluss
dariiber, wie gro3 Refugienflichen sein miissen, um eine Resistenz zu vermeiden. Der
Anstieg der Resistenzhdufigkeit, falls er friihzeitig entdeckt wird, ermdglicht die
Einleitung von Gegenmalinahmen, die eine Entstehung von vollstindig resistenten
Populationen verhindern. Fiir ein Resistenzmonitoring in Deutschland bei einem
groBflichigen Bt-Maisanbau fehlen bisher Daten zur Basisempfindlichkeit der
Maisziinsler und zur Hiufigkeit von natiirlich vorkommenden Resistenzallelen.

Im Jahr 1997 wurde von der EU-Kommission eine Arbeitsgruppe "Expert Group
on Monitoring for Insect Resistance to Bt-Toxins" einberufen, die 1998 ein vorldufiges
Protokoll fiir das Monitoring von Maisziinslerresistenzen gegen Bt-Mais erstellte
(Scientific Commitee on Plants at the EU-Commission, 1998). Da fiir Deutschland
keine Erfahrungen zum Resistenzmonitoring von Bt-Mais vorlagen, wurde im Jahr 1999
vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) im Rahmen des BMBF-
Forderprogramms  "BioMonitor" das  Forschungsvorhaben "Monitoring der
okologischen Auswirkungen insektenresistenter Kulturpflanzen mit rekombinanten
Bacillus thuringiensis-Toxin-Genen" initiiert. Im Teilprojekt 2 "Auswirkungen auf
Maisziinsler" dieses Verbundprojektes arbeiteten das Institut fiir biologischen
Pflanzenschutz in Darmstadt, das Institut fiir integrierten Pflanzenschutz in
Kleinmachnow und das Institut fiir Pflanzenvirologie, Mikrobiologie und biologische
Sicherheit der Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA)
zusammen, um Grundlagen fiir ein Resistenzmonitoring in Deutschland zu entwickeln.

In Kooperation mit diesem Verbundprojekt wurde diese Thematik auch vom
Lehrstuhl fiir Biologie V (Okologie, Okotoxikologie, Okochemie) der RWTH Aachen
im Rahmen eines weiteren BMBF-Forschungsprojektes bearbeitet. Grundlage dieser
Dissertation waren die Untersuchungen, die im Teilprojekt der BBA Darmstadt
durchgefiihrt wurden. Zusitzlich wurden die Ergebnisse der Untersuchungen eines
zweiten Forschungsvorhabens "Untersuchungen zur frithzeitigen Entdeckung einer
Resistenzentwicklung des Maisziinslers und zur Aufklarung der
Resistenzmechanismen", das ab dem Jahr 2001 als Ergdnzung zu den ersten
Untersuchungen vom BMBF gefordert wurde, mit einbezogen.
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2 ZIELE DER DISSERTATION

Die Schédden, die durch den Maisziinsler hervorgerufen werden, und die
Schwierigkeiten bei der Bekdmpfung haben zur Entwicklung von Bt-Mais gefiihrt. Fiir
eine nachhaltige Nutzung dieser Technik ist eine mdglichst lange Verzogerung bzw.
Vermeidung von resistenten Maisziinslerpopulationen notwendig. Dies wird durch
Resistenzmanagement-Programme  gewéhrleistet. Zur Durchfilhrung und  zur
Erfolgskontrolle eines Resistenzmanagements sind die Bestimmung der
Basisempfindlichkeit sowie die Bestimmung der natiirlich vorkommenden
Resistenzhdufigkeit von entscheidender Bedeutung (Andow et al., 1998b). Ziel dieser
Arbeit war es im Rahmen des Verbundprojektes "Monitoring der okologischen
Auswirkungen insektenresistenter Kulturpflanzen mit rekombinanten Bacillus
thuringiensis-Toxin-Genen. Teilprojekt 2: Auswirkungen auf Maisziinsler" Daten zur
Basisempfindlichkeit und zur Resistenzhdufigkeit bereitzustellen bzw. Methoden zu
entwickeln und zu testen, die ein Monitoring der Resistenzentwicklung in Deutschland
ermoglichen.

Dabei waren folgende Fragen zu kléren:

1. Wie hoch 1ist die Basisempfindlichkeit der Maisziinslerpopulationen in
Deutschland gegeniiber dem Cryl Ab-Toxin?

Europa ist das Ursprungsland des Maisziinslers, daher ist im Vergleich zu den USA mit
einer groBBeren genetischen Variabilitdt zu rechnen. Zusétzlich besteht die Theorie, dass
die Besiedlung durch die Z-Rasse in Deutschland auf unterschiedliche
Ausgangspopulationen zurlickzuftihren ist. Daher muss iiberpriift werden, ob es
Unterschiede in der Basisempfindlichkeit der Maisziinsler in den verschiedenen
Maisanbauregionen gibt. Auch die Stabilitdit und die Reproduzierbarkeit der
Bestimmung der Basisempfindlichkeit iiber mehrere Jahre ist fiir ein Monitoring von
entscheidender Bedeutung und wurde in dieser Arbeit untersucht.

2. Wie hoch ist die natiirliche Héaufigkeit von Resistenzallelen gegen das CylAb-
Toxin in Deutschland und welche Methoden eignen sich unter den in Deutschland
bestehenden Anbaubedingungen zur Bestimmung der Resistenzhaufigkeit?

Die entwickelten Methoden und die Erfahrungen konnen als Grundlage fiir die
Diskussion eines nationalen bzw. europdischen Resistenzmonitoring-Programms
dienen. Erfahrungen und Methoden, die bei der Resistenzvermeidung beim Maisziinsler
gesammelt werden, konnen nach Anpassung evtl. auch auf andere Schidlinge und
gentechnisch verdnderte Pflanzen {libertragen werden.
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3 ALLGEMEINE GRUNDLAGEN U BACILLUS
THURINGIENSIS, BT-MAIS, OSTRINIA NUBILALIS UND
RESISTENZMANAGEMENT

3.1 Bacillus thuringiensis (B.t.)

Schon am Anfang des letzten Jahrhunderts wurden die besonderen Eigenschaften von
Bacillus thuringiensis (B.t.) entdeckt. Der deutsche Wissenschaftler Ernst Berliner
isolierte 1915 aus einer kranken Mehlmotte (Ephestia kuehniella) ein Bakterium. Er
bezeichnete das gram-positive sporenbildende Bakterium als Bacillus thuringiensis und
wies es als den Erreger der ,,Schlaffsucht“ nach. Vierzehn Jahre vorher war das
Bakterium von dem japanischen Wissenschaftler Ishawata als Bacillus sotto aus der
Seidenraupe (Bombyx mori) isoliert und beschriecben worden, jedoch ohne die
Entdeckung seines groflen Potentials. In den spédten 20er Jahren wurden erste
vielversprechende Feldversuche mit Bacillus thuringiensis gegen den Maisziinsler
(Ostrinia nubilalis) durchgefiihrt (Knowles, 1994). Das erste kommerzielle Mittel
»Sporeine* wurde bereits 1938 in Frankreich produziert (Van Frankenhuyzen, 1993). In
den 60er Jahren wurden Bacillus thuringiensis-Priaparate erstmals in der Agrar- und
Forstwirtschaft zur Schédlingsbekdmpfung grof3flichig verwendet. 1964 wurde das
erste B.t.-Pridparat in Deutschland als Pflanzenschutzmittel amtlich anerkannt. Der
Durchbruch begann 1970 mit der Entdeckung des besonders virulenten Stammes HD-1
von Bacillus thuringiensis kurstaki und 1976 mit der Isolierung des ersten Stammes
A60 von Bacillus thuringiensis israelensis, der Nematoceren-Spezifitit besitzt (Krieg,
1986). Durch die Entdeckung immer neuer Bacillus thuringiensis-Stamme mit neuen
Wirtsspektren konnte der Einsatz von Bacillus thuringiensis stark erweitert werden. So
fanden Krieg et al. einen Stamm BI256-82 (Bacillus thuringiensis tenebrionis) mit
toxischer Wirkung auf Chrysomeliden (Krieg et al., 1983). B.t.-Produkte werden heute
in Deutschland vor allem im Weinbau, Forst und oOffentlichem Griin sowie im
Kartoffel-, Obst- und Gemiiseanbau eingesetzt und haben eine besondere Bedeutung fiir
den 6kologischen Landbau.

3.1.1 Wirkungsweise und Nomenklatur der Bt-Toxine

Bacillus thuringiensis produziert wéhrend der Sporulation einen parasporalen
Proteinkristall, der aus mehreren Protoxinen, auch als d-Endotoxin bezeichnet, besteht.
Das 0-Endotoxin ist fiir die spezifische Wirkung des Bacillus thuringiensis
verantwortlich. Die hohe Spezifitit liegt im speziellen vierstufigen Wirkmechanismus,
der fiir die meisten Toxinvarianten gilt (Krieg, 1986).

Die Toxinkristalle werden im alkalischen Milieu des Insektendarms gelost:

1. Durch spezifische Proteasen wird das Protoxin in die aktive Form tiberfiihrt.

2. Das aktive Toxin bindet an komplementire Rezeptoren des Darmepithels.

3. Ein Teil des Toxins senkt sich in die Zellmembran und bildet eine Pore aus,
wodurch es zur kolloid-osmotischen Lyse der Darmepithelzellen kommt.
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Der Tod der Insekten kiindigt sich meist durch FraBlstopp, Diarrhoe und eine
charakteristische Turgorabnahme (“Schlaffsucht®) an. Im Laufe der Jahre wurden neue
Stamme von Bacillus thuringiensis entdeckt, die ein oder mehrere 6-Endotoxine bilden.
Die 4-Endotoxine und damit auch die verschiedenen Bacillus thuringiensis-Stimme
unterscheiden sich in ithrem Wirtsspektrum, was Krieg (1986) veranlasste die Stimme
nach ihrem Pathotyp zu ordnen. Er unterschied drei Pathotypen mit klar abgrenzbarem
Wirtsbereich:

1. Der Lepidopteren-spezifische Pathotyp A.
2. Der Nematoceren-spezifische Pathotyp B.
3. Der Chrysomeliden-spezifische Pathotyp C.

Da die bei serologischen Untersuchungen bestimmten Verwandtschaftsverhiltnisse
nicht mit den Pathotypen iibereinstimmten, fiihrten Hofte und Whitley (1989) eine
Klassifizierung der B.t.-Toxine anhand der Nukleotidsequenz der Gene, die das B.t.-
Toxin codieren, ein. Sie teilten die Toxingene, die eine dhnliche Struktur besitzen und
im Wirkspektrum iibereinstimmen, in vier Hauptklassen (CryI-1V) ein (Hofte und
Whiteley, 1989):

1. Cryl: Lepidopteren-spezifisch.

2. Cryll: Lepidopteren- und Dipteren-spezifisch.
3. Crylll: Coleopteren-spezifisch.

4. CrylV: Dipteren-spezifisch.

Zusitzlich wurde die Klasse Cyt fiir ein 27 kDa grof3es Peptid aus Bacillus thuringiensis
var. isralensis, das cytolytische Effekte auf verschiedene Invertebraten und Vertebraten
zeigt, eingefilhrt. Die Hauptklassen sind in Unterklassen unterteilt, die mit
GroBbuchstaben gekennzeichnet werden (z. B. Haupklasse Cryl, Unterklasse A-C).
Eine Zuordnung der Bacillus thuringiensis-Stimme zu den Genklassen sowie Angaben
iiber die Homologie der Genklassen finden sich bei Hofte und Whiteley (1989) und
Lereclus et al. (1993).

Auf Grund der Fiille der neu entdeckten B.t.-Toxine wurde 1993 das "Bacillus
thuringiensis d-Endotoxin Nomenklatur Komitee" gegriindet. Es ordnete die Toxine
anhand der Ahnlichkeiten der Aminosduresequenzen und der Gensequenzen und gab
den Bezug zum Wirtsspektrum auf. 1998 wurde die Schreibweise der Toxine gedndert,
so wurde CrylA(b) in Cryl Ab umbenannt (Crickmore et al., 1998). Der aktuelle Stand
der Nomenklatur und die Bezeichnung neuer Toxine findet sich im Internet (Crickmore
et al., 2002). Fir das Toxin CrylAb werden in der Datenbank 18 verschiedene
Varianten angegeben, die sich in threr Gensequenz unterscheiden (Stand 07.01.03).

3.2 Bt-Mais

Die hohe Selektivitit der Bt-Toxine gegeniiber bestimmten Schidlingen waren Anlass,
die entsprechenden kodierenden Gene aus den verschiedenen Bacillus thuringiensis-
Stammen zu isolieren, teilweise zu verdndern und in Pflanzenzellen zu ibertragen.
Durch das Bt-Gen produzieren die Pflanzen in threm Gewebe das Bt-Toxin. Schidlinge,
die gegen das verwendete Toxin empfindlich sind, nehmen dieses durch Fraf} auf und
sterben an der Toxinwirkung. Je nach Schadinsekt wurden meist nur einzelne Gene
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bzw. Toxine mit dem optimalen Wirtsspektrum in die Pflanzen eingesetzt. So wurde
z. B. Cryl Ab, das hoch wirksam gegen den Maisziinsler und andere Lepidopterenarten
ist, in Mais eingebaut. In Baumwolle findet sich das CrylAc-Toxin, welches unter
anderem hoch wirksam gegen den Tobacco budworm (Heliothes virescens) und den
afro-asiatischen Baumwollkapselwurm (Helicoverpa armigera) ist. Gegen den
Kartoffelkiafer (Lepinotarsa decemlineata) wurde das Cry3A-Toxin in Kartoffeln
eingebaut. Drei Linien Bt-Mais werden zurzeit in Deutschland zu Versuchszwecken
bzw. unter wissenschaftlicher Begleitung angebaut.

Bt-Mais Event Bt-176

Das Bt-Mais Event Bt-176 wurde 1995 von der Firma Ciba Geigy entwickelt. Ab 1996
wurde Bt-176 durch Novartis Seeds (Novartis = Fusion von Ciba Geigy und Sandoz)
und ab Dezember 2000 durch Syngenta (Fusion von Novartis Seeds und dem
Agrarbereich von AstraZeneca) in Deutschland vertrieben.

Bt-176-Mais produziert CrylAb-Toxin. Das Gen, welches fiir das Protein
kodiert, stammt urspriinglich aus Bacillus thuringiensis kurstaki HD-1. Das synthetisch
hergestellte Bt-Gen ist durch einen hoheren GC-Gehalt und eine verkiirzte Sequenz an
die Maispflanze angepasst worden (Koziel et al., 1993a). Das Protein liegt in der
Pflanze in geloster Form vor und mit einer GroBe von 72,6 kDa zwischen dem Protoxin
(130,6 kDa) und dem aktivierten Toxin (60 - 68 kDa) (Hofte und Whiteley, 1989; Jehle,
pers. Mitt.). Das Protein wird in allen grinen Pflanzenteilen sowie im Pollen
expremiert, jedoch nicht im Kolben (siehe Tab. 1). Zur Selektion der Transformanten
enthilt Bt-176-Mais zwei Markergene. Das bla-Gen vermittelt eine Resistenz gegeniiber
dem Antibiotikum Ampicillin, das bar-Gen eine Toleranz gegeniiber dem herbiziden
Wirkstoff Phosphinothricin. Das betreffende Gen fiir die Antibiotika-Resistenz ist in der
Bt-176-Transformante nicht aktiv. Ein Resistenzmechanismus wird daher nicht in Gang
gesetzt. Das bar-Gen wird in der Pflanze in nur geringem Ausmal} expremiert, daher
kann die durch das Bar-Gen vermittelte Herbizidtoleranz gegen Liberty in Bt-176-Mais
landwirtschaftlich nicht genutzt werden (U.S. Environmental Protection Agency (EPA),
2001).

Bt-Mais Event Mon810

Mon810-Mais ist eine Entwicklung der Firma Monsanto und enthdlt wie Bt-176 ein
Cryl Ab-Gen, das fiir das Bt-Protein codiert und urspriinglich aus Bacillus thuringiensis
kurstaki stammt. Das Protein hat eine Gro3e von 92 kDa und unterscheidet sich in der
Lange des C-terminalen Teils des nicht trypsinierten Toxins (Jehle, pers. Mitt.).
Markergene, die zu Anfang der gentechnischen Transformation verwendet wurden, sind
in der Transformante Mon810 und ihren Nachkommen nicht mehr enthalten (Genius
Biotechnology GmbH, 2000). Im Gegensatz zu Bt-176 produziert Mon810 Bt-Toxin im
Kolben, aber nur wenig im Pollen (Tab. 1).

Bt-Mais Event Bt-11

Syngenta entwickelte parallel zum Bt-176-Mais die Linie Bt-11. Durch die Verwendung
neuer Promotoren wird das Cryl Ab-Toxin, dessen kodierendes Gen mit dem Gen aus
Bt-176 vergleichbar ist, in einer hohen Konzentration in den griinen Pflanzenteilen und
in sehr geringer Konzentration im Pollen produziert (Tab. 1). Zusétzlich zum Bt-Gen ist
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in Bt-11 das pat-Gen eingebaut, welches fiir die Phosphinothricin Acetyltransferase
(PAT) kodiert und eine Toleranz gegen Glufosinat-Herbizide bewirkt. Markergene, die
zu Anfang der gentechnischen Transformation verwendet wurden, sind in der
Transformante Bt-11 und ihren Nachkommen nicht enthalten (agbios, 2001a).

Tab. 1: Literaturdaten zur Bt-Toxin-Konzentration in drei Bt-Mais-Linien

Bt-176' [ng/g]’ Bt-11 [ng/g]’ Mon810 [pg/g]’
Blitter 0,596 - 1,159™ 15 -29* 9,35-12,15°
0,530 - 3,029* 3,37 7,93 - 10,34**

0,442 - 0,471%
0,066 - 0,225%

Pollen 1,137 - 2,348* < 0,09 < 0,09
Trockengewicht Trockengewicht
Wurzeln 0,008" 2,2 -37,0° k.A.
ug/g Protein
Mark <0,008" k.A. k.A.
Maiskdrner <0,005" 3,7-4,76" 0,31-0,57°
1,4 0,19 - 0,39*

! drei Genotypen; * (U.S. Environmental Protection Agency (EPA), 2000).

? Daten aus 4 Jahren (Monsanto, 2002).

* agbios 2001a-c

> Angaben bezichen sich auf das Frischgewicht, falls nichts anderes vermerkt wurde.
a = als Keimling, b = zur Bliitezeit, ¢ = zur Zeit der Abreife, d = zur Zeit der Ernte.

3.2.1 Stand der Zulassung von Bt-Mais in Deutschland

Die Zulassung von gentechnisch verdnderten Pflanzen richtet sich in der EU seit
Februar 2001 nach der Freisetzungs-Richtlinie (2001/18/EG), die die bisherige
Freisetzungs-Richtlinie (90/220EWGQG) ersetzt hat. Diese regelte seit 1990 das Verfahren
zur Genehmigung von absichtlicher Freisetzung gentechnisch verdnderter Organismen
in die Umwelt sowie die Festlegung von Anforderungen und Modalititen an die im
Regelfall erforderliche Umweltvertraglichkeitspriifungen. Die Richtlinie bezieht sich
sowohl auf experimentelle Freisetzungsversuche (Part B), die unter bestimmten
Bedingungen auf begrenzten Flichen stattfinden, als auch auf das Inverkehrbringen
(Part C). Die Freisetzungsversuche werden im Teil B nach dem ,,case by case*- und
,step by step“~Verfahren behandelt. Das Inverkehrbringen von GVOs wird im Teil C
geregelt und ist in der neuen Richtlinie auf 10 Jahre beschrankt. Die Inverkehrbringung
wird in einem EU-weiten Genehmigungsverfahren entschieden, wobei die
Marktzulassungen fiir alle Mitgliedsstaaten der EU gelten. In Deutschland liegt die
Zustindigkeit fiir die Uberwachung von Produkten, die in Verkehr gebracht worden
sind, bei den Bundesliandern. Die fiir die eingehende wissenschaftliche Bewertung und
letztlich auch Zulassung zustindige Deutsche Bundesbehorde ist das Robert-Koch-
Institut (RKI) in Berlin, welches dem Bundesministerium fiir Gesundheit untersteht. Als
Einvernehmensbehérden sind das Umweltbundesamt (UBA), die Biologische
Bundesanstalt (BBA) und das Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz
und Veterindrmedizin (BgVV) bei der Zulassung von GVOs beteiligt. Weiter werden
Stellungnahmen der Zentralen Kommission fiir Biologische Sicherheit (ZKBS), ein
interdisziplindr zusammengesetztes Wissenschaftlergremium, und der zustindigen



ALLGEMEINE GRUNDLAGEN 8

Behorde des betroffenen Bundeslandes bei den Entscheidungen durch das RKI
beriicksichtigt. Zurzeit ist eine Verlagerung der Zustiandigkeiten des RKI auf das
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, das zum
Geschiftsbereich des Verbraucherschutzministeriums gehort, in der gesetzlichen
Vorbereitung. In FEuropa verfiigen drei gentechnisch verdnderte Bt-Mais-
Transformanten tiber eine Part C-Genehmigung (Tab. 2). Diese Mais-Linien und ihre
Nachkommen besitzen aufler in der EU in den USA, Kanada, Japan und Argentinien
eine Genehmigung zum freien Anbau und zur Verwendung in Lebens- und
Futtermitteln. In der Schweiz liegen fiir diese Linien Bewilligungen zur Verwendung in
Lebens- und Futtermitteln vor (Genius Biotechnology GmbH, 2000).

Tab. 2: Uberblick zum internationalen Zulassungsstatus der in Europa zugelassenen
gentechnisch verdnderten Bt-Maiskonstrukte mit Part C-Genehmigung

Bt-Mais Bt-Mais Bt-Mais
‘Bt-176’ ‘Btl11° ‘Mon810’
(Novartis) (Novartis) (Monsanto)
EU 1997 1998’ 1997
USA 1995 1996 1995
Kanada 1996 1996 1997
Japan 1996 1996 1997
Argentinien 1996 2001 1998
Japan 1998' 1996 1997

" ohne Anbaugenehmigung; > erste Sortenzulassungen in Frankreich, Spanien, Portugal.
3 eingeschrinkter Zweck (Import, Lagerung, Verarbeitung), kein Anbau in der EU.
(Genius Biotechnology GmbH, 2000; agbios, 2001a; Robert Koch Institut, 2003).

Seit April 2000 ist auf Anweisung des Bundesministeriums fiir Gesundheit (BMG) in
Deutschland die gentechnikrechtliche Genehmigung fiir Bt-176-Mais ausgesetzt
(Bundesregierung, 2000). Derzeit ist der Anbau nur zu Zwecken der Erforschung und
Erprobung erlaubt. Begleitende wissenschaftliche Studien oder agronomische
Beobachtungen befassen sich mit Auswirkungen auf Nichtziel- und Zielorganismen, mit
der Resistenzentwicklung des Maisziinslers, mit horizontalem oder vertikalem
Gentransfer, mit der Ermittlung von Okobilanzen und der Abklirung agronomischer
Fragen. Seit dem Jahr 1999 besteht in der EU ein ,,De facto-Moratorium®, das bis auf
weiteres keine weiteren Zulassungen von gentechnisch verdnderten Pflanzen erlaubt.
Unabhéngig von der Genehmigung zur Inverkehrbringung von gentechnischen Pflanzen
miissen die Pflanzen auch die Sortenzulassung erhalten. Fiir Bt-176 stand 2000 die
Zulassung nach dem Sortenschutzgesetz an. Das Verfahren zur Sortenzulassung ruht
solange die Genehmigung zur Inverkehrbringung ausgesetzt ist.

3.2.2 Anbau von Bt-Mais

Weltweit wurden seit Einfilhrung von Bt-Mais 20 Millionen Hektar angebaut
(Degenhardt et al., 2003). Im Jahr 2002 wurden weltweit 7,7 Millionen Hektar Bt-Mais
plus 2,2 Millionen Hektar kombinierter Bt- und Herbizid-toleranter Mais angebaut (ca.
7% der gesamten Maisanbaufliche). Anbaugebiete waren die USA, Kanada,
Argentinien, Siidafrika, Spanien, Honduras und Deutschland (James, 2002). In Europa
wird nur in Spanien Bt-176 groBflichig angebaut. Seit 1998 werden dort ca. 20.000 -
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25.000 ha Bt-Mais angebaut - das entspricht 4 - 5 % der spanischen Maiserzeugung. In
einigen Regionen, etwa in Katalonien, betrdgt der Anteil an Bt-Mais sogar bis zu 13 %.
Die Anbaufldchen sind seit 1998 in Spanien weitgehend konstant geblieben (TransGen
e.V., 2002). Die genaue Anbaumenge fiir die einzelnen Bt-Mais-Linien liegt nur den
Saatgutfirmen vor. In der Literatur finden sich meist nur Angaben zur maximalen
Anbaufliche, die sich aus den gesetzlichen Bestimmungen ableitet bzw. grobe
Schitzungen des tatsidchlichen Anbaus sind (siehe Tab. 3). Bt-11 wurde bisher im
geringen Umfang auf kleinparzellingen Versuchsfeldern angebaut.

Tab. 3: Praxisanbau von Bt-Mais mit Part C-Genehmigung am Standort Deutschland im
Rahmen der Vertriebsgenehmigung nach § 3 Abs. 2 des Saatgutverkehrsgesetzes

Bt-Mais Bt-Mais ‘Mon810’
‘Event 176’ (Monsanto)
(Novartis)

1997 52! k.A.

1998 350 k.A.

1999 500 k.A.

2000 250" (12t)** 65' (30t)™"

2001 <<500 (12t)*" <<500 (ca.20t)"

2002 <<500 (12t)* <<500 (ca.20t)"

! Genius Biotechnology GmbH, 2000, 2 Hofstetter, 2000, * Greenpeace, 2001.

* Die Daten geben die maximale Menge des Saatguts, die zum Anbau erlaubt ist, an. 2002 ergab sich
keine rechtliche Anderung der Daten von 2001. Nach Angaben von Syngenta, Pioneer und Monsanto
(Degenhardt et al., 2003) waren in Deutschland zwischen 1998-2002 mehrere hundert Hektar Bt-Mais
pro Jahr im Praxisanbau.

3.3 Biologie und Verbreitung des Maisziinslers Ostrinia nubilalis (Hiibner)

Der intensive Anbau von Mais seit 1950 durch die Einfiihrung neuer Hybridsorten und
die Ausweitung des Kornermaisanbaus durch die Ziichtung kélteresistener Sorten,
begiinstigte die Verbreitung des hellbraunen Kleinschmetterlings Ostrinia nubilalis
(Hibner) (Lepidoptera: Pyralidae). Der Maisziinsler hat sich optimal an den
Vegetationszyklus des Maisanbaus angepasst und ist in Deutschland der bedeutenste
Maisschddling. Im siidlichen Europa tritt neben dem Maisziinsler noch Sesamia
nonagrioides (Lepidoptera: Noctuidae) als Schidling auf. In Europa umfasst das
Verbreitungsgebiet des Maisziinslers alle nordlichen Mittelmeer-Anrainerstaaten sowie
Polen, Tschechische Republik, Slowakei, Ungarn, Schweiz und Osterreich, sowie
Stidengland und Siidschweden. Die Generationszahl pro Jahr nimmt von Siiden nach
Norden ab. So konnen in Siiditalien, Griechenland und Spanien drei Generationen, in
Norditalien, Nordspanien und Siidfrankreich zwei Generationen und in Nordeuropa und
somit auch in Deutschland eine Generation pro Jahr beobachtet werden. Auch in den
USA verursacht der Maisziinsler neben einigen anderen Schidlingen grof3e
Ernteschidden. Er erreicht in Nordamerika bis zum 43-sten Breitengrad zwei Generation
pro Jahr und nordlich des 43-sten Breitengrades eine Generationen pro Jahr (Flacke,
1982).

Der Maisziinsler ist sowohl an verschiedene klimatische Bedingungen als auch
an eine Vielzahl von Wirtspflanzen (iiber 200) angepasst (Andow und Hutchison,
1998). Um das Jahr 1900 ist der Maisziinsler von Europa, seinem Ursprungsgebiet, nach
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Amerika eingeschleppt worden, wo er sich seit seiner Entdeckung 1920 massiv
ausgebreitet hat (Flacke, 1982). Sein Verbreitungsgebiet reicht in Amerika von Kanada
im Norden bis Florida und New Mexiko im Siiden (Miiller, 2001). Ab dem 43°
nordlicher Breite treten zwei Generationen pro Jahr auf. In Asien und Afrika gilt der
Maisziinsler ebenso als Agrarschéidling.

Der Maisziinsler wird sowohl in wirtspflanzenspezifische Mais- und BeifuB3-
Rassen als auch in Mono- und Bivoltine-Rassen unterschieden. Auflerdem wird der
Maisziinsler anhand der Zusammensetzung seines Pheromons in die Z-Rasse und die E-
Rasse unterteilt. Der Lockstoff besteht aus einem Isomerengemisch aus cis-(Z)- bzw.
trans-(E)-11-Tetradecenylacetat (tda) (Klun, 1968; Klun und Brindley, 1970). Die
sogenannte Z-Rasse hat ein Mischungsverhéltnis der Isomere von ca. 97 Z-11-tda : 3 E-
11-tda und die E-Rasse von ca. 3 Z-11-tda : 97 E-11-tda. Die Rassen sind visuell nicht
zu unterscheiden. Auch sympatrisches Vorkommen und Hybride (35 Z-11-tda : 65 E-
11-tda) wurden nachgewiesen (Pefia et al., 1988). In Deutschland und in Mitteleuropa
tritt vor allem die Z-Rasse als Maisschéddling auf, wohingegen die E-Rasse im Beifull zu
finden ist (Lorenz, 1993).

Das Uberwinterungsstadium des Schidlings ist die Ls-Larve, die als Prae-
Puppenstadium in Hohlrdumen der Pflanzenstingel in Bodennédhe iiberwintert. Die
Larven verpuppen sich relativ spdt im Mai des nidchsten Friihjahres und die Falter
schliipfen im Juni bis Juli bei fortgeschrittener Vegetationsperiode. Von der E-Rasse ist
bekannt, dass sie ca. 12 bis 18 Tage vor der Z-Rasse schliipft (Lorenz, 1993). Die Falter
sind ddmmerungs- und nachtaktiv. Die Weibchen legen Eipakete, die dachziegelartig
iibereinander gelegt sind, an der Blattunterseite der Wirtspflanze ab. Die
frischgeschliipften Junglarven (L;) fressen zundchst an dulleren Pflanzenteilen und
bohren sich spéter in den Stingel ein. Die meisten Beobachtungen zur Biologie und zur
Verbreitung des Maisziinslers wurden bei Populationen auf Maisfeldern gemacht. Uber
die Anpassung der Maisziinsler an andere Wirtspflanzen ist wenig bekannt.
Untersuchungen der Anzahl der Spermatophoren bei Maisziinslerweibchen, die in
Kanada in Lichtfallen gefangen wurden, zeigten, dass 50 % bis 80 % der Weibchen ein
Mal, 15 % bis 37 % zwei Mal und maximal 13 % sich drei Mal paarten (Elliot, 1977).
Sowohl fiir das Eiablegeverhalten und die Verteilung der Larven innerhalb einer Pflanze
gibt es unterschiedliche Angaben. Ohnesorge und Reh (1987) vermuten, dass die
unterschiedlichen Angaben in der Literatur die breite Anpassung der Maisziinsler an die
Umweltbedingungen widerspiegeln. Die Maisziinslerweibchen legen bei Trockenheit
die Eier eher im unteren Bereich der Pflanze ab, wo eine hohere Luftfeuchtigkeit
vorherrscht. Wenn die Luftfeuchtigkeit keinen limitierenden Faktor darstellt, legen die
Weibchen die Eier auch im oberen bzw. mittleren Bereich der Pflanze ab. Je nach
Entwicklungsstand der Maispflanze wéhrend des Larvenschlupfes bohren sich die
Larven in die Fahne ein, halten sich an den Blattachseln auf oder fressen an der Seide
der Kolben. Die élteren Larven breiten sich auch auf die Nachbarpflanzen aus, zu denen
sie iiber sich beriihrende Maisblitter wechseln. So konnen Larven bis zu sechs Pflanzen
entfernt von ihrem Eiablageort gesichtet werden. Finden sich die Larven im August
noch geballt um den Eiablageort wieder, so gleicht die Verteilung vor der Ernte aber
starker einer Poisson-Verteilung (Ohnesorge und Reh, 1987). Im Laufe der Vegetation
bohren sich die Larven in den Stingel ein und fressen sich im Stdngelinneren nach
unten. Oft kann der Befall durch Maisziinsler frithzeitig durch das Abknicken der Fahne
erkannt werden. Vor der Ernte erreichen die Larven i.d.R. den unteren Teil der
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Maispflanze, so dass sie bei der Ernte nicht erfasst werden. Die Maisziinsler passen sich
unterschiedlichen Witterungs- und Vegetationsbedingungen durch eine Anderung des
Verhaltens an. So flihren unterschiedliche Temperatursummen und Fotophasen zur
Ausbildung von zwei bzw. einer Generation im Jahr (Flacke, 1982).

Die Z-Rasse des Maisziinslers ist in Deutschland als expandierende Art zu
bezeichnen, wohingegen die E-Rasse in ganz Deutschland verbreitet ist. Dabei ist es
schwierig die Ausbreitung und die tatsdchliche Verbreitung der Z- und E-Rasse zu
unterscheiden. Die Ausbreitung des Maisziinslers im Mais ist gut belegt, da er als
Schidling hier einer stindigen Kontrolle unterliegt (Langenbruch und Lorenz, 1992;
Langenbruch und Kleespies, 1998; Langenbruch, 2003). Wobei sein Vorkommen oft
erst erkannt wird, wenn ein deutlicher, meist wirtschaftlicher Schaden entstanden ist.
Latenzgebiete ohne groBe Massenwechsel werden héufig libersehen oder konnen nur
durch intensive Untersuchungen erkannt werden, was aber 1. d. R. punktuell geschieht.
Genaue Verbreitungsangaben fiir die Z- und E-Rasse sind, da es keine visuellen
Unterschiede beider Rassen gibt, nur durch Pheromonuntersuchungen mdoglich. Diese
sind seit 1974 durchfiihrbar und mit einem grofen Aufwand verbunden. Zudem werden
i.d. R. mehrere Tiere fiir einen Zuchtstamm benétigt. Pheromonfallen mit
entsprechenden Kddern kénnen ebenso einen Hinweis auf das Vorhandensein der
Rassen in einem Gebiet geben, wobei die Fangigkeit witterungsabhidngig und nicht
immer eindeutig ist. Aus diesem Grund dienen die Hauptwirtspflanzen zur
Unterscheidung der Rassen. Larven aus Mais werden als Z-Rasse und Larven aus
BeifuB als E-Rasse bestimmt. Dies gilt besonders fiir dltere Literaturangaben, bei denen
keine Kenntnisse zur Rassenbildung vorlagen (Zwolfer, 1926; Zwolfer, 1928; Hase,
1929).

In den eigenen Untersuchungen wurden Maisziinslerfunde im Norden
Deutschlands im Raum Gottingen und Braunschweig, im Osten im Oderbruch sowie bei
Halle, in der Mitte im Raum Recklinghausen, Giitersloh, Darmstadt und Aschaffenburg
sowie im Siiden in Pocking gemacht. Aus der Literatur sind weitere Fundorte wie z. B.
Osnabriick, Freiburg und die Kdlner Bucht bekannt (Lorenz und Langenbruch, 1989;
Schmitz et al., 2001; Kluge et al., 1999). Die Angaben iiber die einzelnen Standorte
schwanken je nach untersuchter Wirtspflanze und verwendeter Methode betrachtlich.
Die Z-Rasse und ihr schadhaftes Auftreten im Mais wurde von der Biologischen
Bundesanstalt in Darmstadt untersucht und dokumentiert (Langenbruch und Lorenz,
1992; Langenbruch und Kleespies, 1998; Langenbruch, 2002; Langenbruch, 2003). Es
1st bekannt, dass das Schadauftreten des Maisziinslers in Deutschland bis etwa 1960 auf
einzelne wirmere, iiberwiegend silidliche Regionen beschrinkt war. In den letzten
Jahrzehnten ist der Falter in klimatisch weniger begiinstigte Gebiete vorgedrungen.
Langenbruch gibt fiir die Ausbreitungsgrenzen des Maisziinslers an, dass die
Besiedlung in Nordrhein-Westfalen und Mecklenburg-Vorpommern begonnen hat.
Niedersachsen und Schleswig-Holstein sind noch befallsfrei. Ein weiteres Vordringen
des Maisziinslers ist daher sehr wahrscheinlich (Langenbruch, 2002; Langenbruch,
2003). In den Regionen auBlerhalb der Maisbefallsgebiete wird der Maisziinsler vor
allem im BeifuB gefunden. In den Befallsgebieten finden sich zum Teil in nah
benachbarten BeifuBstandorten keine Maisziinsler. In anderen Gebieten wie der
Hallertau und im Gebiet K&then tritt der Maisziinsler in den letzten Jahren verstérkt im
Hopfen auf. Obwohl Hopfen als Wirtspflanze lange bekannt ist (er wird meist als
Wirtspflanze der E-Rasse angenommen), spielte der Maisziinslerbefall dort in den
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letzten Jahrzehnten kaum eine Rolle. Lorenz (1993) erwdhnt, dass die zunehmende
Mechanisierung der Hopfenernte zu einer mechanischen Tétung der Larven fiihrt und
daher der Befall keine wirtschaftliche Bedeutung mehr hat. Das Auftreten im Raum
Kothen und in der Hallertau ist begleitet von einem massiven Anstieg des Befalls im
Mais, so dass die Vermutung nahe liegt, dass in den neuen Befallsgebieten im Hopfen
die Z-Rasse eine Schadwirkung zeigt.

3.4 Schaden durch den Maisziinsler

Deutliche Zeichen fiir die Fraf3tatigkeit der Larven sind geknickte oder abgebrochene
Maisfahnen. Die Bohrginge und die durch das wiederholte Aus- und Einbohren
entstehenden Locher entlang des Stingels beeintrachtigen die mechanische Stabilitédt der
Maispflanze. Solange nur die oberen Stingelteile abknicken, ist der Schaden zu
vernachldssigen. Bei starkem Befall und in Jahren mit hiufigen Gewitterniederschligen
brechen die Pflanzen im unteren Bereich der Pflanze ab und der Kolben kann nicht
mehr geerntet werden. Aullerdem behindert der LarvenfraB die Wasser- und
Néhrstoffversorgung sowie den Assimilattransport. Darliber hinaus fordern die
Zinslerlarven durch ihre Bohrtétigkeit den Pilzbefall. Bedeutsam sind in erster Linie die
Fusarium-Arten, die einerseits Stangel- und Kolbenfdaule verursachen und andererseits
Mykotoxine bilden kénnen, die die Futterqualitdt fiir monogastrische Tiere mindern
(Dowd, 2000; Magg et al., 2002).

In der Praxis wird von einer hohen Schadenstoleranz der angebauten Maissorten
ausgegangen. Trotz hoher Befallsstirken werden die Ertragsverluste als gering
eingeschitzt. Als Schadensschwelle fiir den Maisziinsler im Kdrnermais werden etwa
4 - 6 Eigelege/100 Pflanzen angenommen (Heiteful et al., 1986). Benbrook (2001),
schitze den Ertragsverlust in den USA bei 100 % im Durchschnitt auf 5,5 %. Dieser
Wert hédngt stark von den Witterungsbedingungen und dem Verteilungsmuster des
Befalls ab. Degenhardt et al. (2003) berechnen fiir Deutschland bei einer geschitzten
Befallsfliche von 100.000 ha und einem durchschnittlichen Ertragsausfall von 5 % den
monetdren Verlust auf 4.400.000 €. Regional kann der Ertragsverlust aber bis zu 20 %
betragen, so dass der Schaden fiir einen einzelnen Landwirt betrdchtlich sein kann. Bt-
Maissorten konnen den Befall und damit den Schaden minimieren. In Hinblick auf Bt-
Maissorten muss bei der Bewertung des Schadens zwischen dem Kornertrag und dem
monetédren Ertrag des Landwirtes unterschieden werden, da der Nutzen fiir den Landwirt
nicht nur vom Befallsdruck, sondern auch von den Preisunterschieden zwischen den Bt-
Maissorten und den konventionellen Sorten abhidngt. Ein weiterer wichtiger
Gesichtspunkt ist der Vergleichsstandard. Wird der Ertrag von Bt-Maissorten mit der
isogenen Sorte unter Befallsdruck verglichen, ist mit einem Ertagsgewinn zu rechnen.
Bt-Maissorten bzw. ihre isogenen Vergleichssorten sind oft durch die lange
Entwicklungs- und Genehmigungszeit ziichterisch veraltert. Neuere Hochleistungs-
hybridsorten haben i. d. R. einen wesentlich hoheren Ertrag als die zu den Bt-Sorten
isogenen Hybriden, so dass der Nettoertrag unter Befallsdruck im Vergleich zu den Bt-
Sorten gleich bzw. hoher ausfallen kann. Benbrook (2001) stellte in den USA im
Durchschnitt einen Maisertraggewinn pro Schlag fest, wobei der Verkaufserlos nach
Abzug der Kosten unter dem der konventionellen Sorten lag. Grofe Schwankungen
wurden bei konventionellen Maishybriden im Ertrag/Gewinn-Verhéltnis gefunden. Rice
und Pilcher (1998) ermittelten fiir den Landwirt im Vergleich mit isogenen Linien und
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unter Beriicksichtigung der Mehrkosten fiir Bt-Mais erst bei einem Befallsdruck von
einer Larve pro Pflanze einen Gewinn.

3.5 Malnahmen zur Bekimpfung des Maisziinslers

Vier Moglichkeiten stehen zur Bekdmpfung des Maisziinslers zur Verfiigung. Die
mechanische Bekdmpfung durch Pfliigen, die biologische Bekdmpfung, die chemische
Bekdmpfung und der Bt-Mais. Jede der Mallnahmen hat Vor- und Nachteile und soll im
Folgenden diskutiert werden.

Mechanische Bekimpfung durch Pfliigen

Die Bekdmpfungsmallnahme des Pfliigens wird im Gegensatz zur biologischen
Bekdampfung mit Trichogramma und der chemischen Bekdmpfung als
VorsorgemaBBnahme und nicht als akute Befallsbekimpfung angewendet. Fiir die
Bekidmpfung des Maisziinslers ist ein sauberes, tiefes Unterpfliigen der zerkleinerten
Maisstoppeln und des gehickselten Maisstrohs im Herbst notwendig, da sich die
Raupen nur in trockenem Pflanzenmaterial an der Bodenoberfliche verpuppen. Durch
das Pfliigen wird der Befallsdruck im néchsten Sommer deutlich reduziert
(Langenbruch und Lorenz, 1989; Langenbruch, 2003). Zur ausreichenden Bekdmpfung
des Maisziinslers ist es notwendig, dass die Methode im gesamten Befallsgebiet
angewendet wird. Das Unterpfliigen der Maisernteriickstinde vermindert zugleich das
Mykotoxinrisiko durch Fusarien bei der hdufig nachfolgenden Frucht Weizen. Der
pfluglose Anbau bzw. die konservierende Bodenbearbeitung nahm in den letzten Jahren
stetig zu und wird in Gebieten mit Erosionsgefahr empfohlen (BMVEL, 2001). In
einigen Bundesldndern ist die pfluglose, konservierende Bodenbearbeitung in
Forderprogramme einbezogen und spielt im integrierten Pflanzenbau eine wichtige
Rolle. Der pfluglose Anbau kann durch die Einsparung von Dieselkraftstoff aus
betriebswirtschaftlichen oder pflanzenbaulichen Uberlegungen sinnvoll sein. Daher muf3
der Nutzen, d. h. die Maisziinslerbekdmfung, mit den Nachteilen des Pflugeinsatzes
abgewogen werden.

Biologische Bekimpfung

In Deutschland wurde der Maisziinsler im Jahr 2001 auf ca. 5.600 ha Mais biologisch
mit der Schlupfwespe Trichogramma bekampft. Dies entspricht 14 % der Gesamtfldche,
die gegen den Maisziinsler behandelt wurden und 2 % der gesamten Befallsflache in
Deutschland (Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, 2001). Trichogramma-
Schlupfwespen legen ihre Eier in die Eier des Schéadlings. Aus den parasitierten Eiern
schliipfen nach einigen Tagen flugfiahige Schlupfwespen, die wieder nach geeigneten
Maisziinslergelegen fiir ihre Nachkommen suchen. Die Niitzlinge konnen mit Hilfe von
Kartonrahmchen, Kapseln oder Plittchen in die gefdhrdeten Maisbestinde eingebracht
werden. Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, dass andere Niitzlinge kaum
geschiadigt werden. Um Bekdmpfungserfolge von tiber 60 % zu erzielen, sind
entsprechende Erfahrungen bei der Anwendung dieser Methode erforderlich
(Langenbruch, 2002). Die Bestimmung der optimalen Ausbringungstermine auf der
Grundlage von Féangen in Lichtfallen ist sehr aufwéndig. Fiir die Ausbringung auf
kleineren Flichen sind keine technischen Hilfsmittel erforderlich. Inzwischen gibt es
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erste Ausbringungen mit speziell ausgeriisteten Stelzenschleppern. Im Gegensatz zu Bt-
Mais und chemischer Bekdampfung ist eine Bekdmpfung mit Trichogramma durch die
hohen Anwendungskosten nicht wirtschaftlich (Degenhardt et al., 2003), daher werden
in einigen Bundesldndern, wie z. B. in Baden-Wiirttemberg, staatliche Beihilfe fiir den
Einsatz von Trichogramma bezahlt.

Bacillus thuringiensis-Praparate konnen wie synthetische Insektizide als
Spritzmittel gegen die Maisziinslerraupen, die sich noch nicht eingebohrt haben,
eingesetzt werden. Bt-Préparate spielten auf Grund der geringen Wirkungsgrade und der
hohen Kosten in den letzten Jahren keine Rolle mehr (Bundesministerium fiir
Verbraucherschutz, 2001). Eine Kopplung von Bacillus thuringiensis- und
Trichogramma-Ausbringung wird zurzeit diskutiert (Biologische Bundesanstalt fiir
Land- und Forstwirtschaft, 2003).

Chemische Bekimpfung

2001 wurden auf 33.000 ha (ca. 11 % der Befallsfliche) chemische Insektizide, vor
allem synthetische Pyrethroide, gegen die Raupen des Maisziinslers eingesetzt. In
Deutschland ist BAYTHROID® (Cyfluthrin) bis Ende 2003 zugelassen; ab 2004 wird
die Zulassung von STEWART® (Indoxacarb) erwartet (Biologische Bundesanstalt fiir
Land- und Forstwirtschaft, 2003). Pyrethroide sind FraBgifte und miissen vor dem
Einbohren der Larven in den Stdngel ausgebracht und von den Larven aufgenommen
werden. Der Zeitrahmen fiir den optimalen Anwendungstermin ist begrenzt und sollte
mit dem Auftreten der Masse der Junglarven iibereinstimmen. Bei Falterflug, mit
mehreren Flugspitzen, wire eine zweite Anwendung erforderlich, die auf Grund der
Hohe der Maispflanzen zu diesem Zeitpunkt mit einem Stelzenschlepper durchgefiihrt
werden sollte, um Verluste zu minimieren. Durch den Einsatz der breitwirkenden
Insektizide kommt es zu einer starken Schiddigung der Niitzlingsfauna, was im
Folgenden zu einem Anstieg von sekundiren Schidlingen wie Blattldusen fithren kann
(Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 2003).

Integrierte Bekimpfung

Die Biologische Bundesanstalt empfiehlt zur Bekdmpfung des Maisziinslers einen
integrierten Ansatz, in dem unter Beriicksichtigung regionaler Besonderheiten
verschiedene Methoden miteinander kombiniert werden. Geeignete Ernteverfahren zur
Vernichtung der Maisziinslerlarven sind z. B. der Einsatz von Méhdreschern mit tief
eingestelltem, gut zerkleinerndem Strohhécksler. Bei Silomais hilft eine Verringerung
der Schnitthohe und auf ebenen Flichen ein sauberes Unterpfliigen aller
Ernteriickstinde nach deren Zerkleinerung. Ist eine wendende Bodenbearbeitung nicht
moglich, kann das Schlegeln (intensives Zerkleinern der Maisstoppeln) und folgender
Einsatz von Scheibenegge und Tiefengrubber den Befallsdruck des Maisziinslers
senken. Zusidtzlich kann die biologische Bekdmpfung mit Trichogramma-
Schlupfwespen eingesetzt werden. Ist keine dieser AbwehrmaBnahmen Erfolg
versprechend, sollte eine gezielte chemische Bekdmpfung unter Beachtung von
Bekdmpfungsschwellen durchgefiihrt werden (Biologische Bundesanstalt fiir Land- und
Forstwirtschaft, 2003). In Zukunft ist auch der Einsatz von Bt-Mais eine zusétzliche
Alternative.
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3.6 Geschichte der Resistenzentwicklung gegen Bt-Toxine

Im Jahr 1914 wurde von Melander das Versagen von Schwefelkalk gegen Schildlduse,
Blattlause und Milben und damit die erste Insektizidresistenz beschrieben (Melander,
1914). In den folgenden Jahrzehnten wurden immer mehr Félle von Resistenz
dokumentiert. Die Entwicklung von organischen Insektiziden wie DDT hatte, oft in nur
wenigen Jahren, die Entwicklung von resistenten Insektenpopulationen zur Folge.
Gegen jedes neue Insektizid wie Cyclodien-Pestizide, Carbamate, Organophosphate,
Pyrethroide und gegen Bacillus thuringiensis-Praparate traten Resistenzen auf
(Tabashnik et al., 1990). Die Internetdatenbank des Insecticide Resistance Action
Committee listete bis zum Jahr 2000 2.639 Insektenstimme, die gegen 308 Pestizide
resistent sind, auf (The Database of Arthropods Resistant to Pesticide, 2003). Dieses
Phinomen wird als ,,Pesticide Treadmill* bezeichnet. Beim Auftreten von Schidlingen
setzt der Landwirt ein Insektizid ein, um seine Ernte zu schiitzen. Der erhohte
Selektionsdruck fiihrt zur Ausbildung von resistenten Insekten, die sich wieder massiv
vermehren konnen, woraufthin der Landwirt das nichste Insektizid einsetzt und der
Teufelskreis von Neuem einsetzt.

Die hohe Reproduktionsrate in Verbindung mit genetischen Faktoren und der
intensive, zum Teil falsche Einsatz von Insektiziden fithren zu einer immer schnelleren
Entwicklung von Resistenzen. Im Schnitt wird der Schutz durch ein Insektizid in zwei
bis zehn Jahren durchbrochen. Bei B.t.-Spritzpraparaten wurde lange Zeit vermutet, dass
sich keine Resistenz entwickeln wiirde, da die B.t.-Produkte verschiedene Toxine und
Bakterien beinhalten und meist zeitlich begrenzt und selektiv eingesetzt werden. 1988
berichtete McGaughey von Bt-Resistenz im Vorratsschutz (McGaughey und Beeman,
1988). Ende der 80iger Jahre trat der erste Fall von Resistenz gegen Bacillus
thuringiensis im Feld auf. Die Kohlmotte (Plutella xylostella) war nach einem massiven
Einsatz von B.t.-Préparaten in Brunnenkresse auf Hawai resistent geworden (Tabashnik
et al., 1990). Bis zum Jahr 2000 wurden 40 gegen Bt-Toxine und B.t.-Pridparate
resistente Laborstimme registriert (The Database of Arthropods Resistant to Pesticide,
2003). Huang et al. (1997) provozierte bei Ostrinia nubilalis eine Resistenz gegen das
Bt-Priparat DIPEL® im Labor. Eine Zusammenstellung resistenter Staimme findet sich
auch bei Ferré und Van Rie (002). Die Autoren haben fiir verschiedene
Schmetterlingsarten die Resistenzrate, d. h. den Quotienten aus LCs, des resistenten
Stammes durch den LCsy eines sensiblen Stammes, ermittelt. Die Resistenzrate
schwankte fiir die einzelnen Stimme und Toxine bzw. Bt-Produkte betrdchtlich. Der
Stamm Cry1C-sel (Plutella xylostella) hatte eine Resitenzrate von 12.400 wohingegen
der Stamm No-95 C (Plutella xylostella) gegen das gleiche Toxin nur eine Resistenzrate
von 19 besaB. Die Generationszahl bis eine Resistenz auftritt schwankte von fiinf
Generationen beim Stamm Cryl1C-sel bis zu 25 Generationen bei einem Laborstamm
von Spodoptera exigua, der gegen CrylCa selektiert wurde und einem Resistenzwert
von 850 besal}. Fiir Ostrinia nubilalis konnte nach Selektion von drei Generationen eine
Abnahme der Empfindlichkeit gegen DIPEL® um das 36-fache und nach vier weiteren
Generationen ein Anstieg der Resistenzrate auf das 73-fache ermittelt werden (Huang et
al., 1997; Huang et al., 1999b). Obwohl DIPEL"-resistente Larven grofBere Schiden auf
Bt-Maispflanzen als empfindliche Larven verursachten, entwickelte sich keine Larve bis
zum Falter.
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3.7 Resistenztheorie

Das Insecticide Resistance Action Commitee (IRAC, 2000) definiert Resistenz als die
Reduzierung der Empfindlichkeit einer Population. Sie zeigt sich daran, dass ein
Insektizid seine erwartete Bekdmpfungsleistung nicht zeigt, wobei Lagerschiden,
Witterungseinfliisse und andere Storfaktoren ausgeschlossen sein miissen. Miiller
(2001) definiert die Resistenz auf der Individuenstufe als Féhigkeit eines Organismus
trotz starker Exposition gegen ein Toxin zu tiberleben und sich weiter zu vermehren.
Laut beider Definitionen ist die Resistenz kein statischer Wert, sondern ergibt sich
immer aus dem Vergleich nicht-resistenter und resistenter Insekten.

Die Griinde fiir die Entwicklung von Resistenzen sind vielfdltig. Bei der
metabolischen Resistenz nutzen die Insekten ihr Enzymsystem um das Insektizid zu
entgiften. Bei Bt-Toxin kann es z. B. durch Proteasen zum Abbau des Toxins kommen,
oder es kommt durch eine Verdnderung des pH-Milieus im Darm und des
Enzymsystems nicht zur Aktivierung des Toxins (Knowles, 1994). Ein weiterer Grund
fir die Resistenzentwicklung ist die Verinderung der Toxin-Bindungstellen.
Nachdem das Bt-Toxin proteolytisch in ein 60 - 68 kDa grofBles aktivitiertes Toxin
tiberfithrt wird, bindet es an Rezeptoren des appikalen Mikrovillisaums des
Darmepithels. Durch Konformationsdnderungen kommt es zur Einstiilpung des Toxins
in die Zellmembran und der Ausbildung einer Pore, die zu einem Ionenfluf3 und damit
zur Zelllyse fiihrt. Verdnderungen an den Rezeptoren im Fall einer
Resistenzentwicklung verhindern die Andockung und damit die Zelllyse (Hua et al.,
2001). Bei einer Verhaltensresistenz vermeiden die Insekten durch Anderung oder
Anpassung ihres Verhaltens die Toxinaufnahme (Roush und Daly, 1990). Bt-Pflanzen
wie z. B. Bt-176-Mais produzieren nicht in allen Pflanzenteilen das Bt-Toxin. Am
Kolben, der eine geringe Menge Toxin enthélt, konnen Maisziinslerlarven, die nach dem
Schlupf den Kolben aufsuchen und nicht zunichst Blattmaterial aufnehmen, tiberleben
(Meise und Langenbruch, 1999). Die Nachkommen dieser Insekten sind aber weiterhin
empfindlich gegeniiber dem Toxin. Die metabolische Resistenz und die Verdnderung
der Rezeptorbindung werden als physiologische Resistenz bzw. genetische Resistenz
zusammengefasst, da sie auf der Mutation eines bzw. weniger Gene beruht. Die
Verhaltensresistenz wird dagegen durch eine Vielzahl von Genen bewirkt und zeigt die
Reaktion auf verdnderte Umwelteinfliisse.

Wie entstehen Resistenzen bei Insekten gegen Bt-Toxine?

Mutationen entstehen stindig im Genom von Lebewesen und werden 1. d. R. schnell
repariert. Mutationen die nicht repariert werden, fithren entweder zum Tod oder gehen
bei einem Fitnessnachteil innerhalb der ndchsten Generationen verloren. Mutationen,
die keinen oder einen geringen Fitnessnachteil besitzen, bleiben nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz mit einer konstanten Frequenz in einer Population erhalten. Bei
Ostrinia nubilalis wird die intitiale Frequenz resistenter Individuen auf 107 - 10
geschitzt (Andow und Alstad, 1998; Andow et al., 1998b).
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Erhoht sich der Selektionsdruck, iiberleben vermehrt Larven mit Resistenzallelen, was
zur Akkumulierung der anfangs seltenen Resistenzallele in der gesamten Population
fithrt. Die Geschwindigkeit, mit der sich Resistenzgene in einer Population ausbreiten,
ist von verschiedenen Faktoren abhingig (Gould und Tabashnik, 1998; Tabashnik,
1990; Ferré und Van Rie, 2002):

Der Anzahl der Generationen pro Jahr.

Der Mobilitét der Larven.

Der Mobilitdt der Adulten und das Paarungsverhalten.

Der Populationsanteil, der dem Toxin ausgesetzt ist.

Der Mortalitét von heterozygoten Individuen.

Der Fitness der resistenten Individuen in und ohne Anwesenheit des
Selektionsagens.

Der Ausgangsfrequenz der Resistenzallele in einer Population.

8. Der Erbgang: dominant, semi-dominant, rezessiv.

9. Der Anzahl der an der Resistenz beteiligten Genloci.

AN

~

Die genannten Faktoren konnen sich gegenseitig beeinflussen, z.B. kann ein
Fitnessnachteil im Zusammenspiel mit der Mobilitit und dem Paarungsverhalten dazu
filhren, dass sich die Entwicklungszeit verschiebt und sich hédufiger resistente Larven
paaren.

Vererbung der Resistenz

Voraussetzung fiir das "Refugien/Hoch Dosis"-Resistenzmanagement, wie es in
Nordamerika betrieben wird (Witkowski et al., 1997), ist eine rezessive Vererbung der
Resistenz (Alstad und Andow, 1995; Andow et al., 1998b; Gould, 1998). Einen
Uberblick iiber den derzeitigen Wissensstand liefert ein Artikel von Ferré und Van Rie
(2002). Die Autoren haben die Daten fiir verschiedene Bt-Toxine, Insektenarten und
Bestimmungsmethoden zusammengestellt und im Hinblick auf die Vererbung der
Resistenz ausgewertet. Sie fiilhren Untersuchungen zu sieben Insektenarten bzw. 23
resistenten Stdmmen auf. Die Untersuchungen zur Resistenz wurden sowohl mit Bt-
Produkten wie DIPEL® als auch mit verschiedenen Bt-Toxinen durchgefiihrt. Der
grofite Teil der Untersuchungen ldsst auf eine rezessive Vererbung schlieBen, wobei
sowohl vollstindig rezessive iiber partiell rezessive bis eher kodominante Vererbungen
auftraten. Fiinf Stimme zeigten einen eher dominanten Erbgang. Der einzige resistente
Ostrinia nubilalis-Stamm, der durch Selektion mit DIPEL® erzeugt wurde, zeigte eine
eher dominante Vererbung der Resistenzeigenschaften (Huang et al., 1999b). Bei den
meisten Stdmmen bei denen eine Riickkreuzung durchgefiihrt wurde, zeigte sich, dass
die Resistenz durch einen Genlocus vererbt wird. Fiir Resistenzen gegen CrylCa im
Stamm Cry1C-SEL von Plutella xylostella (vgl. Kapitel 3.6), gegen Cryl Ab im Stamm
SEL von Heliothis virescens, gegen CrylCa in Spodoptera littoralis und gegen Cry3Aa
in Leptinotarsa decemlineata konnte die 1-Loci-Hyphothese nicht durch Riickkreuzung
nachgewiesen werden. Wie erwéhnt, konnen verschiedene Ursachen zu einer Resistenz
filhren, so dass das Auftreten von verschiedenen Vererbungsgingen und Genloci
moglich ist (Heckel, 1994).
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3.8 Monitoring zur Entdeckung von resistenten Insekten auf transgenen
Pflanzen

Das Monitoring der Resistenzentwicklung auf Bt-Mais kann verschiedene Ziele
verfolgen. Die Uberwachung soll evolutionire Prozesse verfolgen und friihzeitig, d. h.
bei einer niedrigen Resistenzallelhdufigkeit, vor einer Uberwindung des Toxin-Schutzes
warnen. Ein weiteres Ziel des Monitoring ist es, Resistenzen bei threm Auftreten zu
bestitigen und Managementmallnahmen auszulosen, wozu unter anderem genaue
rdumliche und zeitliche Kenntnisse der Basisempfindlichkeit der Maisziinsler
notwendig sind (Andow und Hutchison, 1998). In der EU-Richtlinie 2001/18/EG (EU-
RAT, 2002) wird verbindlich ein fallspezischer Uberwachungsplan vorgeschrieben, der
ein Resistenzmonitoring beinhaltet. Monitoring von Resistenz ist immer ein Bestandteil
von Managementmaflnahmen. In der Literatur werden verschiedene Monitoring-
methoden diskutiert (Andow und Hutchison, 1998; ffrench-Constant und Roush, 1990).

Basisempfindlichkeitstest bzw. Dose-Response-Test

Bei diesem Test wird vor dem Anbau von Bt-Mais die Basisempfindlichkeit von
Maisziinslerpopulationen ermittelt. Mit Hilfe eines Dosis-Wirkungs-Tests, der vier bis
fiinf unterschiedliche Toxindosen beinhaltet, die eine Mortalitdt zwischen 10 und 90 %
erreichen, wird ein LCsy bzw. LCyy ermittelt. RegelmdBig oder im Bedarfsfall konnen
von Populationen die LCsp-Werte bestimmt und anhand des Vergleiches mit der
Basisempfindlichkeit eine Resistenz bzw. Resistenzentwicklung bestitigt werden. Der
Dose-Response-Test dient als Grundlage fiir weitere Tests, da anhand der Dosis-
Wirkungs-Kurven die diagnostische bzw. diskriminierende Konzentration ermittelt
wird.

Diagnostischer bzw. diskriminierender Konzentrationstest

Der diagnostische bzw. diskriminierende Konzentrationstest geht davon aus, dass
anhand einer Konzentration die sensiblen Larven von den resistenten Larven getrennt
werden konnen. Die Larven einer Population werden mit einer Toxinkonzentration im
Bereich des LCqy gefiittert. Die liberlebenden Larven sind als resistent anzusehen
(Margon et al., 2000). Bei dieser Methode iiberleben bei einem rezessiven Erbgang nur
homozygot resistente Individuen.

Kreuzung mit einem Teststamm

Die beiden bisher beschriebenen Methoden testen die phédnotypischen Erscheinungs-
formen von Resistenzallelen. Bei einem rezessiven Erbgang ist die Haufigkeit von
homozygoten Individuen 1/q>. Wenn die Haufigkeit von Resistenzallelen bei q liegt,
d. h. bei einer Haufigkeit der Allele von 107, findet sich eine homozygote Larve unter
einer Millionen Individuen (Gould et al., 1997). Gould et al. (1997) ermittelten die
initiale Resistenzfrequenz in einer Feldpopulation von Heliothis virescens indem sie
médnnliche adulte Tabakeulen mit weiblichen Individuen eines homozygot resistenten
Laborstammes kreuzten. Die F;-Generation unterzogen sie einem Biotest mit einer
Konzentration, die es ermdglicht, homozygot resistente von heterozygot resistenten
Individuen zu selektieren. Fiir diese Methode wird immer ein resistenter Insektenstamm
bendtigt und sie ermittelt den Resistenzmechanismus, der im Laborstamm vorliegt.
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F,-Screening

Das F,-Screening dhnelt der Kreuzung mit einem Teststamm und wurde 1998 von
Andow und Alstad entwickelt (Andow und Alstad, 1998). Beim F,-Screening werden
Maisziinsler aus dem Freiland im Labor als Isofamilie gehalten, d. h. die Nachkommen
eines Paares werden untereinander gekreuzt. Die Nachkommen der F; werden innerhalb
threr Mutterlinie (Geschwisterpaarung) gekreuzt und die Nachkommen (F,-Generation)
einem diskriminierenden Konzentrationstest unterzogen. Isolinien, die ein heterozygotes
resistentes Elternteil enthalten, haben in der F,-Generation mit einer Wahrscheinlichkeit
von 1/16 einen homozygoten Enkel. Wenn Resistenzallele gefunden werden, ist die
Bestimmung ihrer Frequenz moglich. Wird kein Resistenzallel gefunden, kann die obere
Grenze ecines Intervalls berechnet werden, in dem die tatsdchliche Resistenzallel-
frequenz liegen mulB.

Monitoring der Resistenz auf Bt-Maisflichen

Eine weitere Moglichkeit eine initiale Resistenzfrequenz zu ermitteln, ist das Suchen
von iiberlebenden Maisziinslerlarven in einem Bt-Maisfeld (Venette et al., 2000). Die
gefundenen Larven werden in einem Biotest auf ihre tatsdchliche Resistenz getestet, um
Individuen (Falsch-Positiv-Entscheidung), die z. B. auf nicht expressierenden Pflanzen
iiberlebt haben, zu eliminieren. Mit den Befallswerten eines benachbarten nicht-
transgenen Maisfeldes ldsst sich die Resistenzhdufigkeit berechnen.

Bestimmung der Resistenz anhand von genetischen Markern

Liegen resistente Tiere vor, so konnen mit Hilfe von molekulargenetischen Methoden
Markersequenzen gesucht werden, die typisch fiir resistente Larven sind. Genetische
Untersuchungen sind schnell durchzufiihren und besitzen eine hohe Genauigkeit
(McKenzie, 1996). Bisher liegen wenige resistente Markerstrukturen vor, da nur wenige
resistente Stamme untersucht wurden. Heckel et al. (1999) entdeckten bei einem
resistenten Stamm von Plutella xylostella auf dem Resistenzgen Regionen, die als
Marker fiir Resistenzuntersuchungen dienen konnen. Laut Literatur sind beim
Maisziinsler bislang nur Resistenzen im Labor mit Bt-Priparaten provoziert worden
(Huang et al., 1999c). Es ist nicht bekannt, ob die im Labor provozierten
Resistenzmechanismen  die  gleiche Grundlage besitzen wie bei einer
Resistenzentstehung auf dem Feld. Sind mehrere Resistenzmechanismen beim
Maisziinsler aktiv, miissen fiir die Suche nach resistenten Larven mehrere
Markersequenzen eingesetzt werden.
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3.9 Resistenzmanagement

Resistenzen gegen Bt-Toxine sind seit Jahrzehnten bekannt (siehe Kapitel 3.6). Mit der
Entwicklung von Bt-Maispflanzen wurden Malnahmen diskutiert, die eine
Resistenzentwicklung gegen Bt-Pflanzen verhindern bzw. verzogern sollen, um eine
nachhaltige Nutzung dieser Pflanzen zu gewihrleisten. Ziel ist es, den Selektionsdruck
zu verringern, so dass die evolutiondren Prozesse der Resistenzbildung langsamer
verlaufen. McGaughey und Whalon (1992) geben drei Strategien an, die den
Selektionsdruck verringern kdnnen:

1. Eine Vervielfdltigung der Mortalititsgriinde flir den Schadling.

2. Verringerung des Selektionsdrucks durch den Hauptmortalitdtsfaktor, z. B. durch
geringe Toxinkonzentrationen.

3. Bereitstellung von empfindlichen Paarungspartnern durch Refugien oder
Einwanderung.

Die meisten Strategien gehen davon aus, dass die Resistenz rezessiv vererbt wird. Unter
dieser Annahme unterscheidet sich die Uberlebenschance auf einer Bt-Maispflanze von
heterozygot resistenten Larven (rS) und von homozygot empfindlichen Larven (SS)
nicht oder kaum. Durch entsprechende Mallnahmen soll im Feld gewéhrleistet werden,
dass es zur Paarung von rS-Larven mit SS-Larven kommt, wodurch die Nachkommen
heterozygot und damit empfindlich sind. Die Paarung von rS-Maisziinslern oder
resistenten rr-Maisziinslern untereinander sollen moglichst vermieden werden. Die
Strategien konnen in Kombination angewendet werden. Zusitzlich gibt es verschiedene
Ansitze, wie die einzelnen Strategien umgesetzt werden. Empfindliche Paarungspartner
konnen durch groBflichige Refugien, durch Saatgutmischungen oder durch eine
zeitliche und rdumliche Steuerung der Toxinproduktion erreicht werden. "Gene-
stacking", d. h. der Einbau von verschiedenen Toxinen in einer Pflanze, verteilt den
Selektionsdruck auf zwei oder mehr Mortalitdtsfaktoren, wodurch eine Resistenz unter
bestimmten Bedingungen unwahrscheinlicher wird. Nachdem Bt-Maispflanzen mit
hohen Bt-Toxinkonzentrationen entwickelt wurden, hat sich in den USA die
"Refugien/Hoch Dosis"-Strategie bei der Industrie und bei den Zulassungsbehorden
durchgesetzt (Gould, 1998; Frutos et al., 1999).
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3.9.1 "Refugien/Hoch Dosis''-Strategie

Durch eine hohe Bt-Toxinkonzentration soll gewahrleistet werden, dass die heterozygot
resistenten Larven (rS) abgetétet werden. Durch die Refugienflichen werden
empfindlich homozygote Falter (SS) bereitgestellt, um Paarungen wie rr x rr oder
rS x S Paarungen zu vermeiden und die Entstehung von rS-Nachkommen, die durch die
Bt-Toxinkonzentration sicher abgetotet werden, zu forden. Fir den Erfolg der
"Refugien/Hoch Dosis"-Strategie werden von Andow und Hutchison (1998) drei
Bedingungen angegeben:

1. Die Vererbung der Resistenz muss rezessiv sein und die Frequenz der
Resistenzallele sollte unter 1x107 liegen.

2. Die Toxinkonzentration in den Pflanzen muss so hoch sein, dass die Resistenz
funktionell rezessiv ist, d. h. dass die rS-Larven abgetitet werden. "Hoch Dosis"
wird als diejenige Dosis definiert, die 95 % der heterozygoten Larven (rS) abtotet
bzw. 25-mal hoher ist als der LCgyo empfindlicher Larven (SS), (U.S.
Environmental Protection Agency (EPA), 2001).

3. Die Paarung zwischen den resistenten Faltern (rr) aus den Bt-Flachen und den
empfindlichen Faltern (SS) aus den Refugien muss zufillig erfolgen, und das
Angebot an empfindlichen Larven muss ausreichend sein, d.h. das Verhéltnis von
SS-Faltern zu rS- und rr-Falter sollte 500 : 1 sein.

Die EPA schreibt bei Bt-Mais eine Refugienflache von 20 % vor (U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), 2001). Die Fliche kann als Block angelegt werden und muss
im Umkreis von 400 m (einer Viertel Meile) liegen, wobei der Streifenanbau von zwei
bis sechs Reihen empfohlen wird. Saatgutmischungen, die eine Kontrolle der
Einhaltungen der Refugienstrategie erleichtern wiirden, werden nicht empfohlen, da sie
in Computermodellen zu einer Resistenzbeschleunigung fiithren.

Das Gelingen des Resistenzmonitoring-Programms ist von Faktoren auf der
Pflanzenebene, der Ebene des Individuums und der Ebene der Schaderregerpopulation
sowie von agronomischen Bedingungen abhingig. Daten zur Uberpriifung der
"Refugien/Hoch Dosis"-Strategie fehlen zum grofften Teil (Losey et al., 2001). Die
biologischen Zusammenhidnge sind oft sehr komplex und wenig erforscht. Mit
Computermodellen wird versucht, eine Resistenzenwicklung zu simulieren, wobei auf
Grund der fehlenden Informationen haufig nicht wissenschaftlich abgesicherte
Annahmen getroffen werden (Andow und Hutchison, 1998). Aus diesem Grund sind die
Vorgaben der EPA fiir das Resistenzmanagement umstritten und fiir die Anlage der
Refugienstruktur werden je mnach Modellannahmen verschiedene Szenarien
vorgeschlagen (Alstad und Andow, 1995; Andow und Hutchison, 1998; Gould und
Tabashnik, 1998; Gould, 1998; Onstad und Guse, 1999; Davis und Onstad, 2000;
Andow und Ives, 2002). Die zufillige Paarung der Maisziinsler aus den
Refugienflichen mit den Maisziinslern aus den Bt-Maisfldchen hangt von der Mobilitét
der Maisziinsler und dem Paarungsort ab. Wird als Paarungsort das Maisfeld
angenommen, dann ist ein Streifenanbau zu bevorzugen. Erfolgt die Paarung aullerhalb
des Feldes auf Grasfldchen, ist eine Blockanlage glinstiger. Die Mobilitit bedingt direkt
den maximalen Abstand von Blockrefugienflichen von den Bt-Maisfeldern. Haben die
iiberlebenden Maisziinsler auf Bt-Maisflichen einen Fitnessnachteil, kann es zu einer
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zeitlichen Verschiebung des Auftretens der Falter in Bt-Mais- und Refugienflichen
kommen, wodurch eine zufillige Paarung aufgehoben wiirde (Liu et al., 1999). Uber die
Nutzung alternativer Wirtspflanzen ist wenig bekannt. Untersuchungen von Bourguet et
al. (2000b) zeigen genetische Unterschiede zwischen Maisziinslern auf Beiful3
(Artemisia vulgaris) und Mais. Sie vermuten daher, dass Artemisia als Refugium nicht
zur Verfligung steht. Losey et al. (2001) kommen in ihren Untersuchungen zu dem
Schluss, dass alternative Wirtspflanzen nicht ausreichend zur
Maisziinslerpopulationsdynamik beitragen und somit Maisrefugienflichen nicht
ersetzen konnen. Wird aber beriicksichtigt, dass von der E-Rasse auf Artemisia ein
fritheres Schliipfen von Faltern bekannt ist (Lorenz, 1993) und dass die iiberlebenden
Larven auf Bt-Maisfeldern ein verdndertes Schlupfverhalten zeigen, ist eine Nutzung
von alternativen Wirtspflanzen als zusdtzliches Refugium sinnvoll, wenn die
Schlupfzeitpunkte der resistenten Falter mit dem Schlupfzeitpunkt von Faltern aus
alternativen Wirtspflanzen synchron sind. Bisher sind keine Untersuchungen unter
dieser Annahme durchgefiihrt worden.

Uber die Hiufigkeit von Resistenzallelen bei Ostrinia nubilalis ist wenig
bekannt. In keiner Untersuchung konnte bisher eine Resistenzhiufigkeit von unter 107
sicher nachgewiesen werden (Andow et al., 1998a; Venette et al., 2000; Andow et al.,
2000). Fiir Europa liegen keine Daten zur Resistenzhédufigkeit der Maisziinsler vor. Die
Bereitstellung ausreichend empfindlicher Maisziinsler (SS) hdngt vom Befall in den
Anbaugebieten ab. Der HALO-Effekt, d. h. die Reduktion des Befalls in den Bt-
Maisflachen, fiihrt zur Reduktion des Befallsdrucks in den Refugienflichen und ist
umso grofer, je ndher die Refugienflichen an bzw. in Bt-Mais-Flachen liegen, so dass
der Streifenanbau, der giinstiger fiir eine zufillige Paarung ist, durch den starken
Einfluss des HALO-Effekts an Wirkung verliert. Um den tatsdchlichen Nutzen von
Resistenzmanagementmafinahmen zu  iiberprifen und anzupassen, ist ein
Resistenzmonitoring von entscheidener Bedeutung, wozu die Ermittlung der
Grunddaten, wie die Feststellung der Basisempfindlichkeit vor einem Bt-Maisanbau und
die Bestimmung der Resistenzfrequenz, gehort.
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4 BASISEMPFINDLICHKEIT

4.1 Einleitung

Resistenz ist die Fahigkeit eines Organismus trotz starker Exposition gegeniiber einem
Toxin zu tiiberleben und sich weiter zu vermehren (Miiller, 2001). Das Insecticide
Resistance Action Commitee (IRAC) (2000) definiert Resistenz als die Reduzierung der
Empfindlichkeit einer Population. Dies wird daran deutlich, dass ein Insektizid seine
erwartete Bekdmpfungsleistung nicht zeigt, wobei Lagerschidden, Witterungseinfliisse
und andere Storfaktoren ausgeschlossen sein miissen. Laut beider Definitionen ist die
Resistenz kein statischer Wert, sondern ergibt sich aus dem Vergleich nicht-resistenter
und resistenter Insekten. Die Empfindlichkeit einer Population vor dem Kontakt mit
einem Insektizid wird als Basisempfindlichkeit definiert und kann anhand von Dosis-
Wirkungs-Tests ermittelt werden. Beim Bt-Mais ist die Bestimmung von LCso-Werten
mittels Verdiinnungsreihen von Pflanzenextrakten schwierig. Aus diesem Grund werden
die Versuche i. d. R. mit gereinigtem CrylAb-Toxin, das in Bakterien produziert wurde
und dem Toxin aus der Pflanze entspricht, durchgefiihrt (U.S. Environmental Protection
Agency (EPA), 2001). Hohere LCsy- bzw. LCyp-Werte einer Population zeigen im
Vergleich zu einem empfindlichen Standardstamm bzw. einer Population eine Resistenz
an. Nach Koziel et al. (1993b) sind durch diese Schwankungen innerhalb einer
Vergleichspopulation oder zwischen geografisch verschiedenen Populationen schwach
ausgeprigte Resistenzen i. d. R. schwierg zu entdecken. Uber die Variabilitit in der
Empfindlichkeit gegeniiber Bt-Toxinen zwischen geografisch verschiedenen
Insektenpopulationen ist hiufig berichtet worden (Tabashnik, 1994), und auch
Schwankungen der Empfindlichkeit innerhalb eines Stammes {iber mehrere Jahre sind
fiir verschiedene Insektizide bekannt (Savin et al., 1977; Robertson et al., 1995). Daher
ist eine genaue Kenntnis der geografischen Unterschiede und der zeitlichen Stabilitit
von LCso-Werten fiir ein nationales Resistenzmonitoring-Programm von entscheidender
Bedeutung und dient der Uberpriifung des Erfolgs von Resistenzmanagement-
Programmen (Andow et al., 1998b; U.S. Environmental Protection Agency (EPA),
2001). Fir die USA liegen eine Reihe von Literaturdaten zur Basisempfindlichkeit des
Maisziinslers vor (Maclntosh et al., 1990; Margon et al., 1999b). Da die Maisziinsler
Anfang des 19. Jahrhunderts aus Europa in die USA eingeschleppt wurden und somit
durch einen genetischen Flaschenhals charakterisiert sind, ist eine Ubertragung von
LCso-Werten der amerikanischen Populationen auf europédische Maisziinsler fraglich.

Fiir Europa liegen nur wenige Daten zur Basisempfindlichkeit von Maisziinslern
verschiedener geografischer Herkiinfte vor. Gonzdles-Nunez et al. (2000) fanden in
Spanien Unterschiede in der Empfindlichkeit verschiedener geografischer Populationen
von Sesamia nonagrioides, jedoch nicht von Ostrinia nubilalis. Fiir Deutschland ist
nicht bekannt, ob verschiedene geografische Populationen die gleiche
Basisempfindlichkeit besitzen und den gleichen genetischen Ursprung haben. Nach der
bisherigen Theorie hat sich die Maisziinslerausbreitung in Deutschland entlang des
Rheingrabens von Siiden nach Norden vollzogen (Langenbruch et al., 1999; Schmitz et
al., 2001). Separat von diesem Befallsgebiet liegen Gebiete im Siidosten von Bayern, in
Sachsen-Anhalt und Brandenburg, so dass in diesen Gebieten von einer
unterschiedlichen genetischen Basis auszugehen ist (Langenbruch et al., 1999).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich die Empfindlichkeit verschiedener
geografischer Populationen in Deutschland unterscheidet und mit welcher natiirlichen
Schwankungsbreite bei einem Resistenzmonitoring zu rechnen ist. Zur Bestimmung der
Basisempfindlichkeit vor einem grof3flichigen Anbau von Bt-Mais wurden Maisziinsler
in verschiedenen Regionen Deutschlands gesammelt und der LCsyp-Wert flir die
Populationen bestimmt. Die Standorte Niedernberg und Hessisches Ried liegen entlang
der Ausbreitungslinie des Rheingrabens. Getrennt von diesen Befallsgebieten liegt im
Stidosten von Bayern im Inntal das Sammelgebiet Pocking, ein Hauptanbaugebiet von
Kornermais in Deutschland. Ein weiterer, separat liegender Sammelstandort lag im
Oderbruch im duBersten Osten Deutschlands. Die Untersuchungen zu diesem Standort
wurden im Rahmen des BMBF-Projektes von Frau Liebe, BBA Kleinmachnow,
durchgefiihrt. Durch den verstirkten Anbau von Kornermais in Sachsen-Anhalt
innerhalb der letzten 15 Jahre hat die Maisziinslerproblematik in diesem Gebiet stark
zugenommen. Von 1995 bis 2001 hat sich die Kornermaisfldche von 1.400 ha auf 2.760
ha verdoppelt (Fassauer, pers. Mitt.). Auf Grund von PCR-Untersuchungen im Jahr
2000 und 2001, die eine Verwandtschaft der Populationen im Oderbruch und in Halle
vermuten lieBen (Liebe, pers. Mitt.), wurde im Jahr 2002 die Population Halle in die
Untersuchungen einbezogen.

Bei einem grofiflaichigen Anbau von Bt-Mais besteht das Problem, Populationen
zu finden, die keinen Kontakt mit Bt-Toxin hatten und somit als sensitive Basis dienen
konnen. Als Referenz kann die Basisempfindlichkeit, die vor einem Einsatz von Bt-
Mais ermittelt wurde, dienen. Die natiirlichen Schwankungen innerhalb der Population
tiber die Zeit konnen diesen Vergleich erschweren. Auf Grund dessen lag ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit in der Untersuchung der Stabilitit der LCsp-Werte iiber
mehrere Jahre. Alternativ kann als Vergleich eine Maisziinslerpopulation oder ein
Laborstamm, die kiinstlich ohne Bt-Toxinkontakt gehalten wurden, dienen. Bei diesen
Stammen konnen Inzucht und zuchtbedingte Selektion die Vergleichbarkeit erschweren.
Um Unterschiede zwischen Laborstimmen und den Populationen aus dem Freiland zu
ermitteln, wurde ein Stamm in die Untersuchungen einbezogen, der iiber mehrere Jahre
unter Laborbedingungen gehalten wurde.

Eine Schwierigkeit im Vergleich der Untersuchungen verschiedener Autoren
liegt in der Verwendung von unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der
Basisempfindlichkeit. Es werden entweder Cryl Ab Protoxine oder trypsinisiertes Toxin
eingesetzt, oder die Applikation des Toxins erfolgt oberflachlich auf das Medium oder
durch Beimischung unter das Ndhrmedium. Um eine Vergleichbarkeit mit zukiinftigen
europdischen Untersuchungen zu gewdhrleisten, richtete sich die Bestimmung der
Basisempfindlichkeit weitestgehend nach Vorschligen der EU-Expertengruppe zum
Monitoring der Insektenresistenz gegen Bt-Toxin (Scientific Commitee on Plants at the
EU-Commission, 1998). Neben der empfohlenen Oberflaichen-Methode wurden Daten
zur Untermisch-Methode gewonnen und verglichen.
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4.2 Material und Methoden
4.2.1 Standorte

4.2.1.1 Niedernberg (NI)

Die Stadt Niedernberg gehort zum Landkreis Aschaffenburg, der mit Miltenberg und
der Stadt Aschaffenburg die Region Bayerischer Untermain bildet. Die Region liegt auf
einer Hohe von 50 - 108 m . N. N., die mittlere Jahrestemperatur liegt bei ca. 9 C und
der Jahresniederschlag betragt im langjdhrigen Durchschnitt 600 bis 650 mm. 61 % der
landwirtschaftlich genutzten Fliche ist Ackerland und 36 % wird als Griinland genutzt.
16 % der Ackerfliche, die mit Getreide angebaut wird, ist Kdrnermais (Bayerisches
Staatsministerium fiir Landwirtschaft und Forsten, 2002a). Das Untersuchungsgebiet
umfasste ca. 15 km” mit der geografischen Lage: West-Ost Ausdehnung 009°05°30”’
bis 09°09°00°’; Nord-Siid-Ausdehnung: N49°56°00°°- N49°52°00°*). Die Maisfelder
auf denen gesammelt wurde, hatten eine GroBe von 0,5 -5 ha. Zum Teil fand in den
Jahren 2000 und 2001 eine Maisziinslerbekdmpfung mit BAYTHROID" statt.

Tab. 4: Sammeldaten und Kenngréf8en vom Stamm Niedernberg (NI)

1999 2000 2001
Sammelzeitpunkt 01.11.-08.11.9 23.10-26.10.  08.10.-19.10.
Sammelbedingungen Stoppeln Bestand, Bestand,
Stoppeln Stoppeln
Anzahl beprobter Felder [n] 10 12 10
Durchschnittliche Larven- 112 90 31
anzahl pro Feld [n]
Feldgrofe [ha] 0,5-10 0,5-10 0,5-10
Anzahl Larven 1232 1083 459
Befallsschitzung ' [%] mittel: gering - mittel:  mittel:
20 - 50 7 -40 20 - 30
Wintermortalitét [%] 27,1 39,5 24,4
Uberlebende” Larven am 938 654 347
(29.05.00/5.06.01/21.05.02)
Maisart Kornermais, Kornermais, Kornermais,
CCM CCM CCM
J ahresmitteltemperatur3 [°C] 10,7 10,9 10,2
Max. Temp [°C] 32,6 33,1 34,4
Min. Temp [°C] -9,3 -11,2 -16,3
Jahresniederschlagsumme® 537,1 806,16 729

[mm]

' Befallzahlen bezichen sich auf grobe Schitzungen wihrend der Sammeltermine und sind statistisch

nicht abgesichert.

? Abziiglich Larven fiir PCR- und Mikrosporidienuntersuchung.
* Quelle: Messnetz Bayern, Wetterstation Nr. 81, GroBostheim (Bayerische Landesanstalt fiir

Landwirtschaft, 2002).
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4.2.1.2 Hessisches Ried (HR)

Der hessische Anteil des Oberrheingrabens wird als Hessisches Ried bezeichnet und
von Rhein, Main, Neckar und Odenwald begrenzt. Das Sammelgebiet umfasste die
Gemeinde Riedstadt, die aus einem Zusammenschluss der Gemeinden Goddelau,
Crumstadt, Erfelden, Leeheim und Wolfskehlen entstanden ist. Riedstadt ist mit 73,76
km® GemarkungsgroBe die flichenmiBig groBte Gemeinde im Kreis GroB-Gerau. Die
Grenzen des Sammelgebietes waren in West-Ost-Richtung: 008°22°10°° bis
008°30°10’’und Nord-Siid-Richtung: N49°53°10°” bis N49°47°50"°. Das Gebiet liegt
auf einer Hohe von 80 bis 90 m 1. N.N. Im Sammelgebiet werden 89 % der
landwirtschaftlichen Flache ackerbaulich genutzt, 11 % stehen als Griinland zur
Verfiigung. Neben dem Getreideanbau mit 57 % und dem Zuckerriibenanbau mit 18 %
ist der Gemiiseanbau mit 10 % der Ackerfliche ein wichtiger Erwerbszweig in der
Landwirtschaft. Die Ackerfldchen sind in dem Gebiet klein und zersplittert. Kornermais
wird zu 4 % und Silomais zu 2 % angebaut (Hessisches Dienstleistungszentrum fiir
Landwirtschaft, 2002). Uber die Bekimpfung des Maisziinslers im Sammelgebiet liegen
keine Daten vor. Aus den eigenen Beobachtungen kann gesagt werden, dass eine
mechanische Bekdmpfung, durch Haickseln und sauberes Unterpfliigen der
Pflanzenreste nicht erfolgt.

Tab. 5: Sammeldaten und Kenngroen vom Stamm Hessisches Ried (HR)

1999 2000 2001
Sammelzeitpunkt 13.10 - 26.10 16.10 - 30.10. 23.10 - 30.10.
Sammelbedingungen Bestand, Bestand, Bestand,
(Stoppeln) (Stoppeln) (Stoppeln)
Anzahl beprobter Felder [n] 9 10 10
Durchschnittliche Larven- 93 64 55
anzahl pro Feld [n]
Feldgrofle [ha] 0,5-7 0,5-7 0,5-7
Anzahl Larven 853 602 549
Befallsschitzung ' [%] mittel mittel gering - mittel
20 - 40 10 - 50 10 - 30
Wintermortalitit [%] 29,5 21,7 24.6
Uberlebende” Larven am 601 371 384
(29.05.00/5.06.01/21.05.02)
Maisart Kornermais, Kornermais, Kornermais,
CCM CCM CCM
Jahresmitteltemperatur’ [°C] 10,6 11 10,4
Max. Temp [°C] 32,2 34,2 344
Min. Temp [°C] -10,0 -11,7 -17.,5
Jahresniederschlagsumme’ 777 902 852
[mm]

! Befallzahlen beziehen sich auf grobe Schitzungen wihrend der Sammeltermine und sind statistisch
nicht abgesichert.

? Abziiglich Larven fiir PCR- und Mikrosporidienuntersuchung.

3 Station Darmstadt (Deutscher Wetterdienst (DWD), 2002).


http://www.riedstadt.de/site/daten/goddelau.php
http://www.riedstadt.de/site/daten/crumstadt.php
http://www.riedstadt.de/site/daten/erfelden.php
http://www.riedstadt.de/site/daten/leeheim.php
http://www.riedstadt.de/site/daten/wolfskehlen.php
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4.2.1.3 Pocking (PO)

Das Sammelgebiet Pocking gehort zum Landkreis Passau. Der Landkreis ist mit einer
Fliche von 1530,28 km® der drittgrofte Landkreis in Bayern und wird in einen
nordlichen und siidlichen Produktionsraum, zu dem das Inntal als Sammelstandort
gehort, untergliedert. Das Inntal entstand aus dem Kiesgeschiebe des Inn-Salzach-
Gletschers. In dem Gebiet herrschen maBig steinreiche Braunerden vor, welche auf
Grund der leichten Erwidrmung einen idealen Maisstandort darstellen. Das
Sammelgebiet hatte eine Fliche von 160 km® und erstreckte sich in West-Ost-Richtung:
013°1°20”" bis 013°22°50° bzw. in Nord-Siid-Richtung: N48°24°30°°- N48°17°40°".
Das Hohenniveau liegt im Durchschnitt bei 320 - 450 m ii. N. N. Landwirtschaftliche
Produktionsschwerpunkte sind im Inntal der Anbau von Getreide, Mais (Kdrnermais
33 %, Silomais 6 %) sowie die Produktion von Zucht- und Mastschweinen (Bayerisches
Staatsministerium fiir Landwirtschaft und Forsten, 2002b). Im Bezirk des
Landwirtschaftsamtes Rotthalmiinster, zu dem das Sammelgebiet gehort, wird der
Maisziinsler ausschlieBlich mechanisch durch Schlegeln der Stoppeln und sauberes
Unterpfliigen des Pflanzenmaterials bekdmpft (Grundwiirmer, pers. Mitt.). Das
Sammeln der Maisziinsler erfolgte mit der Unterstiitzung von Herrn Grundwiirmer,
Landwirtschaftsamt Rotthalmiinster.

Tab. 6: Sammeldaten und Kenngroen vom Stamm Pocking (PO)

1999 2000 2001
Sammelzeitpunkt 01.10 - 31.10. 26.10 - 28.09. 13.10. - 15.10.
Sammelbedingungen Bestand Bestand Bestand
Anzahl beprobter Felder[n] 10 16 20
Durchschnittliche Larven- 46 28 25
anzahl pro Feld [n]
FeldgroBe [ha] 4-10 4-10 4-10
Anzahl Larven 428 431 488

Befallsschitzung ' [%]

gering (5 - 20)

gering (5 - 20)

gering (5 - 10)

Wintermortalitit [%]

42,1

36,2

22,5

Uberlebende” Larven am 219 275 347
(29.05.00/5.06.01/21.05.02)

Maisart Kornermais Kornermais Kornermais
J ahresmitteltemperatulr3 [°C] 9,5 10 9,2

Max. Temp [°C] 33,5 33,2 32,5

Min. Temp [°C] -16 -17,9 -19,2
Jahresniederschlagsumme” 855 871 1001

[mm]
' Befallzahlen beziehen sich auf grobe Schitzungen wihrend der Sammeltermine und sind statistisch
nicht abgesichert.
? Abziiglich Larven fiir PCR- und Mikrosporidienuntersuchung.
3 Station Aldersbach (Deutscher Wetterdienst (DWD), 2002).
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4.2.1.4 Halle/Saale (HA)

Am Standort Halle (76 m ii. N. N.) wurden erst im Jahr 2002 Maisziinsler gesammelt.
Der Grund fiir die spiate Aufnahme des Standortes Halle liegt darin, dass sich ab 1999
eine starke Maisziinslerpopulation mit Befallswerten von bis zu 100 % aufgebaut hatte.
1997 lag der Befall mit Maisziinslern unter 5 % (Fassauer, pers. Mitt.). Vorldufige
genetische Untersuchungen deuteten an, dass die Maisziinsler vom Standort Halle zu
den Maisziinslern aus dem Oderbruch eine groBere Ahnlichkeit aufweisen als zu den
anderen Standorten (Liebe, pers. Mitt.). Da die Maisziinsler im Oderbruch im Jahr 2001
eine hohere Basisempfindlichkeit zeigten, wurde die Population in Halle darauthin
tiberpriift. Aus terminlichen Griinden war eine Sammlung von Maisziinslern im Herbst
2001 nicht moglich, so dass vom 13.06.02 bis zum 16.07.02 zwei Lichtfallen in einem
Abstand von ca. 1 km in Zusammenarbeit mit Herrn Fassauer, Amt fiir Landwirtschaft
und Flurneuordnung Anhalt, aufgestellt wurden. Durch Vandalismus wurde eine
Lichtfalle am 12.07.01 zerstort und die Sammelaktion vorzeitig abgebrochen. Aus den
bis dahin gesammelten Faltern und Eiern wurde eine Zucht aufgebaut, von der die F,-
Generation auf ithre Empfindlichkeit gegeniiber Cry1Ab getestet wurde.

Der Standort Halle, der zur Magdeburger Borde zdhlt, ist durch ein stark
kontinental  beeinflusstes Binnenlandklima, mit einer héufig auftretenden
Vorsommertrockenheit gekennzeichnet. Der Anbau von Mais liegt bei 10 %, wobei
Kornermais zu 7 % angebaut wird (Fassauer, pers. Mitt.). Zur Erosionsminderung und
aus Kostengriinden (Dieseleinsparungen) wird auf den bis zu 100 ha groBBen Schligen
pflugloser Maisanbau betrieben.

Tab. 7: Sammeldaten und Kenngrofen Halle/Saale

Jahr 2002

Falle Lichtfalle Lichtfalle BBA
Pflanzenschutz

Sammelzeitpunkt 13.06. - 16.07. 26.06. - 11.07.

Sammelbedingungen Lichtfalle Lichtfalle

Feldgrofle [ha] 100 100

Anzahl Falter [n] 216 330

) 135 209

Q 81 121

Befallsschitzung” mittel-stark,

[%] 35 -56"

Maisart Kornermais

Jahresmitteltemperatur 8,8 °C

Jahresniederschlagssumme® 495 mm

" Daten fiir 2001 im Kreis K6then (Fassauer, pers. Mitt.).
% Caussade Saaten GmbH, 2002.
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4.2.1.5 Oderbruch (OD)

Das Oderbruch ist das 8stlichste Untersuchungsgebiet (12 m . N. N.) und mit 920 km*
das grofite FluBpoldergebiet in Deutschland (Kofod et al., 1997). Die Oder wurde seit
dem 16. Jahrhundert eingedeicht, um der Uberschwemmungsgefahr entgegenzuwirken.
Um die Auen bzw. Moorbdden landwirtschaftlich zu nutzen, wurden bis in die 70er
Jahre Entwésserungsmaflnahmen durchgefiihrt. Im Oderbruch wird pflugloser
Maisanbau betrieben. Der Maisziinsler wurde 1985 zum ersten Mal im Mais als
Schédling beobachtet (Popko, 2003). Seitdem hat sich der Befall durch den Maisziinsler
von 10,6 % auf heute bis zu 100 % erhoht.

Die Sammlung und die Untersuchungen zur Basisempfindlichkeit des
Maisziinslers im Oderbruch wurden von Frau Liebe, Institut fiir integrierten
Pflanzenschutz (BBA, Kleinmachnow), durchgefiihrt und die Daten fiir die Auswertung
zur Verfiigung gestellt.

Tab. 8: Sammeldaten und KenngroBen Oderbruch

Jahr 2000 2001
Sammelzeitpunkt September 2000 26.09.2001
Sammelbedingungen Stoppeln, Bestand Stoppeln, Bestand
Anzahl beprobter Felder [n] 1 1
Abgesuchter Bereich [ha] ca. 30 ca. 2,2
Anzahl Larven [n] 845 1355
Befall [%] stark stark

75 - 100 75-100
Wintermortalitit [%] 3 5
Uberlebende Larven im Friihjahr 820 1.287
Maisart CCM CCM
Jahresmitteltemperatur' [°C] 10,2 9,1
Max. Temp [°C] 36,5 34,3
Min. Temp [°C] -13,6 -11,2
Jahresniederschlagsumme' 398 443
[mm]

! Station Manchnow (Deutscher Wetterdienst (DWD), 2002).
(Liebe, pers. Mitt).
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4.2.2 Sammelverfahren der Maisziinsler

Das Sammelverfahren richtete sich nach den Empfehlungen der EU-
Expertenkommision zum Monitoring der Insektenresistenz gegen Bt-Toxin (Scientific
Commitee on Plants at the EU-Commission, 1998). Die Maisziinsler der Standorte
Pocking, Niedernberg und Hessisches Ried wurden in allen drei Jahren im Herbst kurz
vor oder nach der Ernte auf mindestens 9 - 20 Feldern (0,5 - 10 ha) gesucht. Pro Feld
wurden je nach Befall zwischen 25 - 150 Larven gesammelt (4.2). Angestrebt wurde
eine Anzahl von 10 Feldern a 100 Larven und somit insgesamt eine Zahl von
300 bis 1.000 Larven. Die Probestellen wurden moglichst gleichmiBig tiber das
Anbaugebiet verteilt und auch innerhalb eines Feldes wurde an mehreren Stellen
gesammelt. Da kein Einfluss auf die Anbaustruktur, den Erntezeitpunkt und die
Schédlingsbekdmpfungsmalinahmen in den Anbaugebieten genommen werden konnte,
kam es teilweise zu einer ungleichen Verteilung der Probestellen. Dies spiegelt die
tatsdchliche Verteilung der Population im Gebiet wieder, da durch insektizide
Behandlung oder die Massierung von Feldern in einem Gebiet die Population
entsprechend beeinflusst wird. Die Larven aus dem Oderbruch wurden auf Teilen einer
bis zu 70 ha groBen Maisfliche gesammelt; dies entspricht etwa der abgesuchten
Maisfldche an den anderen Standorten. Im Anbaugebiet Halle, das erst im Jahr 2002 in
die Untersuchungen aufgenommen wurde, war ein Sammeln der Larven nicht moglich.
Daher wurden Falter mit Hilfe von zwei Lichtfallen im Zeitraum vom 13.06.02 bis zum
16.07.02 gefangen. Die Fallen waren mit einer UV- und einer WeiBlicht-Rohre
ausgestattet und hatten einen Abstand von ca. 1 km zueinander. Die anfliegenden
Insekten sammelten sich in einem Kifig (HxBxL = 30 cm x 30 cm x 30 cm), der
tiaglich geleert wurde. Die gefangenen Falter wurden in einen Gazekifig (HxBx L =
2mx2mx2m), der iiber dem Maisbestand gestellt wurde, iberfithrt. Im Kaifig
wurden die Maisblatter tdglich auf Eigelege abgesucht und zur Weiterzucht ins Labor
versendet. Ein Teil der Falter wurde zur Eiablage ins Labor gebracht.



BASISEMPFINDLICHKEIT 31

4.2.3 Laborstamm Darmstadt (LA)

Der "Laborstamm Darmstadt" wurde im November 1999 von Dr. Hassan, BBA
Darmstadt, zur Verfiigung gestellt. Dieser Stamm stammt urspriinglich aus der Schweiz
von der Eidgendssischen Forschungsanstalt fiir Agrarokologie und Landbau (FAL) und
war seit drei Jahren in Dauerzucht in der BBA. Der Laborstamm wurde in einem
kontinuierlichen Zuchtverfahren ohne Diapause gehalten, so dass jederzeit alle
Entwicklungsstadien des Maisziinslers zur Verfiigung standen (4.2.4.1). Die
Generationszeit betrug zwei bis drei Monate, so dass im Jahr ca. vier bis sechs
Generationen erzeugt wurden. Pro Generation wurden ca. 200 bis 300 Falter angesetzt.
Anfang des Jahres 2002 zeigte sich, dass der Laborstamm mit Mikrosporidien (Nosema
pyrausta) infiziert war. Die Mikrosporidien hatten sich stark ausgebreitet, so dass der
Laborstamm aufgegeben wurde, um die anderen Stimme nicht durch eine Infektion zu
gefahrden.

4.2.4 Zucht von Ostrinia nubilalis

Die Zucht der Maisziinsler richtete sich weitgehend nach den Erfahrungen der
Abteilung Dr. Hassan, BBA Darmstadt (pers. Mitt.). Im Verlaufe der Arbeit wurden die
Zuchtbedingungen optimiert und den Untersuchungszwecken angepasst.

4.2.4.1 Dauerzucht

Die Maisziinslerfalter wurden, nachdem sie geschliipft waren, in einem
Plexiglaszylinder (& x H =11 cm x 20 cm) gegeben, der auf der Innenseite mit
Filterpapier ausgeschlagen und mit einer perforierten Plastikfolie oben abgeschlossen
war. Um eine moglichst hohe Luftfeuchtigkeit fiir die Eiablage zu erhalten, wurden die
Zylinder mit den Faltern auf einen Gitterrost (L x B x H= 54 cm x 33 cm x 2,5 cm) in
Euroschalen (L x B x H=60 cm x 40 cm x 6,5 cm), die Wasser enthielten, gestellt. Die
Luftfeuchtigkeit in den Zylindern konnte auf einen Wert zwischen 70 und 93 % rel.
Luftfeuchte eingestellt werden. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zylinder auf
Eiablage kontrolliert, Filterpapier und Plastikfolie mit Eigelegen ausgetauscht und die
toten Falter entfernt. Die Zucht erfolgte in einem klimatisierten Raum bei 22 - 25 °C
und Langtagbedingungen von 18 h Licht und 6 h Dunkelheit [18:6 h (H:D)]. Pro
Zylinder wurden ca. 50 Falter angesetzt, wobei moglichst ein Geschlechterverhiltnis
von 1:1 angestrebt wurde. Um die Eiproduktion zu erhéhen wurde den Faltern eine
10%ige Zuckerlosung oder Wasser auf einem Wattebausch angeboten (Kira et al., 1969;
Andow, 2001). Die Eigelege wurden auf dem Filterpapier ausgeschnitten und in
Petrischalen aufbewahrt. Die Petrischalen waren mit Handtuchpapier verschlossen, das
regelmifig angefeuchtet wurde. Die Weiterzucht der Eier und Larven erfolgte im
Lichtthermostaten bei 25 °C und 18:6 h (H:D). Frisch geschliipfte Larven erhielten
einen diinnen Streifen Ndhrmedium (Anhang 9.1.2). Nach ca. einem Monat wurden die
Larven in Plastikboxen (LxBxH=20cm x 10 cm x 6 cm, Deckel mit zwei Gaze
bespannten Offnungen (& 4,5 cm) zur Beliiftung) umgesetzt und weiter bei 25 °C, 18:6
h (H:D) gehalten. Unter den Deckel der Plastikbox wurde ein Handtuchpapier gespannt,
das bei Bedarf angefeuchtet wurde und als Verpuppungsversteck diente. Die Larven
erhielten nach Bedarf frisches Ndhrmedium. Die Puppen wurden in Bellaplastboxen
(LxBxH=18 cmx 14 cm x 6 cm), die mit Handtuchpapier als Schlupfhilfe ausgelegt
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waren, tiberfithrt. Die geschliipften Falter wurden in der oben beschriebenen Art
weitergeziichtet. Fiir das Umsetzten und zur Kontrolle wurden die Falter mit CO,
betdubt.

4.2.4.2 Zucht der gesammelten Falter

Die im Herbst im Freiland gesammelten Ls-Larven (Pocking, Niedernberg, Hessisches
Ried) wurden in Plastikboxen (B x L x H =20 cm x 20 cm x 8 cm) gehalten. Zur
Beliiftung waren in die Deckel ca. 10 cm x 10 cm und in den Seiten im Durchmesser 4,5
cm grofle Gazestiicke eingesetzt. Als Versteckmoglichkeit und Verpuppungsraum
wurden den Larven im Jahr 2000 Maisstangel angeboten. Da diese stark verpilzten
wurde in den folgenden Jahren zerkniilltes Handtuchpapier verwendet. In jede Box
wurden maximal 50 Larven gesetzt. Die Lagerung der Boxen erfolgte in beliifteten,
nicht beheizten und nicht beleuchteten Gewichshdusern, so dass die Licht- und
Temperaturverhéltnisse weitgehend den natiirlichen Bedingungen in Darmstadt in den
Jahren 1999 bis 2002 entsprachen. Ab April wurden die Larven ein Mal pro Woche mit
Wasser bespriiht, damit sie troptbares Wasser aufnehmen konnten (Beck, 1967). Die
Puppen wurden in Plastikbechern mit perforiertem Deckel (& x H=4,5 cm x 7 cm) und
einem Stiick Filter- oder Handtuchpapier gelegt. Im Folgenden richtete sich die Zucht
nach den in Kapitel 4.2.4.1 beschriebenen Bedingungen. Die Stimme wurden bis zur
F,-Generation geziichtet und abgetotet, bevor die Larven des néchsten Jahres zum
Schlupf kamen. Die Haltung der Larven aus dem Oderbruch durch Frau Liebe in der
BBA Kleinmachnow richtete sich ebenfalls nach den im Kapitel 4.2.4.1 beschriebenen
Bedingungen. Die Uberwinterung erfolgte in auf dem Feld gesammelten Stoppeln in
einem luftdurchldssigen Gazekifig, der vor Niederschlag geschiitzt war, auf dem
Geldande der BBA Kleinmachnow (Liebe, pers. Mitt.).

4.2.4.3 Krankheiten

Ein hoch infektioser Parasit des Maisziinslers ist die Mikrosporidie Nosema pyrausta.
Die Infektion mit N. pyrausta kann zu einer verringerten Fertilitit und im Extremfall
zum Zusammenbruch einer Maisziinslerzucht fithren (Weis, 1961; King und Leppla,
1984). Die Mikrosporidieninfektion reduziert die Empfindlichkeit von Maisziinsler-
larven gegeniiber Bt-Toxinen (Pierce et al., 2001), weswegen die Zuchtstimme
regelmifBig auf einen Mikrosporidienbefall unter Anleitung von Frau Dr. Kleespies
(BBA, Darmstadt) untersucht wurden (Tab. 9).
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Tab. 9: Befunde der Mikrosporidienuntersuchungen 2000 und 2002

Stamm' Jahr’> Larven Uberwinterte Generation Gesamt-
aus dem Larven/Falter Befunde
Freiland® Fy 2F;

PO 2000  20/1 16/0 16/0 52/1

NI 2000  20/0 268/4 114/0 402/4

HR 2000 61/13 11/4 19/5 91/22

LA 2000 20/0 20/0

PO 2001  20/1 20/0 40/1

NI 2001  77/0 20/0 97/0

HR 2001  33/7 10/2 43/9

LA 2001 20/0 20/0

PO 2002 64/0 20/0 10/7 74/7

NI 2002 44/0 20/0 26/0 70/0

HR 2002 19/3 20/2 39/5

LA 2002 25/23 25/23

OD 2002 45/1 37/0 82/1

HA 2002 12/0 19/3 31/3

'PO = Pocking, NI = Niedernberg, HR = Hessisches Ried, HA = Halle, OD = Oberbruch (siche 4.2).
? Jahr, in dem die Elterngeneration des Zuchtstammes geschliipft ist.
3 Anzahl untersuchter Maisziinsler/positiver Befund auf Mikrosporidien.

Larven bzw. iiberwinterte Falter aus Pocking und Niedernberg zeigten teilweise eine
schwache Infektion mit Mikrosporidien. In den Jahren 2000 und 2002 wurden keine
Mikrosporidien in der F;- und der F,-Generation gefunden. Durch die massive
Ausbreitung der Mikrosporidien in der Laborzucht im Jahr 2002, wurde die F,-
Generation von Pocking infiziert. Die Infektion erfolgte nach Abschluss der
Untersuchungen zur Basisempfindlichkeit. Bei der Zucht aus Halle wurde in der F;-
Generation eine schwache Mikrosporidieninfektion gefunden, wobei eine Infektion
innerhalb des Labors wahrscheinlich ist. Das Oderbruch zeigte eine schwache Infektion
bei den liberwinterten Larven und keine Infektion in der F,-Generation. Da bei den
Stammen Pocking, Niedernberg, Halle und Oderbruch die Mikrosporidien in geringer
Konzentration zumeist in hoheren Generationen gefunden wurden, konnte bei den frisch
geschliipften Fi-Larven ein Einfluss von N. pyrausta auf die Biotests ausgeschlossen
werden. Im Hessischen Ried waren schon die gesammelten Larven stark mit
Mikrosporidien infiziert, so dass bei den frisch geschliipften Larven ein Einfluss durch
N. pyrausta auf die Empfindlichkeit moglich war. Die Laborzucht zeigte in den Jahren
2000 und 2001 keine Anzeichen einer Infektion mit N. pyrausta. Am 05.06.2002
wurden die ersten Mikrosporidien in Larven des Laborstamms entdeckt und bei der
weiteren Untersuchung eine massive Infektion festgestellt, so dass die Laborzucht
aufgegeben werden musste. Im Frithjahr 2000 zeigte die Zucht aus Pocking einen
starken Milbenbefall (die Milben wurden nicht weiter bestimmt). Die Larven hatten in
Maisstiangelstiicken iiberwintert. Durch eine verbesserte Hygiene und durch Abwaschen
der Milben mit Alkohol konnte die nachfolgende Generation von Milben freigehalten
werden. Die Waschprozedur und die Milben fiihrten zu einer erhohten Mortalitdt unter
den gesammelten Larven des Jahres 1999 aus Pocking.
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4.2.5 Bt-Toxin CrylAb

Hinter dem Begriff Bt-Toxin verbergen sich eine Vielzahl von Toxinen mit dhnlicher
Proteinstruktur, aber zum Teil unterschiedlichem Wirtsspektrum (3.1). In dieser Arbeit
wurde mit dem lepidopterenspezifischen Cryl Ab-Toxin gearbeitet. In den Bakterien
wird das CrylAb-Toxin als Protoxin (130,6 kDa) produziert. Die Bt-Mais-Events Bt-
176 und Mon810 produzieren ein verkiirztes Protoxin, das einen trypsinresistenten Kern
von 60 - 70 kDa, der das aktive Toxin darstellt, enthélt (Hofte und Whiteley, 1989). Die
Toxine der verschiedenen Bt-Maispflanzen unterscheiden sich in der Lénge des C-
terminalen Endes des aktiven Toxinkerns. Im Insektendarm empfindlicher Arten wird
das Protoxin in die aktive Form iiberfiihrt, was unabhédngig von der Toxinvorstufe
geschehen sollte. Da die Extraktion von Bt-Toxin aus Pflanzen aufwindig und teuer ist,
werden Dosis-Wirkungs-Untersuchungen mit CrylAb durchgefiihrt, das in Bakterien
produziert wurde. Dabei wurden sowohl das Protoxin als auch der trypsinresistente
Kern des CrylAb-Toxins, der nach Trypsinbehandlung aus dem Protoxin gewonnen
wurde, eingesetzt. Die U.S. Environmental Protection Agency (EPA) (2001) stellte die
Aquivalenz der CrylAb-Toxine anhand verschiedener Studien aus den Bt-Mais-Events
Bt-176 und Mon810 mit den von Bakterien produzierten Toxinen fest. Die angefiihrten
Studien, die nicht publiziert wurden, wiesen laut EPA (2001) die Gleichheit der
Pflanzen- und Bakterien-CrylAb-Toxine durch DNA-Sequenz-Bestimmungen sowie
gelelektrophoretischen Untersuchungen mit Hilfe von immunologischen Tests und
Biotests nach.

Im Jahr 2001 wurde das Cryl Ab-Toxin von der Firma Novartis (North Carolina, USA)
zur Verfiigung gestellt. Seit dem Jahr 2001 produzieren Dr. Jehle und seine Mitarbeiter
(Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt, SG Biotechnischer Pflanzenschutz,
Neustadt a. d. Weinstrasse) das Toxin. Die Toxinchargen unterschieden sich in der
Herstellungsweise und wurden in unterschiedlicher Reinheit angeboten (Tab. 10). Die
Verdiinnungsstufen wurden laut den Proteinkonzentrationsangaben der Hersteller
angesetzt. Das Toxin wurde aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Ein Mal aufgetaute
Aliquots und die Verdiinnungsreihen wurden bei 4°C gelagert. Bei den Untersuchungen
verursachten die Proteinchargen bei gleicher Toxinkonzentration unterschiedliche
Mortalititen (4.2.6.2). Eine Uberpriifung der Toxine mittels Gelelektrophorese im Jahr
2002 ergab, dass der trypsinresistente Kern (67 kDa) bei der Charge J1 weiter abgebaut
worden war. Neben der 67 kDa Bande wurden zwei weitere Banden festgestellt. Die
finale ToxingroRe war ca. 60 kDa, was einer Toxincharge die von der Firma Monsanto
(Lot-Nr. B8R176001, Datum 20.02.98) produziert wurde und den Projektpartnern der
Universitdt Aachen zur Verfligung stand, entsprach (Jehle, pers. Mitt.). Das Toxin J3,
das im Gegensatz zu J1 frisch produziert war, hatte die typische Gréf3e von 67 kDa. In
wieweit ein spidterer Abbau der Charge J3 stattfand und ob die unterschiedliche
ToxingroBe durch die Herstellungsart verursacht wurde, konnte bisher nicht geklart
werden.
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Tab. 10: Produktionsdaten der verwendeten Toxinchargen des CrylAb-Toxins

Interne _-Nummer N1 J1 (at+b) J3 (a+b)
Lieferung 15.11.99 a. 04.05.01 a. 8.11.01

b. 23.07.02 b. 5.12.01
Hersteller Novartis Jehle Jehle
Herstellungsdatum 1999 04.03.01 08.10.01
Isolationsstamm B.t. kurstaki HD1-9 E. coli HB101 E. coli HB101
Zellaufschluss k.A. French Press Lysozym
Toxinform Protoxin trypsinresistenter  trypsinresistenter

Kern Kern
ToxingroBe [kDa] 130 67 67
Konzentration 100 mg 25 mg/ml 12 mg/ml

(18 mg/ml)°®
Reinheit [%] 75,4 ca. 90 ca. 90
aktives CrylAb-Toxin 38,9 90 90
(60 - 67 kDa) [%]
Lagerung [°C] -20 -20 bzw.+4 -20 bzw. +4
Verwendung im Jahr 2000 2001 ab Ende 2001

' Bei der Uberpriifung der ToxingroBe der Toxinchargen J1 zeigte sich, dass es zu einem weiteren
Abbau des Toxins kommt. Es wurden drei Banden zwischen 67 kDa und ca. 60 kDa ermittelt (Jehle,
pers. Mitt.).

*Ein Aliquot J1 ergab bei einer Nachmessung des Proteingehaltes einen Wert von 18 mg/ml.

4.2.6 Biotest

4.2.6.1 Dosis-Wirkungs-Test zur Bestimmung der Basisempfindlichkeit

Fiir die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Kurven wurden die letalen Konzentrationen
(LC) bestimmt. Letale Dosen (LD) wurden nicht bestimmt, da hierfiir die
aufgenommene Menge an Nahrung ermittelt werden muss, was bei den verwendeten
L1-Larven nicht moglich war. Die Biotests wurden in Rastern (Bio-ba-128, Color-Dec
Italy) durchgefiihrt. Die Raster bestehen aus 128 einzelnen Wannen, in die jeweils 1 ml
des Versuchsmediums gegossen wurde. Nach dem Erkalten ergab sich eine planare
Oberfliche mit einem Durchmesser von 1,50+ 0,03 cm und einer Fliache von
1,77b + 0,08 cm®. Von dem Toxin wurden jeweils sieben Verdiinnungsstufen angesetzt.
Die Verdiinnungsschritte betrugen i.d.R. eine Halbierung der vorherigen
Toxinkonzentration. Die Toxinkonzentrationen wurden so gewéhlt, dass die Mortalitit
von mindestens drei Toxinkonzentrationsstufen zwischen 20 und 90 % lag. Die hochste
Toxinkonzentration erreichte i.d. R. 100 %. Die Konzentrationenstufen wurden fiir
einzelne Stimme und Methoden unter Beriicksichtigung des Mortalitdtsbereiches
angepasst (Tab. 11), so dass fiir die einzelnen Versuche unterschiedliche Verdiinnungen
eingesetzt wurden.
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Tab. 11: Konzentrationsbereich der eingesetzten Verdiinnungsstufen bei den Dosis-
Wirkungs-Tests

Toxin Methode Bereich der Verdiinnungsstufen
Toxinmenge1 pro Rasterwanne

N1 Oberflache 6,08 -389ng/cm’

J1 Oberfliche 3,6 -900 ng/cm”

J1 Untermisch 0,1125-4,5 ng/g

J3 Oberfliche 0,9 -225ng/em’

J3 Untermisch 0,028 -4,5ng/g

' Toxinmenge berechnet fiir den reinen trypsinresistenten Kern des Cry1Ab-Toxin.

Das Toxin wurde mittels PUFFERAN® (Cyclohexylaminopropansulfonsiure, Firma
Roth, auf pH 10,5 eingestellt) verdiinnt. Die Kontroll-Lésung bestand aus PUFFERAN®™
(pH 10,5). Die Verdiinnungsstufen und die Stammldsung wurden maximal vier Monate
bei 4 °C gelagert. Die Toxinlosungen wurden den Larven durch zwei Methoden
angeboten:

1. Oberflichen-Methode (O):
Die Toxinlosungen wurden auf die Oberfliche des Ndhrmediums Anhang (9.1.2)
appliziert. Dazu wurden von den Toxinldsungen (4.2.5) und der Kontroll-Lésung
jeweils 100 ul mit Hilfe einer Eppendorf-Multipipette auf die planare Oberflache
des Mediums aufgetragen und das Raster geschwenkt, damit sich der
Flissigkeitsfilm tiber die gesamte Oberfliche gleichmédBig verteilt. Auf eine
Zugabe von Benetzungsmitteln wurde verzichtet. Danach wurden die Raster an
der Luft getrocknet, bis die Oberfliche getrocknet war (ca. 2-4 h). Bis
Versuchbeginn wurden die Raster in Plastiktiiten zum Schutz gegen die
Austrocknung bei 4 °C gelagert. Der LCs-Wert wurde in ng Toxin/cm®
Mediumoberfliche (1,77 cm”) angegeben.

2. Untermisch-Methode (U)
Bei dieser Methode wurden 100 pl Toxinlosung/g Nahrmedium (4.2.5) unter das
warme fliissige Medium gemischt (Anhang 9.1.2) und jeweils 1 ml des
toxinhaltigen Ndahrmediums in die Rasterwannen gegeben. Bis Versuchsbeginn
wurden die Raster in Plastiktiiten zum Schutz gegen die Austrocknung bei 4 °C
gelagert. Der LCsp-Wert wurde in pg Toxin/g Ndhrmedium angegeben, was in
etwa pg Toxin/ml Ndhrmedium entspricht (1 ml Ndhrmedium e 1,05 g+ 0,01 g
[n=32)).

Die ungefiitterten Larven eines Ablagetermines im Alter zwischen 3 und 24 h wurden
zufillig auf die Rasterwannen mit den unterschiedlichen Verdiinnungsstufen verteilt.
Um Kannibalismus zu vermeiden, wurde je Rasterwanne eine Larve angesetzt. Die
Versuche wurden in Klimaschrinken bei 25 °C in Dunkelheit durchgefiihrt, wobei die
Mortalitdt nach 7 Tagen bestimmt wurde. Die Versuche im Dunkeln durchzufiihren
hatte sich als glinstig erwiesen, da die Larven die Tendenz zeigten, zum Licht zu streben
und sich so vom Toxin entfernten. Als tote Larven wurden diejenigen gezéhlt, die nach
Beriihrung mit einem Pinsel keine Reaktionen mehr zeigten. Pro Wiederholung und
Anbauregion bzw. Laborstamm wurden zwischen minimal 128 Larven (8 x 16 Larven =
1 Raster) und 1. d. R. 256 Larven (8 x 32 Larven) im Biotest angesetzt. Ab dem Jahr
2001 wurde auf Anraten des Statistikers Dr. Moll (BBA, Kleinmachnow) zur genaueren
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Bestimmung der Kontrollmortalitit zusétzlich die doppelte Anzahl Larven pro Raster
angesetzt. Die Dosis-Wirkung-Tests wurden mindestens drei Mal bis maximal 12 Mal
wiederholt. Die Anzahl der Wiederholungen hing von der Verfiigbarkeit frisch
geschliipfter Larven ab. Die Larven einer Wiederholung stammten von ca. 50 - 100
Paaren und einem einzigen Ablagetermin der Eier. Wenn moglich erfolgte die
Durchfiihrung der Dosis-Wirkungs-Tests fiir mindestens zwei Stimme parallel. Fiir die
Bestimmung der Basisempfindlichkeit der Stimme Pocking, Niedernberg, Hessisches
Ried, Halle und des Laborstamms wurden die Eigelege bei 25°C bzw. 22 °C
(Laborstamm) ausgebriitet. Fiir die Dosis-Wirkungs-Tests des Stammes Oderbruch
wurden der Schlupf der Larven aus Eigelegen verschiedener Ablagetermine durch
Kiihlung iiber 1 - 10 Tage bei 15 °C synchronisiert (Liebe, pers. Mitt.). Im Jahr 2001
hatten die Larven ein Alter von 24 - 48 h. Ab dem Jahr 2002 wurden wie in Darmstadt
Larven mit einem Alter zwischen 3 und 24 h verwendet. Die Kiihlung und das Alter der
Larven fiithrten zu keiner erhohten Kontrollmortalitét.

4.2.6.2 Dosis-Wirkungs-Test zur Bestimmung des Einflusses von Versuchsparametern
auf die Empfindlichkeit von Maisziinslerlarven

Als Griinde fiir die Schwankungen der LCs-Werte innerhalb einer Versuchsreihe
kamen sowohl die unterschiedliche Empfindlichkeit der Larven verschiedener
Ablagetermine als auch versuchsbedingte Einfliissen in Frage. Bei der Bestimmung des
Einflusses der Versuchsparameter wurden bei den Wiederholungen die Larven eines
Ablagetermins zufillig auf die Versuchsvarianten aufgeteilt, um den Einfluss des
Ablagetermins auszuschalten.

4.2.6.2.1 Toxinvergleich
Toxinchargen

Durch die unterschiedliche Aktivitit der Toxinchargen war es notwendig die Toxine
parallel zu vergleichen. Die Versuche richteten sich nach den Bedingungen wie sie im
Kapitel 4.2.6.1 beschrieben wurden. Im Jahr 2001 wurden die Chargen N1 und J1 mit
der F,-Generation des Stammes Hessisches Ried und dem Laborstamm Darmstadt
getestet. Im Jahr 2002 wurden die Chargen J1 und J3 gegeneinander mit der F- bzw.
F,-Generation der Stamme Niedernberg und Halle getestet. Jedes Jahr wurden pro
Stamm vier Wiederholungen durchgefiihrt. Das Toxin wurde auf die Oberflache des
Néahrmediums appliziert.

Alterung des Toxins

Um einen Abbau der CrylAb-Toxine wihrend der Lagerung der Toxinlosungen
auszuschlieBen, wurden fiir zwei Toxinchargen (J1b und J3) Lésungen angesetzt und
nach 0, 8, 13, 14, 16, 49, 55, 132 und 142 Tagen der LCsp-Wert fiir den Laborstamm
ermittelt. 288 Larven wurden im Dosis-Wirkungs-Test pro LCsy-Bestimmung und
Toxincharge eingesetzt. Die Toxincharge J1b war bis zum Versuchsbeginn bei 4 °C
gelagert worden und hatte ein Alter von 269 Tagen seit Herstellung. Das verwendete
Aliquot hatte zu Beginn der Versuche einen Toxingehalt von 18 mg/ml. Bei der
Herstellung lag der Wert bei 25 mg/ml (Berlinghof und Jehle, pers. Mitt.). Fiir die
Berechnung der Verdiinnungen wurde der Wert von 18 mg/ml verwendet. Die
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Konzentrationsstufen wurden fiir die LCsy-Berechnung nachtriglich auf 25 mg/ml
bezogen. Die Toxincharge J3 war zu Versuchsbeginn 51 Tage alt.

4.2.6.2.2 Laborvergleich, Kiihlung und Alter der Larven

Die Dosis-Wirkungs-Tests fiir den Laborstamm Darmstadt wurden im Jahr 2002
parallel in Kleinmachnow und in Darmstadt durchgefiihrt. Dazu wurden Eigelege eines
Ablagetermins aufgeteilt und per Post an die beiden Labors geschickt. Die Eigelege
wurden im Klimaschrank bei 25 °C ausgebriitet. Fiir die 3 - 24 h alten Larven wurden
die LCsp-Werte unter den gleichen Bedingungen bestimmt. Der Dosis-Wirkungs-Test
wurde vier Mal mit der Oberflichen-Methode und der Toxincharge J3 wiederholt. In
weiteren Versuchen wurde der Einfluss der Kiihlung der Larven auf die LCs,-Werte
bestimmt. Dazu wurden Eigelege eines Ablagetermins des Laborstammes bis zum
Schlupf der Larven bei 10 °C bzw. 15 °C und 22 °C gelagert. Die Dosis-Wirkungs-
Tests wurden mit der Toxincharge J3, die auf die Oberfliche des Mediums appliziert
wurde, durchgefiihrt. Je nach Menge der Eigelege eines Ablagetermins konnten nicht
alle Temperaturvarianten angesetzt werden. Die Temperaturvarianten 10 °C bzw. 15 °C
wurden parallel zu einer 22 °C Variante durchgefiihrt, so dass in die Ermittlung der
LCso-Werte unterschiedliche Wiederholungszahlen eingingen. Von der 22 °C -
Temperaturvariante wurden 13, von der 15 °C-Variante neun und von der 10 °C-
Variante sieben Wiederholungen durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Empfindlichkeit
der Larven in Abhédngigkeit vom Alter, wurden die Larven eines Ablagetermins im
Schwarzkopfstadium der FEier aufgeteilt. Ein Teil der geschliipften Larven wurde
zwischen 3 und 24 h nach dem Schliipfen im Biotest eingesetzt. Der andere Teil der
Larven wurde am nichsten Tag im Alter von 24 bis 48 h eingesetzt.

4.2.6.2.3 Vergleich Oberfldchen- und Untermisch-Methode

Der Vergleich der LCsp-Werte der beiden Methoden erfolgte in den Jahren 2001 und
2002 im Rahmen der Bestimmung der Basisempfindlichkeit der verschiedenen Stimme.
Diese Dosis-Wirkungs-Tests unterschieden sich aber in der Wiederholungszahl. Auch
wurden die Methoden in den beiden Jahren nacheinander durchgefiihrt, so dass die
Larven aus einem anderen Ablagezeitraum stammten. Um die Schwankungen durch die
verschiedenen Wiederholungszahlen und durch die variierende Empfindlichkeit der
Stdimme zu minimieren, wurden Anfang 2002 exemplarisch mit dem Laborstamm die
Oberflichen- und Untermisch-Methode in Parallelversuchen verglichen. Aus
Rationalisierungsgriinden wurden bei der Untermischmethode mehrere Rasterschalen
gegossen, die bis zum Versuch bei 4 °C gelagert wurden. Um einen Einfluss der
Lagerung auszuschlieen, wurden bei der Oberflichen-Methode zwei Ansétze verfolgt.
Zum einen wurde das Toxin jeweils frisch auf das Medium appliziert, d.h. die
Applikation erfolgte weniger als 3 Tage vor Versuchsbeginn (dies entsprach dem
Versuchsdesign zur Bestimmung der Basisempfindlichkeit siche Kapitel 4.2.6.1). Beim
zweiten Ansatz wurde das Toxin auf das Medium gegeben und der Versuch drei Tagen
spater gestartet. Der Verbleib des Toxins auf dem Medium entsprach der Untermisch-
Methode. Der Versuch wurden fiinf Mal und mit dem Toxin J3 wiederholt.
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4.2.7 Statistik

Fiir die Berechnung wurde das Statistikprogramm SAS in der Windows Version 8
verwendet. Die Prozeduren sind durch Professor Piepho, Universitit Hohenheim
Fachgebiet Bioinformatik, erstellt worden (sieche Anhang 9.1.3). Fiir jede Wiederholung
wurde zunéchst separat der LCso-Wert geschétzt. Anstelle der liblichen SAS Probit-
Prozedur wurde eine NLMIXED Prozedur verwendet, die die Berechnung des
Standardfehlers erlaubt. Der Standardfehler wurde in den weiteren Berechnungen zur
Gewichtung der LC50-Werte der Wiederholungen in der Schiatzung des Gesamt-LC50-
Wertes benutzt (Johnson, 1993). Die gewichteten Auswertungen des Gesamt-LC50-
Wertes erfolgten nach einem linearen Modell (MIXED-Prozedur). Fiir die Berechnung
der LC50-Werte der Stimme und Jahre, die um den Toxineinfluss bereinigt waren,
wurden die parallel durchgefiihrten Toxinvergleiche in die Berechnungen einbezogen.
Die Berechnungen erfolgten durch eine Kovarianzanalyse, in der in einem linearen
Modell Toxin-Effekte und Ort- mal Jahr-Effekte einbezogen und die Korrelation von
Parallelversuchen beriicksichtigt wurde.

Die Aquivalenz der LCs,-Werte fiir verschiedene Stimme oder Versuchsansitze
kann fiir eine gewdhlte tolerierbare Differenz & untersucht werden. Auf der
logarithmischen Skala kann die Differenz der LCsy,-Werte zweier Stimme oder
Versuchsansitze mit einem Vertrauensbereich geschitzt werden. Die Aquivalenz der
LCso-Werte ist nachgewiesen, wenn das Vertrauensintervall zum Niveau (1 - 2a)) von
den beiden Schranken (-logl10(d); +log10(8)) umfasst wird. Eine Ungleichheit kann bei
einem Signifikanzniveau von 2a=10% nachgewiesen werden, wenn die
Vertrauensgrenzen der Differenz eines LCsp-Vergleichs gleiche Vorzeichen aufweisen.
Dieselben Berechnungen werden fiir den Vergleich zweier Steigungen der
Probitgeraden durchgefiihrt. Zwei Dosis-Wirkungs-Kurven werden als parallel
angenommen, so lange kein Unterschied auf dem Signifikanzniveau von 2o = 10 %
nachgewiesen wurde (t-Test). Bei parallelen Dosis-Wirkungs-Kurven kann der
Unterschied der beiden Kurven durch den Wirkungsquotient, der sich als Quotient der
beiden LCso-Werte ergibt, angegeben werden (Unkelbach und Wolf, 1985). Die im
Aquivalenztest geschitzte Differenz der LCsy-Werte zweier Stimme bzw. Toxine gibt
umgerechnet auf einer linearen Skala den Wirkungsquotienten (engl.: relative potency)
an. Beim Vergleich einer resistenten mit einer empfindlichen Population wird der
Wirkungsquotient als Resistenzfaktor (engl.: resistance factor) bezeichnet. Die
Varianzunterschiede zwischen den Methoden wurden nach der Satterwaite-Methode
bestimmt. Der Einfluss des Alters der Verdiinnung oder weiterer Laborparameter wird
durch einen t-Test statistisch tiberpriift.
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4.3 Ergebnis

4.3.1 Basisempfindlichkeit im Jahr 2000

Die Basisempfindlichkeit im Jahr 2000 wurde fiir die Stimme der Standorte Pocking,
Niedernberg und Hessisches Ried bestimmt. Zusitzlich wurde die LCs, des
Laborstamms Darmstadt ermittelt. Die Dosis-Wirkungs-Tests wurden mit dem von
Novartis (N1) zur Verfiigung gestellten Protoxin (4.2.5) durchgefiihrt. Es wurden frisch
geschliipfte F{-Nachkommen der im Herbst 1999 gesammelten Larven getestet, welche
somit den im Jahr 2000 auf den Maispflanzen fressenden Maisziinslerlarven
entsprachen. Als Zuchtbasis fiir die F{-Generation standen im Friihjahr, nach Abzug der
Wintermortalitit, fiir den Stamm Pocking 219 Larven, Niedernberg 938 Larven und fiir
das Hessische Ried 601 Larven zur Verfiigung. Da sich Schlupfverlauf,
Eiablageverhalten der Falter und Anzahl an frisch geschliipften Larven fiir die einzelnen
Stamme unterschieden, konnten nicht alle Wiederholungen parallel durchgefiihrt
werden. Die Wiederholungszahl pro Stamm war nicht konstant. Fiir den Standort
Pocking wurden drei, fiir Niedernberg vier und fiir das Hessisches Ried und die
Laborzucht sechs Wiederholungen durchgefiihrt. Pro Wiederholung und Standort
wurden im Durchschnitt 32 Larven a sieben Konzentrationsstufen plus einer Null-
Kontrolle verwendet. Insgesamt wurden 768 Larven des Stammes Pocking, 856 fiir
Niedernberg, 1.792 Larven fiir das Hessische Ried und 1.534 Larven der Laborzucht in
den Dosis-Wirkungs-Tests eingesetzt und ausgewertet (Tab. 12).

Tab. 12: Ergebnisse der LCsp-Berechnungen fiir Ostrinia nubilalis im Jahr 2000 fiir die
Stamme Pocking (PO), Niedernberg (NI), Hessisches Ried (HR) und Laborstamm
Darmstadt (LA)

Stamm n LCs, [ng Toxin'/cm?®] Steigung’ Wirkungsquotient
(95 % KI)* (95 % KI) (95 % KI)*

LA 1.534 60 (44 - 81) abc 2,15(1,54-2,77) a 1

PO 768 32 (21-50)a 2,65 (1,73 - 3,56) 1,9 (1,1 -3,2)

NI 856 19 (14 -28) bd 3,39 (2,37-441) a [3,1(1,9-49)7

HR 1.792 33(24-44)cd 2,24 (1,66 - 2,83) 1,8 (1,2 - 2,8)

" CrylAb-Toxincharge NI (Protoxin), Toxinmenge auf das aktive Toxinfragment bezogen,
Oberflachen-Methode.

2 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs signifikant unterscheiden (a0 = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

? Gleicher Buchstabe bedeutet, dass die Steigungen nicht parallel sind (o = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

* Wirkungsquotient wurde auf den Laborstamm Darmstadt bezogen.

> Der Wirkungsquotient ist bei nicht parallelen Geraden, nur fiir den LCs, giiltig.

Der Laborstamm besa$8 mit 60 ng Toxin/cm” die geringste Empfindlichkeit. Pocking,
Niedernberg und das Hessische Ried zeigten eine dhnliche Basisempfindlichkeit, wobei
Niedernberg sich vom Hessischen Ried bei einem a von 10 % statistisch unterschied.
Die Steigungen der Probitgeraden waren anndhrend parallel, wobei die Probitgeraden
fiir Niedernberg und den Laborstamm einen signifikanten Unterschied (o= 10 %)
zeigten.
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4.3.2 Basisempfindlichkeit im Jahr 2001

Die Bestimmung der Basisempfindlichkeit 2001 wurde mit der Produktionscharge J1
(4.2.5) durchgefiihrt. Die getesteten Larven waren die F;-Nachkommen der im Herbst
2000 gesammelten Larven. Nach Abzug der Wintermortalitit standen 2001 mehrere 100
Falter als Zuchtbasis der Stamme zur Verfligung. Vom Standort Pocking iiberlebten
275, vom Niedernberg 654, vom Hessischen Ried 371 und vom Oderbruch 820 Larven
den Winter 2000/2001. Die Larven aus dem Oderbruch wurden von Frau Liebe betreut,
die ihre Biotestdaten fiir die Berechnungen der Basisempfindlichkeit zur Verfiigung
stellte. Die Biotests wurden nach der identischen Versuchsanordnung und mit dem
gleichen Toxin durchgefiihrt. Die Wiederholungszahl fiir die Versuche war fiir den
Standort Pocking vier, fiir Niedernberg drei, fiir das Hessische Ried elf, fiir das
Oderbruch acht und fiir den Laborstamm elf. Die niedrige Wiederholungszahl von
Niedernberg ergab sich daraus, dass der groffte Teil der Nachkommen fiir das F,-
Screening verwendet wurde (Kapitel 5). Der Stamm Pocking hatte mit 275 die geringste
Zuchtbasis und einen relativ engen Schlupfverlauf, wodurch nur vier Wiederholungen
moglich waren.

Tab. 13: Ergebnisse der LCso-Berechnungen fiir Ostrinia nubilalis im Jahr 2001 fiir die
Stamme Pocking (PO), Niedernberg (NI), Hessisches Ried (HR), Oderbruch (OD) und
Laborstamm Darmstadt (LA) fiir zwei Applikationsmethoden

| Oberflichen-Methode \

Stamm n LCs) [ng Toxin'/cm’| Steigung3 Wirkungsquotient
(95 % KI)? (95 % KI) (95% KI)*
LA 2.664 46(26-82) a 1,68 (1,16 - 2,21) 1
PO 1.011 55(21-142)b 1,97 (1,06 - 2,87) 0,84 (0,27 - 2,57)
NI 716 28 (9 - 85) 1,91 (0,86 - 2,96) 1,66 (0,47 - 5,85)
HR 2429 28(15-50) c 1,76 (1,21 - 2,31) 1,66 (0,72 - 3,80)
OD 2.880 10(6-19) abc 1,88 (1,36 -2,41) 4,43 (1,90-10,31)
| Untermisch-Methode |
Stamm n LCs [ng Toxin'/ g] Steigung’ Wirkungsquotient
(95 % KI)* (95 % KI) (95 % KI)*
LA 1.526 1,203 (0,376 - 3,850) 2,16 (1,35 -2,96) 1
PO 1.510 1,596 (0,467 - 4,796) 1,62 (0,82-2,43) 0,80(0,27-2,42)
NI 916 0,550 (0,131 -2,312) 1,99 (1,04-2,95)  2,19(0,63 - 7,56)
HR 1915 1,599 (0,542 - 4,716) 1,73 (0,98 -2,47) 0,75 (0,26 - 2,18)

' Cryl1Ab-Toxincharge J1.

% Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs signifikant unterscheiden (o = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

? Steigungen werden als parallel angenommen, da t-Tests bei einem o = 10 % keine signifikanten
Unterschiede ergaben.

* Wirkungsquotient wurde auf den Laborstamm Darmstadt bezogen.

Bei den Versuchen mit Oberflichenapplikation im Jahr 2001 hatte die Population aus
dem Oderbruch mit 10 ng Toxin/cm® die niedrigste Basisempfindlichkeit, gefolgt vom
Hessischen Ried und Niedernberg mit anndhrend gleicher Empfindlichkeit. Im
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Gegensatz zum Jahr 2000 war die Population Pocking am unempfindlichsten. Die
Steigungen der Probitgeraden zeigen keine Unterschiede und liegen in einem dhnlichen
Bereich, wie die Probitgeraden bei der Untermisch-Methode, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass der Wirkungsmechanismus durch die unterschiedlichen
Methoden nicht beeinflusst wurde. Auffillig ist, dass die Population Hessisches Ried
bei der Untermisch-Methode die geringste Empfindlichkeit aufwies. Die Unterschiede
zwischen Pocking, Hessischem Ried, Niedernberg und dem Laborstamm sind nicht
signifikant (Tab. 13). Fiir das Oderbruch wurden keine Versuche mit der Untermisch-
Methode durchgefiihrt.

4.3.3 Basisempfindlichkeit im Jahr 2002

Wihrend des Versuches zur Basisempfindlichkeit im Jahr 2002 wurde festgestellt, dass
sich in der Laborzucht eine Infektion mit Mikrosporidien ausgebreitet hatte. Die
Versuche mit dem Laborstamm wurden eingestellt und der Laborstamm musste auf
Grund der massiven Infektion zum Schutz der anderen Stimme aufgegeben werden. Fiir
die Untermisch-Methode standen daher keine Larven aus dem Laborstamm zur
Verfiigung. Die Larven fiir Niedernberg wurden im Jahr 2002 nicht als Einzelpaare fiir
das F,-Screening (Kapitel 5) gehalten, sondern alle Nachkommen standen fiir die
Bestimmung der Basisempfindlichkeit zur Verfligung.

Tab. 14: Ergebnisse der LCso-Berechnungen fiir Ostrinia nubilalis im Jahr 2002 fiir die
Stamme Pocking (PO), Niedernberg (NI), Hessisches Ried (HR), Oderbruch (OD) und
Laborstamm Darmstadt (LA) fiir zwei Applikationsmethoden

Oberflichen-Methode

Stamm n LCs, [ng Toxin'/cm®|  Steigung’ Wirkungsquotient
(95 % KD)' (95 % KI) (95 % KI)*

LA 1.146 3(1-12) abced 1,54 (0,91 -2,17) 7,68 (32,91 - 1,79)

PO 2.027 28(11-72) a 1,73 (1,19-2,28) 0,90 (2,91 - 0,27)

NI 2.688 17(8-37) b 2,09 (1,64 -2,54) 1,46 (4,20-0,51)

HR 2.273 16 (6-38) c 1,95 (1,41 -2,50) 1,61 (5,01 -0,52)

OD 3.066 94-19) e 1,98 (1,54-2,42) 2,92 (8,41-1,02)

HA 2.880 25(12-51) de 2,08 (1,65-2,51) 1

Untermisch-Methode

Stamm n LCs, [ng Toxin'/cm?|  Steigung’ Wirkungsquotient
(95 % KI)' (95 % KI) (95 % KI)*

PO 1.953 0,285 (0,192 -0,425) 1,53 (0,84 -2,22) 1,10(0,60 - 2,02)

NI 1.951 0,204 (0,138 -0,302) 1,67 (1,06 -2,28) 1,54 (0,84 - 2,81)

HR 2.271 0,231 (0,157-0,340) 1,44 (0,91 -1,98) 1,36 (0,75 -2,47)

HA 1.623 0,315 (0,200-0,496) 1,27 (0,64-1,90) 1

' Cry1Ab-Toxincharge J3.

2 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs signifikant unterscheiden (o = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

? Steigungen werden als parallel angenommen, da t-Tests bei einem o = 10 % keine signifikanten
Unterschiede ergaben.

* Wirkungsquotient wurde auf Halle (HA) bezogen.
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Die Zuchtbasis war im Jahr 2002 fiir die Stamme relativ ausgeglichen; Pocking und
Niedernberg starteten mit 347 und das Hessische Ried mit 384 Larven. Das Oderbruch
hatte mit 1.287 Larven eine sehr breite Zuchtbasis. Der Standort Halle (HA) wurde im
Jahr 2002 zum ersten Mal in die Untersuchungen einbezogen. Da keine Moglichkeit
bestand 1im Herbst 2001 auf den Feldern am Standort Halle zu sammeln, wurden Falter
(n=536) mit zwei Lichtfallen im Juni 2002 gefangen und zur Eiablage gebracht. Die
Nachkommen (F;) der Falter konnten auf Grund der geringen Anzahl an frisch
geschliipften Larven nicht fiir die Biotests verwendet werden. Erst die F,-Generation
wurde fiir die Dosis-Wirkungs-Tests verwendet. Da die Versuche zeitlich nahe an der
Bestimmung der LCsp-Werte der anderen Stimme durchgefiihrt wurden, wurden sie zur
besseren Vergleichbarkeit der Basisempfindlichkeit 2002 zugeordnet (Tab. 14). Die
massive Infektion des Laborstamms zeigte sich an dem niedrigen LCsp-Wert, der sich,
auller vom Oderbruch, von den anderen Stimmen unterschied. Fiir alle Standorte und
fiir beide Methoden unterschied sich die Steigung der Probitgeraden nicht. Die LCs,-
Werte von Pocking, Niedernberg, Hessisches Ried und Halle unterschieden sich bei
einem o von 10 % nicht. Nur die Stimme Halle und Oderbruch zeigten einen
signifikanten Unterschied. Die durch die beiden Methoden ermittelten Empfindlich-
keitsrelationen der Populationen entsprachen sich. Bei beiden Methoden zeigten
Pocking und Halle die hdochste, fast identisch Basisempfindlichkeit, wohingegen
Niedernberg und Hessisches Ried mit &hnlicher Empfindlichkeit darunter lagen.

4.3.4 Zusammenfassung der Basisempfindlichkeit fiir alle Stimme, Jahre und
Toxine

In den Jahren 2000, 2001 und 2002 mussten unterschiedliche Produktionschargen des
CrylAb-Toxins verwendet werden, was einen direkten Vergleich des LCs, iiber die
Jahre erschwerte. Paar-Vergleiche der Toxinchargen N1 und J1 im Jahr 2001 sowie J1
und J3 im Jahr 2002 wurden verwendet um den Einfluss der unterschiedlichen
Toxinchargen herauszurechnen und um einen Vergleich der Staimme {liber mehrere Jahre
zu ermoglichen (Tab. 18). Die Berechnungen wurden nur fiir die Oberflichen-Methode
durchgefiihrt und die Toxine auf reines trypsinresistentes Cryl Ab-Toxin bezogen (Tab.
15). Abb. 1 zeigt grafisch auf der logarithmischen Skala die Ergebnisse dieser
Berechnung und Tab. 16 die aus den Paar-Vergleichen resultierenden signifikanten
Unterschiede. Die Rangfolgen innerhalb der Jahre bleiben wie oben beschrieben
bestehen. Beim Vergleich der LCsy-Werte iiber die Standorte und Jahre (Tab. 16) ergab
sich, dass sich innerhalb der Jahre 2001 und 2002 besonders das Oderbruch von den
anderen Standorten unterschied. Die Stimme Pocking, Niedernberg, Hessisches Ried
und der Laborstamm, die in Darmstadt untersucht wurden, zeigten untereinander keine
statistischen Unterschiede. Eine Ausnahme bildete der Stamm Halle, der die niedrigste
Empfindlichkeit und durch die hohe Versuchsanzahl auch eine geringere Varianz
aufwies. Die LCsp-Werte schwankten zwischen dem empfindlichsten Stamm
(Niedernberg 2001) mit 11 ng gereinigtes aktives CrylAb/cm? und Pocking im Jahr
2002 mit einem LCs, von 143 ng/cm® um eine Zehnerpotenz. Beim Vergleich der
Grenzen der Konfidenzintervalle wird ein Faktor von zwei Zehnerpotenzen
tiberschritten. Den groBten Schwankungsbereich zwischen den Jahren erreichte
Pocking, wo sich der LCsp-Wert im Jahr 2000 von dem im Jahr 2002 um fast eine
Zehnerpotenz unterschied.
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Tab. 15: Basisempfindlichkeit (LCs,) von Ostrinia nubilalis gegeniiber dem Cry1Ab-
Toxin fir die Stimme Pocking (PO), Niedernberg (NI), Hessisches Ried (HR), Halle
(HA) und Oderbruch (OD) sowie dem Laborstamm Darmstadt (LA) in den Jahren
2000 - 2002 tber drei Toxinchargen gemittelt

Stamm  Jahr n LCs) [ng Toxinl/cmz] Steigung2

(95 % KI) (95 % KI)
LA 2000 1.534 34 (11 - 94) 1,71 (0,79 - 2,63)
LA 2001 3.686 47 (26 - 87) 2,00 (1,53 -2,47)
LA 2002 1.146 17 (5 -58) 1,63 (0,79 - 2,48)
PO 2000 768 18 (5 - 68) 2,22 (0,97 - 3,47)
PO 2001 1.011 62 (20 - 188) 2,30 (1,44 - 3,16)
PO 2002 2.027 143 (52 - 391) 1,85 (1,08 - 2,62)
NI 2000 856 11 (3-36) 2,95 (1,57 -4,32)
NI 2001 716 31 (9-113) 2,25 (1,26 - 3,23)
NI 2002 3.688 82 (41 - 166) 2,22 (1,63 -2,81)
HR 2000 1.792 18 (6 -51) 1,80 (0,95 - 2,65)
HR 2001 3.388 35 (19 - 64) 2,11 (1,60 -2,61)
HR 2002 2.273 80 (30-210) 2,08 (1,31 - 2,84)
HA 2002 4.476 134 (71 - 255) 2,14 (1,61 - 2,67)
OD 2001 2.880 12 (5 -25) 2,23 (1,67 -2,79)
OD 2002 2.880 44 (18 - 107) 2,08 (1,41 -2,76)

" ng trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa).
* Steigungen werden als parallel angenommen, da der t-Test bei einem o von 10 % keine signifikanten
Unterschiede ergab.

Die Breite des Konfidenzintervalls hidngt bei der Angabe der LCsp-Werte in ng
Toxin/em®> von der gewihlten Toxinkonzentrationsabstufung ab. Da die
Toxinkonzentrationsabstufungen fiir die einzelnen Toxine auf Grund ihrer
unterschiedlichen Wirkstérke variierten, wurde ein Vergleich der Konfidenzintervalle
der LCsp-Werte anhand einer logarithmischen Skala gewéhlt (Abb. 1). Die Populationen
zeigten unabhingig vom gewihlten Toxin und Jahr eine groBe Schwankungsbreite.
Auftillig war, dass die Empfindlichkeit der Standorte von 2000 bis 2002 kontinuierlich
abnahm. Die Ausnahme bildete die Laborzucht die 2002 am empfindlichsten reagierte,
was aber durch eine massive Mikrosporidieninfektion erkldrbar war. Die Population
Hessisches Ried zeigte keine besondere Empfindlichkeit, obwohl am Standort
Hessisches Ried natiirlicherweise eine Infektion mit Mikrosporidien vorlag. Die
Abnahme der Basisempfindlichkeit ist genau entgegengesetzt der Wirkung der
Toxinchargen. Das Toxin N1 zeigte die geringste Wirkung, J1 eine mittlere und J3 die
stairkste Wirkung. Die Unterschiede zwischen den Toxinchargen sind statistisch
abgesichert. Eine Kovarianzanalyse des Jahr- mal Toxin-Effektes bzw. des Ort- mal
Toxin-Effektes konnte auf Grund der unterschiedlichen Wiederholungszahlen nicht
durchgefiihrt werden, so dass der Unterschied auch auf die Schwankungen der
Populationen iiber die Jahre riickfiihrbar ist. Die Steigungen der Probitgeraden fiir die
Toxinchargen zeigen keinen Unterschied (Tab. 18), was auf einen gleichen
Wirkmechanismus schlieen ldsst.
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Tab. 16: Unterschiede in den LCsy-Werten der Standorte Pocking (PO), Niedernberg
(NI), Hessisches Ried (HR), Halle (HA) und Oderbruch (OD) sowie Laborstamm
Darmstadt (LA) in den Jahren 2000-2002

Stamm
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LAOI
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NIO1
HRO1
ODO1
LAO2
PO20
NIO2
HRO02
HAO02
0OD02
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% Signifikanter Unterschied der LCso-Werte, zweiseitiger t-Test (o = 10 %, Paar-Vergleich).
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Abb. 1: Basisempfindlichkeit (log LCs,) von Ostrinia nubilalis gegeniiber Cryl Ab-Toxin in Deutschland in den Jahren 2000 - 2002
iber drei Toxinchargen gemittelt.

Standorte Pocking (PO), Niedernberg (NI), Hessisches Ried (HR), Halle (HA) und Oderbruch (OD) sowie der Laborstamm Darmstadt (LA).
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Tab. 17: Angabe der Rangordnung der Empfindlichkeit der verschiedenen Stimme und
Versuche

Versuch Tabelle Toxin Jahr Rangfolge*

Basis 2000; O Tab.5 NI 2000 NI“<HR"=PO*<<LA™*

Basis 2001; O Tab. 13 J1 2001 OD™<NI=HR*<PO’<<LA°

Basis 2001; U Tab. 13 J1 2001 NI<<LA<PO<HR

Basis 2002; O Tab. 14 13 2002 LA™<<OD*<HR*=<NI’<HA‘=PO*
Basis 2002; U Tab. 14 J3 2002 NI<=HR<PO<=HA

Toxinvergleich; O Tab.19 NI 2001 LA<HR
Toxinvergleich; O Tab. 19 Jl 2001 LA<HR
Toxinvergleich; O Tab. 19 Jl 2002 NI<HA

Toxinvergleich; O Tab. 19 J3 2002 NI=HA

O = Oberflachen-Methode; U = Untermisch-Methode.

*gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCsy signifikant unterscheiden (o0 = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

Um die Reproduzierbarkeit der Untersuchungen, unabhingig von den absoluten LCsy-
Werten, zu erhalten ist in Tab. 17 die Rangfolge der Empfindlichkeit und ihre
statistische Signifikanz angegeben. Werden nur die drei Stimme Pocking, Niedernberg
und Hessisches Ried verglichen, erweist sich Pocking in vier von fiinf Untersuchungen
als der unempfindlichste Stamm. Niedernberg und Hessisches Ried tauschten ihre
Reihenfolge bei den unterschiedlichen Untersuchungen. Auffillig ist, dass es innerhalb
eines Jahres zwischen den beiden Methoden zu Unterschieden gekommen ist. Der
Unterschied zwischen Pocking und dem Oderbruch konnte in zwei Jahren statistisch
belegt werden.

4.3.5 Vergleich der CrylAb-Chargen N1, J1 und J3

Werden die drei Toxinchargen iiber die drei Jahre und Stimme gemittelt, zeigte die
Novartis-Toxincharge (N1) die geringste Wirkung, gefolgt von J1, die doppelt so aktiv
war wie N1. Die Charge J3 zeigte die stiarkste Wirkung und war gegeniiber N1 neunmal
und gegentiber J1 4,5-mal aktiver (Tab. 18). Die Versuche mit den Toxinchargen fiir
diese Berechnung wurden nicht parallel durchgefiihrt, so dass die Unterschiede in der
Wirkung zum Teil auch auf Schwankungen zwischen den Jahren und den Stimmen
zuriickzufiihren sind. Im Jahr 2001 und im Jahr 2002 wurden jeweils zwei Toxine
paarweise in Parallelversuchen getestet. Im Jahr 2002 stand kein Toxin der Charge N1
zur Verfiigung. Auf Grund der Mikrosporidieninfektion im Laborstamm und einer
geringeren Reproduktion des Stammes Hessisches Ried wurden die Versuche im Jahr
2002 mit den Stimmen Niedernberg und Halle durchgefiihrt (Tab. 19). Wie beim
Vergleich der Chargen iiber alle Versuche der Basisempfindlichkeit (Tab. 18), ergibt
sich beim Parallelvergleich dieselbe signifikante Wirkungsabstufung (Tab. 19).
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Tab. 18: LCs fiir die drei Toxinchargen gemittelt iiber Orte und Jahre

Jahr Toxin- n LCs [ng'/cm’] Steigung’ Wirkungsquotient
charge (95 % KI)? (95% K1) (95 % KI)

2000 N1 6.931 67 (34-137)a 2,53(1,90-3,17) N1/J1=2,1
(0,9-4,9)

2001 J1 12.116 33 (21-52)b  1,75(1,39-2,12) J1/J3=4,5
(2,0-10,1)

2002 J3 14.074 7 (4-14) ab 2,02 (1,55-2,49) N1/J3=9,3 (2,8-
30,2)

" Trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa).

? Gleicher Buchstabe bedeutet, dass die LCs, sich signifikant unterscheiden (o = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

* Gleicher Buchstabe bedeutet, dass die Steigungen nicht parallel sind (o.=10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).

Tab. 19: LCsy fiir die drei Toxinchargen im Paar-Vergleich

Jahr Toxin- Stamm n LCs [ng'/em’] Wirkungsquotient
charge (95 % KI)* (95 % KI)

2001 N1 LA 1.022 67 (31-145) N1/J1=1,2(0,5-3,2)
2001 N1 HR 959 82 (38-178) N1/4J1=1,2(0,5-3,1)
2001 N1 1981 74 (43-128)a N1/J1=1,2(0,6 -2,4)
2001 J1 LA 1.024 55 (25-121) JI/N1=0,8(0,3-2,2)
2001 J1 HR 959 68 (32-148) JI/N1=0,8(0,3-2,2)
2001 J1 1983 61 (43-128)a JI/N1=0,8 (0,4 -1,6)
2002 J1 NI 1.000 62 (29-136)b J3/J1 =0,4(0,1-0,9)
2002 J1 HA 1416 131 (68-255)c J3/J1 =0,2 (0,1 - 0,5)
2002 J1 2416 91 (54-151)d J31J1 =0,3(0,2-0,5)
2002 J3 NI 1.004 23 (11-50) b J1A3 =2,71,0-7,1)
2002 J3 HA 1418 27 (15-52) ¢ J1/J3 =4,8(2,1 -10,7)
2002 I3 2422 25 (15-41) d J1/J3 =3,6(1,9-6,7)

! Trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa).
2 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs, signifikant unterscheiden (o = 10 %, t-Test).

N1 hat eine schwichere Wirkung als J1 und J1 wiederum eine schwéchere Wirkung als
J3. Werden die Wirkungen der Chargen fiir einen Stamm verglichen, ist der Unterschied
zwischen N1 und J1 nicht signifikant. Der Unterschied zwischen J1 und J3 ist auch auf
der Ebene der Stimme signifikant. Beim parallelen Vergleich der Chargen zeigt sich ein
geringerer Wirkungsunterschied. Der Wirkungsquotient N1/J1 liegt bei 1,2 und fiir
J1/J3 bei 3,6. Werden die LCso-Werte fiir das Toxin J1 im Jahr 2001 und 2002, obwohl
die Versuche mit unterschiedlichen Maisziinslerstimmen durchgefiihrt wurden,
verglichen, ergibt sich kein signifikanter Unterschied (o = 10 %). Der Wirkungsquotient
fir J1 2001/J1 2002 ergab 0,7 (0,3 - 1,4). Der Vergleich von N1 und J3 resultiert in
einem signifikanten Unterschied und einen Wirkungsquotienten von N1/J3 von 2,9
(1,4 - 6,2). Dieser liegt unterhalb des berechneten Wirkungsquotienten von 9,3
aus Tab. 18. In beiden Féllen wurden die Untersuchungen nicht parallel und mit
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unterschiedlichen Stammen durchgefiihrt, so dass im Wirkungsquotient, neben dem
Toxinunterschied, auch den Unterschied der Stimme enthalten ist.
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Abb. 2: Untersuchung zum méglichen Abbau des Toxins, LCso-Werte fiir die

Toxincharge J1 und die Laborzucht {iber 411 Tage nach Herstellung des Toxins.
Kreis gefiillt = Charge J1a, Kreis mit Stern = Charge J1b.

Da die Toxinchargen in verschiedenen Jahren produziert worden waren, wurden die
Parallelvergleiche der Toxinchargen mit unterschiedlich alten Toxinen durchgefiihrt.
Daher bestand die Moglichkeit, dass der Wirkungsunterschied der Toxinchargen durch
einen Abbau in Folge der Lagerdauer verursacht wurde. Um diesen Abbau des Toxins
nachzuweisen, wurden die verfiigbaren Daten zur Charge J1 aus unterschiedlichen
Versuchsreihen des Laborstamms fiir ca. 13 Monate zusammengefasst (Abb. 2). Fiir die
einzelnen Wiederholungen wurden zum einen die Aliquots (bei -20 °C) und zum
anderen die Verdiinnungsreihen (bei 4 °C) unterschiedlich lang gelagert. Fiir das
Aliquot J1b, das zur Toxincharge J1 gehort, wurde ca. sieben Monate nach
Herstellungstermin die Toxinkonzentration nochmals anhand der Bradford-Methode
fotometrisch bestimmt (Berlinghof, pers. Mitt.). Diese Bestimmung erbrachte nur noch
eine Toxinkonzentration von 18 mg/ml. Der Grund fiir die Abweichung von der
urspriinglichen Toxinkonzentration von 25 mg/ml konnte nicht gekldrt werden. Eine
mogliche Ursache fiir die Abweichung konnte sein, dass es in diesem Aliquot nach der
Herstellung zu einem Abbau des Toxins gekommen ist. Die Toxinkonzentrations-
bestimmung nach der Bradford-Methode hat eine Prédzision von + 15 % (Jehle, pers.
Mitt.), so dass der Unterschied auch durch die Messungenauigkeit erklédrbar ist. Fiir die
Berechnung der LCsp-Werte wurde von der Anfangskonzentration der Toxincharge J1
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von 25 mg/ml ausgegangen, um die Versuchsreihen vergleichen zu konnen. Es konnte
keine Abnahme der Wirksamkeit der Toxincharge J1 festgestellt werden. Die Larven
des Laborstamms zeigten eine Empfindlichkeit, die mit Werten von 15 ng Toxin/cm’
und 175 ng Toxin/cm” um das 12fache schwankte.
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Abb. 3: Untersuchung zum moglichen Abbau des Toxins in der Verdiinnungs-Losung;

LCso-Werte fiir die Toxincharge J1 und J3 {iber einen Zeitraum von 142 Tagen.
Lagerung der Verdiinnungsreihe bei 4°C.

Die unterschiedlichen Lager- und Auftauzeiten der Aliquots in Abb. 2 konnten einen
Abbau bei 4 °C verschleiern. Weshalb fiir zwei Verdiinnungsreihen der Chargen J1 und
J3, die frisch aufgetaut angesetzt wurden, liber einen Zeitraum von 142 Tagen neun Mal
die LCsp-Werte bestimmt wurden (Abb. 3). Die LCsp-Werte zeigten eine grolle
Schwankungsbreite. Da die Wiederholungen der Chargen parallel mit den Larven des
gleichen Ablagetermins durchgefiihrt wurden, verdndern sich die LCs,-Werte in den
zweil Monaten parallel. Bei den letzten beiden Wiederholungen ist die Entwicklung
nicht mehr identisch. Da zu diesem Zeitpunkt eine unterschwellige
Mikrosporidieninfektion in der Laborzucht nicht ausgeschlossen werden kann, sind
diese Anderungen eher auf die Inhomogenitit der Larven der letzten beiden
Ablagetermine als auf einen unterschiedlichen Abbau der Chargen zuriickzufiihren. Ein
zeitlicher Trend konnte in den Daten statistisch nicht nachgewiesen werden.
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4.3.6 Vergleich der Oberflichen-Methode und der Untermisch-Methode

In beiden Jahren zeigte die Untermisch-Methode eine geringere Varianz als die
Oberflachen-Methode. Der Unterschied war nicht signifikant (o = 5%, t-Test). Der
Wirkungsquotient lag bei 15,4 bzw. 7,0, d. h. es muss die 15fache bzw. siebenfache
Toxinmenge bei der Untermisch-Methode eingesetzt werden um die gleiche Wirkung zu
erzielen (Tab. 20). Wird dieses Ergebnis fiir die Stimme Pocking, Niedernberg und
Hessisches Ried aufgeschliisselt, zeigt sich, dass die LCso-Unterschiede zwischen den
beiden Methoden, bedingt durch die Schwankungen in der Empfindlichkeit der Stamme,
betrachtlich sind (Tab. 21). So wurde fiir das Hessische Ried die 33fache Toxinmenge
bei der Untermisch-Methode bendtigt um eine 50%ige Mortalitdt zu erreichen. Im Jahr
2002 waren die Schwankungen innerhalb der Populationen wesentlich geringer, da fiir
alle drei Staimme und Methoden jeweils zwischen 1.953 und 2.688 Larven getestet
werden konnten. Wohingegen im Jahr 2001 die Unterschiede in der Anzahl der
getesteten Larven zwischen den Stimmen und den Methoden stirker variierten.

Tab. 20: Vergleich Oberflichen-Methode (O) versus Untermisch-Methode (U) fiir die
Jahre 2001 und 2002 gemittelt {iber die Stimme Pocking, Niedernberg und Hessisches
Ried

Stamm O-Methode U-Methode Wirkungsquotient
LCs, [ng'/Larve’] LCs, [ng'/Larve’] (95 % KI)
(95 % KI) (95 % KI)
2001, J1 61 (33-112) 942 (637 - 1393) 15,4 (6,0-39,5)
2002, J3 34 (22 - 54) 240 (174 - 330) 7,0 (3,4 - 14,3)
Quotient 1,8 (0,6- 4,9) 3,93(2,0-7,8)

! Trypsinresistenter Kern des Cry 1 Ab-Toxin (67 kDa).

* Die Menge bezieht sich auf die Oberflichen einer Rastervertiefung, in die 1 ml Medium gefiillt und
eine Larve gesetzt wurde, was einer Oberfliche von 1,77 cm’ entsprach; bei der Untermisch-Methode
bezieht sich die Menge auf 1 ml Medium pro Rastervertiefung, in die eine Larve gesetzt wurde.

Um die Schwankungen durch die verschiedenen Wiederholungszahlen und die
variierende Empfindlichkeit der Stimme zu minimieren, wurden exemplarisch fiir die
Laborzucht Anfang 2002 die Oberflichen-Methode und Untermisch-Methode in
Parallelversuchen mit identischer Wiederholungszahl verglichen (Tab. 22). Aus
Rationalisierungsgriinden wurden bei der Untermisch-Methode mehrere Rasterschalen
gegossen, die bis zum Versuch geschiitzt vor Austrocknung bei 4°C im Kiihlschrank
gelagert wurden. Um einen Einfluss der Lagerung auszuschlieBen, wurden bei der
Oberfldchen-Methode zwei Ansétze verfolgt. Zum einen wurde das Toxin jeweils frisch
auf das Medium appliziert, d. h. die Applikation erfolgte weniger als drei Tage vor
Versuchsbeginn (dies entsprach dem Versuchsdesign der Basisempfindlichkeits-
bestimmung). Beim zweiten Ansatz wurde das Toxin auf das Medium gegeben und der
Versuch nach mindestens drei Tagen gestartet. Der Verbleib des Toxins auf dem
Medium entsprach der Untermisch-Methode.

Zwischen den Ansitzen der Oberflachenapplikation ergab sich kein signifikanter
Unterschied. Auch die beiden Untermischansitze zeigten keine signifikanten
Unterschiede. In beiden Féllen verursachte das dltere Medium eine nicht signifikant
geringere Empfindlichkeit. Die Verdunstung von Wasser bei der Lagerung kann
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moglicherweise zu einer hoheren Dichte des Ndhrmediums fiihren, so dass Larven auf
dlteren Medien bei gleich aufgenommener Nahrungsmenge eine hohere Dosis
aufnehmen.

Tab. 21: Vergleich Oberflichen-Methode (O) versus Untermisch-Methode (U) fiir die
Stamme Pocking, Niedernberg und Hessisches Ried

Jahr 2001, Toxincharge J1

Stamm O-Methode U-Methode ny/n, Wirkungsquotient
[ngl/Larvez] [ngl/Larvez] (95 % KI)
(95 % KI) (95 % KI)

PO 96 (32-291) [1.498(824-2.723) |1.011/1.510 |15,5 (3,0 - 80,2)

NI 49 (13 - 176) 348 (150 - 809) 716/827 7,1 (1,0 - 52,5)

HR 48 (25 -95) 1.601 (917 -2795) 12.429/1.915 |33,1 (10,7 - 102,6)

Jahr 2002, Toxincharge J3

Stamm O-Methode U-Methode ny/n, Wirkungsquotient
[ng'/Larve’] [ng'/Larve’] (95 % KI)
(95 % KD** | (95 % KI)

PO 49 (21 -11) 289 (164 - 509) 2.027/1.953 |5,8(1,6-21,9)

NI 30 (15 -61) 201 (115 -353) 2.688/1.951 [6,7 (2,1 -21,3)

HR 27 (12 - 60) 236 (137 - 406) 2.273/2.271 |8,7 (2,5 - 30,2)

" Trypsinresistenter Kern des Cry 1 Ab-Toxin (67 kDa).

* Die Menge bezieht sich auf die Oberflichen einer Rastervertiefung, in die 1 ml Medium gefiillt und
eine Larve gesetzt wurde, was einer Oberfliche von 1,77 cm’ entsprach; bei der Untermisch-Methode
bezieht sich die Menge auf 1 ml Medium pro Rastervertiefung, in die eine Larve gesetzt wurde.

Tab. 22: Vergleich Oberflichen-Methode (O) versus Untermisch-Methode (U) im
Parallelversuch mit dem Laborstamm und der Toxincharge J3

Methode Altersstufe n LC50 Wirkungsquotient
[ng'/Larve]’ (95 % KI)
(95 % KI)’
O <3 Tage 1.440 16 (5-55) a U/0<3=7,4(1,3-42,2)
0 >3 Tage 1.433 103-34) b U/0>3 =12,1 (2,1 - 69,50)
U 1.405 121 (35-420) ab
U <3 Tage 544 152 (22 -1041) U<3/0<3=9,3 (0,9 - 90,6)
U >3 Tage 861 96 (19 - 475) U>3/0>3=9,6 (1,3 - 72,1)

" Trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa).

* Die Menge bezieht sich auf die Oberflichen einer Rastervertiefung, in die 1 ml Medium gefiillt und
eine Larve gesetzt wurde, was einer Oberflache von 1,77 cm’ entsprach; bei der Untermisch-Methode
bezieht sich die Menge auf 1 ml Medium pro Rastervertiefung, in die eine Larve gesetzt wurde.

3 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs, signifikant unterscheiden (o = 10 %, t-Test, Paar-
Vergleich).
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4.3.7 Laborvergleich

Der Stamm Oderbruch wurde von Frau Liebe, BBA Kleinmachnow, gesammelt,
geziichtet und getestet. Bei der Bestimmung der Basisempfindlichkeit zeigten die
Larven aus dem Oderbruch die grofte Empfindlichkeit. Daher sollte durch einen
Laborvergleich mit identischem Material getestet werden, ob Abweichungen in der
Handhabung der Biotests zu den geringeren LCso-Werten fiihrten (Abb. 4).
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Abb. 4: Laborvergleich BBA Darmstadt und Kleinmachnow, Laborstamm Darmstadt,
Larven < 24 h, Oberflachen-Methode und Toxincharge J3.

Der Laborvergleich bei identischen Larven, Toxin und Versuchsdesign ergab bei vier
Wiederholungen eine gute Ubereinstimmung der LCs, Werte ohne signifikante
Unterschiede (Abb. 4). Im Jahr 2001 wurden in Kleinmachnow zunichst Larven fiir die
Untersuchung verwendet, die zwischen 24 und 48 h alt waren. In eigenen Vorversuchen
wurden Larven verwendet, deren Alter zwischen drei und 48 h alt war. Larven, die
jinger als drei h Stunden waren, wurden nicht verwendet, um den Larven die
Moglichkeit zu geben, einen normalen Enzymhaushalt nach dem Schlupf aufzubauen
(Tab. 23).

Die Larven, die ilter als 24 Stunden waren, zeigten eine 3,2fach hohere
Empfindlichkeit als die jiingeren Larven (Tab. 23). Durch die geringe
Wiederholungszahl (3) ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant. Die Larven
konnten, bis sie auf das Medium gesetzt wurden, keine Nahrung aufnehmen. Bei den
Larven die élter als 24 Stunden waren, fiihrte dies zu einer signifikant erhohten
natiirlichen Mortalitdt. Bei den Larven mit einem Alter iiber 48 Stunden, lag die
Mortalitdt im Durchschnitt bei 19 % + 5 %, wohingegen die jiingeren Larven eine
natiirliche Mortalitdt von 1 % % 1 % zeigten.
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Tab. 23: Einfluss des Larvenalters auf die LCso-Bestimmung am Beispiel des
Laborstamms Darmstadt

Alter n LCs Wirkungsquotient Kontrollmortalitit®
[h] [ng /em?] (95 % KI)

(95 % KI) n X +5[%]
<24 749 17 (6 - 54) 32 (0.7-16.2) 192 l+1la

24 - 48 750 5 2-17)
" Trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa), Toxincharge J3.
2 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCsg signifikant unterscheiden
(o =10 %, t-Test).
3 Gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die Werte signifikant unterscheiden (oo = 5 %, t-Test).

192 19+5a

Tab. 24: Vergleich des Einflusses der Kiihlung der Larven auf den LCsp-Wert

Kiihlung n LGCs Wirkungsquotient Dauer Kontroll-
[ng fem’]' (95 % KI) Eistadium® mortalitit’
(95 % KiI)’ X+s [Tage] n X+s [%]

10 °C 749 7 (4-13) 0,6(0,3-1.5) 10+0,6 b 192 9+1

15°C 750 4 (2-98) 0,5(0,2-1,1) 9+02a 192 10+4

22 °C 750 9 (5-14) 1 7+03ab 192 5+1

" Trypsinresistenter Kern des Cry1Ab-Toxin (67 kDa), Toxincharge J3.
? gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die LCs, signifikant unterscheiden (o = 10 %,, t-Test).
3 gleicher Buchstabe bedeutet, dass sich die Werte signifikant unterscheiden (o = 5 %, t-Test).

Die Kiihlung der Eier hatte einen signifikanten Einfluss auf die Dauer des Eistadiums
(Tab. 24). Die Mortalitit und die Empfindlichkeit gegen das CrylAb-Toxin waren bei
einem oo = 5 % nicht signifikant verschieden.
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4.4 Diskussion

Die Bestimmung der Basisempfindlichkeit vor einem Anbau von Bt-Mais dient als
Grundlage fiir ein Resistenzmonitoring. Sie dient der Abgrenzung von
Resistenzentwicklungen gegeniiber natiirlichen Schwankungen. Zusitzlich liefert die
Ermittlung der LCso-Werte wichtige Hinweise zur Wahl der diskriminierenden Dosis,
die in Tests zur frithzeitigen Entdeckung von Resistenzen verwendet wird (Margon et
al., 2000).

4.4.1 Unterschiede in der Basisempfindlichkeit der Populationen verschiedener
Anbaugebiete in Deutschland

In der vorliegenden Arbeit wurde die Basisempfindlichkeit in drei Jahren (2000 - 2002)
sowie fiir Maisziinslerpopulationen aus fiinf Anbaugebieten und einem Laborstamm
bestimmt (Tab. 12 - Tab. 15). Fiir die Bewertung der Frage, ob sich die Empfindlichkeit
der Larven in den Anbaugebieten unterscheidet, miissen sowohl die Unterschiede
innerhalb eines Jahres als auch zwischen den Jahren verglichen werden. Im Jahr 2000
wurden die Stimme der Anbaugebiete Pocking, Niedernberg, Hessisches Ried und der
Laborstamm mit der Oberflichen-Methode verglichen (Kapitel 4.3.1). Alle drei
Standorte unterschieden sich signifikant vom Laborstamm, der die geringste
Empfindlichkeit mit 60 ng/cm® zeigte. Der Wirkungsquotient zwischen dem
Laborstamm und dem Stamm Niedernberg, der mit 19 ng die hochste Empfindlichkeit
zeigte, betrug 3,1 (1,9 - 4,9). Die Daten des Jahres 2000 lassen sich mit den Daten von
Gonzales-Nunez et al. (2000) vergleichen, da in beiden Untersuchungen dieselbe
Applikations-Methode und ein identisches Protoxin eingesetzt wurde. Die spanischen
Populationen Ebro und Madrid liegen in ihren Empfindlichkeiten von 55 (38,5 -
81) ng/cm’® bzw. 52 (41 - 70) ng/cm’ zwischen dem Laborstamm und dem Hessischen
Ried sowie Pocking. Fiir alle fiinf Stamme iiberschneiden sich die Konfidenzintervalle.
Dies deutet darauf hin, dass es keinen statistischen Unterschied zwischen den deutschen
und den spanischen Populationen gibt. Margon et al. (1999b) haben fiir 14 geografisch
verschiedene Maisziinslerstimme in den USA und Italien die Basisempfindlichkeit
untersucht. Obwohl die Methode und das Protoxin auf den ersten Blick identisch
scheinen, liegen die LCsp-Werte um eine Zehnerpotenz unter den deutschen und
spanischen Werten. Der Grund liegt wahrscheinlich in der Zdhlung der toten Larven,
denn Marcon et al. (1999b) zdhlten eine Larve unter 0,1 mg Gewicht als tot. Die
vorliegende Arbeit und die spanischen Untersuchungen definieren eine Larve als tot,
wenn sie sich nicht mehr bei Berlihrung mit einem Pinsel bewegt. Marcon et al. (1999b)
fanden bei gleicher Konzentration mehr tote Tiere, so dass der LCsy-Wert sank. Die
Daten von Chaufaux et al. (2001) konnen nicht direkt mit den hier gezeigten Daten
verglichen werden, da es sich um ECs-Werte (Effektive Konzentration) handelt. Als
Auswertungskriterium wurde nicht der Tod einer Larve, sondern ihr Endgewicht
verwendet.

Im Jahr 2001 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den vier Stimmen,
die auch 2000 schon getestet wurden, mit der Oberflichen-Methode festgestellt werden.
Pocking war in diesem Jahr am unempfindlichsten. Niedernberg und das Hessische Ried
zeigten dieselbe niedrige Empfindlichkeit und das Oderbruch wich signifikant von den
anderen Stimmen ab und war um das 5,3fache empfindlicher als Pocking. Im Jahr 2001
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wurden die LCsp-Werte fiir vier Stamme (LA, PO, NI, HR) mit der Untermisch-
Methode, wie sie z. B. auch von Bolin et al. (1998) und Maclntosh et al. (1990)
verwendet wurde, ermittelt. Bei dieser Methode waren keine statistischen Unterschiede
zwischen den Stammen zu erkennen. Das Hessische Ried zeigte bei dieser Methode die
geringste Empfindlichkeit. Da die beiden Methoden mit Larven unterschiedlicher
Ablagetermine durchgefiihrt wurden, kann der Unterschied ein Hinweis auf die
Schwankungen der LCsp-Werte innerhalb einer Population sein. Dieser Effekt wird in
Kapitel 4.4.3 ausfiihrlich diskutiert. Die LCsp-Werte schwankten zwischen 0,55 (0,1 -
2,3) pg Toxin/g Nahrmedium fiir Niedernberg und 1,6 (0,5 - 4,7) pg/g fiir das Hessische
Ried. Der Wirkungsunterschied betrug ca. das Dreifache. Da 1 ml Medium ca. 1 g
entsprachen, konnen die Literaturangaben von Bolin et al. (1998) und Maclntosh et al.
(1990) verglichen werden, indem sie auf ml Medium umgerechnet und auf den
trypsinresistenten Kern bezogen werden. Bolin et al. (1998) fiihrten die Untersuchungen
an einem empfindlichen Laborstamm (Mn-Susc) und an fiinf Isolinien, den
Nachkommen von Larven, die auf Bt-Mais (Bt-176 und Bt-11) gesammelt wurden,
durch. Der Laborstamm Mn-Susc besall einen LCsp-Wert von 1,5 (1,07 - 2,14) pg/ml.
Dieser Wert liegt im Bereich der im Jahr 2001 mit der Untermisch-Methode ermittelten
LCso-Werte. Zu beriicksichtigen ist, dass die Methoden der Bestimmung der LCs,-
Werte voneinander abweichen. Von Bolin et al. (1998) wurde Protoxin eingesetzt,
wiahrend Maclntosh et al. (1990), wie in der vorliegenden Arbeit, den gereinigten,
trypsinresistenten Kern des Cryl Ab Toxins verwendeten. Die Basisempfindlichkeit des
untersuchten Stammes bei Maclntosh (1990) lag mit 3,6 (1,76 - 6,89) doppelt so hoch
wie die des Laborstamms von Bolin et al. (1998) und dem unempfindlichsten Stamm
der eigenen Untersuchung, Hessisches Ried. Trotzdem {iiberschneiden sich die
Konfidenzintervalle deutlich, so dass kein statistisch abgesicherter Unterschied zu
erwarten ist. Interessant ist, dass die Testung der Isolinien in der Studie fiir alle Isolinien
eine hohere Empfindlichkeit aufwies als fiir den empfindlichen Laborstamm. Die
Schwankungen zwischen Isolinien von Bolin et al. (1998) entsprachen den
Schwankungen zwischen den Populationen in dieser Arbeit.

Im Jahr 2002 wurden, wie 1m Jahr 2001, die Versuche mit cinem
trypsinresistenten Kern des Cry1 Ab-Toxins durchgefiihrt, wobei die Chargen sich in der
Herstellungsweise unterschieden (4.2.5). Mit der Charge J3 wurden sowohl fiir die
Oberflichen-Methode, als auch fiir die Untermisch-Methode niedrigere LCso-Werte
ermittelt. Das Jahr 2002 war durch eine Mikrosporidieninfektion des Laborstamms
Darmstadt gekennzeichnet, die zu einer Erhohung der Empfindlichkeit in diesem
Stamm fiihrte. Pierce et al. (2001) wiesen in ihren Untersuchungen eine hoéhere
Empfindlichkeit von L,-Maisziinslerlarven bei einer Mikrosporidieninfektion nach. Die
Empfindlichkeit nimmt mit steigender Sporenzahl der Mikrosporidie Nosema pyrausta
zu. Dies ist eine Erkldrung, warum das Hessische Ried, trotz einer natiirlichen Infektion
mit Mikrosporidien, keine erhdhte Empfindlichkeit zeigte. Die Infektionsrate scheint
durch die jahrelange Koexistenz der Population mit Mikrosporidien im Freiland oder
dadurch, dass durch die Infektion geschwichte Tiere wiahrend des Winters gestorben
sind, unterhalb eines messbaren Einflusses zu liegen. Parallele Untersuchungen der
Toxine an demselben Maisziinslerstamm (4.3.7) sowie die Ergebnisse der
Mikrosporidienuntersuchungen (4.2.4.3) und die Untersuchung des Stammes Oderbruch
in Kleinmachnow, schlieBen die Moglichkeit aus, dass die niedrigeren LCso-Werte
durch eine unentdeckte Mikrosporidieninfektion aller Stimme oder durch methodische
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Abweichungen hervorgerufen wurden (4.4.2). Wie die Werte von 2001, zeigen die
Literaturwerte von Maclntosh et al. (1990) deutliche Unterschiede zu den Werten von
2002. Da die Werte von Bolin et al. (1998) fiir die Isolinien stark streuen, zeigt sich nur
zum Laborstamm Mn-Susc ein deutlicher Unterschied. Werden die Stimme Pocking,
Niedernberg, Hessisches Ried, Oderbruch und Halle verglichen, zeigt sich, dass bei der
Oberfldchen-Methode das Oderbruch am empfindlichsten reagierte, sich aber nur vom
Stamm Halle (um das 3fache) signifikant unterschied. Niedernberg und Hessisches Ried
zeigten wie 2001 eine dhnliche Empfindlichkeit und Pocking hatte vor Halle den
hochsten LCsp-Wert. Bei der Untermisch-Methode ergab sich ein dhnliches Bild, wobei
die Unterschiede zwischen Hessisches Ried, Niedernberg sowie Pocking kleiner waren.
Halle zeigte bei dieser Methode eine deutlich geringere Empfindlichkeit. Die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Der maximale Unterschied in der
Empfindlichkeit betrug das 1,5fache.

Eine Uberprﬁfung der Stabilitdt der LCso-Werte Uiber mehrere Jahre wurde durch
die unterschiedliche Aktivitdt der Toxinchargen erschwert. Werden die Daten iiber die
drei Toxine gemittelt, fallt auf, dass fiir alle Stimme die Empfindlichkeit iiber die Jahre
abnimmt (Abb. 1). Die Ausnahme bildet der Laborstamm, der 2002 die geringste
Empfindlichkeit aufwies. Erkléarbar ist dies durch die massive Mikrosporidieninfektion
des Laborstamms im Jahre 2002. Der Abfall der Empfindlichkeit konnte auf eine
Resistenzentwicklung hindeuten. Der Stamm Pocking ist im Jahr 2000 achtmal
empfindlicher als der Stamm Pocking 2002. Fiir Pocking kann ein Kontakt mit Bt-Toxin
ausgeschlossen werden, da in den Jahren 2000 bis 2002 in diesem Gebiet kein Bt-Mais
angebaut und kein Bt-Spritzmittel eingesetzt wurde. Der Anstieg ist relativ gleichméBig
fiir alle Stimme ldsst auf ein Verrechnungsproblem der Toxinchargen schlieBen. Bei
einer natiirlichen Ursache, wie Fitnessunterschieden zwischen den Jahren, ist zu
erwarten, dass die Effekte streuen, da die Anbaugebiete in den Jahren 2000 und 2001
unterschiedlichen Umwelteinfliissen ausgesetzt waren (4.2). An den Zuchtbedingungen
und dem Versuchsdesign wurde zwischen den Jahren nichts verdndert, so dass auch
hiermit der Anstieg nicht erkldrt werden kann. Die Toxinchargen konnten nicht in allen
drei Jahren an allen Stimmen getestet werden, weswegen die Effekte der Jahre und der
Stamme in die Berechnung der Toxinchargen eingehen. Werden die LCso-Werte trotz
des versuchbedingten Abfalls der Empfindlichkeit iiber die Jahre verglichen (Tab. 16),
zeigte sich, dass sich die Anbaugebiete Pocking, Niedernberg und Hessisches Ried nicht
unterschieden. Das Oderbruch war signifikant empfindlicher als Pocking und Halle und
die Unterschiede zwischen den Jahren waren wesentlich hoher als die Unterschiede
zwischen den Populationen innerhalb eines Jahres.



Tab. 25: Literaturdaten zur Basisempfindlichkeit von Ostrinia nubilalis Stimmen gegeniiber Cryl Ab-Toxin

Land/ Toxin Methoden- Stamm n LCs 100 % Einheit Literatur
Jahr beschreibung (95 % KI) trypsin-
resistentes
Toxin
USA/  CrylAb-Protoxin AM: Untermisch Mn-Susc 512 3,02 1,51 Bolin et al., 1998
1995 Formuliertes Bt- AK :9 (2,13 - 427) (1,07-2,14)  pg/ml
Produkt LK : 32
(Mycogen Corp, AL :4h 2 450 0,08 0,04 ng/ml
San Diego) T :kA. (0,002 - 0,31) (0,001 -0,155)
P. fluorescens D :7 Tage J3 447 2,23 1,12
G :F (1,3 -3,45) (0,65 - 1,73)
Spanien CrylAb AM: Oberfliche Ebro 430 109 (77-162) 55(38,5-81) ng/em” Gonzales-Nufiez et al.,
/1998  Protoxin' AK:9 Madrid 428 104 (82 - 140) 52 (41 -70) 2000

(Novartis USA), LK :48

B. t kurstaki AL : <24 h

HD1-9 T :26°C
D :7Tage
G : F1



Tab. 25: Teil II: Literaturdaten zur Basisempfindlichkeit von Ostrinia nubilalis Stimmen gegeniiber Cryl Ab-Toxin

Land/ Toxin Methoden- Stamm n LC;s 100 % Einheit Literatur
Jahr beschreibung (95 % KI)  trypsin-
resistentes
Toxin
USA/ CrylAb AM : Untermisch k.A. k.A. 3,6 3,6 pug/ml Maclntosh et al., 1990
1989 trypsinresistenter AK : k.A. (1,76 - 6,89) (1,76 - 6,89)
Kern (< 63 kDa)’ LK :k.A.
B. t. kurstaki AL <24h
HD1 T :kA.
D : 6 Tage
G :kA.
USA, CrylAb AM : Oberfliche Tennessee 433- 7,89 3,95 ng/cm2 Marcon et al., 1999b
Italien / Protoxin' AK :8 1718 (6,04 -9,84) (3,02-4,92)
1994 - Ciba-Geigy LK :k.A. N. Carolina . 2,22 1,11
1999 B. t. kurstaki AL :<24h (1,49 -3,05) (0,75-1,53)
HDI1-9 T :27°C Italien 3,16 1,58
D :7Tage (2,62-3,70) (1,31-1,85)
G Fz, F3, F2



Tab. 25: Teil I1I: Literaturdaten zur Basisempfindlichkeit von Ostrinia nubilalis Stammen gegeniiber CrylAb-Toxin

Land / Toxin Methoden- Stamm n ECs 100 % trypsin- Einheit Literatur
Jahr beschreibung (95 % KI) resistentes
Toxin
Italien / CrylAb AM : Untermisch Italien 384 4.8 2.4 ng/ml  Chaufaux et al., 2001
1993 Protoxin' AK :7 empfindlich 4,1-54) (2,1-2,7)
(Novartis) LK :48 37,7 18,85
B.t. kurstaki AL :<24h (32,2-43,9) (16,1 -22,0)
HD1-9 T :27°C. Italien 4,8
D :7 Tage Bt-selektiert (4,1-5,4)
G 5 F3, F23 37,7
(32,2 -43.9)
Italien, CrylAb AM : Untermisch Frankreich/ 300 20 10 ng/cm” Chaufaux et al., 2001
Frankreich, Protoxin' AK :5 Schweiz (10 -20) (5-20)
Schweiz/ B.t.407sigKk LK :50 empfindlich 310 155
1993 AL :<24h (220 - 450) (110 - 225)
T :27°C. Frankreich / 20 10
D :7Tage Schweiz (10 -20) (5-20)
G :F3 Fy Bt-selektiert 10.070 503,5
(3.370 - (1685 - 15.115)
30.230)

' Entspricht der Toxincharge N1, * entspricht den Chargen J1 und J3, * als tot wurden Larven gewertet, deren Gewicht nach 7 Tagen

< 0,1 mg betrug, * die Daten in der Originalarbeit fiir den selektierten Stamm sind in der falschen Einheit angegeben und wurden daher fiir diese Tabelle
korrigiert aufgenommen.

AM = Applikationsmethode, AK = Anzahl der eingesetzten Konzentrationsstufen, LK = Larvenanzahl pro Konzentrationsstufen, AL = Alter der Larven zu
Testbeginn, T = Temperatur bei der die Tests durchgefiihrt wurden, D = Dauer der Dosis-Wirkungs-Tests in Tagen, G = Generation, E = Konzentrationseinheit.
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4.4.2 Bewertung der verwendeten Toxinchargen

Die fiir die Basisempfindlichkeit gesammelten Daten lassen sich im Hinblick auf die
verwendeten Toxinchargen auswerten. Um die verschiedenen Toxinchargen
miteinander vergleichen zu konnen, wurden die Konzentrationsstufen der Toxinchargen
auf 100 % des trypsinresistenten CrylAb-Kerns bezogen, da dieser dem aktiven Teil
des Toxins entspricht (Tab. 18). Das Protoxin von Novartis hat eine 2,1fach geringere
Wirkung als die Charge J1. Der Unterschied ist nicht signifikant. Der signifikante
Wirkungsunterschied zu J3 betrigt 9,3 bei einem Signifikanzniveau von o = 10 %. Die
Charge J1 und J3 unterscheiden sich signifikant um das 4,5fache. Da die Versuche mit
verschiedenen Stidmmen, unterschiedlichen Wiederholungszahlen und in drei
verschiedenen Jahren durchgefiihrt wurden, geben die Werte keine gesicherte Auskunft
tiber die unterschiedliche Effektivitit des Toxins. Nur der direkte Vergleich der
Toxinchargen mit Larven eines Ablagetermins gibt Aufschluss iiber den tatsdchlichen
Wirkungsunterschied. Im Jahr 2001 wurden diese Versuche fiir die Toxinchargen N1
und JI mit den Stimmen Labor und Hessisches Ried durchgefiihrt (Tab. 19). Der
Wirkungsquotient war mit 1,2 fiir beide Stamme geringer als beim Vergleich iiber die
drei Jahre. Wurden die Stdmme untereinander verglichen war der Unterschied nicht
signifikant. Erst bei gemeinsamer Auswertung der beiden Datensidtze wurde ein
signifikanter Unterschied nachgewiesen (a0 = 10 %). Der geringe Unterschied lésst sich
evtl. auf die unterschiedliche ToxingroBe zurlickfiihren. Das Protoxin der Charge N1
muss im Gegensatz zur Charge J1 zunichst im Darm der Insekten in die aktive Form
(trypsinisierten Kern) enzymatisch gespalten werden, so dass eine nicht vollstindige
Spaltung der Protoxine eine mogliche Erklarung fiir die geringere Wirkung sein kann.
Zu berticksichtigen ist, dass sowohl die Bestimmung der Reinheit der Toxine als auch
die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode einen
versuchsbedingten Toleranzbereich von jeweils * 15 % besitzen. Die Unterschiede
zwischen den Jahren 2000 und 2001 sind somit hauptsichlich auf die versuchsbedingten
Schwankungen der Empfindlichkeit innerhalb der Stimme sowie auf die
unterschiedlichen Wiederholungszahlen und die Ungenauigkeit der
Konzentrationsangaben zuriickzufiihren.

Der Vergleich der Chargen J1 und J3, die beide von Herrn Dr. Jehle und Mitarbeitern
(Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt, SG Biotechnischer Pflanzenschutz, Neustadt
a.d. WeinstraBe) mit demselben E. coli Stamm produziert wurden, sich aber im
Aufschluss der Zellen unterschieden, ergab einen durchschnittlichen signifikanten
(a =10 %) Wirkungsunterschied von 3,6 (Tab. 19). Erstaunlich sind die Unterschiede
im Vergleich der beiden Toxine innerhalb eines Stammes. Der Wirkungsunterschied
von Niedernberg lag bei 2,7 und bei Halle betrug er 4,8. Bei der Bestimmung der
Basisempfindlichkeit, die mit Charge J3 durchgefiihrt wurde, hatten Halle und
Niedernberg &dhnliche LCso-Werte. Der LCso-Wert von Niedernberg war, unter der
Annahme gleicher Empfindlichkeit vom Hessischen Ried und Niedernberg (Tab. 17), zu
erwarten. Der LCsp-Wert fiir Halle und J1 féllt dagegen sehr hoch aus. Da Halle nur
2002 untersucht wurde, ist eine Bewertung durch einen Vergleich mit anderen Daten
nicht moglich. Schwankungen innerhalb der Populationen sind auszuschlieSen, da die
Versuche mit den Toxinchargen J1 und J3 parallel durchgefiihrt wurden. Die Aufteilung
der Larven eines Ablagetermins auf die Raster der beiden Toxinchargen erfolgte nicht
vollstindig blind randomisiert, so dass ein Einfluss durch das Versuchsdesign moglich
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ist. Es ist unwahrscheinlich, dass ein Versuchsfehler diesen Wert erzeugte, da die
Auswahl der Larven fiir die 12 Rasterwannen der sechs Wiederholungen ohne Schema
und von unterschiedlichen Mitarbeiterinnen erfolgte und somit quasi eine
Randomisierung darstellte. Ein Teil des Wirkungsunterschiedes ldsst sich durch die
Toleranzbereiche bei der Bestimmung der Reinheit und der Toxinkonzentration
erklaren. Wird von einem Toleranzbereich der Messung von jeweils + 15 %
ausgegangen (Jehle, pers. Mitt.) ist maximal ein Wirkungsunterschied von 1,8 erklarbar.
Die Toxinchargen J1 und J3 zeigten Ende 2002 in der SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (SDS-Page) deutliche GroBenunterschiede. Die molekular-
genetischen Untersuchungen wurden von Herrn Dr. Wagner (BBA Darmstadt) sowie
von Herrn Dr. Jehle und Mitarbeitern durchgefiihrt, und sind zum Teil bisher nicht
abgeschlossen (Wagner und Jehle, pers. Mitt.). Die Toxincharge J1 (2001) und J3
(2002) hatten direkt nach der Produktion, die erwartete GroBBe des CrylAb-Toxins bei
Trypsinbehandlung von ca. 67 kDa (29 - 607 AS) (Jehle, pers. Mitt.). Bei den
Untersuchungen am Ende des Jahres 2002 zeigte die Probe von J1 einen Abbau des
Toxins zu einer finalen Grofle von ca. 60 kDa. J3 zeigte ca. ein Jahr nach Produktion
keinen Abbau. Um den Abbau des Toxins wihrend der Lagerung nachzuweisen,
wurden die verfligbaren Daten zur Charge JI und dem Laborstamm in Abb. 2
zusammengefasst. Die Daten stammen aus unterschiedlichen Versuchsreihen, die unter
den gleichen Versuchbedingungen durchgefiihrt wurden. Es konnte keine zeitbedingte
Aktivititsabnahme fiir die Toxincharge J1 ermittelt werden. Da die ersten
Untersuchungen erst vier Monate nach der Produktion der Toxine durchgefiihrt wurden,
kann angenommen werden, dass der grofite Teil des Abbaus kurz nach der Produktion
geschah und danach stabil blieb. Die Chargen wurden aliquotiert bei -20 °C gelagert,
bei Bedarf aufgetaut und bei 4 °C bis zum Verbrauch gelagert. Daher stammen die
Daten von Toxinen, die unterschiedliche Lager- und Auftauzeiten besafen. Dies konnte
allerdings einen Abbau bei 4 °C verschleiern. Aus diesem Grund wurden fiir zwei
Verdiinnungsreihen der Chargen J1 und J3, die frisch aufgetaut angesetzt wurden, iiber
einen Zeitraum von 142 Tagen neun Mal die LCso-Werte bestimmt (Abb. 3). Die LCs,-
Werte zeigten eine grofle Schwankungsbreite. Da die Wiederholungen der Chargen
parallel mit den Larven des gleichen Ablagetermins durchgefiihrt wurden, verdnderteten
sich die LCs-Werte in den zwei Monaten parallel. Bei den letzten beiden
Wiederholungen ist die Entwicklung nicht mehr identisch. Da zu diesem Zeitpunkt eine
unterschwellige Mikrosporidieninfektion in der Laborzucht nicht ausgeschlossen
werden kann, sind diese Anderungen eher auf eine Inhomogenitit der Larven der letzten
beiden Ablagetermine als auf einen unterschiedlichen Abbau der Chargen
zuriickzufiihren. Ein zeitlicher Trend konnte in den Daten statistisch nicht nachgewiesen
werden.

Nicht vollstandig geklart ist die Frage, ob der Aufschluss der Zellen durch
French Press oder Lysozym einen Einfluss auf den Abbau hatte oder ob die eingesetzte
Trypsinmenge, die Einwirkzeit und die Reinigung der Toxinchargen die Unterschiede in
den GroBen verursachten. Eine Aminosduresequenzierung erbrachte bisher keinen
Aufschluss iiber die C- und N-terminalen-Enden der beiden Toxin-Chargen. Ein zum
Vergleich untersuchtes trypsinisiertes Cryl Ab-Toxin, das von Monsanto am 05.12.1999
hergestellt wurde, hatte eine Grof3e von ca. 60 kDa. Maclntosh et al. (1990) beschreibt
in seinen Untersuchungen ebenfalls ein 60 kDa groBes Toxin. Die vorgestellten
Untersuchungen sind ein deutlicher Hinweis darauf, dass geringe Verschiebungen in der
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Aminosduresequenz zu Unterschieden in der Effektivitit der Toxinfragmente fiihren.
Hofte und Whiteley (1989) zéhlen sechs Cryl Ab-Toxine auf, die sich in zwei bis sechs
Aminosduren unterscheiden. Wenig ist {iber den Einfluss der Aminosédurezahl auf die
Toxinwirkung bekannt. Beim CrylAb-Toxin des Stammes IC1, das sich vom
Standardtoxin um drei Aminosiuren unterscheidet, fiihrt die Anderung zu einer
doppelten Wirksamkeit gegeniiber Dipteren und Lepidopteren. In der Regel werden die
Unterschiede durch die Variabilitit der LCsy-Werte innerhalb einer Population
iiberdeckt (Visser et al., 1993). Da die vollstindige Aminosduresequenz der beiden
Toxine nicht bekannt ist, kann iiber die Ursache nur spekuliert werden. Nach den
vorliegenden Untersuchungen scheint das 60 kDa-Fragment die hochste Effektivitdt zu
besitzen. Die Toxincharge J1 zeigte in der Wirkung einen geringen Unterschied zum
Protoxin NI1. Daraus kann geschlossen werden, dass das Protoxin im Darmsaft
endgiiltig in ein 60 kDa-Fragment gespalten wird. Da die Chargen J1 und J3 mit
demselben Plasmid und E. coli Stamm produziert wurden, sollten die zwei
Toxinchargen die gleiche Aminosduresequenz besitzen, so dass der Unterschied nur
durch eine unterschiedliche Trypsinisierung entstehen kann. Der unterschiedliche
Aufschluss der Zellen kann zu einer Konformationsdnderung im Toxin fiihren, die
weitere Trypsinschnittstellen freilegt. Eine Aufkldrung des Unterschiedes werden aber
erst weitere Untersuchungen erbringen.

4.4.3 Schwankungen der Basisempfindlichkeit innerhalb und zwischen den
Populationen

In einer Reihe von Veroffentlichungen sind Untersuchungen zu Unterschieden zwischen
geografisch verschiedenen Populationen fiir unterschiedliche Insektenarten vorgelegt
worden (Kinsinger und McGaughey, 1979; Wu et al., 1999; Gonzéles-Nunez et al.,
2000; Siegfried et al., 2000; Mohan und Gujar, 2002). Fiir verschiedene Insektenarten
konnten einige Autoren geografische Unterschiede feststellen, wohingegen andere
Autoren keine Unterschiede fanden. Fiir Ostrinia nubilalis fanden Gonzales-Nufiez et
al. (2000) bei zwei Populationen keine Unterschiede. Siegfried et al. (1995) und Marcon
et al. (1999b) stellten dagegen Schwankungen zwischen geografisch verschiedenen
Populationen um das Sechsfache bzw. weniger als das Dreifache fest. Beide Autoren
fithren die Unterschiede auf Schwankungen innerhalb der Populationen, wie sie auch
von Robertson et al. (1995) beschrieben wurden, zuriick.

Die Schwankungen innerhalb einer Population lassen sich am Konfidenzintervall
erkennen. Die Breite des Intervalls ist neben der natiirlichen Schwankung von der
Anzahl der Wiederholungen abhingig. Die Daten zur Alterung der Toxinchargen
(Abb. 2) visualisieren die Schwankungsbreite des Laborstamms. Obwohl der
Laborstamm mehrere Jahre in Zucht war und auf die Laborbedingungen selektiert
wurde, kam es bei den LCsy-Bestimmungen zwischen den verschiedenen Ablage-
terminen zu natiirlichen Schwankungen. Der LCso-Wert stieg innerhalb von 14 Tagen
auf das 1,6fache an um einen Tag spéter auf das Ausgangsniveau zu sinken (Abb. 3). In
Abb. 2 sind am 143. Tag nach der Toxinproduktion die LCsy-Werte fiir drei
Versuchsansitze dargestellt. Die Empfindlichkeit der Larven des Ansatzes mit dem
hochsten LCso-Wert ist um das ca. Sechsfache niedriger als der Ansatz mit dem
niedrigsten LCso-Wert. Beide Ansidtze wurden mit demselben Versuchsdesign und den
gleichen Verdiinnungen durchgefiihrt. Der Ansatz mit dem mittleren LCsp-Wert
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unterschied sich von den anderen Ansdtzen beiden in der Verwendung der
Verdiinnungsreihen, aber nicht im Versuchsdesign. Die Larven stammten von
demselben Ablagetermin, jedoch nicht von denselben Eltern, so dass der Unterschied im
LCso-Wert wahrscheinlich auf die wunterschiedliche Empfindlichkeit der Larven
zuriickzufiihren ist.

Die Fitness und damit auch die Empfindlichkeit der Larven héngt zum Teil von
der Nahrstoffversorgung der Eier ab, die wiederum von dem Fruchtbarkeitsstatus der
Eltern abhingt (Robertson et al., 1995). Die Erfahrung aus den Biotests zeigte, dass die
Fitness der Larven unzureichend mit der Kontrollmortalitdt erhoben werden kann, da
sich die Larven auf dem Kontrollndhrmedium ohne weitere Stressfaktoren erholen
konnen. Die Kontrollmortalitit lag bei allen drei Ansédtzen zwischen 0 % bis 3,5 %.
Ahnliche Beobachtungen finden sich bei Marcon et al. (1999b) und Siegfried et al.
(2000). Eine Hypothese zur unterschiedlichen Fitness der Larven und dessen
Auswirkungen auf den LCso-Wert ist, dass unterschiedlich fitte Larven unterschiedliche
Mengen an Nahrung und damit an Toxin aufnehmen. Die Larven nehmen bei gleicher
Toxinkonzentration im oder auf dem Ndhrmedium unterschiedliche Toxin-Dosen auf.
Physiologische Ursachen konnten ebenfalls fiir die gednderte Empfindlichkeit
verantwortlich sein. Es ist vorstellbar, dass die Fitness einen Einfluss auf die
Enzymaktivitit besitzt, was z. B. eine geringere Spaltung der Protoxine in die aktive
Form bewirken konnte. Die Bestimmung der tatsdchlich aufgenommenen Toxin-Dosis
wiirde die Schwankungen verringern. Eine Bestimmung der letalen Dosis ist bei L;-
Larven vom Maisziinsler nicht moglich, da die aufgenommene Futtermenge nicht
praktikabel erfasst werden kann.

Wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, ist die Schwankungsbreite zwischen den
Anbauregionen geringer als die Schwankungsbreite innerhalb der Populationen. Da die
Populationen in den letzten Jahren keinem Bt-Toxin-Selektionsdruck ausgesetzt waren,
sind die geografischen Unterschiede, wie bei Marcon et al. (1999b) und Siegfried et al.
(1995) auf die natiirlichen Schwankungen der Empfindlichkeit innerhalb der
Populationen zuriickzufiihren. Dies bedeutet fiir die Basisempfindlichkeit der
Maisziinsler in Deutschland, dass mit einer grolen Variabilitdt zu rechnen ist. So sind
Empfindlichkeitsunterschiede um das Zehnfache noch als natiirliche Schwankungen und
nicht als Resistenzunterschiede anzusehen.

4.44 Bewertung der Oberflichen-Methode im Vergleich zur Untermisch-
Methode

In den Jahren 2001 und 2002 wurden die LCsp-Werte sowohl fiir die Untermisch-
Methode als auch fiir die Oberflichen-Methode bestimmt. Wird der Wirkungsquotient
zwischen Methoden fiir die Jahre und Orte berechnet, zeigt sich, dass fiir die
Untermisch-Methode im Jahr 2001 die ca. 25fache, und im Jahr 2002 die siebenfache
Toxinmenge verwendet wurde, um 50 % der Larven zu toten. Die aufzuwendende
Toxinmenge schwankte innerhalb der Populationen noch stirker. Fiir das Hessische
Ried wurde 2001 die 33fache und fiir Pocking 2002 die 5,8fache Menge an Toxin
bendtigt, um die gleiche Wirkung mit der Untermisch-Methode zu erreichen. Die
Unterschiede stammten zum Teil von den Schwankungen innerhalb der Populationen,
denn beide Methoden wurden zeitlich versetzt und mit Larven unterschiedlicher
Ablagetermine durchgefiihrt. Diese Schwankungen erlauben somit nicht die
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Berechnung eines Umrechnungsfaktors fiir die Oberflachen- und Untermisch-Methode.
Der Parallel-Test (Tab. 22) zeigte innerhalb der Wiederholungen (Daten wurden nicht
gezeigt) keinen konstanten Umrechnungsfaktor. Weiter zeigte die Untersuchung, dass
das Untermischen des Toxins und die Lagerung des Toxin-Mediums bis zu 23 Tagen zu
keinem signifikanten Toxinabbau fiihrte. Ein Vergleich der Varianzen der beiden
Methoden fiir die Jahre 2001 und 2002 ergab keinen signifikanten Vorteil (o= 10 %)
fir die Untermisch-Methode. Auf Grund der minierenden Lebensweise des
Maisziinslers war mit einem besseren Ergebnis bei der Untermisch-Methode gerechnet
worden, da bei der Oberflaichen-Methode die Mdglichkeit besteht, dass sich die Larve
durch die oberen toxinhaltigen Schichten frisst und in den unteren toxinfreien Schichten
tiberlebt. L;-Maisziinslerlarven zeigten in den Untersuchungen keine typisch minierende
Lebensweise und auch im Freiland minieren die frisch geschliipften L;-Larven nicht
direkt im Maisblatt. Auch nach mehreren Tagen bohrten sich die Larven auf
toxinhaltigem Ndhrmedium nicht ein. Somit kdnnen beide Methoden als gleichwertig
fiir die Bestimmung der LCso-Werte betrachtet werden. In der Literatur werden beide
Methoden gleichrangig angewendet (Tab. 25). Ein Nachteil der Untermisch-Methode
liegt darin, dass diese ca. das Zehnfache der Toxinmenge im Verhédltnis zur
Oberflaichen-Methode benoétigt. Bei groBen Wiederholungszahlen und zum Nachweis
von resistenten Larven mit einer zehn- bis hundertfach héheren Empfindlichkeit, spielt
die Verfiigbarkeit groBer identischer Mengen an Toxin, dessen Produktion sehr zeit-
und kostenaufwindig ist, eine entscheidende Rolle. Werden die Besonderheiten der
Methoden beriicksichtigt, sind beide Methoden einfach durchzufiihren und gut zu
reproduzieren. Bei der Untermisch-Methode muss darauf geachtet werden, dass das
Toxin beim Untermischen unter das warme Medium keine Hitzeschéden erleidet und
eine homogene Verteilung des Toxins erreicht wird. Bei der Oberflichen-Methode ist
die Reproduzierbarkeit einer planaren gleichgroBen Oberfliche von entscheidender
Bedeutung fiir die Genauigkeit der LCso-Bestimmungen. In vielen Literaturstellen sind
die Angaben zur Untermisch-Methode in pg/ml angegeben, wohingegen in dieser
Arbeit die Toxinmenge auf das Gewicht des Ndhrmediums bezogen wurde, da dieser
Wert bei der Herstellung des zéhfliissigen Ndhrmediums einfacher und préziser
bestimmt werden kann.

4.4.5 Bewertung der Untersuchungen in Kleinmachnow und Darmstadt

Der Stamm Oderbruch zeigte in den Jahren 2001 und 2002 die geringste
Empfindlichkeit. Im Jahr 2001 war der Unterschied nur fiir Niedernberg nicht
signifikant. Daher wurden Ende 2001 die Versuchsprotokolle verglichen, wobei kleine
Abweichungen in der Interpretation der Versuchsanweisungen festgestellt wurden. In
Kleinmachnow wurden die Larven bei 15 °C gekiihlt und fiir einen Ansatz der Larven
mehrerer Eiablagetermine verwendet. Im Jahr 2001 lag das Alter der Larven in den
Biotests im Oderbruch im Schnitt bei tiber 24 h, wohingegen in Darmstadt die Larven
jiinger als 24 h waren.

Unter der Kiihlung der Eier konnte die Fitness der Larven leiden, da sich die
Entwicklungszeit verlangert (Tab. 24). Da die Kontrollmortalitit fiir die beiden
Temperaturstufen erhoht war, zeigten die Larven in diesen Ansdtzen eine hohere
Empfindlichkeit. Beide Unterschiede waren nicht signifikant auf einem Signifikanz-
niveau von 10 %. Bei der Basisempfindlichkeit fiir das Oderbruch ergab sich keine
erhohte Mortalitit im Vergleich zu den Larven der anderen Standorte. Die erhdhte
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Mortalitdt durch die Kiihlung wurde wahrscheinlich durch die Vergroferung der
Stichprobe, die durch das Zusammenfassen von verschiedenen Eiablageterminen
entstand, ausgeglichen. Der Einfluss der Kiithlung auf den niedrigen LCso-Wert ist daher
als gering einzuschétzen.

Das hohere Alter der Larven zeigte dagegen einen deutlich signifikanten Einfluss
auf die Kontrollmortalitit, der sich in einer erhohten Empfindlichkeit ausdriickte. Da bei
der Bestimmung der Basisempfindlichkeit in Kleinmachnow aber keine erhdhte
Mortalitdit gemessen wurde, ist davon auszugehen, dass die Differenz im
Altersunterschied im Jahr 2001 kleiner war als in dem Versuch zum Alter der Larven.
Somit hatte dieser Effekt kaum Auswirkungen auf die Bestimmung der
Basisempfindlichkeit des Stammes Oderbruch.

Der Vergleich der beiden Labore mit gleicher Toxincharge, gleichem
Larvenmaterial und identischem Versuchablauf ergab, dass eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse moglich ist. Beide Versuche belegen die Vermutung, dass geringe
Unterschiede in der Fitness der Larven einen Einfluss auf den LCsp-Wert besitzen. Eine
Summierung von Effekten, die auf die Fitness der Larven einwirkt, kann daher die
Schwankung innerhalb der Populationen erkldren. Dies hat zur Folge, dass bei der
Bestimmung der Basisempfindlichkeiten groen Wert auf eine FEinheitlichkeit der
Zucht- und Versuchsbedingungen gelegt werden muss.

4.4.6 Bewertung der Ergebnisse fiir ein Resistenzmonitoring

Wie auch von anderen Autoren beschrieben, ist die Schwankung innerhalb der
Populationen und zwischen geografischen Populationen ein grofes Problem bei der
Bewertung von Resistenzentwicklung (Margon et al., 1999b; Siegfried et al., 2000;
Robertson et al., 1995). Erschwert wurde die Bestimmung der Basisempfindlichkeit
durch den Wechsel der Toxinproduktion. Abb. 1 zeigt anschaulich {iber die drei Jahre,
wie weit die Empfindlichkeit fiir die einzelnen Stimme schwanken kann. Eine weitere
Schwierigkeit bei der Bestimmung der Basisempfindlichkeit ist die Stichprobengrdf3e
sowohl fiir den initialen Zuchtbeginn als auch fiir die Wiederholungszahl der Dosis-
Wirkungs-Tests und die Anzahl der Larven in einer Wiederholung. Anhand der aus den
Daten berechneten Varianz lasst sich die Wiederholungszahl schitzen, die bei einem
vorgegebenen tolerierbaren Wirkungsunterschied erreicht werden muss, um eine
Aquivalenz der Daten nachweisen zu kénnen. Fiir einen Wirkungsunterschied zwischen
dem empfindlichsten Stamm und dem unempfindlichsten Stamm um den Faktor zehn
werden sieben Wiederholungen, bei dem Faktor fiinf zwolf Wiederholungen bendtigt.
Die Wiederholungszahl kann nicht beliebig grof3 gewéhlt werden. Im Jahr 2000 war es
nicht moglich fiir Pocking vier Wiederholungen durchzufiihren, da durch die kleine
Zuchtbasis von 219 Faltern und einem Schlupf der Falter iiber wenige Tage nicht
geniigend Larven zum Testen zur Verfiigung standen. Grofle Wiederholungszahlen von
mehr als zehn Wiederholungen sind in einer Generation praktisch nicht durchfiihrbar.
Besonders bei einem engen Schlupfverlauf besteht die Gefahr, dass die Larven der
ersten und letzten Wiederholungen von wenigen Faltern sowie von jungen bzw. alten
Faltern stammen, was entsprechende Auswirkungen auf die Fitness der Larven hat.
Kleine Stichproben werden wahrscheinlich beim Monitoring von Resistenzen die Regel
sein, da auf einem Bt-Maisfeld bei einer beginnenden Resistenzentwicklung wenige
Larven im Feld zu finden sind. Eine Kiihlung der Eier bietet zwar die Moglichkeit der
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Zusammenfassung bzw. zeitlichen Streckung der Ablagetermine, kann aber, wie in
Kapitel 4.3.7 gezeigt, die Basisempfindlichkeit beeinflussen. Auch die Ausweitung der
Versuche auf die ndchsten Generationen ist keine Losung, da sich der LCso-Wert
zwischen verschiedenen Generation durch die zuchtbedingte Selektion stark
unterscheiden kann (Robertson et al., 1995; Marcon et al., 1999b).

Die Basisempfindlichkeit ist somit kein statischer Wert, sondern eine sich
verdndernde Grofe. Fiir ein Resistenzmonitoring bedeutet dies, dass die
Basisempfindlichkeit im Freiland fiir verschiedene Anbauregionen regelmiaBig, d. h.
moglichst jahrlich oder evtl. im Wechsel alle zwei Jahre ermittelt werden sollte. Ein
standardisiertes CrylAb-Toxin sollte regelméfig an einer Referenzzucht iiberpriift
werden. Bei einer regelmiBigen Uberpriifung der Basisempfindlichkeiten k&nnen
resistente Populationen, die eine um den Faktor zehn erniedrigte Empfindlichkeit
besitzen, erkannt werden.

Ein direkter Vergleich der ermittelten Werte mit Toxinkonzentrationen in Bt-
Maispflanzen und damit eine Einschitzung inwieweit gefundene Wirkungsunterschiede
zwischen Stdmmen die "Hoch Dosis"-Strategie iiberwinden, ist mit dieser Methode
nicht moglich. Dies zeigt ein Vergleich der ermittelten Daten mit den
Proteinkonzentrationsangaben in Bt-Maispflanzen aus der Literatur. In Bt-Maispflanzen
liegen die Toxinkonzentrationen laut Literatur (Tab. 25) je nach Bt-Event und
Literaturangabe in den Blattern zwischen 0,4 - 3,0 ng/g Frischgewicht fiir Bt-176 und
7,9 - 12,15 pg/g Frischgewicht fiir Mon810 sowie in den Maiskornern bei < 0,005 pg/g
Frischgewicht fiir Bt-176 und 0,2 -0,6 ug/g Frischgewicht fiir Mon810. Die
Untermisch-Methode kommt den Konzentrationsangaben in der Pflanze am néchsten.
Beide Angaben beziehen sich auf das Frischgewicht der Pflanze bzw. das Ndhrmedium.
Die LCsp-Werte fiir das Cryl Ab der Charge J1 liegen zwischen 0,5 pg/g (NI, 2001) bis
1,6 ng/g (HR, 2001) und 0,2 png/g (NI, 2002) bis 0,32 ng/g (HA, 2002). Die Larven der
Laborzucht, Niedernberg und Pocking iiberlebten die Fiitterung mit Blattmaterial von
verschiedenen Bt-Maissorten nicht (nicht verdffentliche Daten Lorenz, Fersch, BBA
Darmstadt). Ein Vergleich der Werte ist kaum moglich, da die aufgenommene
Nahrungsmenge durch Larven auf den Bt-Maispflanzen bzw. auf dem Nahrmedium und
somit die aufgenommene Dosis unterschiedlich sein kann. Fuchs et al. (1990) zeigten,
dass ELISA-Tests, mit denen tiblicherweise der Proteingehalt in den Pflanzen gemessen
wird, um ein Vielfaches unempfindlicher sind als die Biotests mit gereinigtem CrylAb
Toxin. LCsp-Bestimmungen mit Pflanzenmaterial sind auf Grund der geringen
Toxinkonzentrationen nicht bzw. schwer moglich (Fuchs et al., 1990). Eigene Versuche
zur Verwendung von Pflanzenmaterial in Dosis-Wirkungs-Tests, in dem das
Pflanzenmaterial unter Ndhrmedium bzw. mit Agar-Agar gemischt wird, wurden wegen
starker Verpilzung des Mediums und der Schwierigkeit der exakten und stabilen
Proteinangabe 1im Pflanzenmaterial nicht berilicksichtigt. Ein Vergleich der
Proteinkonzentrationen in der Pflanze mit den Toxinkonzentrationen im Biotest wére
fiir die Zukunft wiinschenswert, um eine Aquivalenz der in Bakterien produzierten
Toxine mit den Bt-Maistoxinen nachzuweisen. Die Aquivalenz von trypsinisierten
CrylAb und den in den Bt-Maispflanzen verwendetet Toxin wurde in verschiedenen
unverdffentlichten Studien anhand der DNA-Sequenz, immunologischen Tests,
gelelektrophoretischen Untersuchungen und Biotests gezeigt (U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), 2000). Da die Daten zur Aquivalenz nicht publiziert und in
vielen Studien unterschiedliche Toxinproduktionsweisen verwendeten wurden, ist eine
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Verallgemeinerung der Ergebnisse schwierig. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse zu den Chargen J1 und J3 zeigen, dass es trotz gleicher Gensequenz und
zundchst gleicher Proteingrofe zu Wirkungsunterschieden bei CrylAb-Toxinen durch
bisher noch nicht identifizierte Bedingungen kommen kann. Der Wirkungsunterschied
liegt mit einem Faktor von 3,6 im Vergleich zu Schwankungen in der Empfindlichkeit
innerhalb einer Population in einem tolerierbaren Rahmen. Die Ergebnisse zu den
Chargen J1 und J3 konnen fiir die Aussagekraft von Studien liber Nicht-Zielorganismen
von Bedeutung sein. So unterscheiden sich Subtypen von Bt-Toxinen in nur wenigen
Aminosduren, was aber zu unterschiedlichen Wirkungsstirken bei verschiedenen
Insektenarten fiihren kann (Hofte et al., 1988).
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5 F,-SCREENING

5.1 Einleitung

Die Entstehung von resistenten Populationen und die Geschwindigkeit mit der sich eine
Resistenz ausbreitet, hidngen von einer Vielzahl von Faktoren ab, u.a. von der
Initialfrequenz der Resistenzallele (Gould und Tabashnik, 1998; Tabashnik, 1990; Ferré
und Van Rie, 2002) (3.9). Allgemein wird von einem sehr geringen Anteil von
resistenten Insekten oder Resistenzallelen in der Population ausgegangen (Venette et al.,
2002). Fir die Modellierung von Resistenzmanagementplinen werden meist
Resistenzallelfrequenzen von 10 bis 10™ benutzt, wobei iiber den wahren Wert wenig
bekannt ist (Tabashnik, 1990; Alstad und Andow, 1995). Schitzungen, die auf
Mutationshaufigkeiten beruhen, errechnen Frequenzen von 107 bis 10~ (Roush und
Daly, 1990; Venette et al., 2002). Die Schwierigkeit bei der Bestimmung der
Resistenzhdufigkeit liegt darin, dass bei rezessiver Vererbung nur homozygot resistente
Larven einen Test auf Resistenz iiberleben. Bei einer gegeben Resistenzallelhdufigkeit
(q) findet sich eine homozygote Larve (x) unter 1/q> Individuen. Bei einem
diagnostischen Konzentrations-Test ergibt sich die notwendige Probengrof3e (n) aus der
Frequenz der resistenten Individuen (f) nach der Formel:

o log(1-P(x>1))
"~ log(l-f)

(Roush und Miller, 1986)

Tab. 26 =zeigt die Abhéngigkeit der notwendigen Probengrole (n) von der
Resistenzhdufigkeit. Voraussetzung fiir die ,,Refugien/Hoch Dosis“-Strategie zur
Verhinderung von Resistenzen (3.9.1) ist eine Frequenz der Resistenzallele von weniger
als 10°. Fiir die Uberpriifung dieser Voraussetzung miissten mit dem diagnostischen
Konzentrations-Test fast drei Millionen Larven auf Resistenz getestet werden.

F,-Screening nach Andow und Alstad (1998)

Aus diesem Grund haben Andow und Alstad (1998) das F,-Screening verwendet, mit
dessen Hilfe Resistenzallele bei heterozygoten Individuen und einem rezessiven
Erbgang nachgewiesen werden konnen. Das F,-Screening gliedert sich in sechs
Arbeitsabschnitte:

1. Sammeln von Larven einer natiirlichen Population.

2. Uberwinterung der Larven und Bildung von Isolinien durch Einzelpaarung der
geschliipften Falter (P)).

3. Zucht der Nachkommen, Paarung der Falter und Haltung der abgelegten Eier
innerhalb einer Isolinie (F,).

4. Testung von frisch geschliipften Larven (F;) auf Bt-Maisblattstiicken oder auf

Nihrmedium, das ein CrylAb-Toxin enthélt.

Statistische Auswertung der Daten.

6. Isolinien mit resistenten, iiberlebenden Larven in der F,-Generation, werden in
der F4-Generation nochmals auf Resistenz {iberpriift.

9]
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Tab. 26: Notwendige Probengréf3e bei einem diagnostischen Konzentrations-Test fiir
verschiedene Héufigkeiten von resistenten Individuen bzw. Resistenzallelen.

Haufigkeit resistenter Haufigkeit notwendige
Individuen in der Resistenzallele in Probengrofle
Population der Population
® Q) (n)
10" =1/10 1 28
10~ =1/100 10" =1/10 298
10* =1/100 10-2=1/100 29.956
10° = 1/1.000.000 10~ = 1/1.000 2.995.731
10° = 1/100.000.000 10 =1/10.000 299.573.224
10" = 1/1.0000.000.000 10 = 1/100.000 29.957.320.255

Bei einer 95%igen Ereigniswahrscheinlichkeit (P) ein resistentes Individuum im Test zu entdecken.

Als Grundlage fiir das F,-Screening dient die Tatsache, dass jede Isolinie vier
verschiedene haploide Chromosomensitze, zwei vom Weibchen und zwei vom
Mainnchen, tragt. Alle Paarungen mit homozygot sensiblen Paaren (SS x SS) bringen in
der F;- und F,-Generation zu 100 % sensible Nachkommen (SS) hervor. Das sehr
seltene Auftreten von Mutation kann vernachléssigt werden. Wird als Ausgangspaarung
zufillig ein heterozygot resistentes Elternteil (rS) mit einem homozygoten sensiblen
Elternteil (SS) gekreuzt, so enthélt die F;-Generation zu 50 % heterozygot resistente
Larven (rS) und zu 50 % homozygot sensible Larven (SS). Phédnotypisch sind alle
Larven sensibel gegeniiber dem Bt-Toxin. Die Geschwisterkreuzung in der F, fiihrt zu
drei moglichen Kreuzungsprodukten in der F,-Generation: homozygot sensible Larven
(SS), heterozygot resistente bzw. sensible Larven (rS) und homozygot resistente Larven
(rr) in einem Verhdltnis von 9 : 6 : 1, d. h. eine von 16 Larven zeigt phianotypisch eine
Resistenz gegeniiber dem Bt-Toxin und iiberlebt den Biotest. Die Kreuzung von
homozygot resistenten mit homozygot sensiblen Individuen und die Kreuzung von
Eltern, die beide homozygot resistent sind, konnen auf Grund ihrer geringen
Wahrscheinlichkeit in den Berechnungen vernachldssigt werden. Bei diesen
Kreuzungen wiirde der Anteil homozygot resistenter Larven auf % bzw. auf 100 %
steigen und sie wiirden daher im Biotest eindeutig zu erkennen sein.

Andow und Alstad haben 1998 die dem F,-Screening zu Grunde liegende
Statistik ausfiihrlich beschrieben. Fehler in den Berechnungen wurden von Schneider
(1999) und von Andow und Alstad (1999) korrigiert. Im Artikel Andow et al. (2000)
wurden die statistischen Berechnung ergénzt. Eine Zusammenfassung findet sich im
Anhang (9.2.1).

Andow und Alstad diskutieren in ihrer Arbeit von 1998 die statistischen
Probleme, die mit dem gewéhlten Ansatz zusammenhingen. Die Prézision ihrer
Statistik beruht darauf, dass in der F,-Generation mit einem Hochstmall an Genauigkeit
die Linien entdeckt werden, die in ihren Ausgangsgenomen der P;-Generation
mindestens ein Resistenzallel besalen. Dabei unterscheiden sie zwei Probleme: erstens
eine Falsch-Positiv-Entscheidung und zweitens eine Falsch-Negativ-Entscheidung zu
treffen.

1. Falsch-Positiv-Entscheidung
Unter einer Falsch-Positiv-Entscheidung wird die Identifizierung einer sensiblen
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Isolinie als Resistente verstanden. Dies ist kein statistisches Problem, sondern
hingt davon ab, wie genau die Methode zwischen sensiblen und resistenten
Larven unterscheiden kann. Durch die Wahl einer hohen Toxin-Konzentration,
d. h. einer Konzentration, die 99 % der sensiblen Larven totet, und durch die Re-
Testung der Isolinien in der F;- bzw. in der F4-Generation kann dieses Problem
auf ein vernachldssigbares Minimum reduziert werden (Andow und Alstad,
1998).

2. Falsch-Negativ-Entscheidung
Eine Falsch-Negativ-Entscheidung zu treffen, d.h. eine resistente Isolinie
(mindestens ein P;-Elternteil war heterozygot resistent) als sensibel einzustufen,
sttht im  Zusammenhang  mit  verschiedenen = Abschnitten  der
Versuchsdurchfilhrung. Die Wahrscheinlichkeit ein Resistenzallel nicht zu
entdecken, wird mit P,, bezeichnet. Drei Griinde fiir eine Falsch-Negativ-
Entscheidung werden angegeben:
a. Das Allel geht wihrend der F,-Generation z.B. durch eine
krankheitsbedingte Mortalitdt verloren.
b. In der F;-Generation kommt es nicht zur Kreuzung von
Resistenzalleltragern.
c. Das Resistenzallel wurde trotz der Paarung der Resistenzalleltrdger nicht
in die F,-Generation vererbt oder eine homozygot resistente F,-Larve
stirbt bevor sie getestet wird.

Abweichend von Andow und Alstad (1998) wurde in dieser Arbeit ein Frequentistischer
Ansatz gewahlt, der die Entdeckungswahrscheinlichkeit jeder Isolinie beriicksichtigt.
Die natiirliche Resistenzallelhdufigkeit der Maisziinsler kann in Europa, dem
Ursprungsland des Maisziinsler, von den in den USA ermittelten Werten abweichen.
Fiir Europa wurden bisher noch keine Untersuchungen zur Resistenzallelhdufigkeit
verdffentlicht. Daher wurde die natiirliche Resistenzallelhdufigkeit exemplarisch fiir die
Population Niedernberg mit Hilfe eines modifizierten F,-Screenings nach Andow und
Alstad (1998) durchgefiihrt.
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5.2 Material und Methoden

5.2.1 Bestimmung des Flugverlaufes

Die Daten zur Bestimmung des Flugverlaufes stammen von einer Lichtfalle am Standort
Niedernberg. Die Falle war mit einer UV- und einer Weillicht-Rohre ausgestattet. Die
anfliegenden Insekten sammelten sich in einem Kéfig (H x B x L =30 cm x 30 cm x 30
cm), der tdglich geleert wurde. Die gefangenen Falter wurden gezdhlt. Im Jahr 1999
wurde die Falle von Dr. Langenbruch (BBA, Darmstadt) und in den Jahren 2000 und
2001 von Dr. Felke (BBA, Darmstadt) und Dr. Fersch (BBA, Darmstadt) betreut.

5.2.2 Berechnung der Temperatursummen

Als ungefihrer Entwicklungsnullpunkt werden von Ohnesorge und Reh (1987) 9 °C
angegeben. Werden von Tagesdurchschnittstemperaturen, die groBler 9 °C sind, 9 °C
subtrahiert und die  Werte addiert, ergibt sich der DD9. Die
Tagesdurchschnittstemperaturen (24-Punkt-Methode) stammen von der Wetterstation
GroBostheim der Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft (2002). Die
aufsummierten Tageswertegrade >9°C (DD9) dienen zur Prognose der
Schlupfzeitpunkte der Maisziinslerfalter.

5.2.3 Sammeln der Maisziinsler

Da das F,-Screening einen hohen personellen und material-intensiven Einsatz erfordert,
wurde es nur exemplarisch an der Population Niedernberg (4.2.1.1) fiir die Jahre 2000
und 2001 durchgefiihrt. Im Herbst 1999 bzw. 2000 wurden auf 10 bzw. 12 Maisfeldern
1.232 bzw. 1.083 Larven gesammelt. In den Gebieten gab es nur eine 0,5 ha grof3e
Fliche mit Bt-Mais. Die Felder, auf denen gesammelt wurde, lagen in einem
Sicherheitsabstand von mindestens 500 m von dem Bt-Maisfeld entfernt, so dass ein
Kontakt der Larven mit Bt-Mais ausgeschlossen werden kann.

5.2.4 Haltung und Zucht von Maisziinslern im Labor

Die Zucht der Maisziinsler richtete sich nach den Erfahrungen der Abteilung
Dr. Hassan, BBA Darmstadt. Im Verlaufe der Dissertation wurden die
Zuchtbedingungen optimiert und den Versuchbedingungen angepasst.

5.2.4.1 Elterngeneration P,

Die im Herbst im Freiland gesammelten Ls-Larven wurden zunichst in Plastikboxen (B
x L x H=20 cm x 20 cm x 8 cm) aufbewahrt. Um Kondenswasserbildung zu
vermeiden, waren in die Deckel ca. 10 cm x 10 cm und in den Seiten im Durchmesser
4,5 cm groBe Gazestiicke eingesetzt, was einen ausreichenden Luftaustausch
gewihrleistete. Als Versteckmoglichkeit wurde den Larven im Jahr 2000 Maissténgel,
die jedoch stark verpilzten, und im folgenden Jahr zerkniilltes Handtuchpapier
angeboten. In jede Box wurden maximal 50 Larven gesetzt. Die Lagerung der Boxen
erfolgte in geliifteten, nicht beheizten und nicht beleuchteten Gewichshédusern, so dass
die Licht- und Temperaturverhiltnisse weitgehend den natiirlichen Bedingungen in
Darmstadt in den Jahren 1999 bis 2001 entsprachen. Ab April wurden die Larven ein
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Mal pro Woche mit Wasser bespriiht, damit sie tropfbares Wasser aufnehmen konnten
(Beck, 1967). Die Puppen wurden in Plastikbecher mit perforiertem Deckel (& x H =
4,5 cm x 7 cm) mit einem Stiick Filter- oder Handtuchpapier gelegt.

Im Folgenden richtete sich die Zucht nach den in Kapitel 4.2.4.1 beschriebenen
Bedingungen. Die Paarung der Falter erfolgte unter natiirlichen Licht- und
Temperaturverhdltnissen in Gewéchshdusern. Ab Juni wurden die Gewéchshéuser durch
ein Schattiergewebe beschattet und bei hohen Temperaturen wurde flir eine
ausreichende Ventilation gesorgt. Die Falter der Eltern-Generation wurden jeweils
paarweise in Plexiglaszylinder gesetzt. Die Nachkommen eines Paares wurden
gemeinsam weitergeziichtet und strikt von den Nachkommen der anderen Isolinien
getrennt.

5.2.4.2 F, und F,-Generation

Die FEier und Larven wurden i.d.R. wie in Kapitel 4.2.4.1 beschrieben in
Lichtthermostaten bei 25 °C, 18 : 6 h (H : D) gehalten. Zur Synchronisation der
Schlupfzeitpunkte wurden friih abgelegte Eigelege und Puppen fiir maximal sieben
Tage bei 10 °C gehalten. Die Entwicklung von spit abgelegten Eigelegen und sich
langsam entwickelnden Larven wurde durch Temperaturerhohung auf 30 °C
beschleunigt. Die Paarung der Falter der F;-Generation erfolgte in beheizbaren
Gewidchshédusern bei Langtagbedingungen 18 : 6 h (H : D). Alle zwei bis drei Tage
wurden die Behélter auf geschliipfte Falter einer Isolinie kontrolliert und die Falter
gepaart. Gleichzeitig wurden die Zylinder auf Eiablage iiberpriift.

Im Jahr 2000 wurden die Falter einer Isolinie in der Reihenfolge des Schlupfes in einem
Zylinder zusammengesetzt. Bei einem starken Ungleichgewicht im Geschlechter-
verhiltnis wurden die iiberzdhligen Falter eines Geschlechts in einem separaten
Zylinder oder SchlupfgefaB bei 10 °C fiir maximal zehn Tage gehalten. Im Jahr 2001
wurden die frisch geschliipften Falter einer Isolinie zunichst in einem Zylinder A bis
zur ersten Eiablage gesammelt. Nach der ersten Eiablage in Zylinder A wurden neu
schliipfende Falter in einem zweiten Zylinder B, wieder bis zur ersten Eiablage dieser
Gruppe, gesammelt. Die zweite und dritte Eiablage von Zylinder A wurde fiir die
Testung der Resistenz verwendet, um allen Faltern die Moglichkeit zu geben sich an der
Eiproduktion zu beteiligen. Nachdem die Falter in Zylinder B zum ersten Mal Eier
abgelegt hatten, wurden die Falter in Zylinder A abgetitet, um Platz fiir die neu
geschliipften Falter zu erhalten. Die folgende Eiablage der Gruppe aus Zylinder B
wurde wiederum fiir die Biotests verwendet. Dies wurde solange wiederholt, bis
insgesamt 10 Paare einer Isolinie mit je 10 Larven getestet waren. Durch diese Methode
konnten die Eier Kleingruppen von Weibchen zugeordnet und der Platz sowie der
Arbeitaufwand minimiert werden.

5.2.4.3 Versuch zum Paarungsverhalten der Maisziinsler Médnnchen

Fiir die statistischen Untersuchungen musste geklart werden mit wie vielen Weibchen
ein Méannchen kopulieren kann. Die Versuche wurden mit Tieren aus der Laborzucht
durchgefiihrt und richteten sich nach den Zuchtbedingungen, wie sie im Kapitel 4.2.4.1
beschrieben sind (L : D = 18 : 8; Temperatur 23 £+ 2 °C; relative Luftfeuchte von
90 £10 %). Es wurden 20 Zylinder mit je einem frisch geschliipften Médnnchen und
einem frisch geschliipften Weibchen angesetzt. Die Weibchen und Minnchen hatten
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vorher noch keine Moglichkeit zur Kopulation. Hatte das Weibchen Eier abgelegt,
wurden die Eier und das Weibchen aus dem Zylinder entfernt und ein neues frisch
geschliipftes Weibchen zu dem Ménnchen gesetzt. Dies wurde so lange wiederholt bis
das Méannchen starb. Die Eier wurden so lange gehalten bis an ihrer Entwicklung zu
erkennen war, dass sie befruchtet waren. Starb ein Méannchen vor der ersten Kopulation
wurde ein neuer Zylinder angesetzt.

5.2.5 Test auf Resistenz

Fiir die Testung einer Isolinie auf Resistenz wurden frisch geschliipfte Larven der F,-
bzw. F4-Generation, die jiinger als 24 Stunden waren und noch keine Nahrung
aufgenommen hatten, verwendet.

5.2.5.1 Testung auf Maispflanzen

In Vorversuchen wurden 10 L;-Larven bzw. fiinf Larven im L,-bis L;-Stadium auf zehn
Bt-Maispflanzen im Zweiblattstadium der Sorte Pactol CB, der Firma Novartis gesetzt
sowie zur Kontrolle auf Pactol gegeben. Die Pflanzen standen jeweils einzeln in einem
Blumentopf in einem Plexiglaszylinder (& x H = 12 cm x 30 cm), der mit einer feinen
Gaze bespannt war, damit keine Larven entweichen konnten. Pro Ansatz wurden vier
Wiederholungen durchgefiihrt. Die Pflanzen standen im Gewéchshaus bei
Temperaturen zwischen 22 °C bis 28 °C. Das Verhalten der Larven wurde taglich fiir 10
min kontrolliert und nach 7 Tagen die Mortalitdt bestimmt.

5.2.5.2 Testung der Larven paarweise auf Blattstiicken

Da bei den Vorversuchen mit Bt-Maispflanzen methodische Probleme auftraten (5.3.3),
wurden fiir die weitere Testung auf Resistenz Biotests in Plastikwiirfeln (L x B x H=2
cm x 2 cm x 2cm) im dunklen Lichtthermostat bei 25 °C durchgefiihrt. In jedem
Plastikwiirfel befanden sich zwei L;-Larven, die jliinger als 24 Stunden waren. Bonitiert
wurde nach 7 und 21 Tagen. Im Jahr 2000 erfolgte die Testung auf Resistenz mit Hilfe
von Bt-Maisblattstiicken, da in diesem Jahr nur eine geringe Menge an Bt-Toxin zur
Verfiigung stand. Dazu wurde in die Plastikwiirfel 2 ml Wasser-Agar (2,5 %) gefiillt,
auf das ein ausgestanztes Blattstiick (J= 12 mm) gelegt wurde. Die Blattstiicke
stammten von Bt-Mais der Sorte Pactol CB (Linie Bt-176; Firma Novartis), der im
Labor angezogen und im Vier- bis Sechs-Blattstadium geerntet wurde. Alle zwei bis
drei Tage wurde das Blattstiick gewechselt und die Mortalitdt bestimmt. Nach 21 Tagen
wurden die TUberlebenden Larven auf N&hrmedium (9.1.2) umgesetzt und die
Nachkommen der Isolinie in der F4-Generation erneut getestet.
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5.2.5.3 Testung der Larven paarweise auf toxinhaltigem Medium

Nachdem im Jahr 2001 ausreichend Bt-Toxin zur Verfiigung stand, wurde anstelle der
Blattstiicke und des Wasser-Agars 2 ml Ndahmedium verwendet, dem das Bt-Toxin
(Charge J1a, Tab. 10) untergemischt war (Untermisch-Methode, Anhang 9.1.2). Die Bt-
Toxinkonzentration wurde im Jahr 2001 entsprechend der Konzentration des Bt-Toxins
von Bt-Maispflanzen der Linie Mon810 der Firma Monsanto mit 10,34 pg/g (CrylAb
pro Gramm Blattfrischgewicht) (Tab. 1) gewéhlt, da zu diesem Zeitpunkt keine Daten
zur LCsy vorlagen. Weiterhin wurde davon ausgegangen, dass das zur Verfiigung
stechende CrylAb-Toxin mit dem CrylAb-Toxin aus der Pflanze identisch ist. Da beim
Untermischen groBBe Mengen an Toxin verbraucht wurden, wurde im Laufe der
Untersuchung auf eine Oberflichen-Methode (4.2.6.1) umgestellt. Nachdem die ersten
Ergebnisse zur Basisempfindlichkeit durchgefiihrt worden waren, wurde die
Toxinkonzentration zur Toxineinsparung weiter herabgesetzt. Die Toxinkonzentration
war ausreichend um 100 % der empfindlichen Maisziinslerarven abzutoten.

Tab. 27: Toxinkonzentrationen beim F,-Screening fiir die Jahre 2000 bis 2002

Jahr Toxin Applikation Menge Larven-
[Toxin/ mortalitit
Frischgewicht] nach 7 Tagen
2000  Bt-Mais, Bt-176° Blattstiicke (D12 mm) 100 %
1.4 pg/g’
2001  CrylAb, Charge J1°  Untermisch- 10 pg/g”’ 100 %’
Methode
2001  CrylAb, Charge J3*  Oberflichen- 0,312 pg/em”®  90-100 %’
Methode
2002  CrylAb, Charge J3*  Oberflichen- 0,1 pg/cm” 90-100 %’
Methode 0,25 pg/cm’

" Nach Hugger, 1998. * Laut Literaturangaben ist die Dosis in den Pflanzen um das 25fache hoher
als der LCyo-Wert empfindlicher Larven (U.S. Environmental Protection Agency (EPA), 2001).

3 Entspricht 10,43 mg/g fwt CrylAb in Blattmaterial von Mon810.

*Zwischen den Chargen ergaben sich Wirkungsunterschiede (Tab. 10 und Kapitel 4.2.5).

> Daten aus Vorversuchen mit Maisziinslerlarven verschiedener Herkunft (nicht publiziert).

5.2.6 Statistik zum F,-Screening

Die statistische Auswertung erfolgte durch Professor Piepho von der Universitit
Hohenheim, Fachgebiet Bioinformatik, und weicht von der Auswertung, die Andow
und Alstad (1998) vorgeschlagen haben, ab.

Im Gegensatz zu Andow und Alstad (1998), die eine Baye'sche Analyse verwendeten,
wird in dieser Arbeit ein Frequentistischer Ansatz zur Berechnung der
Resistenzallelfrequenz (q) verwendet. Fiir die Berechnung werden folgende Annahmen
festgelegt.

1. Die Allelfrequenz q des rezessiven Resistenzallels (r) ist klein. Daher dominieren
Kreuzungen von sensiblen Eltern, die homozygot fiir das sensible Allel (S) sind,
so dass ndherungsweise ausschlieBlich die beiden Eltern (P;)-Kreuzungen SS x,
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SS und SS x rS betrachten werden. Diese beiden Arten von Paarungen haben die
approximativen Frequenzen 1 — 4q und 4q (Andow und Alstad, 1998).

2. Die Kreuzungen der Eltern und F;-Generation sind unabhingig und zufillig. Es
werden Annahmen {iber die Verteilung der Genotypen auf die
Nachkommenschaft getroffen (Anhang 9.2.2).

Die Wahrscheinlichkeit aus einer gegebenen Isolinie keine resistenten Nachkommen in
F, zu bekommen, sofern die Parental-Paarung SS x rS stattgefunden hat, wird mit P,
bezeichnet. Sie kann durch die Aufsummierung der bedingten Wahrscheinlichkeiten der
einzelnen Kreuzungen berechnet werden. Fiir i-te Isolinie betrdgt die Likelihood
Li=4xqxP,+ (1-4xq). Fir die gesamte Nachkommenschaft ldsst sich die
Likelihood als IT L; angeben. Da keine resistenten Larven aufgetreten sind, wurde ein
Vertauensintervall fiir q berechnet. Die Herleitung der Formeln und eine genau
Beschreibung der Statistik befindet sich im Anhang 9.2.2.
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5.3 Ergebnis

Die Bestimmung der Héufigkeit der Resistenzallele in der Population Niedernberg
wurde 2000 und 2001 mit einem hohen Mall an Arbeits- und Materialeinsatz
durchgefiihrt.

5.3.1 Daten zum Arbeitsaufwand

Der Arbeitsaufwand bei der Durchfilhrung des F,-Screenings ist stark vom
Versuchszeitpunkt abhidngig, denn durch die Zuchtbedingungen traten hohe
Arbeitsspitzen auf. Das Sammeln der Larven im Herbst hatte den Vorteil, dass zu
diesem Zeitpunkt die Zuchtaktivititen abgenommen hatten. Im Jahr 2000 wurde an finf
Tagen von einem Team bestehend aus zwei bis fiinf Personen insgesamt in 58,5
Arbeitsstunden 1083 Maisziinsler bei einem Befall von 20 - 30 % gesammelt, d. h. pro
Larve wurden ca. drei Minuten benoétigt. Pausen und Fahrtzeiten sind dabei nicht
beriicksichtigt. Fiir die Zuchten und die Testung der F,-Generation wurden pro Jahr ca.
600 Stunden an Aushilfskriften und eine halbe bis eine ganze Stelle fiir eine technische
Assistentin benétigt. Besonders wihrend der Schlupfzeiten der P-Falter und der F;-
Falter konnten die hohen Arbeitszeitspitzen nur durch die Einstellung von
Aushilfskriften abgedeckt werden.

5.3.2 Zucht-Daten

Fiir das F,-Screening ist von besonderer Bedeutung, dass Resistenzallele wéihrend der
Zucht bis zur F,-Generation verloren gehen. Die Larven, die in den Jahren 1999 und
2000 gesammelt wurden, mussten fiir das F,-Screening iiber zwei Generationen im
Labor geziichtet werden. Dabei wurde die Ausgangspopulation durch Krankheiten und
Parasitoide, die durch Larven aus dem Freiland in die Zucht eingeschleppt wurden, stark
reduziert. Die Umstellung auf ein kiinstliches Nahrmedium und auf die spezifischen
Laborbedingungen fiihrten im Zuchtverlauf zu einer weiteren Reduktion der
Ausgangspopulation.

5.3.2.1 Vergleich des Schlupfverlaufes im Labor mit Lichtfallenfingen am Standort
Niedernberg

Abb. 5 zeigt den Verlauf des Schlupfes der P,-Generation. Im Jahr 2000 schliipften im
Labor die ersten Falter in der ersten Juni-Pentade, eine Pentade, bevor die ersten Falter
im Freiland gefangen wurden. Der erste Flughdhepunkt zeigte sich in der dritten Juni-
Pentade. Zu diesem Zeitpunkt lag der DD9 bei 501 °C. Der Flugverlauf erstreckte sich
bis zur letzten Juli Pentade und war durch einen mehrgipfeligen Verlauf
gekennzeichnet, der durch drei Kilteperioden, mit Temperaturen unter 15 °C, in der
letzten Mai-, letzten Juni- und letzten Juli- Pentade hervorgerufen wurde. Der Schlupf
der Falter endet aber nicht im Juli, sondern die letzten Falter schliipften Ende August.
Die Temperaturen im Gewéchshaus lagen liber den Werten aus Niedernberg, wodurch
der mehrgipfelige Verlauf abgemildert wurde.

Im Jahr 2001 zeigte sich ein anderer Flug- und Schlupfverlauf. Ein Kilteeinbruch
in der ersten Juni-Pentade fiihrte dazu, dass der Falterflug erst in der dritten Pentade
begann. Mit wieder langsam ansteigenden Temperaturen erhohte sich die Anzahl der
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gefangenen Falter. In der sechsten Juni-Pentade kam es zu einem rasanten Anstieg der
Falterfange. Zu diesem Zeitpunkt lag der DD9 bei 542 °C. Im Jahr 2000 war dieser
Wert fast zwei Pentaden frither erreicht worden. Der Schlupfverlauf im Gewichshaus
zeigte ein dhnliches Bild. Der erste Schlupf von Faltern war wie 2000 in der ersten Juni-
Pentade. In den nichsten drei Pentaden schliipften keine weiteren Falter und in der
sechsten Pentade schliipften parallel zum Flugverlauf sehr viele Falter im Gewéchshaus.
Nach dem Schlupthéhepunkt in der sechsten Juni-Pentade nahm der Schlupfverlauf
stark ab. Die letzten Falter erschienen Ende Juli. Die Schlupfzeitraume der
Elterngeneration in den Jahren 2000 und 2001 unterschieden sich um ca. einen Monat.

Im Jahr 1999 wurden bei 65 Weibchen, aus einer Lichtfalle im Gebiet
Niedernberg, das Eiablageverhalten bestimmt. 36 Weibchen wurden zusammen mit
Minnchen in einen Zylinder gesetzt, um den Weibchen, die vor der Kopulation
gefangen wurden, die Moglichkeit zur Befruchtung zu geben. Von den 36 Weibchen
legten acht (22 %) keine Eier ab. Bei 29 Weibchen wurde das Eiablageverhalten
untersucht, ohne dass ein weiteres Mannchen fiir die Paarung zur Verfiigung stand. Von
diesen Weibchen legten 7 (24 %) keine Eier ab. Die Weibchen wurden nicht auf das
Vorhandensein von Spermatophoren untersucht, so dass nicht angegeben werden kann,
ob die Weibchen nicht befruchtet wurden oder ob sie nicht fertil waren. Die Mehrzahl
der Weibchen hatte sich aber bereits vor dem Fang in der Lichtfalle gepaart.
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Abb. 5: Flugverlauf der Maisziinsler am Standort Niedernberg und Schlupfverlauf der
Maisziinsler des Standortes Niedernberg im Gewiachshaus in Darmstadt in Abhéngigkeit
vom Temperaturverlauf im Jahr 2000 (a) und 2001 (b).

Die Daten sind als Pentadenwerte berechnet; die Temperaturdaten stammen von der Wetterstation
GroBostheim der Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft (2002); die Temperatur wurde 2 m {iber
dem Boden gemessen. DD9 = aufsummierte Tagesgrade >9 °C bis zur 3. Juni-Pentade.
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5.3.2.2 Kenndaten zur Zucht der F;-Generation

Die Tab. 28 zeigt die durchschnittliche Lebenserwartung von Faltern der P;-Generation
in den Jahren 1999 bis 2001 unter den in Kapitel 5.2.4 genanten Haltungsbedingungen.
Anzumerken ist, dass die Daten nicht fiir alle Falter vollstindig erhoben werden
konnten und besonders im Jahr 2001 Falter frithzeitig abgetotet wurden, um Platz fiir
schliipfende Falter zu schaffen. Im Jahr 2000 haben die Weibchen im Durchschnitt fiinf
Tage langer gelebt. In den kiihlen Perioden in den letzten Pentaden der Monate Mai bis
Juli stellten die Falter die Kopulation und die Eiablage ein. Erst beim Anstieg der
Temperaturen setzten die Falter die Eiablage fort, so dass sich auch der
Eiablagezeitraum innerhalb einer Isolinie iiber mehrere Pentaden ausdehnen konnte.
Erstaunlich ist die maximale Uberlebensrate eines einzelnen Weibchens von 61 Tagen.

Tab. 28: Kenndaten zur Zucht der P;-Falter vom Standort Niedernberg in den
Jahren 1999 bis 2001

NI-99 NI-00 NI-01
Lichtfalle
Lebensdauer Méannchen [d] N=35 N =181 N =168
(Median = s) 7+3,6 21+£10,4 7+5,6
Maximum 14 54 26
Lebensdauer Weibchen [d] N =56 N =189 N=218
(Median = s) 10+£7,1 16 £13,3 11£6,6
Maximum 31 61 29
Anzahl der Paare ohne Eiablage N=65 N=193 N=233
(%) 15 (23 %) 157 (19 %) 74 (32 %)
Dauer bis zur Ablage des N=150 N=157 N =144
1. Eipakets [Tage]
(Median £ s) 4+34 4432 4+38
Maximum 14 22 32
Mittlere Anzahl der Kontrolltage N=>51 N =157 N =147
mit Eipakete pro [solinie
(Median £ s) 21,7 5£24 2+1,0
Maximum 8 10 5
Mittlere Zeit zwischen 1. Eigelege N=32 N =154 N =91
und letzten Eigelege [d]
(Median = s) 7+4.2 12 +£8,6 5+2,1
Maximum 17 38 10

Der unterschiedliche Schlupfverlauf und das Eiablageverhalten in der Elterngeneration
hatte natiirlich auch Auswirkungen auf den weiteren Verlauf der Zucht. So zog sich der
Eiablagezeitraum der F;-Generation 2000 bis Mitte Mirz des ndchsten Jahres hin,
wohingegen die F{-Generation 2001 ihre Eier bis zum 28.11.2001 abgelegt hatte.
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Tab. 29: Schlupfzeitraum und Eiablagezeitraum der F;-Generation, Standort
Niedernberg, fiir die Jahre 2000 und 2001

2000 2001
Schlupfzeitraum & 07.08.00 bis 12.03.00 07.08.01 bis 16.11.01
Schlupfzeitraum @ 07.08.00 bis 12.03.00 07.08.01 bis 19.11.01
Eiablagezeitraum 15.08.00 bis 14.03.01 10.08.01 bis 28.11.01

Der lange Schlupfzeitraum im Jahr 2000 lésst sich dadurch erklédren, dass einige Larven
trotz der Einstellung von Langtagbedingungen in Diapause gegangen sind. Um die
Diapause zu brechen, wurden die Larven ab Ende November fiir 100 Tage bei 10 °C in
Dunkelheit gehalten, bevor sie wieder bei 25 °C und Langtagbedingungen 18 : 6 h (H :
D) gehalten wurden. Von den Witterungs- und den Zuchtbedingungen hing auch die
Wintermortalitét in den Jahren 2001 und 2002 ab.

5.3.2.3 Versuch zum Paarungsverhalten der Midnnchen

Die Minnchen der Maisziinsler kopulierten im Durchschnitt 2,6 0,3 Mal. Das
Maximum betrug in diesem Versuch 5 Kopulationen pro Médnnchen. Durchschnittlich
wurden die Médnnchen 12,8 + 3,3 Tage alt.

5.3.2.4 Verlauf der Zucht der Isolinien

Die Wintermortalitit betrug im Jahr 2000 27,1 % und im Jahr 2001 39,6 %. Zusitzlich
wurden in den Jahren 2000 bzw. 2001 40 bzw. 120 Larven fiir PCR- bzw.
Mikrosporidienuntersuchungen entnommen. Von den im Friihjahr lebenden Larven
verpuppten sich aber wiederum nur ein Teil bzw. die Lebensspanne reichte nicht fiir
eine erfolgreiche Paarung, so dass im Jahr 2000 trotz der geringen Wintermortalitit
prozentual weniger Falter fiir die Zucht zur Verfiigung standen als 2001. Das
Geschlechterverhiltnis lag in beiden Jahren bei 1 : 1 (83 : 29).

Tab. 30: Reduktion der gesammelten Larven bis zur Bildung der Isolinien im Jahr
2000 und 2001

2000 2001
Anzahl der Larven Anzahl der Larven
[n (%)] [n (%)]
Gesammelte Larven 1232 (100 %) 1083 (100 %)
Im Friihjahr lebende Larven 938 (76 %) 654 (60 %)
Geschliipfte Falter 398 (32 %) 467 (43 %)
P;-Generation
Davon JJ 201 223
Davon 99 197 244
Gepaarte Falter 386 (31 %) 466 (43 %)

[P,-Isolinie] [193] [233]
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Tab. 31: Reduktion der Isolinien von der Elterngeneration (P;) bis zur F,-Generation im
Jahr 2000 und 2001

2000 2001

Isolinie [n (%)] Isolinie [n (%)]
P,-Generation 193 (100 %) 233 (100 %)
F,-Generation 115 (60 %) 128 (55 %)
F,-Generation 74 (38 %) 126 (53 %)

Die 115 Isolinien des Jahres 2000 fiihrten in der F;-Generation zum Schliipfen von 791
J3 und 919 29, aus denen 686 Paare angesetzt wurden. Von den 115 Isolinien der F;-
Generation konnten Nachkommen von 74 Isolinien in der F,-Generation getestet
werden. Auf Resistenz wurden in der F,-Generation 12.249 Larven getestet. Im Jahr
2001 wurden auf Grund der Erfahrung aus dem Jahr 2001, trotz einer geringeren
Ausgangspopulation, 128 Isolinien angesetzt. Die Anzahl an F,-Falter konnte mit 1.703
33 und 2.040 @ mehr als verdoppelt werden. Obwohl im Jahr 2001 mit 126 Isolinien
fast doppelt so viele Isolinien getestet wurden wie im Jahr 2000, konnte durch die
Verwendung der Zwei-Zylinder-Methode die Anzahl an getesteten Larven in der F,-
Generation auf 11.821 reduziert werden, da die Zugehorigkeit der Larven zu einem
Parchen besser tliberpriifbar wurde. Jede Larve, die im Herbst gesammelt wurde, steht
fiir ein Genom. Durch die Kreuzung werden mit einer Isolinie zwei Genome getestet.
Wird die Isolinie auf die Larven, die im Herbst gesammelt wurden, bezogen, so konnte
im Jahr 2000 das Genom von 12 % und im Jahr 2001 das Genom von 23 % der
urspriinglich gesammelten Larven (Genome) getestet werden.

5.3.3 Vorversuch zur Mortalitit von Larven auf Bt-Maispflanzen

Aus Beobachtungen in der Zucht und aus dem Freiland war bekannt, dass frisch
geschliipfte Maisziinslerlarven einen starken Drang zur Ausbreitung besitzen. So
konnen sich Li-Larven durch das Abspinnen eines Seidenfadens auf benachbarte
Pflanzen verwehen lassen. Daher wurde in einem Vorversuch geklért, ob Larven, die
auf Bt-Maispflanzen und auf Nicht-Bt-Maispflanzen gesetzt werden, auf diesen nach 7
Tagen wieder gefunden werden. Tédgliche Beobachtungen bestétigten den Eindruck aus
dem Freiland, dass frisch geschliipfte Larven sich auf der Pflanze verteilen. Kurz nach
der kiinstlichen Investierungen verlieBen die Larven die Investierungsstelle. Ein Teil der
Larven seilte sich dabei iiber einen Seidenfaden auf den Boden ab. L, ;-Larven zeigten
eine geringe Mobilitit. Sie vermieden aber die Néhe ihrer Artgenossen.



F2-SCREENING 83

Tab. 32: Mortalitidt von L;- und L,;-Larven nach sieben Tagen auf Bt- und Nicht-Bt-
Maispflanzen

Pflanze Larvenstadium N Tote Larven Lebende Larven nicht
(n/%) Larven wiedergefunden
(n/%) (n/%)
BT L, 40 32 (80 %) 0 (0 %) 8 (20 %)
Nicht-Bt L, 40 10 (25 %) 12 (30 %) 18 (45 %)
BT Lo; 20 16 (80 %) 0 (0 %) 4 (20 %)
Nicht-Bt  L,; 20 6 (30 %) 14 (70 %) 0 (0 %)

Tab. 33: Aufenthaltsort der Larven nach sieben Tagen

Pflanze Larven- N Auf bzw. in der Nicht auf bzw. in der
stadium Pflanze Pflanze
Tote Lebende Tote Lebende
Larven Larven Larven Larven
(n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
BT L, 32 8(25%) 0(0 %) 24 (75 %) 0(0 %)
Nicht-Bt L, 22 8(36%) 8 (36 %) 2 (9 %) 4 (18 %)
BT Lys 16 8(50%) 0 (0 %) 8(50%) 0(0 %)
Nicht-Bt Lys 20 4(20%) 10(50%) 2(10%) 4 (20 %)

Bei den Bt-Pflanzen konnte nach sieben Tagen bei keinem Larvenstadium iiberlebende
Larven gefunden werden. 20 % der Larven konnten aber weder tot noch lebendig
wiedergefunden werden, da besonders tote L;-Larven bei der Auswertung in der
Pflanzerde iibersehen werden konnen. Bei den Nicht-Bt-Pflanzen lag die Mortalitét bei
den L;-Larven bei 36 % und bei den L,;-Larven bei 20 %. Werden zu den
wiedergefunden toten Larven noch die nicht wiedergefundenen Larven gezdhlt, liegt die
Mortalitdt bei 70 %. Bei den Versuchen mit Bt-Maispflanzen wurden 75 % der toten L;-
Larven und 50 % der toten L,3-Larven nicht auf den Maispflanzen wiedergefunden. Bei
diesen Larven ist nicht auszuschlieen, dass die Larven verhungert sind und nicht durch
das Toxin gestorben sind.

5.3.4 Mortalitiit bei den Blattversuchen und in den Nihrmedium-Versuchen

Aus Vorversuchen war bekannt, dass Maisziinslerlarven bei hoher Populationsdichte
zum Kannibalismus neigen. Erst bei zwei Larven pro Dose konnte kein Kannibalismus
mehr festgestellt werden, da die Larven geniigend Platz zum Ausweichen hatten. Die
Kontrollmortalitdt lag bei den Versuchen mit Blattstiicken im Durchschnitt aller
Versuche bei 25+ 1,9 % (N =1.257 Larven), bei den Versuchen mit Ndhrmedium lag
die Mortalitdt bei 15+ 1,1 % (N = 1.424 Larven).

Die Kontrollmortalitdten wurden nicht fiir die einzelnen Isolinien berechnet und wurden
auch fiir die einzelnen Versuche nur stichprobenartig erhoben. Daher erfolgte keine
Korrektur nach Abbott (1925). Die Endauswertung der Versuche erfolgte aber erst nach
7 bzw. 21 Tagen, um Falsch-Positive-Entscheidungen auszuschlie3en.
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5.3.5 Resistenzhiaufigkeit

Von den getesteten Larven iiberlebten im Jahr 2000 bei einer Isolinie vier Individuen,
die ein geringeres Wachstum zeigten, so dass von einer fehlerhaften Toxin-Dosierung
im Test ausgegangen werden konnte. Die Nachkommen dieser Isolinie wurden in der
F4-Generation nochmals getestet und zeigten keine Resistenz. Damit wurde in keiner
der 189 getesteten Isolinien ein Resistenzallel nachgewiesen, so dass ein Wert fiir die
Resistenzhdufigkeit nicht berechnet werden konnte. Aus diesem Grund wurde das
Clopper-Pearson-Intervall mit einem o von 5 % berechnet (Anhang 9.2).

Tab. 34: Anzahl der Isolinien und die Entdeckungswahrscheinlichkeit (P,,), berechnet
anhand der getesteten F,-Larven und Paare der F;-Generation

2000 2001
Poo Anzahl der Isolinien Anzahl der Isolinien
[n (%0)] [0 (%0)]
<10 % 46 (62 %) 94 (75 %)
10 -20 % 15 (20 %) 8 (6 %)
>20 % 13 (17 %) 24 (19 %)

Bereits im Jahr 2000 erwies es sich als schwierig, die von Andow und Alstad verlangte
Anzahl von 10 29 und 10 & der F;-Generation zu kreuzen, um P, kleiner als 1 % zu
erhalten. Durch die Statistik von Professor Piepho wurde fiir jede Isolinie ein eigenes
P, berechnet. Die Isolinien wurden bei der Gesamtberechnung der Resistenzhdufigkeit
entsprechend gewichtet.

Tab. 35: Clopper-Pearson der Resistenzallelfrequenz in Niedernberg 2000 und 2001

2000 2001 Gesamt
Isolinie getestet 73 126 199
Larven 12.249 11.821 24.070
Clopper-Pearson Intervall 0-0,011171 0-0,006416 0-0,0041974
der Resistenzallelfrequenz,
oa=15%.

Die Stichproben sind im Vergleich zur Gesamtpopulation als sehr klein anzusehen, d. h.
es ist dulBlerst unwahrscheinlich, dass Nachkommen von Geschwistern der 1999
gesammelten Larven in der Stichprobe von 2000 auftauchen. Da auBerdem die
Haufigkeit der Resistenzallele fiir die zwei Jahre als konstant anzusehen ist, konnen die
Werte von 2000 und 2001 zur Berechnung des Clopper-Pearson-Gesamtintervall addiert
werden. Die Frequenz der Resistenzallele (q) liegt mit einer Sicherheit von 95 % somit
zwischen 0 und 0,0041974. Zu beachten ist, dass das Intervall 0,001 mit einschlief3t. Es
kann also anhand dieser Stichprobe nicht ausgeschlossen werden, dass die
Resistenzfrequenz iiber 10 liegt.
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5.4 Diskussion

Fir die Durchfithrung und Planung des Resistenzmanagements ist die Kenntnis der
initialen Resistenzallelfrequenz in einer Population von grofer Bedeutung (Roush und
Miller, 1986; Andow und Hutchison, 1998; Andow und Alstad, 1998; Venette et al.,
2002). Verschiedene Methoden zur Bestimmung der Resistenzallelfrequenz wurden
vorgeschlagen (Kapitel 3.8). Gould et al. (1997) erweiterten den diskriminierenden
Konzentrationstest in dem sie die natiirliche Population von Heliothis virescens mit
einem resistenten Laborstamm kreuzten. Ein weiterer Ansatz ist der in diesem Kapitel
beschriecbene Ansatz von Andow und Alstad von 1998. Einen dritten Ansatz, der auf
ein Monitoring resistenter Larven auf Bt-Maisflichen beruht, schlugen Venette et al.
(2000) vor (Kapitel 3.8). Fiir Deutschland lagen bisher keine Informationen {iber die
initiale Resistenzhédufigkeit bei Ostrinia nubilalis gegeniiber dem CrylAb vor. Eine
Ubertragung der Daten aus Amerika ist nicht mdglich, da sich in Deutschland die
Anbaustruktur im Vergleich zu der in den USA stark unterscheidet. So liegt in den USA
1997 die durchschnittliche Farmgrofe bei 200 ha (Economic Research Service U.S.
Department of Agriculture, 1997). In Deutschland lag die durchschnittliche
Betriebsgrole bei 38 ha. In den neuen Bundeslindern lag die durchschnittliche
FlachengroBe bei 184 ha (Statistisches Bundesamt, 2003). In Europa, als
Ursprungsgebiet des Maisziinslers, ist mit einer grofleren genetischen Variabilitit zu
rechnen und damit auch mit einer anderen Resistenzfrequenz (Flacke, 1982; Marcon et
al., 1999a). Im Folgenden soll die Methode des F,-Screening kritisch beleuchtet werden.
Besonders werden die durchgefiihrten Methoden im Vergleich zu den Untersuchungen
von Andow und Alstad von 1998 und 2000 diskutiert.

5.4.1 Effizienz des F,-Screenings

5.4.1.1 Sammelstrategie

Die Sammlung der Maisziinsler fiir das F,-Screening erfolgte im Gegensatz zu Andow
et al. (1998a) nicht mit Hilfe von Lichtfallen, sondern im Herbst wurden auf zehn
verschiedenen Feldern kurz vor der Ernte ca. 100 Maisziinslerlarven pro Feld
gesammelt. Lichtfallen haben den Vorteil, dass diese durch ihre Fernwirkung innerhalb
von wenigen Tagen bis Wochen eine grof3e Anzahl an Maisziinslern bei einem geringen
Personaleinsatz fangen. Wéhrend der Fangperiode 2000 und 2001 schwankte die
Gesamtzahl der Falter zwischen 500 und 1.000 Individuen. Das Geschlechterverhiltnis
lag bei ca. 1:2 [@3 : 29] und die maximale Anzahl der Falter pro Pentade lag bei
120. Andow et al. (2000) geben an, dass ca. 31 % der Weibchen, die durch eine
Lichtfalle gefangen wurden, keine Eier ablegen. Fine im Jahr 1999 verwendete
Lichtfalle erbrachte einen dhnlichen Wert von 23 % Weibchen ohne Eibablage. Pro
Lichtfalle hitten also in den Jahren 2000 - 2001 ca. 200 - 460 Isolinien maximal
angesetzt werden konnen. Werden die durch den Transport und die Lagerung getdteten
Falter beriicksichtigt und die Tatsache, dass nicht wéahrend der gesamten Flugperiode
Isolinien angesetzt werden konnen, so ergibt sich ein realistischer Wert von ca. 50 - 100
Isolinien pro Lichtfalle und Flugperiode. Um eine mdglichst repridsentative Stichprobe
zu erhalten, missten an einem Standort ca. 3 -4 Lichtfallen aufgestellt und betreut
werden. Im Jahr 1999 konnten in einem Vorversuch mit einer Lichtfalle 65 Isolinien
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angesetzt werden. Ein Nachteil der Lichtfalle liegt darin, dass in Gebieten in denen die
Z-Rasse und die E-Rasse gemeinsam vorkommen mit der Lichtfalle auch Weibchen der
E-Rasse gefangen werden. Hybriden von E- und Z-Rasse sind zwar bekannt (Pefa et al.,
1988), es ist aber nicht bekannt inwieweit die Hybride stabile Populationen aufbauen
und somit als Refugium im Rahmen eines Resistenzmanagements eingesetzt werden
kann, so dass es nicht sinnvoll wére die Initialfrequenz einer Mischpopulation zu
ermitteln. Mehrere Autoren sind der Ansicht, dass die E-Rasse bzw. alternative
Wirtspflanzen nicht als Refugium verwendet werden konnen (Bourguet et al., 2000a;
Alstad und Andow, 1995; Gould, 1998). Es ist anzumerken, dass die E-Rasse ihren
Flughohepunkt ca. 18 Tage vor der Z-Rasse hat (Lorenz, 1993), und dass die
Populationsdichte der Z-Rasse in einem Maisanbaugebiet der Populationsdicht der E-
Rasse um ein Vielfaches iibersteigt. Durch die richtige Wahl des Standortes der
Lichtfalle und durch die Beschrinkung auf Fénge ab dem Zeitpunkt des
Flughdhepunktes konnen somit die Beifange der E-Rasse vermindert werden.

Das Sammeln der Maisziinsler im Herbst ist zeitlich aufwindiger als das Fangen
mit Lichtfallen. Es hatte aber den Vorteil, dass es in einem Zeitraum lag, in der der
Arbeitsaufwand in den Zuchten heruntergefahren werden konnte und so freiwerdende
Mitarbeiter beim Sammeln eingesetzt werden konnten. Die Uberwinterung der Larven
verursacht keinen weiteren Bedarf an Arbeitszeit. Durch die Vereinzelung der Larven
bzw. frisch geschliipfte Falter nach der Uberwinterung im Labor kann die Monogamie
der P;-Weibchen, die eine Voraussetzung fiir die Statistik ist, gewéhrleistet werden. Bei
Bedarf ldsst sich auch der Schlupfzeitpunkt der P,-Falter steuern. Es muss beachtet
werden, dass durch die hohe Wintermortalitdt und durch Paare die im Labor keine Eier
legen (Tab. 30 und Tab. 31) die Anzahl angesetzter Isolinien nur einem Viertel der
Anzahl der gesammelten Larven entspricht, d. h. fiir 750 Isolinien miissen ca. 3.000
Larven im Herbst gesammelt werden. Das Gebiet Niedernberg umfasst eine Fliache von
ca. 15 km®. In diesem Gebiet ist ein genetischer Austausch von Maisziinslern méglich,
so dass trotz der Moglichkeit zur Bildung von Subpopulationen von einer homogenen
Population in Bezug auf die Resistenzallele auszugehen ist. Durch das Sammeln von
Maisziinslern auf zehn Feldern a 100 Larven wird im Vergleich zur Lichtfalle ein
dhnlicher bzw. sogar hoherer Abdeckungsgrad in der Fliche erreicht. Beide
Sammelstrategien kdnnen als gleichwertig angesehen werden und stellen eine zuféllige
Stichprobennahme aus einem Untersuchungsgebiet dar. Die Bevorzugung -einer
Strategie hidngt von den lokalen Gegebenheiten ab, wie z. B. der Entfernung zum
Sammelgebiet, dem Befallsgrad, dem Anteil der E-Rassenpopulation, den Synergien mit
anderen Forschungsprojekten und der Auslastung der Mitarbeiter.

5.4.1.2 Zucht

Jede Larve, die im Herbst gesammelt wurde, steht fiir ein Genom (= ein diploider
Chromosomensatz). In der F,-Generation werden 2 Genome, je einer von Vater und
Mutter, getestet, d. h. 4 haploide Chromosomensdtze. Von den urspriinglich 2.315
Genomen bzw. 2.155 (abziiglich 160 Larven, die fiir weitere Untersuchungen
entnommen wurden), die 2000 und 2001 gesammelt wurden, sind 18 % auf das
Vorhandensein eines Resistenzallels getestet worden. An mehreren Stellen des
Zuchtverlaufes werden die Zahlen der urspriinglich vorhandenen Chromosomensétze
verringert. Die Effektivitit des F,-Screenings nimmt durch die starke Reduktion der
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Isolinien wéhrend der Zucht ab. Daher werden im Folgenden die Abschnitte des
Zuchtverlaufes diskutiert, die zu einer Reduktion der Isolinien fithren.

5.4.1.2.1 Wintermortalitit

Die Wintermortalitdit mit 27,1 % bzw. 39,6 % hatte den gréften Einfluss auf die
Reduktion der Larven und damit auf die zu testenden Chromosomensitze. Die
Wintermortalitidt, wird sie mit den Populationen Hessisches Ried und Pocking (4.2)
verglichen, liegt im erwarteten Rahmen. Die Wintermortalitdt dieser Populationen, die
unter gleichen Bedingungen iiberwintert wurden, betrug 1999 bis 2002 minimal 22 %
bis maximal 42 % (4.2.1). Lorenz (1993) stellte fiir Maisziinsler, die in Stdngeln unter
dhnlichen Bedingungen iiberwinterten, eine Mortalitit von 55% fest. Die
Wintermortalitdt der Maisziinslerlarven ist von verschiedenen Faktoren abhingig, so
z. B. von dem Temperatur- und Niederschlagsverlauf wihrend der Diapause, von der
Parasitierung der Larven bzw. von den eingeschleppten Krankheiten und der
allgemeinen Fitness der gesammelten Larven.

Temperatur und Luftfeuchtigkeit

In den vorliegenden Versuchen wurden die Maisziinsler weitgehend den natiirlichen
Temperaturen ausgesetzt. Es erfolgte lediglich ein Schutz gegen Niederschlag und
Réuber. Maisziinsler gelten wihrend der Diapause als sehr widerstandsfahig gegeniiber
tiefen Temperaturen (Lorenz, 1993). Die Temperaturverldufe im Jahr 2000 und 2001
unterschieden sich betrachtlich. Der Winter im Jahr 2000 war relativ mild. Zum
Frithjahr stieg die Durchschnittstemperatur aber nur langsam ohne groBBere
Temperaturspriinge an. Das Jahr 2001 war im Januar und Februar durch einen schnellen
Wechsel von Phasen mit tiefen Temperaturen und fiir die Jahreszeit ungewdhnlich
hohen Temperaturen gekennzeichnet. Leichtere Larven, die einen geringeren DD9 bis
zum Schlupf bendtigen, sind im Jahr 2001 wahrscheinlich durch den
Temperaturwechsel frithzeitig aus der Diapause erwacht und haben dadurch
Energiereserven schneller verbraucht, was zu einer erhohten Mortalitét fiihrte. Dies
wiirde den starken Anstieg der Schlupfrate erst in der 6. Juni-Pentade erkldren. Im Jahr
2000 iiberwinterten die Larven in Stoppeln. Aus hygienischen Griinden wurde den
Larven 2001 nur Handtuchpapier zur Uberwinterung angeboten. Stoppeln kdnnen aber
wahrscheinlich  unglinstige = Temperaturverhéltnisse  besser  abpuffern  als
Handtuchpapier, so dass dies ein weiterer Grund fiir die geringere Mortalitdt im Jahr
2000 sein kann. Die Alternative bei der Uberwinterung der Maisziinsler wire gewesen,
die Larven bei konstanten Temperaturen im Klimaschrank iiberwintern zu lassen. Aus
der Literatur (Beck und Hanec, 1960; Lynch et al. 1972; Lavialle, 1988) ist bekannt,
dass das Schlupfverhalten der Maisziinsler von einem genauen Zusammenspiel von
Temperatur, Licht und Feuchtigkeit abhingig ist. Durch die kiinstliche Einstellung
dieser Parameter kann der Einfluss von ungiinstigen Temperaturverldufen minimiert
werden, wobei die Gefahr einer Selektion von Faltern, die sich an diese speziellen
Bedingungen anpassen, besteht, was fiir die Untersuchungen der natiirlichen
Resistenzhdufigkeit verhindert werden sollte.
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Parasitierung, Krankheiten und Fitness der Larven

Die Parasitierung von Maisziinslerlarven wurde nicht separat ermittelt, da diese bei den
Larven aus dem Freiland auch nicht beeinflusst werden kann. Maisziinslerlarven werden
auch durch die Mikrosporidie Nosema pyrausta befallen. Durch die Untersuchung der
Isolinien kénnen befallene Linien friihzeitig aus der Zucht entfernt werden und so eine
Ausbreitung verhindert werden. Nosema pyrausta kann bei einem Massenauftreten die
Empfindlichkeit der Maisziinsler gegeniiber dem Bt-Toxin vermindern (4.2.4.3).
RegelmiBige Untersuchungen zeigten, dass die Larven aus Niedernberg nicht mit
Nosema pyrausta infiziert waren. Die Infektion mit bakteriellen Krankheiten fiihrt bei
einer Massenhaltung immer wieder zu Problemen. Durch die Verwendung von
Plastikboxen und Handtuchpapier als Versteckmoglichkeit, das eine regelmiBige
Kontrolle der UberwinterungsgefiBe sowie die Reinigung der GefiBe erleichterte,
wurde der starken Ausbreitung von bakteriellen Infektion entgegengewirkt. Im Herbst
2000 hatten die in Niedernberg gesammelten Larven ein durchschnittliches Gewicht von
101 mg + 20 mg, was als typisch flir Larven vor der Diapause angesehen werden kann
(Lorenz, 1993). Dies deutet darauf hin, dass die Larven sich auf die Diapause eingestellt
hatten und eine normale Fitness besal3en.

5.4.1.2.2 Paarung der P;-Generation

Die Paarung der Maisziinsler wurde weitgehend unter natiirlichen Licht- und
Temperaturverhdltnissen durchgefiihrt. Das hatte den Vorteil, dass das sensible
Zusammenspiel von Temperatur und Licht, das bei Maisziinslern das Paarungsverhalten
auslost, nicht aufwéndig simuliert werden musste. Im Gegensatz zu den Laborzuchten,
die liber Jahre auf Laborbedingungen selektiert wurden, reagieren die Zuchten aus dem
Freiland meist mit einer verminderten Fertilitit, wenn die Zuchtbedingungen nicht
optimal sind. Die Verwendung von Plexiglaszylindern (4.2.4.1), die auf Gittern iiber
Wasserschalen standen und mit Folie abgeschlossen waren, ermdglichte es, eine hohe
Luftfeuchtigkeit in den Zuchtgefilen (80 -90 %) zu erreichen, um so optimale
Fortpflanzungbedingungen zu schaffen. Die Falter lebten im Durchschnitt zwischen 7
und 21 Tagen. Ahnliche Werte zur Lebensdauer von Weibchen im Labor (12 bis 17
Tage) erzielten Fadamiro und Baker (1999). Durch Synchronisation des Falterschlupfs
lieBe sich der Ansatz von Isolinie noch erhdhen. Lorenz (1993) gibt an, dass schwere
Postdiapause-Larven eine hohere Temperatursumme als leichtere Larven bendtigen. Er
schrankt aber ein, dass die Streuung innerhalb einer Gewichtsklasse betrichtlich ist. Fiir
die Synchronisation wiren somit genauere Untersuchungen zum Einfluss der
Temperatur und des Gewichtes auf das Schlupfverhalten notwendig, um die grof3e
Variabilitit der Larven aus dem Freiland zu reduzieren, ohne unfreiwillig besondere
phédnotypische Eigenschaften in der Zucht zu selektieren und damit evtl.
Resistenzalleltrager zu entfernen.

5.4.1.2.3 Zucht der Larven der F;-Generation

Bei den Zuchten der F;-Generation wurde von den weitgehend natiirlichen Bedingungen
auf kiinstliche Laborbedingungen umgestellt. Dadurch konnte die Zucht beschleunigt
werden. Um eine ungewollte Selektion zu verhindern, wurden alle Eigelege eines P;-
Paares weitergeziichtet. Die Mortalitdt der Larven wihrend der F,-Generation wurde
nicht separat erhoben. Sie schwankte zwischen den einzelnen Isolinien betrdchtlich.
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Besonders wihrend des L,-Stadiums sank die Larvenanzahl erheblich. Dies ist auf die
besondere Empfindlichkeit der L;-Larven gegeniiber Temperaturschwankungen und
Trockenheit zuriickzufiihren. AuBBerdem nahm nur ein Teil der Larven das kiinstliche
Medium an und der Drang der Larven sich zu verteilen fiihrte dazu, dass einige Larven
im Papier, das die Petrischalen abschloss und zur Luftfeuchtigkeitsregulation diente,
verhungerten. Eine Reduktion der Larvenzahl durch Kannibalismus konnte beobachtet
werden. Andow und Alstad (1998) berichteten davon, dass sie eine Vielzahl von
Isolinien durch Verpilzung des Mediums verloren haben und schlugen die Zugabe von
Konservierungsmitteln in  das Ndhrmedium vor. Trotz der Zugabe von
Konservierungsstoffen kam es zu Beginn der Versuche im Jahr 2000 zur Verpilzungen
von Zuchtmaterial. Durch eine wochentliche Kontrolle der Zuchtgefile konnte die
Verpilzung gestoppt werden, so dass keine Isolinie durch Verpilzung verloren gegangen
ist. Die aufwiéndige Betreuung der Fi-Larven erhoht allerdings wesentlich die Kosten
der Zucht. Die Zucht der F,-Larven birgt damit ein groB8es Einsparpotential, wenn es
gelingt die Zuchtbedingungen zu optimieren.

5.4.2 Statistische Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Berechnung der initialen Resistenzfrequenz
von Prof. Piepho abweichend von dem Baye'schen Ansatz von Andow und Alstad
(1998) mit einem Frequentistischen Ansatz gerechnet. Der Vorteil des Baye'schen
Ansatz ist, dass eine direkte Aussage liber die Stichprobenpopulation gemacht wird,
wobei eine Annahme einer Prior-Verteilung gemacht werden muss. Der
Frequentistische Ansatz eine Aussage iiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der
Resistenzfrequenz unter der Annahme der Wiederholung der Untersuchung bei
dhnlichen Populationen macht (Andow und Alstad, 1998; Gould et al., 1997; Robert,
1994; Wilrich, 2001). Einerseits soll zwar eine Aussage iiber die Stichprobe, d. h. die
Population Niedernberg, gemacht werden, andererseits ist die Stichprobe nur eine
Moglichkeit der Charakterisierung der Population Niedernberg unter unendlich vielen
dhnlichen Stichproben, so dass je nach Sichtweise beide Ansitze gewédhlt werden
konnen. Andow und Alstad (1998) verwenden einerseits eine nicht-informative a-priori-
Verteilung, nehmen aber gleichzeitig bei der Entwicklung ihrer Methode implizit an,
dass q nahe Null ist. Diese Annahmen widersprechen sich diametral. Bei dem hier
gewidhlten Frequentistischen Ansatz wird auch die Resistenzfrequenz nahe Null
angenommen, ohne aber eine weitere widersprechende Annahme treffen zu miissen.

Die hier verwendete Statistik wurde nach der Durchfiihrung des F,-Sreenings basierend
auf der Erfahrung der Zucht der Maisziinsler in den Jahren 2001 und 2002 entwickelt.
Sie ermdglicht es, dass jede Iso-Familie, gewichtet nach dem Informationsgehalt, in die
Berechnung eingeht. Wohingegen bei Andow und Alstad die Berechnung der
Entdeckungswahrscheinlichkeit zu einer Durchfiihrungsvorschrift bei den Zuchten
fiihrt. Die sich daraus ergebenden Unterschiede werden in den folgenden Kapiteln
diskutiert.

5.4.2.1.1 Diskriminierende Dosis

Die Wahl der diskriminierenden Dosis spielt bei der Unterscheidung von resistenten
und nicht-resistenten Isolinien und damit fiir die Genauigkeit des F,-Screenings eine
wichtige Rolle. Resistente und sensible Insekten sollten theoretisch eine parallele Dosis-
Wirkungskurve zeigen (ffrench-Constant und Roush, 1990). Uberschneiden sich die
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Dosis-Wirkungskurven nicht, kann als diskriminierende Dosis der LCqy der sensiblen
Population gewihlt werden. Uberschneiden sich die Dosis-Wirkungskurven, ist es
schwierig eine eindeutig diskriminierende Dosis zu finden. Wird sie zu niedrig gewihlt,
iiberleben auch einige wenige sensible Insekten (Falsch-Positiv-Entscheidung); wird sie
zu hoch gewihlt, stirbt ein Teil der resistenten Larven (Falsch-Negativ-Entscheidung).
Zu Beginn des F,-Screenings liegen meist noch keine resistenten Stimme und damit
keine Daten iiber die Dosis-Wirkungskurve vor. Daher ist die Wahl der
diskriminierenden Dosis eine meist "willkiirliche" Entscheidung und richtet sich nach
dem LCgyy eines sensiblen Stammes bzw. der Konzentration in den transgenen
Maispflanzen, die in der Praxis von den Larven iiberwunden werden muss.

Wihrend der zwei Jahre wurde die Methode der Toxinverabreichung und die
diskriminierende Dosis hauptsdchlich aus praktischen Erwidgungen verdndert. Zunichst
wurde mit Blattmaterial gearbeitet, das eine 20fach hohere Konzentration als der LCyo
eines sensiblen Stamms hatte, um moglichst nahe an den praxisrelevanten Bedingungen
zu bleiben. Die Methode hatte durch die Verpilzung bzw. die Austrocknung von
Blattstiicken und durch das Einbohren von Larven in den Wasser-Agar eine erhohte
Kontrollmortalitdt zur Folge (5.3.4) und durch das Wechseln der Blattstiicke alle zwei
bis drei Tage den Nachteil eines sehr hohen Arbeitaufwandes. Deshalb wurde auf eine
Oberfldchenapplikation umgestellt und die Toxin-Konzentration so gewéhlt, dass sie der
LCq nach sieben Tagen fiir sensible Larven entsprach. Unterstiitzt wird die
Reduzierung der Toxinkonzentration durch Untersuchungen von Zhao et al. (2002), die
das F,-Screening fiir einen Plutella xylostella Stamm mit einer bekannten
Resistenzfrequenz ~ durchgefiihrt haben und feststellten, dass sehr hohe
Toxinkonzentrationen bzw. die Verwendung von transgenen Pflanzen im Biotest zu
einem hohen Prozentsatz an Falsch-Negativ-Entscheidungen fiihren (5.4.2.1.3).

5.4.2.1.2 Falsch-Positiv-Entscheidung

Eine Falsch-Positiv-Entscheidung tritt dann auf, wenn eine sensible Linie als resistent in
der F,-Generation eingestuft wird. Wie Andow (1998) erwihnt, ist dies im engeren Sinn
kein statistisches Problem, sondern beruht auf der Methodik des diskriminierenden
Dosistests. Niedrige Dosen konnen zu einer hohen Anzahl von Falsch-Positiv-
Entscheidungen fiihren (Zhao et al., 2002). Um die Gefahr einer Falsch-Positiv-
Entscheidung zu reduzieren, wurden die Larven aber nicht wie {iblich nur 7 Tage dem
Toxin ausgesetzt, sondern iiber 21 Tage, wobei das Toxinmedium nach 7 bzw. 14 Tagen
gewechselt wurde. Eine Isolinie, die eine iiberlebende Larve in der F,-Generation hatte,
wurde nochmals in der F4,-Generation getestet, so dass eine Falsch-Positiv-Entscheidung
ausgeschlossen werden kann. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass besonders der
Kannibalismus unter den Larven zu Falsch-Positiv-Entscheidungen nach 7 Tagen
fiihren kann. Die Larven fralen ihren Partner, aber kein Bt-haltiges Medium. Deshalb
wurden nur zwei Larven pro Dose eingesetzt, da hier nur sehr selten Kannibalismus
bemerkt wurde.
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5.4.2.1.3 Falsch-Negativ-Entscheidung

Eine Falsch-Negativ-Entscheidung wird getroffen, wenn eine resistente Isolinie nicht als
resistent bei der Testung in der F,-Generation erkannt wird.

Mehrere Schritte wéahrend der Zucht konnen zu einer Falsch-Negativ-Entscheidung
fithren:

1. Vererbung der Resistenzallele von der P-Generation auf die F,-Generation.
2. Vererbung der Resistenzallele von der F;-Generation auf die F,-Generation.
3. Keine F,-Larve iiberlebt den Biotest.

Vererbung der Resistenzallele von der P;-Generation auf die F;-Generation

Wiéhrend der Meiose werden die Chromosomen normalerweise zufillig auf die
Spermien bzw. auf die Eizellen verteilt. Die Verteilung folgt einer Binomialverteilung
und wurde in den Berechnungen unter Punkt 4 (i) beriicksichtigt (siche Anhang 9.2.2).

Vererbung der Resistenzallele von der F;-Generation auf die
F,-Generation

Die Vererbung der Resistenz hingt von der Anzahl der heterozygoten Weibchen und
Minnchen in der F;-Generation und der Anzahl von Kreuzungen ab. Die Paarung der
F,-Falter kann nicht als Einzelpaarung durchgefiihrt werden, denn dadurch wiirde der
Arbeits- und Platzbedarf um das Zehnfache gesteigert. Uber die genaue Anzahl an
Paarungen der Falter in der F,-Generation kénnen somit nur Annahmen getroffen
werden. Aus dem Versuch zum Paarungsverhalten (5.3.2.3) ist bekannt, dass die
Minnchen sich in diesem Versuch im Durchschnitt 2,6 Mal gepaart haben und das
Maximum bei 5 Kopulationen lag. Die Ergebnisse unterschitzen aber die Haufigkeit der
Paarung der Minnchen, da das mehrmalige Paaren mit einem Weibchen nicht mit
aufgenommen wurde und da neue Paarungen erst nach Ablage der Eier stattfinden
konnten. Bei der F-Kreuzung stehen den Mainnchen, allerdings in Konkurrenz mit
anderen Minnchen, gleichzeitig mehrere Weibchen zur Paarung zur Verfiigung.
Deshalb wurde fiir die Statistik angenommen, dass ein Méannchen mit jedem Weibchen
kopulieren kann und somit von den Weibchen eine Zufallsauswahl unter allen
Minnchen getroffen wird. Von den Weibchen ist nach Untersuchungen von Fadamiro
und Baker (1999) bekannt, dass Weibchen bis zu drei Spermatophoren aufnehmen
konnen, aber 78 % der Weibchen nur ein Mal kopulieren. Aus diesen beiden Annahmen
kann fiir die Paarungen in der F;-Generation eine Binomialverteilung angenommen
werden. Die Menge der Nachkommen pro Weibchen kann zum Teil betrdchtlich
schwanken. Es ist aber bei der F;-Kreuzung nicht moglich die Eigelege einzelnen
Weibchen zu zuordnen, da hierfiir eine Einzelpaarzucht notwendig ware. Durch die
Verwendung des Zwei-Zylinder-Systems kann aber dieser Fehler minimiert werden.
Dabei werden die Paare zufillig in Gruppen von ein bis vier Paaren aufgeteilt, so dass
die abgelegten Eier einer geringeren Anzahl an Paaren zu zuordnen sind. Die Eier bzw.
die Nachkommen der Gruppen wurden anteilig der Zahl der Paare an der Gesamtzahl
der Paare in der F,-Generation getestet. Daher wird zur Vereinfachung der Statistik
angenommen, dass die Nachkommen sich gleichmifBig auf die Weibchen verteilen. Fiir
die Paarungswahrscheinlichkeit in der F;-Generation ldsst sich somit eine
hypergeometrische Verteilung berechnen.
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Keine F,-Larve iiberlebt den Biotest

Wie in Kapitel 5.4.2.1.1 schon erwihnt, fithren zu hoch gewihlte Toxinkonzentrationen
im Biotest zu einer Erhohung der Falsch-Negativ-Entscheidungen (Zhao et al., 2002).
Ein weiterer Punkt, der zu einer Falsch-Negativ-Entscheidung im Biotest fiihrt, ist die
natiirliche Mortalitit, die mit Hilfe der Kontrollgruppe erfasst wird. Bei den ersten
Versuchen im Jahr 2000 lag die Kontrollmortalitit bei den Blattversuchen (iiber alle
Versuche berechnet) bei 22 % und bei den Nahrmediumversuchen bei 15 %, was einen
Grund fiir den Wechsel der Methode darstellte. Die Nachkommen der F,-Generation
wurden in der zeitlichen Abfolge ihres Schlupfes getestet. Dadurch wurden pro Versuch
unterschiedliche Anzahlen an Larven getestet. Die Kontrollgruppe schwankte daher fiir
die einzelnen Versuche betrachtlich. Deshalb war es nicht mdglich, fiir die einzelnen
Versuche bzw. Paare die Mortalitdt nach Abbott (1925) zu korrigieren. Da nur eine
beschriankte Anzahl an Larven zur Verfligung steht, wiirde eine konstante
Kontrollgruppe pro Isolinie und F;-Paar dazu fiihren, dass zum Teil weniger Larven auf
Toxin getestet wiirden, was wiederum zu einer Erhohung der Falsch-Negativ-
Entscheidung fiihren konnte. Die Kontrollgruppe konnte daher nur dazu dienen
Totalausfélle im Biotest zu erkennen und eine Schétzung iiber die Kontrollmortalitét
aller Versuche zu geben. Da meist mehr als 100 Larven pro Isolinie getestet wurden, ist
es unwahrscheinlich, dass keine resistente Larve den Biotest tiberlebt hétte. Die
angegebene Resistenzhdufigkeit wird aber durch die fehlende Korrektur der
Kontrollmortalitdt zu giinstig geschéatzt. Fiir weitere Untersuchungen ist darauf zu
achten, dass die Kontrollmortalitit weiter reduziert wird bzw. die Anzahl zu testender
Larven pro Isolinie entsprechend erhoht wird.

5.4.2.2 Berechnung der Resistenzhiufigkeit

Jede Isolinie hat je nach Anzahl der Paarung und Nachkommen in der F;-Generation
eine Wahrscheinlichkeit, mit der ein resistentes Allel entdeckt wird.

Durch das Aufsummieren der verschiedenen bedingten Wahrscheinlichkeiten lasst sich
fiir jede Isolinie, unter der Annahme eines Resistenzallels in der P;-Generation, die
Wabhrscheinlichkeit P, (bei dieser Isolinie keine resistente Larve in F, zu entdecken)
bzw. die Entdeckungswahrscheinlichkeit (1-P,,) in die Berechnungen mit einbeziehen.
Im Jahr 2000 und 2001 lag die Wahrscheinlichkeit ein Resistenzallel zu entdecken (P,,)
bei 62 % bzw. 75 % der Isolinien bei mehr als 90 % und bei 33 % bzw. 25 % der
Isolinien lag die Entdeckungswahrscheinlichkeit unter 90 %. Fiir die Gesamtberechnung
der  Resistenzallelfrequenz  geht jede  Isolinie mit der  tatsdchlichen
Entdeckungswahrscheinlichkeit in die Berechnung mit ein. Andow und Alstad (1998)
gehen bei der Berechnung der Resistenzhaufigkeit einen anderen Weg. Sie nehmen an,
dass eine Entdeckungswahrscheinlichkeit von 99 % fiir jede Isolinie erreicht wird. Sie
weisen in ihren Berechnungen nach, dass bei 10 Nachkommen von 10 & und 10 9
der F;-Generation einer Isolinie P, unter 1 % liegt. In den hier dargestellten Versuchen
zeigte sich, dass es nicht moglich war, die Larven einer Isolinie so zu synchronisieren,
dass das Schliipfen von 10 Paaren an einem Tag erreicht wurde. Das zunichst getrennte
Sammeln von Minnchen und Weibchen hatte den Nachteil, dass die Falter friihzeitig
starben bevor sie zur Paarung zusammengesetzt wurden. Untersuchungen von Fadamiro
und Baker (1999) zeigten auBlerdem, dass Weibchen, die erst nach mehr als drei Tagen
nach dem Schlupf kopulieren konnten, eine geringere Fertilitdt aufweisen. Wurde den
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Weibchen die Kopulation erst nach sieben Tagen ermdglicht, sank die Fertilitiat auf
Null. Werden nun Falter zunichst einzeln nach Geschlecht getrennt gesammelt und
beim Erreichen von 10 Paaren zusammengesetzt, so sollten jiingere Weibchen stiarker an
der Eiproduktion beteiligt sein als éltere, was aber dem Ansatz der Gleichverteilung der
Eigelege unter den F-Paaren widerspricht. Durch die Zwei-Zylinder-Methode ist es nun
moglich jedem geschliipften Weibchen sofort eine Paarung zu ermdglichen, sobald ein
Minnchen zur Verfiigung steht. Aulerdem wird die Gefahr verringert, dass nur einzelne
Weibchen in einer Gruppe von 10 Paaren die Haupteiproduktion leisten und die
getesteten Nachkommen in der F,-Generation tatsdchlich nur von zwei oder drei Paaren
abstammen.

Die Entscheidung ob eine Isolinie hoch informativ ist oder nur einen geringen
Beitrag zur Frequenzschdtzung bringt, da nur wenige Nachkommen in der F,-
Generation getestet wurden, steht zumeist erst wihrend der Paarung der F-
Generationen, also zu einem Zeitpunkt zu dem schon ein hoher Arbeitseinsatz fiir die
Linie angefallen ist, fest. Werden Isolinien mit niedrigem Informationsgehalt aus den
Berechnungen herausgenommen, geht der bis dahin geleistete Arbeitsaufwand verloren.
Werden sie wie hoch informative Linien behandelt, wird die Frequenzhiufigkeit
unterschitzt und die Vorhersagesicherheit des F,-Screenings leidet. Die hier vorgestellte
Statistik ermdglicht es, alle Isolinien in die Auswertung mit ihrem tatsdchlichen
Informationsgehalt aufzunehmen. Fiir das F,-Screening ist es aber immer noch
wiinschenswert eine Vielzahl von Nachkommen in der F;- und F,-Generation zu
zlichten und zu testen, da nur hoch informative Isolinien ein gilinstiges Kosten/Nutzen-
Verhiltnis aufweisen.

5.4.2.3 Resistenzhdufigkeit

In den Jahren 2000 und 2001 konnten in den 24.070 getesteten Larven von 199 Isolinien
keine Resistenzallele nachgewiesen werden. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
5 % lag die Resistenzhdufigkeit somit, fasst man die beiden Jahre zusammen, zwischen
Null und 0,0042 = 4,2 x 10~. Das Intervall umschlieft somit auch die Resistenzfrequenz
von 107, die in der Literatur als Grenze angegeben wird und iiber der die "Hoch Dosis"-
Strategie nicht mehr durchfiihrbar ist (Andow und Hutchison, 1998). Die untersuchten
199 Isolinien reichten somit nicht aus, das Clopper-Pearson-Intervall so zu verkleinern,
dass eine Aussage liber die Durchfiihrbarkeit der "Hoch Dosis"-Strategie gemacht
werden kann. Zusédtzlich muss beachtet werden, dass die natiirliche Mortalitidt bei den
Biotests nicht beriicksichtigt wurde und somit die Intervallgrenze zu positiv geschétzt
wurde. Andow und Alstad (1998) errechneten ein Intervall fiir die Resistenzhdufigkeit
von Null bis 0,013=1,3x 102 bei 91 getesteten Isolinien ohne ein Resistenzallel
nachweisen zu konnen. Die Entdeckungswahrscheinlichkeit lag dabei im Durchschnitt
bei 89 %. Bei 53 % der Isolinien lag die Entdeckungswahrscheinlichkeit bei iiber 90 %,
aber auch bei 28 % der Isolinien unter 80 %. Das Konfidenzintervall ist somit zu positiv
geschitzt. Im Jahr 2000 konnten Andow und Alstad 188 Isolinien testen. Sie fanden
keine Larve mit Resistenzallel. Bei zwei Linien schlossen sie aber auf eine partielle
Resistenz. Die Entdeckungswahrscheinlichkeit konnten sie stark erhohen. 90 % der
Isolinien hatte eine Entdeckungswahrscheinlichkeit von 95 % und nur noch 2 % eine
von unter 2 %. Sie berechneten, dass die Resistenzallelfrequenz der untersuchten
Population <3,9 x 107 ist, was dem in dieser Arbeit errechneten Wert entspricht.
Andow und Alstad (1998) gehen aber weiterhin von einem gleichen Informationsgehalt
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der Isolinien aus, was aber nach den oben beschriebenen Erfahrungen zu positiv gedacht
ist. Zhao et al. (2002) wiesen in ihren Untersuchungen auf die Schwachstellen des F,-
Screenings hin. Fiir einen Plutella xylostella Stamm mit einer kiinstlich erzeugten
Resistenzfrequenz von 3 % berechnen sie im giinstigen Fall mit Hilfe des F,-Screenings
einen Wert von 1 %. Da bei einer natiirlichen Resistenzfrequenz von 1 zu 1.000 die
Fehler durch Falsch-Negativ-Entscheidungen noch ansteigen, wird klar, dass die mit
dem F,-Screening ermittelten Werte die Resistenzhdufigkeit unterschitzen. Trotzdem
bleibt dass F,-Screening ein starkes Werkzeug, um in einer Population resistente Larven
bei einem rezessiven Erbgang aufzufinden.

Nach Berechnungen von Andow und Alstad (1998) wiren bei optimalem
Zuchtverlauf, d.h. keine Falsch-Negativ-Entscheidungen und keine Falsch-Positiv-
Entscheidungen, 750 Isolinien nétig um die Resistenzfrequenz unterhalb von 107 zu
bestimmen, also die drei- bis vierfache Anzahl der in 2000 und 2001 getesteten Isolinien
und damit auch der drei- bis vierfache Kosten und Arbeitsaufwand. Dieser logistische
und personelle Aufwand war innerhalb dieses Projektes nicht moglich. Fiir eine weitere
Durchfiihrung des F,-Screenings miissen daher folgende Punkte optimiert und
beriicksichtigt werden:

1. Das F,-Screening sollte kontinuierlich von einer Einrichtung durchgefiihrt
werden, um die Zuchtbedingungen optimieren zu konnen und um dadurch eine
maximale Ausbeute zu erhalten.

2.Eine Wiederholung der Untersuchungen alle vier bis fiinf Jahre, evtl. durch
unterschiedliche Einrichtungen, wird zu kaum vergleichbaren Ergebnissen
fiihren.

3.Bei der Planung des F,-Screenings sind die enormen Arbeitszeitspitzen, die
von festangestellten Kréiften nicht zu leisten sind, und der kurzfristig enorme
Platzbedarf wéhrend der Paarungszeiten der P;- und F,-Generation zu
beriicksichtigen.
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6 MONITORING RESISTENTER MAISZUNSLER AUF BT-
MAISFELDERN

6.1 Einleitung

Auf einem Maisfeld von 1 ha stehen abhingig vom Reihenabstand und dem Abstand
innerhalb der Reihe ca. 80.000 bis 120.000 Maispflanzen (Zscheischler et al., 1990). Bei
einem rezessiven Erbgang sollten in einem Bt-Maisfeld nur homozygot resistente
Larven (rr) liberleben. Bei einem dominanten Erbgang sollten zusitzlich heterozygote
Larven (sR) iiberleben. Maisziinslerlarven schidigen die Maispflanze, an der sie fressen
1. d. R. erheblich, so dass vor der Ernte eine resistente Larve in einem Bt-Maisfeld durch
die deutlichen Schadsymptome leicht zu entdecken sein sollte. Ein Bt-Maisfeld stellt
somit einen natiirlich diskriminierenden Dosistest dar. Bei einem sehr starken
Maisziinslerbefall, wie z. B. im Oderbruch mit ca. 100%, ist kurz vor der Ernte im
Durchschnitt in jeder Pflanze mindestens eine Larve anzutreffen. Auf einem Maisfeld
von 10ha und einem Befall von 100 % konnen ca. 800.000 bis 1,2 Millionen
Maisziinsler erwartet werden. Fiir den optimalen diskriminierenden Dosistest miissen
bei einer Resistenzallelfrequenz von 107 ca. 3 Millionen Larven getestet werden, um
bei einem o von 5% eine resistente Larve zu entdecken. In einem 100 %-Befallsgebiet
sollten ca. 30 ha Bt-Mais ausreichen, um mit 95%iger Sicherheit eine resistente Larve
zu finden.

Diese Uberlegungen fiihrten zur Entwicklung des In-Field-Screening von Venette et al.
(2000). Diese Methode verwendet zwei benachbarte Parzellen von einer Bt-Siiimais-
Linie und der isogenen Nicht-Bt-Maislinie, um die Resistenzhdufigkeit zu ermitteln.
Unter der Voraussetzung, dass sich die Bt-Maislinie nicht von der isogenen Nicht-Bt-
Maislinie in Hinsicht auf das Ablegeverhalten der Weibchen und auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Larven (abziiglich der Toxinwirkung) unterscheidet,
wird die benachbarte Nicht-Bt-Maislinie zur Bestimmung der Populationsdichte
verwendet. Anhand der untersuchten Pflanzen sowie der gefundenen resistenten Larven
im Bt-Mais und aus der Populationsdichte, die in der isogenen Linie ermittelt wurde,
lasst sich die Resistenzallelhdufigkeit schitzen.

In den Jahren 2000 bis 2002 wurden in Deutschland einige hundert Hektar Bt-Mais
angebaut (Degenhardt et al., 2003). Ein Teil der Flachen sollte im Rahmen des BMBF-
Projektes "Sicherheitsforschung und Monitoring-Methoden zum Anbau von Bt-Mais"
unter anderem genutzt werden, um resistente Larven fiir physiologische
Untersuchungen zum Resistenzmechanismus beim Maisziinsler zu sammeln. Daher
entstand die Uberlegung, ob die Methode von Venette auf die im Jahr 2001 in
Deutschland angebauten Bt-Maisfelder, die auf resistente Maisziinsler untersucht
wurden, angepasst werden kann, um eine initiale Resistenzfrequenz in Deutschland zu
ermitteln.
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6.2 Material und Methoden

6.2.1 Sammeln der Maisziinsler

Maislinien, die in der Sortenpriifung stehen, diirfen bis zur Erteilung der
Sortenzulassung in begrenztem Umfang (12 t Saatgut) vertrieben und angebaut werden
(BRD, 1985; Bundessortenamt, pers. Mitt.). Seit dem Friithjahr 2000 ruht fiir Bt-176-
Mais die seit 1997 laufende Sortenpriifung. Ein Anbau von maximal 12t ist zu
Versuchszwecken weiterhin erlaubt (Bundesregierung, 2000). Nachkommen des Events
Mon810 stehen seit dem Jahr 2000 in der Sortenpriifung und diirfen in diesem Rahmen
unter praxisiiblichen Bedingungen angebaut werden.

Ein Teil dieser Flichen wurde zur Suche nach resistenten Maisziinslern genutzt.
Da die Felder nicht speziell fiir die Untersuchungen angelegt wurden, stand nicht in
allen Fillen eine isogene Vergleichslinie zur Verfiigung. Die GroBe der Felder und die
Grofe der Stichprobe konnte meist nicht beeinflusst werden. Fiir das Jahr 2000 wurden
Larven auf Feldern des Events Bt-176 gesammelt. Da bei diesen Versuchen meist nur
der Kolbenbefall ermittelt wurde, reichten die Befallsdaten im Nicht-Bt-Mais nicht fiir
eine Berechnung der Resistenzhdufigkeit aus. Die Felder wurden zum Teil
konventionell bearbeitet oder waren Standorte von Sortenversuchen oder von
Untersuchungen, die sich mit der Auswirkung von Bt-Mais auf Nicht-Zielorganismen
befassten. Von einigen Landwirten wurde der Wunsch geduBert, die genaue Lage der
Felder nicht preiszugeben, da sie mit Nachteilen fiir ihren Betrieb rechneten, so dass alle
Daten zu Bt-Maisfeldern durch eine Kodierung mit einer groben geografischen
Einordnung angegeben wurden. Nach den Erfahrungen aus dem Jahr 2000 wurden im
Jahr 2001 nur Bt-Maisfelder des Events Mon810 nach iiberlebenden Larven untersucht
und Befallsdaten in isogenen Vergleichsflichen ermittelt. Zwei Standorte lagen im
Oderbruch und waren konventionell bearbeitet worden. Die Daten des Befallsdrucks am
Standort 9 stammen von einem Sortenversuch des Pflanzenschutzdienstes Brandenburg
und wurden von Frau Gotzke (pers. Mitt.), Pflanzenschutzdienst Brandenburg, zur
Verfiigung gestellt. Am Standort 8 wurden die Daten von Herrn Dr. Magg, Universitat
Hohenheim, ermittelt (Magg et al., 2002). Beide Versuche lagen direkt benachbart zu
den Bt-Maisflichen. Der Standort 10 bei Halle gehorte zu Forschungsprojekten des
BMBF-Programms "Sicherheitsforschung und Monitoring" und der Standort 11 bei
Freiburg war ein Versuch des Regierungspriasidiums Freiburg und wurde von Herrn
Dannemann (pers. Mitt.) durchgefiihrt. Die Ermittlung von resistenten Maisziinslern
erfolgte mittels der fiir die weiteren Untersuchungen gezogenen Stichproben.
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Tab. 36: Kenndaten der Bt-Maisflachen 2000

Nr. Ort Lage Herkunft
1 Griesheim westliches Siid-Hessen Sortenversuch
2 GroB3-Gerau westliches Stid-Hessen Herbizidversuch
3 Bad Nauheim, Mittel-Hessen, siid- Praxisanbau
Wolfersheim  westlich des Vogelsbergs
4 Schweinfurt Unterfranken, siid- 6stlich Praxisanbau
der Rhon
5 Heidelberg nordliches Baden- Praxisanbau
Wirttemberg, westlich des
Naturparks Neckertal-
Odenwald
6 Aschaffenburg Unterfranken, Maintal Versuch zu Nicht-
Zielorganismen,
Sortenversuch
7 Bad Neustadt  Unterfranken, Praxisanbau
a.d. S. Ostlich der Rhon

Tab. 37: Kodierung der Standorte, Felder und Sorten 2000
Bt-Mais- Bt-Mais- Nicht-Bt- Nicht-Bt-

Ort Sammelzeitraum Id.-Nr. Sorte/-Linie Id.-Nr. Maissorte
. : 04.08.00 - 29.08.00 1A.1 1A.2
Griesheim 12.09.00 1B.1 Bt6369 B2 Textos
Griesheim 04.08.00 - 29.08.00 1A.3 Prelude Bt 1A 4 Prelude
12.09.00 1B.3 (Bt6262) 1B.4
Griesheim (1)38388 -2 }gg Pactol CB }gg Pactol
GrofB3-Gerau  04.08.00 - 29.08.00 2A.5 Pactol CB 2A.6 Pactol
Bad Nauheim 228388 = 22U ggg Pactol CB g%% Pactol
Schweinfurt  04.08.00 - 29.08.00 4A.7 Navares 4A.0 k.A.
Heidelberg 24.08.00 5A3 Prelude Bt 5A.6 Pactol
Heidelberg 24.08.00 SA.7 Navares SA k.A.
Heidelberg 19.09.00 5B.7 Navares 5B.0 k.A.
Heidelberg 19.09.00 5B.3 Prelude Bt  5B.0 k.A.
Aschaffenburg 29.08.00 - 21.11.00 6B.5 Pactol CB 6B.6 Pactol
Bad Neustadt

29.08.00 7B.7 Navares 7B.0 k.A.
a.d.S.
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Tab. 38: Kenndaten der Bt-Maisflachen 2001

Nr. Ort Lage Herkunft

8 Bad Freienwalde nordliches Oderbruch Praxisanbau

9 Wriezen nord-westliches Praxisanbau
Oderbruch

10 Halle nord-westlicher Teil der ~ BMBF-Projekt
Leipziger Bucht

11 Freiburg stidliches oberrheinisches Sortenversuch
Tiefland

Tab. 39: Kodierung der Standorte und Felder sowie Sorten 2001

Ort Sammelzeitraum Bt-Id- Bt-Mais- Nicht-Bt Nicht-Bt-
Nr. Sorte/-Linie -Id.-Nr. Maissorte
Bad Freienwalde 26+27.09.2001 8.9 Novelis 8.10 Nobilis
8.12 Alle Sorten:
Clarica,
Monumental,
Nobilis,
Pactol,
Prelude,
Symphonie
Wriezen 25.09.01 9.13 Bacila 9.14 Clarica
Halle 09.10.01 109 Novelis 10.10 Nobilis
Freiburg 26.09.01 11.9  Novelis 11.10 Nobilis
11.13 Bacila 11.14 Clarica

6.2.2 PCR-Untersuchungen von Bt-Maisblattstiicken

Den Pflanzen mit Larvenfund und FraB3schdden wurde ein Blattstiick flir die spéteren
PCR-Untersuchungen entnommen und bei -20°C gelagert. Die Untersuchungen wurden
von Frau Metke, Biologische Bundesanstalt in Kleinmachnow (Abteilung Dr. Hommel),
durchgefiihrt. Die Extraktion der Blétter erfolgte nach der Methode von Dellaporta et al.
(1983) die von Liebe und Sick (pers. Mitt.) angepasst wurde. Die spezifische PCR
erfolgte mit den Primern mg3 und mg4 der Firma MWG, welche CrylAb spezifisch
sind. Eine genaue Beschreibung der PCR-Bedingungen befindet sich im Anhang (9.3.1).
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6.2.3 Statistik zum Resistenz-Screening

Die statistische Auswertung erfolgte durch Professor Piepho von der Universitit
Hohenheim, Fachgebiet Bioinformatik. Die Resistenzallelhdufigkeit q in einem Bt-
Maisfeld errechnet sich nach der Formel:

o,
(1 7 )nz
Wobei n; die Zahl der untersuchten Pflanzen im Nicht-Bt-Maisfeld und n, die Zahl der

untersuchten Pflanzen im Bt-Maisfeld kennzeichnet.
7, 1st die Wahrscheinlichkeit des Anteils der Larven aus dem Bt-Feld an der

Ty m,
~—%; m,m, —>oo).

(1_” 0) m,

Da keine resistenten Larven gefunden wurden, wird fiir q ein 95%iges
Konfidenzintervall angegeben, dessen untere Grenze 0 ist.

Eine Herleitung der Statistik und die verwendeten Prozeduren finden sich im Anhang
(9.3.2). Fiir die Berechnung wurde das Statistikprogramm SAS in der Windows Version
8 verwendet.

Gesamtlarvenzahl (

6.2.4 Haltung und Zucht von Maisziinslern im Labor

Die Zucht der Maisziinsler entspricht der Zucht des F,-Screenings (5.2.4). Die
Abweichungen werden im Folgenden kurz beschrieben.

6.2.4.1 Elterngeneration P,

Die im Herbst im Freiland gesammelten Ls-Larven wurden in einzelnen Plastikbechern
(@ xH=4,5cm x 7 cm) aufbewahrt. Um Kondenswasserbildung zu vermeiden, waren
die Deckel perforiert. Als Versteckmdglichkeit wurde zerkniilltes Handtuchpapier
angeboten. Die Lagerung der Becher erfolgte in unbeheizten Gewéchshdusern, die im
Sommer schattiert wurden. Die Licht- und Temperaturverhiltnisse entsprachen den
natiirlichen Bedingungen in Darmstadt in den Jahren 2000 bis 2002. Ab April wurden
die Larven einmal pro Woche mit Wasser bespriiht, damit sie tropfbares Wasser
aufnehmen konnten (Beck, 1967). Die Maisziinsler blieben bis zum Schlupf der Falter
in den Bechern. Im Folgenden richtete sich die Zucht nach den im Kapitel 4.2.4.1
beschriebenen Bedingungen. Die Paarung der Falter erfolgte unter natiirlichen Licht-
und Temperaturverhéltnissen in Gewéchshidusern. Ab Juni wurden die Gewédchshiuser
durch ein Schattiergewebe beschattet und bei hohen Temperaturen wurde fiir eine
ausreichende Ventilation gesorgt. Die Falter der Eltern-Generation wurden paarweise in
Plexiglaszylinder gesetzt. Es wurden zundchst die Falter von einem Bt-Feld
untereinander gekreuzt. Stand kein Partner von demselben Bt-Feld zur Verfiigung,
wurde ein Falter von einem Nicht-Bt-Maisfeld zur Kreuzung verwendet. War auch dies
nicht moglich, so fand die Kreuzung mit einem Partner aus der Laborzucht statt. Die
Nachkommen eines Paares wurden gemeinsam weitergeziichtet und strikt von den
Nachkommen der anderen Isolinien getrennt.



MONITORING RESISTENTER MAISZUNSLER AUF BT-MAISFELDERN 100

6.2.4.2 F;- und F,-Generation

Die Eier und Larven wurden 1i.d.R., wie in Kapitel 4.2.4.1 beschrieben, in
Lichtthermostaten bei 25°C und 18:6h (Licht [H]: Dunkel [D]) gehalten. Zur
Synchronisation der Schlupfzeitpunkte wurden friih abgelegte Eipakete und Puppen fiir
maximal sieben Tage bei 10 °C gehalten. Die Entwicklung von spdt abgelegten
Eipaketen und sich langsam entwickelnden Larven wurde durch Temperaturerh6hung
auf 30 °C beschleunigt. Die Eier wurden in Lichtthermostaten und die Larven in
Lichtthermostaten oder in beheizbaren Raumen mit separater Lichtsteuerung gehalten.
Die Paarung der Falter der F,-Generation erfolgte in beheizbaren Gewichshédusern bei
Langtagbedingungen 18 : 6 h (H : D). Alle zwei bis drei Tage wurden die Behilter auf
geschliipfte Falter einer Isolinie kontrolliert und die Falter gepaart. Gleichzeitig wurden
die Zylinder auf Eiablage liberpriift. Die Paarung der F,-Falter erfolgte nach der Zwei-
Zylinder-Methode (5.2.4.2).

6.2.4.3 Testung der Larven auf Bt-Blattstiicken bzw. auf toxinhaltigem Medium

Larven von August 2000, aus der frithen Sammelperiode, wurden direkt auf Resistenz
getestet. In wiirfelformige Plastikgefde (L x B x H=2 cm x 2 cm x 2cm) wurden 2 ml
Wasser-Agar (2,5 %) gefiillt, auf das ein ausgestanztes Blattstiick (&= 12 mm) gelegt
wurde. Die Blattstiicke stammten vom Bt-Mais Pactocl CB (Linie Bt-176; Firma
Novartis), die im Labor angeziichtet und im Vier- bis Sechs-Blattstadium geerntet
wurden. Alle zwei bis drei Tage wurde das Blattstiick gewechselt und die Mortalitét
bestimmt. Nach 21 Tagen wurden tliberlebende Larven auf Nahrmedium umgesetzt und
die Nachkommen dieser Isolinie in der F4;-Generation erneut getestet. Die Larven der
F,-Generation wurden analog der Methode des F,-Screenings getestet (5.2.5). Die
Biotests wurden in den o. g. Plastikgefalen im Lichtthermostat bei 25 °C, 0 : 24 h (H :
D) durchgefiihrt (4.2.6). In jedem Plastikwiirfel wurden zwei L;-Larven, die jlinger als
24 Stunden waren, gesetzt. Bonitiert wurde nach 7 und 21 Tagen. Pro Plastikbox
wurden 2 ml Ndhrmedium (Anhang 9.1.2) verwendet. Das Toxin, dessen Konzentration
zwischen 0,1 pg/cm’® und 0,3 pg/cm® lag, wurde auf die Oberfliche des Medium
appliziert (Tab. 27). Die Toxinkonzentration war ausreichend, um 100 % der
empfindlichen Maisziinslerlarven abzutoten.
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6.3 Ergebnis

6.3.1 Daten zum Arbeitsaufwand

Der Arbeitsaufwand ist wie bei der Durchfiihrung des F,-Screenings stark vom
Versuchszeitpunkt abhingig. Unterschiede in den Methoden liegen vor allem im
Aufwand der Maisziinslersammelaktionen. Fiir das Jahr 2000 konnten keine Daten zum
Arbeitsaufwand der Sammelaktionen erhoben werden. Der Arbeitsaufwand im Bt-176
war aber im Vergleich zu Mon810 und Bt-176 héher, da besonders zu einem frithen
Sammelzeitpunkt mehr nicht-resistente Larven im Kolben von Bt-176 (geringe
Toxinkonzentration) gefunden wurden.

Tab. 40: Zeitaufwand fiir das Sammeln von Larven im Bt-Maisfeld in Abhéngigkeit
vom Maisziinslerbefall (MzB) im Jahr 2001

Ort MzBim Sammler Bt- gesammelte Gesamt- Zeit/  Zeit/
Nicht-BT- Pflanzen Larven Zeit  Larve  Pfl
Mais [ %] n n [h] [min] [s]
n
8 129 4 154.000 68 40 35 1
9 80 5 37.410 73 30 23 3
10 24 3 116.400 3 18 360 0,6

Die Daten verdeutlichen den hohen Zeitaufwand fiir das Auffinden der Larven in Bt-
Maisfeldern und die Abhéngigkeit des Sammelaktivitit vom Befall. Die bendtigte
Sammelzeit pro Larve hiangt neben dem Befallsdruck, der "Verunreinigung" im Bt-Feld
mit Nicht-Bt-Mais und der Effektivitit der Bt-Maislinie in der Maisziinslerbekdmpfung
besonders von der Erfahrenheit der Sammler ab. Zusitzlich miissen die Zeiten und
Kosten fiir einen Proteinschnelltest oder einer PCR-Untersuchung beriicksichtigt
werden. Diese Daten wurden in dieser Arbeit nicht erhoben, da die Ergebnisse der PCR-
Untersuchungen nicht zum Ausschluss von Larven und somit von Isolinien fiihrten. Der
Arbeitsaufwand der Weiterzucht der Larven als Isolinien und der Testung der Larven
auf Resistenz ist mit dem Arbeitsaufwand beim F,-Screening vergleichbar (5.3.1).

6.3.2 Daten zu den Maisziinslerstandorten

Seit 1997 bzw. 1998 besitzen die Events Bt-176 und Mon810 die Genehmigung zum
Inverkehrbringen in der EU (3.2.1). Seit April 2000 ruht auf Anweisung des
Bundesministeriums flir Gesundheit (BMG) in Deutschland die Genehmigung fiir den
Anbau und den Vertrieb von Bt-176 Mais (Bundesregierung, 2000). Derzeit ist der
Anbau zu Zwecken der Erforschung und Erprobung erlaubt.

Im Jahr 2000 wurden an sieben Standorten insgesamt 493 iiberlebende Larven
auf Bt-Maisfeldern des Events Bt-176 gesammelt. Dazu wurden ca. 50.000 Pflanzen
abgesucht. Der Schwerpunkt der Arbeit lag in diesem Jahr auf der Entdeckung
resistenter Larven, daher hatte sich die Sammelaktivitit weitgehend auf die Bt-
Maisfelder beschrdankt und es wurden kaum Daten zum Befallsdruck erhoben. Die
gesammelten Larven wurden im Biotest auf Resistenz getestet. Da fiir die Berechnung
der Resistenzhiufigkeit der Befallsdruck in den untersuchten Gebieten entscheidend ist,
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konnte keine Resistenzhdufigkeit fiir das Jahr 2000 ermittelt werden. Im Jahr 2001
wurden die Untersuchungen zur Resistenzhdufigkeit an zwei Standorten mit
Praxisanbau sowie an zwei Standorten unter Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Der
Befall schwankte zwischen 129 % im Oderbruch (8.9) und 4 % in Freiburg (11.10)
(Tab. 41). Am Standort 8 wurden neben der isogenen Vergleichssorte (8.11) auch sechs
weitere Nicht-Bt-Sorten (8.12) auf Befall untersucht. Das Befallsmittel lag iiber allen
sieben Sorten (Tab. 39) bei 76,3 % und damit deutlich unter dem Befall der isogenen
Sorte zu Novelis.

Tab. 41: Maiszunslerbefall auf den Maisfeldern im Jahr 2001

Bt-Mais Nicht-Bt-Mais
Pflanzen Larven Befall Pflanzen Larven Befall
Id-Nr (n) (n) [Yo] (n) (n) [Y6]
8.11 154.000 68 0,044 100 129 129"
8.12 600 458 76,3°
9 37410 73 0,195 50 40 80
10 116.400 3 0,0025 300 72 24
11 200° 0 200° 8 4
200° 0 200" 18 9

! Befall der isogenen Sorte.
2 Durchschnittlicher Befall von sechs Nicht-Bt-Sorten.
*Feld 11.9 und 11.10. * Feld 11.13 und 11.14.

Trotz des meist hohen Befallsdrucks im Nicht-Bt-Feld konnten im Jahr 2001 auf den
Flachen der Linie Mon810 weniger Larven gefunden werden als auf den Flichen mit
Bt-176 im Jahr 2000. Bt-176 expremiert im Kolben kein bzw. nur im geringen Maf3e
das Bt-Toxin (Tab. 1). Die Larven die 2000 zu einem frithen Termin gesammelt
wurden, wurden zu anndhrend 100 % im Kolben gefunden. Je ldnger die Vegetationszeit
andauerte, umso mehr Larven wurden im Stingel gefunden. Bei den Versuchen in
Freiburg (Feld 11.9 und 11.13) wurden keine Larven im Bt-Mais gefunden, was auf
Grund der geringen Stichprobe und des geringen Befalls der isogenen Sorte zu erwarten
war. Das Feld 9.13 zeigte im Vergleich zum Feld 8.9 einen hohen Befall mit 0,195 %.
Bei diesem Feld war versehentlich wihrend der Aussaat Nicht-Bt-Mais unter das Bt-
Maissaatgut gemischt worden. Die Stellen im Feld, in denen Nicht-Bt-Mais ausgesit
worden war, waren durch den stdrkeren Befall leicht zu erkennen und konnten durch
einen Bt-Toxin-Schnelltest (Firma Gene Scan) auch bestitigt werden. In die
Auswertung von Feld 9.13 wurde der Teil des Feldes aufgenommen, der eine geringe
bzw. keine ,,Verunreinigung® mit Nicht-Bt-Mais zeigte.

6.3.2.1 "Verunreinigung" von Bt-Maisfeldern mit Maispflanzen, die kein oder nur eine
geringe Bt-Expression aufweisen

Um bei den iiberlebenden Larven auf Bt-Maisfeldern Falsch-Positive-Ergebnisse
moglichst auszuschalten, wurden von den Bt-Maispflanzen mit Larven bzw. mit
FraBspuren Blattproben entnommen und vom Institut fiir integrierten Pflanzenschutz
(Abteilung Dr. Hommel) der BBA Kleinmachnow mit Hilfe der PCR untersucht. Da der
Arbeitsaufwand durch die unerwartet hohe Anzahl von iiberlebenden Larven im Jahr
2000 und 2001 den veranschlagten Aufwand iiberschritt, konnten nicht alle Proben
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untersucht werden. FEine Quantifizierung der ,,Verunreinigung® mit Nicht-Bt-
Maispflanzen durch die PCR konnte auf Grund der nétigen hohen Probenzahl nicht
durchgefiihrt werden. Um eine Verunreinigung von 5% statistisch abzusichern, miissten
ca. 1.800 Blattstiicke untersucht werden, wohingegen bei einer Verunreinigung von
0,025 % 380.000 Blattstiicke zu untersuchen wéiren.

Tab. 42: Ergebnisse der PCR-Untersuchungen im Jahr 2000

Feld-Nr. Linien Untersuchte PCR PCR Bt-Pflanzenanteil an
Blattstiicke Bt-Positiv Bt-Negativ den untersuchten
(n) (n) (n) Pflanzen [%]
1A.1 Bt-176-(6369) 42 19 23 45,2
Bt-176-Prelude
1A.3 Bt (6262) 57 46 11 80,7
1 Bt-176-Pactol

5 CB 27 24 3 88,9

SA.7 St 18 16 2 88.9
Navares

7B.7 X 45 39 6 86.7
Navares

! Zusammenfassung aus drei Feldern.

Tab. 43: Ergebnisse der PCR-Untersuchungen im Jahr 2001
Feld- Linien Befall im Befall im Untersuchte PCR PCR Bt-Pflanzen-

Nr. Nicht- Bt-Feld Blattstiicke Bt- Bt- anteil an den
Bt-Feld Positiv Negativ untersuchten Pfl.
[%o] [%o] (n) (n) (n) [%e]
8.9 Mon810- 1,9 44 67 7 60 10,4
Novelis
Bl MBS e s 43 3 40 7.0
Bacila
10.9 Mon810- 3 1 2 333
Novelis 2+ 90025 o9y 13) (6 (44.8)

(..) Bléatter mit deutlichen Fra3spuren.

Aus den Ergebnissen kann keine Aussage iiber die tatsdchliche "Verunreinigung" im Bt-
Maisfeld getroffen werden, da nur Blattstiicke mit FraBBspuren untersucht und somit die
Stichprobe vorselektiert war. Zusitzlich bewirkt die Biologie der beiden Events eine
unterschiedliche Vorselektion, wodurch die PCR-Daten von 2000 und 2001 nicht direkt
verglichen werden konnen. Frisch geschliipfte Larven verteilen sich je nach
Ablagetermin unterschiedlich auf den Maispflanzen (3.3). Einige Larven suchen
zundchst den Kolben auf. Bt-176 produziert kein oder nur kaum Toxin im Kolben, so
dass Larven, die dort fressen, nicht in Kontakt mit dem Toxin kommen. Es erfolgt somit
nur teilweise eine Vorselektion. Daher liegt der Prozentsatz an Bt-Maispflanzen im Jahr
2000 mit 45 % bis 89,9 % sehr hoch. Im Gegensatz dazu haben iiberlebende Larven im
Mon810-Feld entweder auf Maispflanzen iiberlebt, die kein Bt-Toxin expremieren, oder
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sie sind resistent. Bei den Feldern 8.9 und 9.13 handelt es sich bei 7 % bzw. 10 % der
Pflanzen, auf denen Larven iiberlebt haben, um Bt-Mais. Der PCR-Nachweis gibt keine
Auskunft tiber die tatsdchliche Expremierung des Toxins in der Pflanze, so dass der
Anteil an Pflanzen, die kein Bt-Toxin expremieren, hoher liegt. Im Feld 10.9 wurden
neben den drei Pflanzen, in denen Larven gefunden wurden, auch Pflanzen mit
deutlichen Frafschidden untersucht. Der Prozentsatz liegt mit 45 % Bt-Maispflanzen
deutlich hoher als auf den beiden anderen Feldern.

Bei den Feldern 8 und 9 war der Befall in den Nicht-Bt-Feldern mit 80 % bzw.
129 % sehr hoch. Wird dieser Wert auf das Bt-Maisfeld iibertragen, so steht jede
iiberlebende Larve fiir eine Nicht-Bt-Maispflanze im Bt-Maisfeld. Homozygote
resistente Larven konnen vernachlédssigt werden, da ithr Auftreten sehr selten ist und
keine resistenten Larven nachgewiesen werden konnten. Unter der Annahme, dass nur
eine Larve pro Pflanze gefunden wurde, dienen die Larven als Indikator fiir die
,Verunreinigung® der Bt-Maisfelder mit nicht Bt-Toxin expremierender Maispflanzen,
wodurch die "Verunreinigung", wie in Kapitel 9.3.3 beschrieben, berechnet werden
kann. Fiir das Feld 9.13 liegt die "Verunreinigung" bei 0,3544 % mit einem 95%igem
Konfidenzintervall von 0 bis 1,01 und fiir das Feld 8.9 liegt der Wert bei 0,0609 %
(0:0,16).

6.3.2.2 Gewichte der Larven zum Sammelzeitpunkt als MaB fiir die Fitness der Larven
im Bt-Maisfeld des Jahres 2000

Im Jahr 2000 wurde von den gesammelten Larven das Gewicht bestimmt. Da die
Anzahl der Larven von Feld zu Feld schwankte, wurden nur fiir Felder mit
ausreichender Anzahl an Larven im Bt- und im Nicht-Bt-Feld die Gewichte mit Hilfe
eines t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht (Abb. 6). Das Larvengewicht
zeigte eine grofle Schwankungsbreite. Durch den mehrere Wochen andauernden
Falterflug kam es zu einer Uberschneidung von Larvenstadien im Feld, so dass im
August auf einem Maisfeld mehrere Larvenstadien mit unterschiedlichem Gewicht
angetroffen wurden. Zum Herbst nahm die Schwankungsbreite der Gewichte ab, da
immer mehr Larven ihr Uberwinterungsgewicht von iiber 100 mg erreicht hatten. Kurz
vor der Ernte nahm das Larvengewicht wieder leicht ab, da die Larven vor der
Uberwinterung Wasser ausscheiden. Im August lassen sich signifikante Unterschiede in
der Gewichtsverteilung der Larven nachweisen; dabei zeigt sich der Trend, dass Larven
auf Bt-Maisfelder leichter als solche auf Nicht-Bt-Maisfeldern sind. Eine Erklarung fiir
diesen Unterschied konnte eine subletale Wirkung des Toxins darstellen.
Wahrscheinlicher ist, dass in einem Bt-176-Maisfeld, also in allen im Jahr 2000
untersuchten Bt-Maisfeldern, iiberproportional hdufig Larven iiberleben, die am Kolben
fressen. Das Aufsuchen der Kolben ist vom Ablagetermin und von der Witterung
abhédngig (3.3). Durch Bt-176-Pflanzen werden bestimmte Ablagetermine selektiert,
wodurch es nicht mehr zu einer starken Uberschneidung von Larvenstadien kommt. Die
Toxinwirkung fithrt somit indirekt zu einem unterschiedlichen Verteilungsmuster der
Larvenstadien und der Gewichte im Bt-Feld bzw. im Nicht-Bt-Feld.
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6.3.3 Zucht

Im Jahr 2000 konnten bei der Sammelaktion ein frither (bis Ende August) und ein spéter
Sammeltermin (ab September) unterschieden werden. Larven, die im August gesammelt
wurden, zeigten eine hohe Mortalitit, wenn sie im Labor ohne Diapause in eine
Dauerzucht iiberfiihrt werden sollten. Aus diesem Grund wurden diese Larven direkt auf
Bt-Maisblattstiicken getestet. Wahrend der Testung der Larven vom Sammeltermin
29.08.2000 zeigte sich aber, dass diese Larven kaum noch Blattmaterial aufnahmen.
Einige Larven bohrten sich in den Wasser-Agar ein und verpuppten sich. Dies fiihrte zu
einer hohen Mortalitit, die somit auf die Versuchsbedingungen und nicht auf eine Bt-
Toxin-Wirkung zuriickzufiihren ist. Von den direkt getesteten Larven {iberlebten einige
den Testzeitraum von 21 Tagen. Meist waren es Larven im L;- bis L,;-Stadium, bei
denen auf Grund der gestiegenen Unempfindlichkeit das Toxin nicht tédlich wirkte. Die
subletale Wirkung des Toxins fiihrte dazu, dass sich keine Larve zum Falter entwickeln
konnte. Diese Larven wurden als nicht resistent gewertet.

Ab September wurden die Larven mit einem Maisstdngelstiick in einzelnen
Plastikbechern zur Uberwinterung in das Gewichshaus gestellt. Im Jahr 2001 wurden
alle Larven kurz vor der Ernte gesammelt, so dass sie direkt in die Gewidchshduser zur
Uberwinterung gebracht wurden.

Tab. 44: Reduktion der Larven des Sammelzeitpunktes im Jahr 2000 bis zur Testung auf
Resistenz fiir Larven

Anzahl (n) bzw. Prozent (%) der gesammelten Larven
im Bt-Maisfeld

Feld-Nr. 1B.1 1B.3 1B.5 3B.5 6B.5 5B3 5B.7 7B.7
Gesammelte Larven 0 1 1 15 19 23 31 46
Im Friihjahr lebende 1 1 15 18 18 20 39
Larven

Wintermortalitit

Bt-Larven 0% 0% 0% 5% 22% 35% 39%
Nicht-Bt-Larven' 27% 12% 4% 25% kA, 45% kA.
Auf Resistenz in der F»- 0 0 4 5 5 4 14
Generation getestet 27% 26% 22% 13% 30%

! Prozentzahlen bezichen sich auf die im Nicht-Bt-Maisfeld gesammelten Larven.
Tab. 45: Reduktion der Larven des Sammelzeitpunktes im Jahr 2001 bis zur Testung auf
Resistenz fiir Larven

Anzahl (n) bzw. Prozent (%) der gesammelten
Larven im Bt-Maisfeld

Feld-Nr. 8.9 9.13 10.9 11.9 11.13
Gesammelte Larven 68 73 3 0 0
Im Friihjahr lebende Larven 53 49 3

Wintermortalitét

Bt-Larven 28 % 33% 0%

Nicht-Bt-Larven k.A. k.A. k.A.

Auf Resistenz in der F,- 31 35 3

Generation getestet 46 % 48 % 100 %
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Im Jahr 2000 konnten durch die Wintermortalitdt keine Larven der Felder 1.B.3 und
1.B.5 untersucht werden. Fiir die anderen Felder schwankte die Wintermortalitit
zwischen 5und 39 %. Bei den Feldern 6B.5 und 5B.7 war die Wintermortalitit der
Larven niedriger oder gleich der Wintermortalitit der Larven aus den Nicht-Bt-
Vergleichsfeldern, was auf eine gleiche oder bessere Fitness der Larven schlieBen lésst.
Einschriankend ist aber zu sagen, dass die Larven aus den Bt-Feldern im Gegensatz zu
denen aus den Nicht-Bt-Maisfeldern einzeln gehalten wurden, so dass hier die
Infektionsgefahr niedriger war. Ein weiterer Mortalititsanstieg konnte durch die
Konkurrenz in den Dosen und damit einem erhéhten Stressfaktor bewirkt worden sein.
Wie beim F,-Screening spielte die Wintermortalitit eine entscheidende Rolle bei der
Reduktion der Isolinien.

6.3.4 Resistenzhiaufigkeit

Die Larven von den Bt-Maisfeldern konnten nicht direkt als resistente Larven
angenommen werden. Auf den Maislinien Bt-176 konnten Larven am Kolben, der kaum
Toxin enthélt, tiberleben, ohne mit dem Toxin in Kontakt gekommen zu sein. Des
Weiteren fithren moglicherweise Stressfaktoren wie Nahrstoffmangel oder Trockenheit
zu einer geringeren Toxinproduktion der Bt-Maispflanzen. AuBlerdem konnen die
Saatgutfirmen aus technischen Griinden keine 100%ige Reinheit des Saatguts
gewihrleisten. Fiir die Linie Mon810 im Feld 9.13 wurde die Verunreinigung mit
Pflanzen, die den Larven ein Uberleben erméglichen, auf Grund keiner bzw. zu geringer
Toxinproduktion auf 0,35 % geschitzt, d. h. auf 1.000 untersuchte Bt-Pflanzen kommen
drei bis vier Nicht-Bt-Pflanzen. Durch die PCR konnen die Pflanzen, die keine Bt-
Maisgene enthalten, herausgefiltert werden und durch den Proteinnachweis lassen sich
Pflanzen ohne Bt-Maisgene und solche ohne Bt-Produktion eliminieren. Beide
Verfahren sind aufwindig und haben eine bestimmte methodenbedingte Genauigkeit, so
dass ein Biotest der Larven auf Resistenz notwendig ist. Wahrend der Zucht bis zur F,-
Generation und durch die Wintermortalitét ist es moglich, dass Isolinien mit resistenten
Larven verloren gehen. Fiir die Berechnung der Resistenzhdufigkeiten wurde daher die
untersuchte Pflanzenzahl entsprechend dem Anteil der untersuchten Larven an der
Gesamtzahl der gesammelten Larven korrigiert. Fiir das Jahr 2001 wurden die Daten
zusammengefasst. Die Anzahl der untersuchten Pflanzen im Bt-Maisfeld wurde auf
einen theoretischen Befall von 100 % umgerechnet und anschliefend summiert.
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Tab. 46: Berechnung der Resistenzhiufigkeit [q] fiir die Standorte im Jahr 2001

Felder m; my Ny n, s V4 95%iges Kl
der Resistenz-
haufigkeit [q]

8 129 0 100 70206 0,022955 0,000033 0 -0,0058

9 40 0 50 17936 0,072158 0,000217 0-0,015

Oderbruch-

Gesamt 169 0 150 88142

Oderbruch- 169 0 169 104915 0,029513 0,000029 0 -0,00054

Gesamt korrigiert'

10 72 0 300 116400 0,040754 0,000109 0-0,011

11 26 0 400 400 0,10883  0,0,12212 0-0,35

2001-Gesamt 725 0 1450 204942

Gesamt korrigiert1 725 0 725 132877 0,00112  0,0000226 0-0,0048

m; = Anzahl der gesammelten Larven im Nicht-Bt-Maisfeld; m,= Anzahl der im F,-Screening als
resistent identifizierten Larven; n; = Anzahl der untersuchten Pflanzen im Nicht-Bt-Maisfeld; n, -
Anzahl der untersuchten Pflanzen im Bt-Maisfeld;

7w, = die Wahrscheinlichkeit des Anteils der Larven aus dem Bt-Feld an den Gesamtlarven.

2
= ”0”1/(1_”0)n2 =07
"Fiir das Jahr 2001 wurden die Daten zusammengefasst. Die Anzahl der untersuchten Pflanzen im Bt-
Maisfeld wurde auf einen theoretischen Befall von 100 % umgerechnet und anschlieBend summiert.

6.3.5 Vergleich der Methoden F,-Screening und Screening auf Bt-Maisfeldern

Der Arbeitsaufwand pro Isolinie wird durch das Sammeln der Larven sowie durch die
Zucht und die Testung bestimmt.

Durch den geringen Befall im Bt-Mais ist der Aufwand beim Sammeln im Bt-Mais pro
Isolinie, trotz der angepassten Sammelstrategie, hoher als im Nicht-Bt-Maisfeld. Die
Testung und Zucht ist fiir das Screening auf Nicht-Bt-Maisfelder aufwéndiger pro
Isolinie als fiir das Screening auf Bt-Maisfeldern, da durch die Selektion homozygoter
Larven im Bt-Mais die Entdeckungswahrscheinlichkeit resistenter Larven in der F,-
Generation hoher ist. Werden beide Vor- und Nachteile zusammengefasst, ist der
Arbeitsaufwand pro Isolinie fiir beide Methoden anndhrend gleich. Die effizientere
Methode sollte bei gleicher Anzahl untersuchter Isolinien (x) eine kleinere Varianz fiir
die Resistenzallelfrequenz (q) besitzen.

Die Effizienz ldsst sich somit als Quotient der Varianzen der Methode A (Screening auf
Nicht-Bt-Maisfelder) durch die Methode B (Screening auf Bt-Maisfeldern) bei gleicher
Resistenzfrequenz und gleicher Isolinienzahl berechnen (Piepho, pers. Mitt.):

q-4q)
Effizienz = Varianz(A)/Varianz(B) = — X - 2d(0=49) _ 2(/9-4)
Qd+£/9°) q'(d+p/9°) A+p£/9%)
8X

(Anlage 9.3.3)

Die Anzahl der zu untersuchenden Isolinien von Bt-Maisfeldern hidngt von der
,Verunreinigung dieser Felder mit Pflanzen, die kein Toxin produzieren, und von der
Resistenzhdufigkeit ab. Fir die Abb. 7 wurde die Effizienz (E) auf -einer
logarithmischen Skala angegeben.
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Abb. 7: Effizienz der Methoden F,-Screening auf Nicht-Bt-Maisfeldern und Screening
auf Bt-Maisfeldern fiir vier Verunreinigungs-Stufen (B) der Bt-Maisfelder.

Anteil Nicht-Bt-Pflanzen in Prozent der Gesamtpflanzen auf einem Bt-Maisfeld:
B=0,1%;pB=0,01%;p=0,001%;p=0,0001%; B =0 %.
q = Resistenzfrequenz, E = Effizienz = Varianz(A)/Varianz(B).

Ist der log(E) > 0, besitzt das F,-Screening auf Nicht-Bt-Maisfelder (Methode A) eine
groflere Varianz und eine geringere Effizienz. Ist der log(E) < 0, hat das Screening auf
Bt-Maisfeldern (Methode B) eine grofere Varianz.

Fir die Durchfiihrung des "Refugien/Hoch Dosis"-Resistenzmanagements sollte eine
Resistenzfrequenz von 0,001 = 10° nicht iiberschritten werden. Unterhalb dieser
Resistenzfrequenz ist das F,-Screening auf Nicht-Bt-Maisfeldern dem Screening auf Bt-
Maisfeldern bis zu einer ,,Verunreinigung® von 0,001 % in der Bestimmung der
Resistenzallelfrequenz iiberlegen. Bei keiner Verunreinigung der Bt-Felder ist es
effizienter im Bt-Maisfeld zu sammeln.
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6.4 Diskussion

Das Screening von Bt-Maisfeldern auf homozygot resistente Maisziinslerlarven wurde
von Venette et al. (2000) als Alternative bzw. Erginzung zum F,-Screening von
rezessiven Resistenzallelen auf Nicht-Bt-Maisfeldern entwickelt.

In Deutschland wurden in den Jahren 2000 und 2001 einige hundert Hektar Bt-Mais
angebaut (Degenhardt et al., 2003). Auf diesen Feldern sollten resistente Maisziinsler
gesammelt werden, die fiir die Untersuchung der physiologischen Ursachen der
Resistenzentstehung verwendet werden sollten. Daher bot es sich an die Resistenz-
frequenz mit einer angepassten Methode von Venette zu bestimmen.

6.4.1 Vergleich der Monitoring-Methode von Venette (2000) mit der in dieser
Arbeit durchgefiihrten Methode

In einigen wichtigen Punkten weicht die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung
von der von Venette et al. (2000) vorgeschlagen Methode ab. In den folgenden
Abschnitten werden die Ergebnisse dieser Untersuchungen und der Einfluss der
unterschiedlichen Methodik diskutiert.

6.4.1.1 Parzellen-Versuch versus Praxisanbau

Venette (2000) fiihrte die Versuche in Parzellen-Anlagen durch, wobei die Nicht-Bt-
Sorte direkt benachbart lag. In den eigenen Untersuchungen wurden an den Standorten
10 und 11 im Jahr 2001 Parzellen-Versuche mit benachbarten isogenen Nicht-Bt-Sorten
durchgefiihrt, wobei der Standort 10 als randomisierte Blockanlage angelegt war. Bei
den anderen Feldern lagen die Vergleichsflichen in einem Umkreis von maximal 50
Metern. Im Gegensatz zu Venette (2000) wurden die Untersuchungen auf verschiedenen
Feldern mit unterschiedlichen GroBen durchgefiihrt. Die sich hieraus ergebenden
Unterschiede in der Befallserhebung werden in Kapitel 6.4.7 diskutiert.

6.4.1.2 SiBmais versus Futter- bzw. Starkemais

Die Untersuchungen von Venette (2000) wurden mit Bt-SiiBmais durchgefiihrt, wobei
iber das verwendete Bt-Mais-Event keine Angaben gemacht wurden. Aus den Angaben
lasst sich der Riickschluss ziehen, dass Linien, die in allen Pflanzenteilen das Toxin
produzieren, verwendet wurden. In den eigenen Versuchen wurden im Jahr 2000 Linien
des Events Bt-176 untersucht, die im Kolben kein oder nur geringe Mengen an Bt-Toxin
produzieren. Im Jahr 2001 wurde mit Linien des Events Mon810 gearbeitet, die im
Kolben eine hohe Toxinkonzentration expremieren. Bt-SiiBmais wurde nicht untersucht,
da dieser in Deutschland nicht angebaut wird. Eine Bewertung der verwendeten Mais-
Events erfolgt in Kapitel 6.4.3.

6.4.1.3 Sammelstrategie zur Entdeckung resistenter Larven

Die Untersuchungen von Venette (2000) wurden wihrend des Befalls der 2. Generation
durchgefiihrt. Fiir die Maisziinsler der 2. Generation auf SiiBmais stellt der Kolben die
attraktivste Nahrungsquelle dar, so dass sich Venette (2000) auf die Kontrolle der
Kolben konzentrieren konnte. In Deutschland kommt es zur Ausbildung von nur einer
Maisziinslergeneration und der Kolben ist nicht das attraktivste Ziel fiir die
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Maisziinslerlarven. Aus diesem Grund wurde im Jahr 2001 nach den Erfahrungen des
Vorjahres die gesamte Pflanze auf Schadsymptome untersucht. Da fiir das
Aufschneiden der Pflanzen ca. drei Minuten bendtigt werden, schied diese
Untersuchungsmethode bei der bendtigten Pflanzenboniturzahl aus. Die visuelle Bonitur
der Gesamtpflanze bendtigt weniger als 5 s/Pflanze, wobei beim Auftreten von
Schadsymptomen ein Aufschneiden der Pflanzen notwendig war. Der Befallsdruck wird
im Nicht-Bt-Mais durch das Aufschneiden von Pflanzen erhoben. Die Stichprobengrof3e
sollte sich nach der Gesamtzahl der im Bt-Maisfeld untersuchten Pflanzen richten, um
den Arbeitsaufwand zu minimieren. In dieser Arbeit wurde zum Teil auf externe
Befallserhebung in benachbarten Versuchsanlage zuriickgegriffen. Dies ermoglichte
eine Konzentration auf das Sammeln im Bt-Mais. Der Nachteil 1st, dass die
Stichprobengrofie nicht beeinflusst werden kann und es zu einem Ungleichgewicht in
der Anzahl der untersuchten Bt-Mais-Pflanzen und der fiir den Befallsdruck
untersuchten Nicht-Bt-Maispflanzen kommt.

6.4.1.4 Statistik

Die Statistik in dieser Arbeit geht von einem Frequentistischen Ansatz aus, wihrend
Venette einen Baye'schen Ansatz wihlte (vergleiche Kapitel 5.4.2). Zur Vereinfachung
der Berechnung wurde angenommen, dass der Befall im Nicht- und im Bt-Mais einer
Poisson-Verteilung entspricht. Die Vererbung der Resistenzallele wurde als vollstandig
rezessiv angenommen, so dass der Dominanzgrad h = 0 ist und nicht weiter
beriicksichtigt wurde. Venette diskutiert die Moglichkeit der Verwandtschaft zweier
Larven, die im Bt-Maisfeld und besonders auf einer Bt-Maispflanze gefunden wurden
und berechnet einen Korrekturfaktor. Da in den eigenen Untersuchungen keine
resistenten Larven gefunden wurden, eriibrigte sich die Korrektur der Daten.

6.4.2 Bewertung des Sammelzeitpunktes fiir die Bestimmung der
Resistenzhaufigkeit

Im Jahr 2000 wurden die Sammeltermine in einen frithen und in einen spiten Zeitpunkt
unterschieden. Durch einen frithen Sammeltermin und eine direkte Testung der Larven
lieBen sich die Kosten fiir das Screening reduzieren. Zum einen entfiel die aufwindige
Zucht bis zur F,-Generation und zum anderen konnte iiber alle gesammelten Larven
eine Aussage zur Resistenz gemacht werden. Beim spdten Sammeltermin musste die
gefundene Larvenanzahl nach unten korrigiert werden, da wihrend der Zucht die
Larven durch die hohe Wintermortalitdt reduziert wurden. Im Durchschnitt konnte fiir
die Hélfte bis zu einem Drittel der gesammelten Larven eine Aussage iiber ihre
Resistenz anhand der F,-Generation gemacht werden. Der Nachteil des frithen
Sammelzeitpunktes liegt darin, dass FraB3spuren, die erst schwach ausgeprigt sind, und
damit auch resistente Larven im Feld iibersehen werden. Fiir die Berechnung der
Resistenzhdufigkeit ist die Annahme einer moglichst vollstindigen Auffindung von
resistenten Larven ausschlaggebend. Bei einem spédten Sammeltermin kdnnen die
Schadsymptome wie abgeknickte Stingel, Bohrmehl in den Blattachseln, Lochfra3 an
den Blittern und am Stangel und zum Teil eine Rotverfarbung der Blitter leicht erkannt
werden. Durch das Aufschneiden der Pflanzen mit Schadsymptomen koénnen die
Symptome dem Verursacher direkt zugeordnet werden.
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Die Streuung der Larvenstadien zu einem frithen Sammelzeitpunkt (Abb. 6) fiihrte dazu,
dass die Toxinkonzentration hoch gewéhlt werden musste, da dltere Larvenstadien eine
geringere Empfindlichkeit als jlingere Larven besitzen (Huang et al., 1999a). Die Gefahr
von Falsch-Positiv-Entscheidungen nimmt daher stark zu.

Um die beiden Sammeltermine abschlieBend bewerten zu konnen, miissten Tests
iiber die Wiederauffindrate im Bt-Maisfeld gemacht werden. Um einen Befall von
51+5% mit einem o =5% abzusichern, miissten ca. 70 Pflanzen abgesucht und
nachtriglich aufgeschnitten werden. Bei einem Befall von 0,5 £ 0,5 % wiren dazu fast
800 Pflanzen ndétig. Da die Hauptintention der Sammelaktion das Auffinden resistenter
Maisziinsler war, konnte dieser Aufwand nicht geleistet werden.

6.4.3 Eignung des Bt-Events zur Bestimmung der Resistenzhiufigkeit

Werden die Bt-Nachweise mit Hilfe der PCR der Pflanzen mit Larven von Bt-176-
Feldern mit denen von Mon810-Felder verglichen, so zeigt sich, dass Bt-176 mit 45 %
bis 89 % einen hoheren Bt-Nachweis als Mon810 mit 7 % bis 10,4 % hatte (siche Tab.
43, Feld 10 mit 33 % kann wegen der geringen Zahl untersuchter Pflanzen (n=3) nicht
gewertet werden). Werden bei Mon810 die Pflanzen mit Schadsymptomen untersucht,
steigt der Anteil der Bt-Nachweise auf 44,8 %. Da keine Resistenz bei den Larven
nachgewiesen wurde, wurden im Bt-176-Maisfeld ca. sechs Mal mehr Falsch-Positive-
Entscheidungen getroffen, d. h. es wurden Larven gefunden, die nicht resistent sind. Der
Unterschied ist durch die geringe Toxinkonzentration im Kolben von Bt-176 zu
erkliren, der den Larven ein Uberleben auf Bt-Maispflanzen ermdglicht hatte (Meise
und Langenbruch, 1999). Ob das Aufsuchen der Kolben bzw. Pflanzen oder
Pflanzenteile mit geringer Toxinproduktion eine aktive Vermeidung des Toxins durch
die Larven ist und somit einer Verhaltensresistenz gleich kommt, konnte nicht
nachgewiesen werden. Versuche mit einem Teil der Larven aus den Bt-176-Feldern
zeigten keine Hinweise, da durch die groBe Variabilitit der Larvenstadien und
LarvengroBBe sowie durch die spezifische Toxinwirkung, die zundchst zu einem
FraB3stopp fiihrte, ein moglicher Effekt einer Verhaltensresistenz liberlagert wurde (nicht
veroffentlichte Daten, Meise 2000).

Fiir die Bestimmung der Resistenzhdufigkeit ist die Minimierung von Falsch-Positiven-
Enscheidungen und damit die Reduzierung des Arbeitsaufwandes sinnvoll. Daher sind
Maislinien zu bevorzugen, die moglichst alle empfindlichen Larven abtéten und nur
homozygot resistenten Larven ein Uberleben ermdglichen. Die Reinheit des Saatgutes
und die Stabilitit der Toxinexpression spielten hierbei eine wichtige Rolle. Je groBer die
Reinheit und je groBer die Stabilitdit umso weniger Falsch-Positive-Entscheidungen
werden im Feld getroffen und miissen durch ein aufwéndiges F,-Screening oder durch
Bt-Toxinschnelltests eliminiert werden.

6.4.4 Reinheit der Bt-Maisfelder

Bt-Maisfelder sind mit nicht Bt-Toxin-expremierenden Pflanzen "verunreinigt". Es gibt
verschiedene Moglichkeiten die zu dieser "Verunreinigung" fithren konnen.
Konventioneller Mais kann durch Reste in der Sdmaschine oder durch
Verwechselungen von Saatgut ausgebracht werden, wie es im Jahr 2001 bei Feld 9
vorgefallen ist (Tab. 41). Die Saatgutvermehrung kann keine 100%ige Reinheit
gewidhren und laut Sortenschutzgesetzt werden 2 % Verunreinigungen toleriert
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(BRD, 1997). Neben dem Nicht-Bt-Maissaatgut kann es bei Bt-Maispflanzen zu
Storungen in der Expression kommen, so dass Maispflanzen zwar das Gen fiir die
Toxinproduktion besitzen, das Protein aber nicht oder in geringer Konzentration
expremieren. So ist denkbar, dass Stressfaktoren wie Trockenheit oder Nahrstoffmangel
eine Toxinproduktion verhindern. Genaue Daten zu diesem Phianomen liegen nicht vor,
da die meisten Autoren in ihren Verdffentlichungen zur Stabilitit und Expression
Mittelwerte angeben. Der Fokus dieser Untersuchungen liegt meist im Nachweis der
durchschnittlichen Stabilitdt und nicht im Nachweis der sehr seltenen Ausfille einzelner
Pflanzen. Ostlie et al. (1997, in Venette et al., 2000) schitzen den Prozentsatz von
Pflanzen, die aus den oben genannten Griinden kein oder nur wenig Toxin enthalten, auf
bis zu 4 %. In Kapitel 6.3.2.1 wurde die Verunreinigung mit Hilfe der gefundenen
Larven (jede Larve steht fiir eine Pflanze mit keiner oder zu geringer
Toxinkonzentration) fiir das Event Mon810 bestimmt. Fiir das Feld 9, indem auch aus
Versehen geringe Mengen Nicht-Bt-Mais ausgesit wurden, lag die Verunreinigung bei
0,3544 % und fiir das Feld 8 bei 0,0609 %. Beide Werte liegen weit unter dem vom
Sortengesetz geforderten Wert von 2 %. Die Werte unterschitzen wahrscheinlich die
Verunreinigung, da die Berechnung stark vom Befallsdruck abhédngig ist. Fiir die
Berechnungen der Resistenzhdufigkeiten wurden die Pflanzenzahlen nicht mit Hilfe der
geschitzten Verunreinigung korrigiert, da die Schidtzung selbst eine zu grofle
Unsicherheit in sich trdgt und nicht fiir alle Felder mdglich war. Die Resistenzhdufigkeit
wird hierdurch zu niedrig geschitzt.

Neben Nicht-Bt-Toxin-expremierenden-Maispflanzen konnen fiir junge Larven
Wildkrauter im Feld oder am Feldrand eine Nahrungsquelle bieten (Losey et al., 2001).
Durch Herbizidspritzungen ist diese Maoglichkeit in der Praxis aber sehr
unwahrscheinlich. Bei Bt-Linien, die nicht in allen Pflanzenteilen das Toxin
produzieren wie z. B. Bt-176, konnen diese Pflanzenteile ebenfalls als Nahrungsquelle
fiir Larven dienen.

Venette et al. (2000) versuchten die "Verunreinigung" durch einen Bt-Toxin-
Schnelltest zu verringern, indem sie die Pflanzen, auf denen Larven gefressen hatten,
auf das Toxin testeten. Es ist fraglich, ob der Schnelltest eine sichere Aussage iiber die
Resistenz der Larven gibt. Die Nachweisgrenze der Teststdbchen liegt weit unter der
toxischen Konzentration des Bt-Toxins. Eine Verdiinnung des Pflanzenextraktes um
1:1000 ergibt immer noch ein deutliches Signal (Kaiser-Alexnat, pers. Mitt.), so dass
sich mit diesem Test praktisch nur Fremdsaatgut ausschlieBen ldsst. Pflanzen mit
geringer Toxinproduktion oder Larven, die an Pflanzenteilen ohne Toxinexpression
gefressen haben, werden nicht identifiziert. Weiterhin wechseln die Larven wéhrend der
Vegetationszeit die Maispflanzen, so dass bei einer starken "Verunreinigung" vor der
Ernte ein Wechsel von resistenten Larven auf eine Nicht-Bt-Maispflanze mdglich ist.
Da dieser Fall selten ist, spielt er fiir die Berechnungen der Resistenzhdufigkeit bei einer
geringen Verunreinigung keine Rolle. Bei der Bestimmung anhand der PCR gelten die
gleichen Uberlegungen wie fiir den Protein-Test. Beide Methoden liefern einen Hinweis
auf welche Larven man sich bei der Testung konzentrieren sollte, aber nicht darauf, ob
die gefundenen Larven tatsdchlich phanotypisch resistent sind.
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6.4.5 Bewertung der Annahmen zum Befallsdruck

Fiir die Berechnung der Resistenzhiufigkeit werden in dieser Arbeit und von Venette et
al. (2000) verschiedene Annahmen zum Befallsdruck getroffen.

6.4.5.1 Vergleich des Eiablageverhaltens der Maisziinsler in Bt-Mais- und Nicht-Bt-
Maisfeldern

Fir den Befallsdruck ist unter anderem das Eiablageverhalten ausschlaggebend.
Verschiedene Studien zeigten, dass es keine Unterschiede im Eiablageverhalten
zwischen Bt-Mais und isogener Nicht-Bt-Maissorten in kleinparzelligen Versuchen gibt
(Orr und Landis, 1997, Hellmich et al., 1999). Langenbruch (pers. Mitt.) ermittelte am
Standort 1 sowohl zwischen den Bt-Sorten und den isogenen Sorten, als auch innerhalb
der Nicht-Bt-Sorten bzw. der Bt-Linien Unterschiede im Ablageverhalten. Da die
Anlage nicht randomisiert angelegt war, konnten die Unterschiede zum Teil mit der
Nidhe zum benachbarten Vorjahres-Maisfeld, von dem die Neubesiedlung startete,
erklart werden. Aber auch die unterschiedliche Wuchshéhe zum Zeitpunkt des
Falterflugs kann die Attraktivitit der Maispflanzen beeinflussen. Da es schon bei
kleinparzelligen Versuchen zu Unterschieden im Befallsdruck kommt, sind bei
praxisnah bewirtschafteten Feldern die Daten zum Befallsdruck mit grofer
Zuriickhaltung zu bewerten. Noch unsicherer ist die Verwendung des Befalls von nicht-
isogenen Maisfeldern. Magg (pers. Mitt.) ermittelte 2001 am Standort acht in einer
randomisierten Versuchsanlage den hochsten Befallsdruck bei der Nicht-Bt-Sorte
Nobilis mit 129 % und den niedrigsten bei Prelude mit 25 %. Der Unterschied wurde
wahrscheinlich durch die Stingelhirte der Sorten und der Pflanzenattraktivitit wihrend
des Maisziinslerfluges verursacht. Ohnesorge und Reh (1987) stellten in ihren
Untersuchungen starke Schwankungen im Befall von 50 m entfernten Maisfeldern fest
und vermuteten einen Einfluss des Entwicklungsstadiums. Die gewihlte Sorte hat somit
einen entscheidenden Anteil an der Bestimmung der Resistenzhdufigkeit. Bei einem um
die Halfte niedrigeren Befallsdruck sinkt die berechnete Resistenzhiufigkeit um das
0,7-fache. Trotz dieser Schwierigkeiten wurde in dieser Arbeit eine Vergleichbarkeit der
Befallsdriicke angenommen, was bei der Interpretation beriicksichtigt werden muss.

6.4.5.2 Ahnlichkeit des Verteilungsmusters der Maisziinslerlarven zwischen Bt-Mais-
und Nicht-Bt-Maisfeldern

Venette (2000) nimmt weiter an, dass das Verteilungsmuster in einem Bt-Maisfeld dem
im Nicht-Bt-Maisfeld entspricht. Bei einem hohen Befall von 100 % trifft diese
Annahme sicher zu. Bei einem sehr geringen Befall z. B. unter 10 % kann nicht mehr
von einem gleichmifigen Befall ausgegangen werden, da sich die Larven um ihre
Ablegepflanze verteilen und es so zu Befallsinseln kommen kann. In einem Bt-Maisfeld
werden sich die Larven weniger verteilen, da sie evtl. auf ihrer Ablegepflanze durch die
Toxinwirkung sterben. Da die meisten Untersuchungen durch den hohen Befallsdruck
einen Befall ohne Befallsinseln zeigten bzw. bei geringem Befallsdruck die Erhebung in
Parzellenversuchen durchgefiihrt wurde, wurden fiir die Verteilung der Larven im Bt-
Mais eine Poisson-Verteilung angenommen.
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6.4.5.3 Unterschiede in der naturlichen Mortalitiat der Larven zwischen Bt-Mais- und
Nicht-Bt-Maisfeldern

Unterschiede in der natiirlichen Mortalitit von Maisziinslerlarven im Bt-Mais und
Nicht-Bt-Mais sind umstritten. Es gibt einige Literaturstellen die einen negativen
Einfluss von Bt-Toxin auf Predatoren postulieren (Hilbeck et al., 1999), wihrend andere
keine Unterschiede bzw. eine hohere Predatorendichte im Bt-Mais in ihren
Untersuchungen nachgewiesen haben (Orr und Landis, 1997). Unterschiedliche
Predatorendichte bzw. Schidigung der Predatoren konnen den Faktor der natiirlichen
Mortalitit beeinflussen. Ubersichten zu Untersuchungen auf Nicht-Zielorganismen
inklusive der Predatoren finden sich bei Hilbeck et al. (2000) und Novartis (1999).
Insgesamt kann angenommen werden, dass die natiirliche Mortalitit inklusive der
Predatoren zwischen Bt-Mais und isogener Linie dhnlich ist, da die postulierten Effekte
meist chronischer Natur sind und erst bei ldngeren Untersuchungsintervallen von
mehreren Jahren zum Tragen kommen wiirden. GroBere Unterschiede konnen sich beim
Vergleich Nicht-isogener-Sorten ergeben bzw. wenn die Vergleichsflichen andere
zeitliche und rdumliche Strukturen aufweisen.

6.4.6 Bestitigung der Resistenz der auf Bt-Mais gesammelten Larven

In Kapitel 6.4.3 und 6.4.4 wurde diskutiert, dass durch die "Verunreinigung" der Bt-
Maisfelder nicht bei allen Larven, die in einem Bt-Maisfeld gesammelt wurden, von
einer Resistenz ausgegangen werden kann. Daher ist es notig, die Resistenz der Larven
durch einen Biotest nachzuweisen. Wie in Kapitel 5.4.1.1 beschrieben, erlaubt nur ein
frither Sammeltermin eine direkte Testung der Larven, wobei die Testung von L, ;-
Larven eine hohere Toxinkonzentration als von L;-Larven bendtigt. Huang et al.
(1999a) geben fiir L;.s gegeniiber den L-Larven eine bis zu hundertfach niedrigere
Empfindlichkeit gegeniiber dem Bt-Priparat DIPEL® an. Weswegen die Resistenz bei
den meisten Larven nur anhand der nédchsten Generationen getestet wurde. Da bei
keiner gesammelten Larve bekannt ist, ob sie tatsdchlich resistent ist, und da keine
homozygot resistenten Larven als Kreuzungspartner zur Verfiigung standen, wurden die
verpaarten Larven als Isolinien gehalten und in der F,-Generation auf Resistenz getestet.
Bei der Kreuzungsvariante eines homozygot resistenten Falters (rr) mit einem
homozygot empfindlichen Falter (ss) sind alle Nachkommen in der F;-Generation
uniform (1. Mendelsches Gesetz), und in der F,-Generation treten mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 1/3 homozygot resistente Larven auf (2. Mendelsches Gesetz).
Bei der Kreuzung rs x ss liegt die Wahrscheinlichkeit in der F,-Generation bei 1/16
(5.1). Bei der Durchfiihrung der Biotests wurde versucht sich an die Vorgaben des F,-
Screenings fiir heterozygote Individuen zu halten, so dass bei allen Isolinien eine
Entdeckungswahrscheinlichkeit von fast 100 % erreicht wurde. Bei der Weiterzucht der
Larven kommt es, wie schon in 5.4.1.2 beschrieben, durch die Wintermortalitidt und
durch die Einstellung von Isolinien wahrend der Zucht zur Reduktion der Larvenanzahl.
Die Wintermortalitdt lag fiir die Larven aus dem Jahr 2000 zwischen 0 und 39 % und
fir die Larven aus dem Jahr 2001 zwischen Ound 33 % und damit unter der
Wintermortalitit der Larven aus dem F,-Screening fiir den Standort Niedernberg
(5.3.2.2). Venette et al. (2000) rechneten in Minnesota mit einer Mortalitdt der Ls-
Larven aus natiirlichen Griinden von 40 %. Kritisch anzumerken ist, dass die
Wintermortalitidt nur iiber alle Larven ermittelt werden konnte. Carriere et al. (2001)
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konnten fiir Bt-Baumwolle-resistente Pectinophora gossypiella-Stimme einen
Fitnessnachteil wihrend der Uberwinterung feststellen. Ein Z#hnlicher Effekt bei
Ostrinia nubilalis wire durch die groBe Anzahl der nicht-resistenten Larven in den hier
vorgestellten Untersuchungen iiberdeckt worden, wodurch die Resistenzhaufigkeit zu
niedrig geschétzt worden wére. Auffillig bei den Versuchen ist, dass der Paarungserfolg
in der Eltern- und F;-Generation sehr gering ist. 27 % der Larven des Jahres 2000, die
den Winter iiberlebt hatten, und 67 % der Larven des Jahres 2001 wurden erfolgreich in
der Elterngeneration verpaart. Die Griinde fiir diesen hohen Prozentsatz wurden nicht
ermittelt. Zu vermuten ist, dass die nicht schwankenden Temperaturbedingungen in den
Gewdchshdusern und die kiinstliche Paarungssituation einen grof3en Anteil hatten. Eine
Selektion bei der Partnerwahl, die nicht unbedingt resistenzspezifisch sein muss, und
Fertilitatsprobleme, die unabhdngig von der iibrigen Fitness sind, konnen nicht
ausgeschlossen werden und konnen bei den Faltern, die keine Wahlmoglichkeit hatten,
zu einer reduzierten bzw. keiner Reproduktion gefiihrt haben. Fiihren subletale Effekte
zu einer geringen Fitness der resistenten Larven, so wird die Resistenzhdufigkeit in der
Stichprobe unterschétzt.

Da die direkte Testung, wie in Kapitel 6.4.2 beschrieben, keine optimale Losung
fiir die Testung der Resistenz ist und eine Kreuzung mit einem resistenten Stamm in den
meisten Féllen nicht durchgefiihrt werden kann, weil bisher keine resistenten Stimme
vorliegen bzw. nur der im Laborstamm vorliegende Resistenzmechanismus entdeckt
wiirde, sollte besonders Wert auf die Zuchtbedingungen und das Paarungsverhalten der
Maisziinsler gelegt werden. Bei der Berechnung werden die untersuchten Pflanzen mit
dem Quotienten "auf Resistenz untersuchte Larven/gesammelte Larven" korrigiert, so
dass ein Teil des Aufwandes beim Sammeln verloren geht. Sollte bei zukiinftigen
Versuchen die Zucht weiter optimiert und der Quotient nahe eins gehalten werden,
steigt sich die Effizienz dieser Methode.

6.4.7 Bewertung der Resistenzhiufigkeit

Bei keiner der Larven, die auf Bt-Maisflichen gefunden wurde, konnte im Biotest eine
Resistenz nachgewiesen werden. Fiir die Resistenzhdufigkeit wird daher ein
Konfidenzintervall angegeben, indem mit 95%iger Sicherheit die Resistenzfrequenz
liegt. Die obere Grenze des Intervalls, das mit der unteren Grenze die 0 einschlieft,
kann dazu dienen, hohere Resistenzhdufigkeiten auszuschlieBen. Die Breite des
Konfidenzintervalls ist abhdngig von der Anzahl der untersuchten "tatsdchlichen" Bt-
Maispflanzen und dem Befallsdruck, der im benachbarten Nicht-Bt-Maisfeld erhoben
wird. Um die Resistenzhdufigkeit auf unter 10~ schitzen zu konnen, miissen bei einem
100%igen Befall im Nicht-Bt-Mais tiber 3.000.000 Bt-Maispflanzen, d. h. mehr als 37,5
ha abgesucht werden. Da fiir die meisten Flichen im Jahr 2000 keine Daten zum
Befallsdruck vorhanden waren bzw. die Stichprobengrofe auf den Pazellenversuchen
nicht ausreichte, konnte fiir das Jahr 2000 keine Resistenzhdufigkeit angegeben werden.
Im Jahr 2001 konnten insgesamt 204.942 (bzw. korrigiert 132.877) Bt-Maispflanzen
untersucht werden. Fiir die Zusammenfassung der Befallswerte wurde die Anzahl der zu
untersuchenden Pflanzen auf einen theoretischen Befall von 100 % korrigiert, so dass
Standorte mit einem schwachen Befall mit wesentlich weniger Pflanzen in die
Berechnung eingehen als tatsdchlich abgesucht wurden. Damit ist die Resistenzfrequenz
der Allele kleiner als 4,8 x 10°. Homozygot resistente Larven treten mit einer
Hiufigkeit von weniger als 6,9 x 107 in den untersuchten Populationen auf. Bei den
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Untersuchungen des Jahres 2001 konnte die Anzahl von drei Millionen untersuchten
Pflanzen nicht erreicht werden, so dass keine Aussage dariiber, ob die natiirliche
Resistenzhdufigkeit tatsdchlich unterhalb des fiir das Gelingen der "Refugien/Hoch
Dosis"-Strategie notwendigen Wertes liegt, getroffen werden kann. Die berechnete
Intervallgrenze lidsst den Schluss zu, dass keine akute Resistenzentwicklung bei
Einfiihrung von Bt-Maispflanzen zu befiirchten ist, da ein direkter wirtschaftlicher
Schaden erst bei einer Frequenz von 50 % resistenter Larven eintritt (Andow und
Hutchison, 1998). Bei weiteren Untersuchungen ist eine Konzentration auf Flichen mit
einem hohen Befall von mindestens 100% und einer hohen Sortenreinheit
wiinschenswert.

Wie oben beschrieben, konnen die meist optimistisch gewéhlten Annahmen zu
einer Unterschitzung der Resistenzhéufigkeit fiihren, so dass dies beim Nachweis von
resistenten Larven bzw. bei der Interpretation der Intervallgrenzen zu beriicksichtigen
ist. Venette et al. (2000) machen in threm Artikel keine Angaben iiber die tatsdchlich
untersuchten Pflanzen und die berechnete Resistenzhdufigkeit. Weinzierl et al. (1998)
verwendet in Illinois eine &hnliche Methode wie die hier Beschriebene. Sie
durchschritten konventionelle Bt-Maisfelder auf der Suche nach iiberlebenden Larven
und durchsuchten ca. 150 ha mit 5,18 Millionen Pflanzen und einem durchschnittlichen
Befalldruck von 50 %. Von 200 gefundenen Larven hatten zwei auf Bt-Mais {iberlebt.
Da beide Larven wihrend der weiteren Zucht gestorben sind, konnten ihre
Nachkommen nicht auf Resistenz getestet werden.

Der Gesamtbefall in den Bt-Maisfldchen inklusive der "Verunreinigung" lag in
den Untersuchungen von Weinzierl bei einer optimalen Entdeckungsrate und einem
Befallsdruck von 50 % bei 0,000039 %. Dieser Wert liegt deutlich unter dem Wert von
Standort 10 mit 0,0025 % bei einem geringeren Befall im Nicht-Bt-Maisfeld von 24 %.
Der grofle Unterschied ldsst sich mit einer genaueren Kontrolle und hoheren
Entdeckungswahrscheinlichkeit in der hier vorliegenden Arbeit erkldren, da der
Standort 10 als Versuchsstandort optimale Bedingungen in Hinblick auf die
Sortenreinheit und die Befallerhebung im Nicht-Bt-Mais gewdihrleistet hat. Interessant
ist ein Vergleich der Resistenzhdufigkeit. Unter der Annahme, dass die Larven, die in
den "tatsdchlichen" Bt-Maispflanzen {iiberlebt haben, resistent sind, lassen sich fiir das
Oderbruch 2001 sowie fiir die Daten von Weinzierl vergleichbare Resistenzhiufigkeiten
berechnen. Die Verunreinigung mit Nicht-Bt-Maispflanzen wird bei der Anzahl der
untersuchten Pflanzen im Bt-Maisfeld vernachléssigt. Im Oderbruch wurden nach den
PCR-Untersuchungen 10 Larven auf "tatsdchlichen" Bt-Maispflanzen gefunden.
Untersucht wurden 88.142 Bt-Maispflanzen bei einem Befall von 113 %. Die
Allelfrequenz liegt bei 10™ und die Haufigkeit resistenter Larven betrigt somit 107, Fiir
die Daten von Weinzierl ergibt sich eine Haufigkeit resistenter Larven von 7,7 x 107
bzw. eine Resistenzallelfrequenz von 8,7 x 10™. Hieraus wird deutlich, wie wichtig eine
hohe Wiederauffindrate im Bt-Maisfeld und eine Bestitigung der Resistenz im Biotest
1st.

6.4.7.1 Vergleich des F,-Screenings und des Screenings auf Bt-Maisfeldern

Die Bestimmung der initialen Resistenzfrequenz und die Beobachtung von
Resistenzentwicklung sind entscheidende Punkte eines Resistenzmanagements. Die
Suche nach Resistenzallelen bzw. resistenten Individuen ist auf Grund der Seltenheit ein
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aufwindiges Unterfangen. Methoden wie der diskriminierende Konzentrationstest oder
die Bestimmung von LCsy- bzw. LCy-Werten sind auf Grund der meist geringen
Probenanzahl von 100-300 Tieren nicht effizient genug frithzeitig eine
Resistenzentwicklung vorherzusagen. Das F,-Screening nach Andow und Alstad (1998)
und das Screening auf resistente Larven auf Bt-Maisfeldern sind zwei adédquate
Methoden friihzeitig eine Resistenzfrequenz zu entdecken. In den Kapiteln 5.4 und 6.4
werden die Grenzen dieser Methoden aufgezeigt. Die Probleme des F,-Screenings
liegen vor allem in der Vermeidung von Falsch-Negativ-Entscheidungen wéhrend der
Zucht und bei der Testung auf Resistenz in der F,-Generation. Beim Screening auf Bt-
Maisflichen liegen die Probleme in der Ubertragbarkeit der Befallsdaten des Nicht-Bt-
Maisfeldes auf die Bt-Maisflache, in der Entdeckungs-Wahrscheinlichkeit von Larven
im Bt-Maisfeld, in der Eliminierung von Falsch-Positiv-Entscheidungen im Maisfeld
sowie in der "Verunreinigung" mit Nicht-Bt-Toxin-expremierenden Pflanzen im Bt-
Maisfeld. Fiir beide Methoden ist die Anzahl der untersuchten Isolinien auf Resistenz
ein limitierender Faktor, da der Sammelaufwand anndhrend gleich ist bzw. im Vergleich
zur Weiterzucht eine untergeordnetere Rolle spielt. Die Methode, die bei gleicher
Isolinienzahl eine geringere Varianz bei der Bestimmung der Resistenzhéufigkeit
erreicht, ist die effizientere Methode und sollte daher bevorzugt werden. Da die Anzahl
der zu untersuchenden Isolinien fiir das Bt-Mais-Screening von der "Verunreinigung"
Nicht-Bt-Toxin-expremierender-Pflanzen in der Bt-Maisfliche abhdngt, wurde in
Abb. 7 (6.3.5) der Logarithmus des Varianzquotienten gegen die Frequenzhiufigkeit
und flir verschiedene "Verunreinigungen" aufgetragen. Die Grafik zeigt, dass oberhalb
einer Resistenzallelfrequenz von 0,001 % und einer "Verunreinigung" unter 0,001 %
das Screening auf Bt-Maispflanzen effizienter ist. Bei Resistenzallelfrequenzen < 0,001
= 10~ ist das F,-Screening iiberlegen. Kommt keine "Verunreinigung" im Bt-Maisfeld
vor, ist ein Screening im Bt-Feld effizienter. Dieses Ergebnis weist auf die Wichtigkeit
der Beachtung und der moglichen Verringerung der "Verunreinigung" in einem Bt-
Maisfeld hin.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, Daten zur Basisempfindlichkeit und zur Resistenzhaufigkeit
der Maisziinsler in Deutschland zu erheben und die Methoden und Ergebnisse in
Hinblick auf ein Resistenzmonitoring zu diskutieren. Die Basisempfindlichkeit (LCsg)
wurde mit verschiedenen Methoden und zum Teil fiir drei Jahre fir
Maisziinslerpopulationen der Anbaugebiete Niedernberg, Halle, Hessisches Ried,
Pocking und Oderbruch ermittelt. Zusétzlich wurde ein Laborstamm als mogliche
Referenz in die Untersuchungen miteinbezogen. Die Untersuchungen wurden mit
gereinigtem CrylAb-Toxin, das in E. coli produziert wurde, durchgefiihrt. Sowohl das
Cry1 Ab-Protoxin als auch trypsinisierte Toxine wurden verwendet.

Im Jahr 2000 wurden die grofSten Unterschiede in den LCsp-Werten zwischen
dem Stamm Niedernberg (19 ng/cm?®) und Laborstamm Darmstadt (60 ng/cm?®) mit
einem Wirkungsquotient von 3,1 ermittelt. Im Jahr 2001 lag der maximale
Wirkungsunterschied zwischen den Stimmen Oderbruch (10 ng/cm?) und Pocking mit
55 ng/cm” bei einem Faktor von 5,3. Im Jahr 2002 zeigte der nur in diesem Jahr
getestete Stamm aus Halle (25 ng/cm®) und Pocking (28 ng/cm®) die geringste
Empfindlichkeit. Der Stamm aus Halle war um das Dreifache unempfindlicher als der
empfindlichste Stamm aus dem Oderbruch (9 ng/cm?). Die Stimme wiesen eine groBe
Schwankungsbreite innerhalb der Untersuchungen eines Jahres und zwischen den
Jahren auf. Diese waren grofer als die Unterschiede zwischen den
Maisziinslerpopulationen der verschiedenen Maisanbauregionen. Da die Populationen in
den letzten Jahren keinem Bt-Toxin-Selektionsdruck ausgesetzt waren, sind die
geografischen und jéhrlichen Unterschiede auf die natlirlichen
Empfindlichkeitsschwankungen der Populationen zuriickzufiihren. Dies bedeutet fiir ein
Resistenzmonitoring in Deutschland, dass mit einer grofen Variabilitit der
Basisempfindlichkeit der Maisziinsler zu rechnen ist. Empfindlichkeitsunterschiede um
das Zehnfache sind noch als natiirliche Schwankungen und nicht als
Resistenzunterschiede anzusehen. Die Untersuchungen zeigten, dass das Untermischen
des Toxins unter das Ndhrmedium als auch die Applikation des Toxins auf die
Néhrmediumoberfliche vergleichbare Ergebnisse erzielen. Ausschlaggebend fiir die
Wahl der Methode kann somit der Verbrauch an Toxin sein, der bei der Untermisch-
Methode um das Zehnfache hoher liegt. Der Dosis-Wirkungs-Test erwies sich als sehr
empfindlich gegenliber Unterschieden in der Toxinwirkung verschiedener
Produktionschargen. So konnten mit dieser Methode die Wirkungsunterschiede zweier
Toxinchargen um den Faktor 3,6 nachgewiesen werden. Nachfolgende
gelelektrophoretische Untersuchungen ergaben, dass die Toxine der Chargen durch
unterschiedliche Produktionsmethoden einen GroBenunterschied von ca. 7 kDa
aufwiesen. Die Produktionsfaktoren bei der Herstellung der Cryl Ab-Toxine scheinen
einen Einfluss auf die Wirkungsstérke zu besitzen.

Die Resistenzallelfrequenz kann durch mehrere Methoden ermittelt werden. In
dieser Arbeit wurden das F,-Screening und das Monitoring resistenter Maisziinsler auf
Bt-Maisflichen verwendet um die Resistenzhdufigkeiten zweier Populationen in
Deutschland zu ermitteln. In den Jahren 2000 und 2001 wurden 398 Maisziinslern der
Population Niedernberg mit Hilfe des F,-Screenings auf das Vorhandensein von
Resistenzallelen getestet. In der Stichprobe wurde kein Resistenzallel nachgewiesen.
Fir die Resistenzallelhdufigkeit der Population Niedernberg kann bei einer
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Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % ein Konfidenzintervall von Null bis 4,2 x 10°
berechnet werden. In den Anbaugebieten Oderbruch und Halle wurden im Herbst des
Jahres 2001 ca. 204.942 Mon810 Bt-Maispflanzen auf iiberlebende Maisziinslerlarven
untersucht. Die gefundenen Larven wurden in Biotests auf Resistenz getestet. Bei keiner
Larve konnte eine Resistenz nachgewiesen werden. Fiir beide Standorte lie8 sich mit
dieser Methode eine Resistenzallelhdufigkeit von iiber 4,8 x 107 ausschlieBen. Die
Stichprobenumfinge beider Versuche reichten nicht aus, um die Resistenzallel-
haufigkeit unter 10 zu schitzen, was eine Voraussetzung fir die
"Refugien/Hoch Dosis"-Strategie  ist. Fir Empfehlungen zur GroBe von
Refugienflichen sind weitere Untersuchungen ndotig. Eine Resistenzentwicklung bei
einem grof3flichigen FEinsatz von Bt-Mais innerhalb von wenigen Jahren kann
ausgeschlossen werden. Das Monitoring der Resistenz auf Bt-Maisflaichen wird durch
die "Verunreinigung" der Bt-Maisfelder mit Nicht-Bt-Toxin-expremierenden
Maispflanzen erschwert. Die Verunreinigung konnte bei zwei Feldern auf 0,35 bzw.
0,06 % geschitzt werden. Ein Vergleich der Effizienz der Methoden F,-Screening und
Monitoring der Resistenz auf Bt-Maisflichen ergab, unter Beriicksichtigung der
"Verunreinigung" im  Bt-Maisfeld, Vorteile fiir das F,-Screening. Bei
Resistenzallelfrequenzen von 10 und Verunreinigungen von weniger als 0,001 % ist
das F,-Screening auf Nicht-Bt-Maisflichen effektiver als das Monitoring auf Bt-
Maisflachen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse konnen fiir die Planung und Durchfiihrung von
Resistenzmanagement-Programmen in Deutschland eingesetzt werden. Sie sind erste
Schritte auf dem Weg zu einem Resistenzmonitoring des Maisziinslers. Weitere
Untersuchungen miissen und werden hoffentlich in den néchsten Jahren folgen, um eine
nachhaltige =~ Nutzung von Bt-Mais zu gewihrleisten und damit eine
Resistenzentwicklung des Maisziinslers zu vermeiden.
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9 ANHANG

9.1 Anhang Basisempfindlichkeit

9.1.1 Toxinproduktion der Chargen J1 und J3

Die Informationen zur Toxinproduktion der Charge J1 und J3 stammen von Herrn Dr.
Jehle, Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt, SG Biotechnischer Pflanzenschutz,
Neustadt/WeinstraBBe (Jehle, pers. Mitt.). Als Ausgangsmaterial zur Produktion des
CrylAb-Protoxins, das eine Ldnge von 1155 AS wund ein vorhergesagtes
Molekulargewicht von 130616,76 Daltons hat, diente ein in Escherichia coli
expremierendes Plasmid pMP, welches das offene Leseraster von CrylAb enthilt
(Masson et al., 1989). Dieses Plasmid wurde in E. coli HB101-Zellen vermehrt und in
Terrific Broth (TB)-Medium mit Ampicillin bei 37 °C zur Expression gebracht. Die
Zellen wurden unter Verwendung einer French Press (J1a + b) aufgeschlossen oder mit
Lysozym lysiert (J3a-c). AnschlieBend wurden die Kristalle abzentrifugiert. Zur
Aktivierung des Protoxins wurde dieses mit pankreatischem Trypsin (TPCK treared)
behandelt. Dadurch soll vom Protoxin ein Rest von 594 Aminosduren (66,7 kDa) {ibrig
bleiben. Durch Ultrafiltration wurde das Toxin gereinigt und konzentriert. Die Reinheit
des Toxins betrug ca. 90 %.

9.1.2 Nahrmedium Maisziinsler

Die Herstellung des Mediums richtet sich weitestgehend nach den Anweisungen des
Protokolls einer EU-Expertenkommission zum Monitoring des Maisziinslers (Scientific
Commitee on Plants at the EU-Commission, 1998). Um eine glatte Oberflache des
Néhrmediums fiir die Biotests zu erhalten, wurde die Agar-Menge reduziert.

9.1.2.1 Herstellungsanweisung des Nahrmediums fiir die Zucht

1. Wasser (340 ml) kochen. Benzoeséure, Sorbinséure und Nipagin in geringer Menge
Alkohol 16sen und in das Wasser geben. Das Gemisch gut aufkochen, bis der
Alkohol verdampft ist. Wasser auf 340 ml auffiillen [Gemisch 1].
2. Parallel MaisgrieB3, Weizenkeime, Hefe, kaltes Wasser (340 ml) gut mit Plirierstab
mischen [Gemisch 2].

. Agar in das Gemisch 1 einriihren und nochmals aufkochen lassen.

4. Wenn sich der Agar gelost hat, das Gemisch von der Herdplatte nehmen und
Gemisch 2 unterriihren.

. Ascorbinsdure in Wasser 10sen.

6. Vitamine, Friesomycin, Ascorbinsdureldsung zugeben und gut mischen (nach dem
Zusammenriihren ist das Gemisch auf unter 45 °C abgekiihlt.

7. Nahrmedium in Plastikboxen (L x B x H=18 cm x 14 cm x 6 cm) geben.

. Ndhrmedium ca. 72 - 1 Stunde unter den Abzug stellen, bis das Medium trocken ist.

9. Nahrmedium in Plastiktiiten bei 4 °C aufbewahren.

W

9]

o0
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Tab. 47: Bestandteile fiir das Maisziinsler-Ndhrmedium

Firma Versuch Zucht
H,0 340 ml 340 ml
Agar-Agar Fritz Gotte & CIE. Koln 9¢ 12 ¢g
H,O (fiir restliche 340 ml 340 ml
Bestandteile)
Maisgriel3 Hammermiihle, Darmstadt 112 g 112 g
Hatthis & Sohne
Weizenkeime Hammermiihle, Darmstadt 28 ¢g 28¢g
Hatthis & S6hne
Hefe (Lactiva) 30g 30g
Raiffeisen Darmstadt
Benzoesdure Merck 2g 2g
Ascorbinsdure Merck 6¢g 6g
Vitaminmixtur Sigma 2g 2g
Nipagin Merck lg lg
(Methyl-4-
hydroxybenzoat)
Sorbinsdure Merck lg lg
[Fumidil B]' Sanofi-Synthelabo [1g]
Frisomycin Sigma 0,4¢g

(Tetra-Cyclin-
Hydro-Chlorid)
' Kann bei einer Infektion mit Mikrosporidien (Nosema pyrausta) eingesetzt werden.

9.1.2.2 Herstellungsanweisung des Nahrmediums fiir die Biotests

Die Herstellung des Mediums fiir die Biotests entspricht weitgehend dem Néahrmedium
fiir die Zucht. Bei dem Nihrmedium fiir die Biotests wurde die Agar-Menge auf
dreiviertel reduziert und kein Frisomycin sowie Fumidil B verwendet (siche Tab. 47).
Fir die Oberflichen-Methode wurden jeweils 1 ml Medium mit einer Eppendorf-
Multipipette in jede Wanne der Biobal28-Raster (Firma: Color-Dec-Italy) gefiillt, so
dass sich eine planare Oberflidche bildete. Einen Tag vor den Versuchen wurden die
Toxinkonzentrationen auf das Medium mit einer Eppendorf-Multipipette® appliziert.
Fir die Untermisch-Methode wurde das Toxin am Punkt 5 der
Herstellungsbeschreibung des Ndhrmediums nach Zugabe der Vitamine und
Ascorbinsdure bei einer Temperatur unter 45 °C untergemischt. Dazu wurde das
Néhrmedium auf 8 Becherglédser (100 ml) a 50 ml aufgeteilt und in ein Warmebad (45 -
50°C) gestellt. Pro Gramm Nihrmedium wurden 100 pl der entsprechenden
Toxinlosung bzw. Wasser fiir die Kontrollgruppe dazugegeben und mit einem Mixer gut
durchgemischt. Danach wird 1 ml des Toxin-Ndhrmediums in die Wannen der
Biobal28-Raster gefiillt und wie unter 9.1.2.1 beschrieben fortgefahren.
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9.1.3 SAS Prozedur zur Berechnung und zum Vergleich der LCs-Werte

data piepho;
input Konz n r Ort Jahr Nr;
cards;
0.000000 64 11 0 2002 59
0.002260 31 18 0 2002 59

/*1. Probitanalyse*/

[*Sortieren fur ED50 Berechnung je Assay*/

proc sort data=piepho out=piepho;

by ort nr;

/*logED50 berechnen fir jedes Assay*/

ods output AdditionalEstimates=AddEst;

proc nlmixed data=piepho;

parms alpha=2 beta=2 gamma=-2;

delta=probnorm(gamma);

if konz>0 then do;
eta=alpha+tbeta*log10(konz);
p=delta+(1-delta)*probnorm(eta);

end;

else p=delta;

model r ~ binomial(n,p);

estimate 'logeD50' -alpha/beta;

estimate 'alpha ' alpha;

estimate 'beta 'beta;

by ort nr; run;

/*2. Gewichtete Varianzanalyse und 3. Aquivalenzintervalle fiir ED50*/

proc print data=addest; run;

[*Gewichte aus Standardfehlern berechnen*/

data logeDS0;

set addest;

if label = 'logED50";

weight=1/standardError**2;

logeD50=estimate;

proc print data=logED50; var ort nr; run;

/*Nebenrechnung: alpha fiir Aquivalenztest in MIXED berechnen®*/

data;

p=2*0.05/15; run;

proc print; run;

[*Gewichtete Analyse*/

ods output Ismeans=Ismeans;

proc mixed data=logEDS0;

class ort nr;

weight weight;

model logED50=ort/ddfm=kr;

Ismeans ort/pdiff cl alpha=0.000952381;

random nr;

parms (0.01)(1)/hold=2;

repeated; run;

/*ED50 aur originalskala*/

data ED50_originalskala;

set Ismeans;
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ed50=10**estimate;

ed50 Lower=10**lower;
ed50_Upper=10**upper;

drop Effect Estimate StdErr DF tValue Probt Alpha
[*alpha und beta berechnen*/

[*alpha*/

/*Gewichte aus Standardfehlern berechnen®/
data alpha;

set addest;

if label = 'alpha’;
weight=1/standardError**2;
alpha=estimate;

[*Gewichtete Analyse*/

ods output Ismeans=Ismeans;

proc mixed data=alpha;

class ort nr;

weight weight;

model alpha=ort/ddfm=kr;

Ismeans ort/pdiff cl alpha=0.006666667;
random nr;

parms (0.01)(1)/hold=2;

repeated; run;

/*Alpha */

data Abschnitt_LU;

set Ismeans;

Abschnitt=estimate;

a_Lower=lower;

a_Upper=upper;

drop Effect Estimate StdErr DF tValue Probt Alpha
[*beta*/

[*Gewichte aus Standardfehlern berechnen®/
data beta;

set addest;

if label = 'beta’;
weight=1/standardError**2;
beta=estimate;

[*Gewichtete Analyse*/

ods output Ismeans=Ismeans;

proc mixed data=beta;

class ort nr;

weight weight;

model beta=ort/ddfm=kr;

Ismeans ort/pdiff cl alpha=0.000952381
random nr

parms (0.01)(1)/hold=2;

repeated; run;

[*Alpha */

data Steigung_LU;

set Ismeans;

Steigung=estimate;

b_Lower=lower;

b_Upper=upper;

drop Effect Estimate StdErr DF tValue Probt Alpha Lower Upper; run;

proc print data=Steigung_LU;run;
proc print data=Abschnitt LU;run;
proc print data=ed50_originalskala;run;

Lower

Lower

Upper; run;

Upper; run;
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9.2 Anhang F,-Screening

9.2.1 F,-Screening nach Andow und Alstad (1998)

Andow und Alstad haben 1998 die dem F,-Screening zu Grunde liegende Statistik
ausfiihrlich beschrieben. Fehler in den Berechnungen wurden von Schneider (1999) und
von Andow und Alstad (1999) korrigiert. Im Artikel Andow et al. (2000) wurden die
statistischen Berechnungen ergidnzt. Grundlage der Berechnung von Andow und Alstad
ist die Baye'sche-Statistik. Jede Isolinie reprédsentiert einen Bernoulli-Versuch, bei dem
ein Treffer [R] definiert ist als der Nachweis einer resistenten Larve in der F»-
Generation. R wird als binomial verteilt mit dem Parameter P und der Konstante N
angenommen, wobei N die Anzahl untersuchter Linien in der F, ist, und P die
Wabhrscheinlichkeit einen Treffer zu erhalten, d. h. eine Linie zeigt phénotypisch in der
F, eine Resistenz.

Fir die Wahrscheinlichkeit einen Treffer zu erhalten (P), d.h. eine Linie zeigt
phénotypisch in der F, eine Resistenz mull eine a priori Verteilung angenommen
werden. Als a-priori-Verteilung wurde zu Beginn eine Gleichverteilung gewihlt, die im
Jahr 2000 durch eine Beta-Verteilung ersetzt wurde. Jede Iso-Familie steht fiir 4
haploide Chromosomensétze, zwei vom Vater und zwei von der Mutter, wobei davon
ausgegangen wird, dass das Weibchen monogam ist. Daraus kann Beta(R+u, N-R+v)
die posterior Verteilung fiir P angegeben werden. Das Mittel der posterior Verteilung ist
E(P) = (R+u, N-R+v) und gleichzeitig gilt E(P)=4xp,p. ist die tatsdchliche
Resistenzallelfrequenz und U bzw. v sind Parameter, die sich aus der gewéhlten prior-
Verteilung von P ergeben. Nach Umrechnung lautet die Formel fiir den Erwartungswert
fiir eine Resistenzallefrequenz E(p;):

bei einem kleinen P:

B (R+u)
E(pr)_4(N +U+V+])

[1]

und fiir ein grof3es P:

[2]

R+u) |
4(N +u+v+1)

E(pr):1_|:1_

Formel [1 & 2] stammen aus Andow et al. (2000) (S wurde durch R ersetzt) und die
Berechnungen des 95 % "credibility interval" finden sich in den Artikel Andow et al.
(2000) sowie Andow und Alstad (1999).

Andow und Alstad diskutieren in ihrer Arbeit von 1998 die statistischen
Probleme, die mit dem gewihlten Ansatz zusammenhédngen. Die Genauigkeit ihrer
Statistik beruht darauf, dass in der F,-Generation mit einem Hochstmall an Genauigkeit
die Linien entdeckt werden, die in ihren Ausgangsgenomen der P;-Generation
mindestens ein Resistenzallel besalen. Dabei unterscheiden sie zwei Probleme: erstens
eine Falsch-Positiv-Entscheidung und zweitens eine Falsch-Negativ-Entscheidung zu
treffen.
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3. Falsch-Positiv-Entscheidung

Unter einer Falsch-Positiv-Entscheidung wird die Identifizierung einer sensiblen
Isolinie als Resistente verstanden. Dies ist kein statistisches Problem, sondern
hingt davon ab, wie genau die Methode zwischen sensiblen und resistenten
Larven unterscheiden kann. Durch die Wahl einer hohen Toxin-Konzentration,
d. h. einer Konzentration, die 99 % der sensiblen Larven totet, und durch die Re-
Testung der Isolinien in der F; bzw. in der F, kann dieses Problem auf ein
vernachldssigbares Minimum reduziert werden (Andow und Alstad, 1998).

4. Falsch-Negativ-Entscheidung
Eine Falsch-Negativ-Entscheidung zu treffen, d.h. eine resistente Isolinie
(mindestens ein P-Elternteil war heterozygot resistent) als sensibel einzustufen,
sttht 1m  Zusammenhang  mit  verschiedenen  Abschnitten  der
Versuchsdurchfithrung. Die Wahrscheinlichkeit ein Resistenzallel nicht zu
entdecken wird mit P,, bezeichnet. Drei Griinde fiir eine Falsch-Negativ-
Entscheidung werden angegeben:
a. Das Allel geht wihrend der F;-Generation z.B. durch eine
krankheitsbedingte Mortalitdt verloren.
b. In der F,-Generation kommt es nicht zur Kreuzung von
Resistenzalleltragern.
c. Das Resistenzallel wurde trotz der Paarung Resistenzalleltrdger nicht in
die F,-Generation vererbt oder eine homozygot resistente F,-Larve stirbt
bevor sie getestet wird.

Andow und Alstad berechneten fiir die einzelnen Schritte die Wahrscheinlichkeiten und
ermittelten, wie viele Larven getestet werden miissen. Um die Wahrscheinlichkeit ein
Resistenzallel zu iibersehen P,, unter 1 % zu halten, miissen von jeder Isofamilie
mindesten 100 Larven getestet werden, die von der Paarung von 10 F;-Ménnchen und
10 F,-Weibchen abstammen.



ANHANG 141

9.2.2 Statistik zum F,-Screening

Die statistische Auswertung erfolgte durch Professor Piepho von der Universitit
Hohenheim, Fachgebiet Bioinformatik, und weicht von der Auswertung, die Andow
und Alstad (1998) vorgeschlagen haben, ab. Im folgenden gebe ich die statistischen
Uberlegungen von Herrn Professor Piepho wieder (pers. Mitt.).

Fiir die Berechnung werden folgende Annahmen festgelegt:

1. Die Allelfrequenz q des rezessiven Resistenzallels (*) ist klein. Daher
dominieren Kreuzungen von sensiblen Eltern, die homozygot fiir das sensible
Allel (+) sind, so dass ndherungsweise ausschlieBlich die beiden Eltern (P,)-
Kreuzungen SS, SS und SS, rS betrachten werden. Diese beiden Arten von
Paarungen haben die approximativen Frequenzen 1 — 4q und 4q (Andow und
Alstad, 1998).

2. Die Nachkommen einer P,-Kreuzung werden untereinander gepaart. Mit m wird
die Zahl der mannlichen Nachkommen der i-ten P;-Kreuzung und mit w die
Zahl der weiblichen Nachkommen der i-ten P,-Kreuzung (Index i der Einfachheit
halber weggelassen) bezeichnet.

3. Wenn die P;-Kreuzung SS x SS ist, was mit einer Wahrscheinlichkeit
P(SS,SS) =1 —4q geschieht, so sind alle Nachkommen in F;, und F, gleich
SS,SS, also anfillig.

4. Fir F;-Generation wird angenommen:

(1) Wenn die P;-Kreuzung SS x rS ist, was mit einer Wahrscheinlichkeit
P(SS,rS) =4q geschieht, so liegt die Wahrscheinlichkeit, dass ein F;-
Nachkommen SS ist, bei 50 %, wihrend die Wahrscheinlichkeit fiir rS ebenfalls
bei 50 % ist. Die Verteilung der Zahl a der ménnlichen SS-Nachkommen ist
binomial mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,5 und Konstante m. Die Zahl b der
weiblichen SS-Nachkommen folgt einer Binomialverteilung mit einer
Wahrscheinlichkeit von 0,5 und Konstante w.

Tab. 48: Verteilung der F;-Nachkommen einer P;-Kreuzung der i-ten Isolinie

SS rS
mannlich a m-—a a~B(m;0,5)
weiblich b w—Db b~ B(w; 0,5)

[B(n; 7z) ist die Binomialverteilung mit Konstante n und Parameter 7.

(11) Annahme tiber die Anpaarung der Mannchen und Weibchen der F;:
Es sei angenommen, dass jedes Weibchen von genau einem Minnchen
befruchtet wird. Hierbei kann ein Méannchen mehrere Weibchen befruchten. Es
sei angenommen, dass fiir ein gegebenes Weibchen das angepaarte Méannchen
eine Zufallsauswahl aus allen Mannchen darstellt. Die Wahrscheinlichkeit, dass
das angepaarte Mannchen SS ist, betrdgt a/m. Unter den b SS-Weibchen folgt die
Zahl d der Paarungen SS x SS einer Binomialverteilung mit der
Wabhrscheinlichkeit a/m und der Konstanten b. Unter den (w — b) rS-Weibchen
folgt die Zahl der Paarungen 1S,SS einer Binomialverteilung mit
Wabhrscheinlichkeit a/m und Konstanten w — b. Zusammengefasst:
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Tab. 49: Verteilung der F;-Paarungen der i-ten Isolinie

Minnchen
SS rS

SS d b-d d ~ B(b; a/m) falls b > 0;

sonst P(b—d=0) = 1

Weibchen

rS e w-b- e ~ B(w — b; a/m) falls w—b > 0;

e sonst P(w—b—e=0) =1

(111)  Annahme {iber die Verteilung der F,;-Nachkommen

auf die w Weibchen in F;:

Es wird angenommen, dass die Zahl der Nachkommen sich moglichst
gleichmédBig auf die Weibchen verteilt, so dass sich die Zahl der Nachkommen
zwischen zwei Weibchen hochstens um eins unterscheidet. Hierbei stellt sich die
Frage, wie die unterschiedlich groen Nachkommenschaften auf die F;-
Paarungen zu verteilen sind. Man kann z. B. annehmen, dass die Anzahl der
kleineren Nachkommenschaften bei den vier verschiedenen F;-Paarungen einer
multiplen hypergeometrischen Verteilung folgt.

Tab. 50: Verteilung der F1-Paarungen

F,-Paarung
SSxSS  SSxrS rSxSS rS X S
w d b-d e w—-b-e
ni: yA S X1 Xs X3 X4
nj=z+l1 w-—s Yi Y2 Y3 Y4

Verteilung der Zahl von Paarungen mit n; = z, wobei z die kleinere der beiden GroBen der F»-

Nachkommenschaften ist und n; die Zahl der Nachkommen in der j-ten F,-Paarung

nj = Zahl der Nachkommen der j-ten F,-Paarung in der i-ten Isolinie.
w = Gesamtzahl von F;-Weibchen i-ten Isolinie.
(X1, X, X3) folgt multipler hypergeometrischer Verteilung.

X5 Y1, Y2, VY3, VY4 folgt aus (X;, X, X3) und Randverteilung
Randverteilung  ist fix  fiir gegebenes W und  F;-Paarungen!
Formel fiir multiple hypergeometrische Verteilung:

dl(b—-d)!el(w—b—e)!s!(w-s)!

WX DX XX Y YL sty !

P(X,,X,, X5 |W,s,d,b,e) =

Fiir das Auffinden von Resistenten ist nur eine Unterscheidung der Kreuzung
rS x 1S oder Kreuzungen, die nicht dem Schema rS x rS entsprechen, wichtig, so
dass die Betrachtung einer 2 x 2 Tafel und der einfachen hypergeometrischen
Verteilung ausreicht:
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Tab. 51: Verteilung der F,-Paarung

F,-Paarung
Nicht rS x rS rSxrS
W b+e w—-b-—e
ni:Z S X0:X1+X2+X3 X4
nj= z+1 W-—S5 Yo=Y1tY2tYs Y4

(b+e)!(w—b—-e)!s!(w-s)!
WX !X, Yoy, !

P(XO |Wﬂs>dab7e) =

Zwei Unbekannte: z und s
Bedingungen:
(a) z=FLOOR(N/w)
(b) s*z+ (W=s)*(z+t1) =N & sz+wz-sZ+wW —-s=w(z+tl)—-s=N &s=N-
w(z+1)
N = Gesamtzahl der F,-Nachkommen der i-ten Isolinie

(iv) Die Zahl der anfadlligen Nachkommen folgt einer Binomialverteilung
mit Konstante n; und Wahrscheinlichkeit u, die von der Art der Paarung abhéngt.
Es gibt vier verschiedene Paarungen:

Tab. 52: Wahrscheinlichkeit u anfalliger Nachkommen in Abhéngigkeit von der F-
Paarung

Paarung Wabhrscheinlichkeit u
anfalliger Nachkomme
SS x SS u; =1
SS x rS u, =1
rS x SS ;=1
rSxrS u, = 3/4
Insgesamt n; = X4z + Y4z+1) F,-Nachkommen von rS;xS. Fir diese gilt:

P(keine Resistenten unter diesen F,-Nachkommen) = (3/4)™

Fiir andere Paarungen in F; ist diese Wahrscheinlichkeit gleich 1 (u; bis us). Die
Berechnung der Likelihood erfordert eine Summation iiber verschieden bedingte
Wabhrscheinlichkeiten (dhnlich wie bei Andow und Alstad 1998). Hierbei arbeitet man
sich von (iv) nach (i) vor, und zwar fiir jede F,-Nachkommenschaft.

(iv) Eine Nachkommenschaft:

ITe  F2-NachkommenschatenP(0  Tesistente  Nachkommen| F;-Nachkommen F,-Paarung,
n;)*P(F-Paarung) = [Tu"

+(ii1): gewichtetes Mittel {iber hypergeometrische Verteilung:

Z:mtigliche Verteilung der nj auf F1-Paarungen {P(nj| Fl-Paaﬂmgen, Fl'NaChkommen) Hunj } =V
+(i1): gewichtetes Mittel {iber Verteilung der F-Paarungen

Z:mtigliche Verteilung der Fl-PaamngenP(Fl'Paarung| Fl'NaChkommen)V =k

+(1) gewichtetes Mittel iiber Verteilung der F{-Nachkommen

2mégliche Verteilung der Fl-NachkommenP(F 1 -Nachkommen)k
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Die Wahrscheinlichkeit aus einer gegebenen Isolinie keine resistenten Nachkommen in
F, zu bekommen, sofern die Parental-Paarung SS,rS stattgefunden hat, wird mit P,
bezeichnet. Die Likelihood der i-ten Isolinie ist dann L = 4*q*P,, + (1-4*q), die
gesamte Likelihood iiber die Nachkommenschaften (Isolinien) ist demnach IT L;.

In Anlehnung an das exakte Clopper-Pearson Intervall bei einfacher Binomialverteilung
wird ein frequentistisches Vertrauensintervall berechnet. Da keine Resistenzen
beobachtet wurden, ist die untere Grenze q = 0. Die obere Grenze ergibt sich durch
Auflosen der Gleichung I'T L = &/2, wobei « die Irrtumswahrscheinlichkeit ist (Agresti,
2002, S. 18). Da hier die Unbedenklichkeit nachzuweisen ist, ist ein einseitiger Test als
Grundlage des Vertrauensintervalls angemessen, wodurch sich die Gleichung I1 L; = «
ergibt. Diese filihrt zu einem engeren Vertrauensintervall.



ANHANG 145

9.3 Monitoring resistenter Maisziinsler auf Bt-Maisfeldern

9.3.1 PCR-Untersuchungen von Bt-Maisblattstiicken

Die Extraktion der Blétter erfolgte nach der Methode von Dellaporta et al. (1983) die
von Liebe und Sick (pers. Mitt.) angepasst wurde. Die spezifische PCR erfolgte mit den
Primern mg3 und mg4 der Firma MWG, die CrylAb spezifisch sind. mg3 hat die
Sequenz 5'-d(ACT-ATC-CTT-CGC-AAG-ACC-CTT-CCT-C)-3' und mg4 die Sequenz
5'-d(GCA-TTC-AGA-GAA-ACG-TGG-CAG-TAA-C)-3'. Die Reagenzien (Firma
Quiagen) des Reaktionansatzes fiir die PCR hatten folgende Konzentrationen:

Tab. 53: Konzentrationen der Reagenzien der PCR zum Bt-Nachweis

Reagenz Konzentration bzw.
Menge im Ansatz (25ul)

Primerkonzentration 0,5 uM

Tag-Polymerase 1U

MgClI2 1,5 mM

dNTP 0,2 mM

Probe 1 ng DNA

Tab. 54: Thermocycler-Programm

Schritt Temperatur  Zeit [h]
1.Vordenaturierung 95°C 04:30
2. Denaturierung 95°C 01:30
3. Primer-Anlagerung 60°C 01:50
4. Polymerase-Reaktion 72°C 01:50
5. Polymerisierung 72°C 04:15
6. Abkiihlung und Konservierung 4°C

Die PCR erfolgte im MultiCycler PTC 200 der Firma BIOZYM.

40 Zyklen der Schritte 2-4 wurden durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde in einem
1,5%igen Agarosegel (Laufzeit 1,5 h bei 120 V) elektrophoretisch getrennt und mit
Ethidiumbromid geférbt.

9.3.2 Statistik zum Screening auf Bt-Maisfeldern

Die statistische Auswertung erfolgte durch Professor Piepho, Universitdit Hohenheim
Fachgebiet Bioinformatik (Piepho, pers. Mitt.). Sei A die erwartete Larvenzahl je
Pflanze im Nicht-Bt-Maisfeld und = der Anteil homozygot resistenter Larven, was dem
Quadrat der Resistenzallelfrequenz (q°) entspricht, dann ist A*r die erwartete Anzahl
resistenter Larven je Pflanze. Mit m; wird die Zahl der gefundenen Larven und mit n,
die Zahl der untersuchten Pflanzen im Nicht-Bt-Maisfeld bezeichnet. Mit m, wird die
Zahl der gefundenen resistenten Larven und mit n, die Anzahl der untersuchten
Pflanzen im Bt-Maisfeld bezeichnet. Da eine tatsdchliche homozygote Resistenz der auf
Bt-Maisfelder gesammelten Larven nicht nachgewiesen ist, wurden sie durch das F,-
Screening oder falls mdglich direkt auf Resistenz getestet. Dabei wurde die Annahme
getroffen, dass alle homozygot resistenten Larven zweifelsfrei identifiziert wurden.
m; und m, kdnnen als Poisson-verteilt angenommen werden.
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Poisson(n,4) = M(nlﬂ)ml

m,!

exp(—n,Ax m,
!
Fiir die beiden Werte m; und m, ldsst sich eine bivariate Verteilungsfunktion (joint
density function) berechnen:
e><p(—n1/’t)(nl/1)rnl e><p(;1n'2/17r)(nz}m)m2
!

Poisson(n,Ar) =

f(ml,m2|/1,7z,nl,n2):
!

=" exp[-(n, +n27z)/1]ﬁnlm‘ n,"z™
|

Fiir p = m; + m, = die Gesamtzahl an Larven, die in beiden Feldern gefunden wurden,
lasst sich die folgende Poisson-Verteilung annehmen:
~ Poisson[(n; + n,m )A] (Hogg und Craig, 1995, S. 166)

Poisson[(nl+ n27z1] = expl- (r(]‘pJ)r' n,7)A) ((n, +n,7)2)°

Hieraus ergibt sich eine konditionale Dichtefunktion fiir m; und m, bei einem gegeben
p. Folgende Annahmen konnen fiir die Berechnung getroffen werden:
Das Ereignis M| = m; und M, = m, wird als B bezeichnet und das Ereignis P =p als A.
Wenn p # m; + m; ist, dann ist die konditionale Wahrscheinlichkeit P(A|B) gleich 0, da
AnNnB=g2.
Wenn p = m; + m, ist, so ist A < B und A n B ergibt A. Die konditionale
Wabhrscheinlichkeit ist P(A|B) = P(A)/P(B) (Hogg und Craig, 1995, S. 315).
(ml + mz)! n mln mzﬂmz

m!m,! '

(nl + nz”)ml+m2

Dies ist eine Binomial-Verteilung fiir m, bei konstantem p und den Parameter 7, :

P(A/B) =

n,z
n +n,z
7, 1st die Wahrscheinlichkeit des Anteils der Larven aus dem Bt-Feld an den
Gesamtlarven. 7z, ist abhdngig von n; und n,. Es ldsst sich eine bedingte
Schlussfolgerung fiir m auf der Grundlage der suffizienten Statistik fiir A angeben,
indem die exakten Konfidenzintervalle fiir m, verwendet und nach n aufgelost werden:
n
= oM,
(1_770 )nz
Fiir die Berechnung des Konfidenzintervalls von q wird © durch q° ersetzt. Die
Konfidenzgrenzen basieren auf einem einseitigen Test, da nur gezeigt werden soll, dass
q unter dem Grenzwert liegt.

Ty =

TN,

q: v 1
(l_”o)nz
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9.3.2.1 SAS-Programm zur Berechnung der Resistenzallelfrequenz bei einem
Screening auf Bt-Maisfeldern

data;

input field m;

datalines;

20

1 58;

proc freq order=data;

weight m;

tables field/binomial alpha=0.1;

exact binomial;

output out=ci binomial;

run;

proc print data=ci;

run;

data final;

set ci;

upper_pi0=xu_bin;

if abs(upper_pi0-1)<1e-10 then upper_pi0=1-xl_bin; /*no cases in bt-field ->*/
n1=1000; *FREQ computes proportion*/
n2=1000; [*for non-bt-field*/
upper_pi=upper_pi0/(1-upper_pi0)*n1/n2;
upper_g=sqrt(upper_pi);

proc print;

var upper_piO upper_pi upper_q;

run;
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9.3.3 Schitzen des Anteils von Nicht-Bt-Pflanzen im Bt-Feld

Definitionen:

A = erwartete Anzahl Larven je Pflanze

[ = erwarteter Anteil von Nicht-Bt-Pflanzen im Bt-Feld

n; = Anzahl Pflanzen im Nicht-Bt-Feld

m; = Anzahl Larven im Bt-Feld

N, = Anzahl Pflanzen im Bt-Feld

k, = Anzahl von Nicht-Bt-Pflanzen mit mindestens einer Larve im Bt-Feld

Annahmen:

Die Zahl der Larven je Bt-Pflanze folgt einer Poisson-Verteilung mit dem Parameter A.
Homozygot Resistente sind zu vernachldssigen

P(keine Larve|Nicht-Bt-Pflanze) = exp(—A4) (folgt aus Poisson-Verteilung)

E(ky) =nyB[1-exp(-4)]

k, ~ binomial{n,, B[1-exp(D)]} = (Ezj{ﬂ[l —exp(-A)]} {1 - B[l —exp(-D)]|" ™

exp(=4n, J(an, )"

m,!

m; ~ Poisson(An;) =

= schétzen von A4 und fiiber Maximum Likelihood.
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9.3.3.1 SAS-Programm zur Berechnung der "Verunreinigung" im Bt-Maisfeld

data t;
n2=37410;k2 =73;n1=50;m1=40;dummy=1;
proc print data=t;
run;
proc nimixed data=t;
parms logit_beta=0.02 lambda=0.8;
beta=exp(logit_beta)/(1+exp(logit_beta));
lI=lgamma(n2+1)-lgamma(k2+1)-lgamma(n2-k2+1)
+k2*log(beta*(1-exp(-lambda))) + (n2-k2)*log(1-beta*(1-exp(-lambda)))
-lambda*n1+m1*log(lambda*n1) - Igamma(m1+1);
model dummy ~ general(ll);
estimate 'beta’ exp(logit_beta)/(1+exp(logit_beta));
run;
Vertrauensintervall aus LR -> IML mit NLP Routine.
proc iml;
n2=37410;k2 =73; n1=50;m1=40;
start lI(x) global (n1, m1, n2, k2);
beta=x[1];
lambda=x[2];
loglik=lgamma(n2+1)-lgamma(k2+1)-lgamma(n2-k2+1)
+k2*log(beta*(1-exp(-lambda))) + (n2-k2)*log(1-beta*(1-exp(-lambda)))
-lambda*n1 + m1*log(lambda*n1) - lIgamma(m1+1);
return(loglik);
finish 1I;
beta=0.02;
lambda=0.8;
con={00,
0.1 1}
parms=beta//lambda;
optn={0 2};
call nlpnrr(rc,xr,"llI",parms,optn,con);
print xr;
quit;
run;
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9.3.4 Statistik zur Effizienz der Methoden F,-Screening und Screening auf Bt-
Maisfeldern

Die statistische Auswertung erfolgte durch Professor Piepho, Universitdit Hohenheim
Fachgebiet Bioinformatik (Piepho, pers. Mitt.).

Zu Grunde lag die Frage, ob das F,-Screening nach Resistenzallelen auf Nicht-Bt-
Feldern effizienter ist als das Screening von homozygot resistenten Larven auf Bt-
Maisflachen.

Der grofite Arbeitsaufwand wird durch die Zucht und Testung der Isolinien
hervorgerufen. Die effizientere Methode sollte bei gleicher Anzahl untersuchter
Isolinien (=x) eine kleinere Varianz in der Allelfrequenz (=q) erreichen.

Zur Vereinfachung der Rechnung wird angenommen, dass der Test auf Resistenz eine
100%ige Sicherheit hat (best case).

Es gelten folgende Berechnungen:

F,-Screening im Nicht-Bt-Maisfeld:

p=4q
Var( ﬁ): 4q(1_4q)
X
var((= b/4):—q(1_4q)
4X
Screening im Bt-Maisfeld:
A = erwartete Zahl Larven je Pflanze
n; = Anzahl Pflanzen im Nicht-Bt-Feld
n, = Anzahl Pflanzen im Bt-Feld
m, = Anzahl Larven im Nicht-Bt-Feld
m, = Anzahl resistente Larven im Bt-Feld (von Bt-Pflanzen)
r = Anzahl Larven von Nicht-Bt-Pflanzen im Bt-Feld
p = Anteil von nicht-resistenten Nicht-Bt-Pflanzen im Bt-Feld
2
Y =q
p= m,n,
man
2 Em,) |
n n,E(m :
var(p) = ( ‘ j var(m,) +| ————== var(m,) (Taylor-Reihe!)
n,E(m,) 2 n,[Em)] '

Var(ml) = E(ml) = /1n1
var(m,)=E(m,)=q’n,

2 2 2
Var(ﬁ)z(Lj q2/1n2+( na /mzj An,

n,An, n,[An,
1 q*
:nﬁzq%nﬁn12 ~An,
9 .9 9 ¢ q*

“nA na A E(m)/q E(m,)
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(Approximation q*(n;4) ~ 0 ist optimistisch zugunsten vom Feld!)
Erwartete Zahl von zu untersuchenden Larven =
2*erwartete Zahl zu untersuchender Iso-Linen =2X
= E(my) + E(rp) = ¢°An, + [2(1-0)+(1-0)*1 82 =~ ¢°An, + A,
= [N, + B An/q” = E(My) + BE(My)/g” = (1 + F/q°)E(my) = 2X
< E(my) =2x/(1 + fig)
q* _q'(+p4/9%)
E(m,) - 2X

var(p) ~

Var(d:ﬁ)z{ L J Var(ﬁ)=41 Qd+4/9°) _a'd+p/9°)

2,/p q° 2X 8X
E = Effizienz = Varianz(Labor)/Varianz(Feld) =
q(1-4q)
4x _29(-4q) _2(1/9-4)

’(1+4/9") a*(A+4/9>) (1+A/9%)
&X
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9.3.4.1 SAS-Programm zur Berechnung der Effizienz der Methoden F,-Screening im
Nicht-Bt-Maisfeld und Screening im Bt-Maisfeld

data;
array b b1-b5;
b[1]=0;
b[2]=0.0001;
b[3]=0.001;
b[4]=0.01;
b[5]=0.1;
do i=1 to 5;

beta=Dbl[i];

do g=0 to 0.1 by 0.001;

E=2*(1/9-4)/(1+beta/q**2);
log_E=log(E);
output;

end;
end;
proc print; run;
filename fileref 'c:\e\hpp\beo\meise\fig.cgm’;
goptions  reset=all dev=win  target=cgmof97L  gsfname=fileref = keymap=winansi
ftext=hwcgmO001 gsflen=8092

gsfmode=replace hsize=10 cm vsize=10 cm htext=0.8;

axis1 label=none offset=(0 cm, 0 cm) w=10 minor=none major=(w=10) order=0 to 0.1 by 0.02;
axis2 label=none offset=(0 cm, 0 cm) minor=none w=10 major=(w=10);
symbol1 i=join h=0.5 w=10 color=black line=1 value=none;
symbol2 i=join h=0.5 w=10 color=black line=1 value=none;
symbol3 i=join h=0.5 w=10 color=black line=1 value=none;
symbol4 i=join h=0.5 w=10 color=black line=1 value=none;
symbol5 i=join h=0.5 w=10 color=black line=1 value=none;
proc gplot;
plot log_e*q=beta/vref=0 haxis=axis1 vaxis=axis2 nolegend;
run



LEBENSLAUF

LEBENSLAUF

Name
Geburtstag und -ort
Familienstand

Schulausbildung

Schulabschluf

Studium

Studiumabschluf}

Berufspraxis

Praktika

Weiterbildung

Dissertation

8. September 1969

1976 - 1980
1980 - 1989

1989
1990 - 1997

1997

1998 - 2002

November 1998 -
Februar 1999

November 1999 -
Dezember 2002

Mai - August 1990
Mirz - April 1995

Juni - Juli 1995

August - September
1995

September 1997
- Mirz 1998

April - Juni 1998
Mai - Oktober 1998

seit Oktober 2001

Thomas Meise

geboren in Rheda-Wiedenbriick
ledig

Postdammgrundschule Lintel
Ratsgymnasium Wiedenbriick
Allgemeine Hochschulreife

Studium der Biologie an der Universitdt Bayreuth,
Studienschwerpunkte: Tierdokologie, Mikrobiologie
und Okologische Chemie/Geochemie

Diplom-Biologe Univ.
(Diplomarbeit: ~ Auswirkungen  von  Bacillus
thuringiensis d-Endotoxin auf herbivore Insekten)

Projektleiter bei infill Kommunikation in
Oberpleis

Wissenschaftlicher Mitarbeiter beim
Umweltbundesamt

Fachgebiet IV ,Vollzug GenTG* in Berlin
und Projektleiter bei infill Kommunikation, Teilzeit

Wissenschaftlicher Mitarbeiter bei der Biologischen
Bundesanstalt, Institut fiir = Biologischen
Pflanzenschutz, Promotionsstelle im BMB+F-
Projekt ,»Monitoring der okologischen
Auswirkungen insektenresistenter
Kulturpflanzen mit rekombinanten Bacillus
thuringiensis Toxin-Genen: Auswirkungen auf
den Maisziinsler*

Praktikum im Umweltlabor der Stadt Giitersloh

Praktikum im Amt fir Umweltschutz der Stadt
Giitersloh

Praktikum im Umweltbundesamt, Berlin

Praktikum im Ing.-Biiro Karl-Heinz Loske fiir
Landschaftsokologie, Salzkotten-Verlar

Praktikum beim Auswertungs- und
Informationsdienst fiir Erndhrung, Landwirtschaft
und Forsten (aid) e. V., Bonn

Englisch Auffrischungskurs Teil II (DAA)

Modulare  Qualifikation bei der Deutschen
Angestellten Akademie (DAA), Bonn

Promotionsstudium im Fach Biologie
an der Georg-August Universitit Gottingen



	EINLEITUNG
	ZIELE DER DISSERTATION
	ALLGEMEINE GRUNDLAGEN ZU BACILLUS THURINGIENSIS, BT-MAIS, OS
	Bacillus thuringiensis (B.t.)
	Wirkungsweise und Nomenklatur der Bt-Toxine

	Bt-Mais
	Stand der Zulassung von Bt-Mais in Deutschland
	Anbau von Bt-Mais

	Biologie und Verbreitung des Maiszünslers Ostrinia nubilalis
	Schaden durch den Maiszünsler
	Maßnahmen zur Bekämpfung des Maiszünslers
	Geschichte der Resistenzentwicklung gegen Bt-Toxine
	Resistenztheorie
	Monitoring zur Entdeckung von resistenten Insekten auf trans
	Resistenzmanagement
	"Refugien/Hoch Dosis"-Strategie


	BASISEMPFINDLICHKEIT
	Einleitung
	Material und Methoden
	Standorte
	Niedernberg (NI)
	Hessisches Ried (HR)
	Pocking (PO)
	Halle/Saale (HA)
	Oderbruch (OD)

	Sammelverfahren der Maiszünsler
	Laborstamm Darmstadt (LA)
	Zucht von Ostrinia nubilalis
	Dauerzucht
	Zucht der gesammelten Falter
	Krankheiten

	Bt-Toxin Cry1Ab
	Biotest
	Dosis-Wirkungs-Test zur Bestimmung der Basisempfindlichkeit
	Dosis-Wirkungs-Test zur Bestimmung des Einflusses von Versuc
	Toxinvergleich
	Laborvergleich, Kühlung und Alter der Larven
	Vergleich Oberflächen- und Untermisch-Methode


	Statistik

	Ergebnis
	Basisempfindlichkeit im Jahr 2000
	Basisempfindlichkeit im Jahr 2001
	Basisempfindlichkeit im Jahr 2002
	Zusammenfassung der Basisempfindlichkeit für alle Stämme, Ja
	Vergleich der Cry1Ab-Chargen N1, J1 und J3
	Vergleich der Oberflächen-Methode und der Untermisch-Methode
	Laborvergleich

	Diskussion
	Unterschiede in der Basisempfindlichkeit der Populationen ve
	Bewertung der verwendeten Toxinchargen
	Schwankungen der Basisempfindlichkeit innerhalb und zwischen
	Bewertung der Oberflächen-Methode im Vergleich zur Untermisc
	Bewertung der Untersuchungen in Kleinmachnow und Darmstadt
	Bewertung der Ergebnisse für ein Resistenzmonitoring


	F2-SCREENING
	Einleitung
	Material und Methoden
	Bestimmung des Flugverlaufes
	Berechnung der Temperatursummen
	Sammeln der Maiszünsler
	Haltung und Zucht von Maiszünslern im Labor
	Elterngeneration P1
	F1 und F2-Generation
	Versuch zum Paarungsverhalten der Maiszünsler Männchen

	Test auf Resistenz
	Testung auf Maispflanzen
	Testung der Larven paarweise auf Blattstücken
	Testung der Larven paarweise auf toxinhaltigem Medium

	Statistik zum F2-Screening

	Ergebnis
	Daten zum Arbeitsaufwand
	Zucht-Daten
	Vergleich des Schlupfverlaufes im Labor mit Lichtfallenfänge
	Kenndaten zur Zucht der F1-Generation
	Versuch zum Paarungsverhalten der Männchen
	Verlauf der Zucht der Isolinien

	Vorversuch zur Mortalität von Larven auf Bt-Maispflanzen
	Mortalität bei den Blattversuchen und in den Nährmedium-Vers
	Resistenzhäufigkeit

	Diskussion
	Effizienz des F2-Screenings
	Sammelstrategie
	Zucht
	Wintermortalität
	Paarung der P1-Generation
	Zucht der Larven der F1-Generation


	Statistische Analyse
	Diskriminierende Dosis
	Falsch-Positiv-Entscheidung
	Falsch-Negativ-Entscheidung

	Berechnung der Resistenzhäufigkeit
	Resistenzhäufigkeit



	MONITORING RESISTENTER MAISZÜNSLER AUF BT-MAISFELDERN
	Einleitung
	Material und Methoden
	Sammeln der Maiszünsler
	PCR-Untersuchungen von Bt-Maisblattstücken
	Statistik zum Resistenz-Screening
	Haltung und Zucht von Maiszünslern im Labor
	Elterngeneration P1
	F1- und F2-Generation
	Testung der Larven auf Bt-Blattstücken bzw. auf toxinhaltige


	Ergebnis
	Daten zum Arbeitsaufwand
	Daten zu den Maiszünslerstandorten
	"Verunreinigung" von Bt-Maisfeldern mit Maispflanzen, die ke
	Gewichte der Larven zum Sammelzeitpunkt als Maß für die Fitn

	Zucht
	Resistenzhäufigkeit
	Vergleich der Methoden F2-Screening und Screening auf Bt-Mai

	Diskussion
	Vergleich der Monitoring-Methode von Venette (2000) mit der 
	Parzellen-Versuch versus Praxisanbau
	Süßmais versus Futter- bzw. Stärkemais
	Sammelstrategie zur Entdeckung resistenter Larven
	Statistik

	Bewertung des Sammelzeitpunktes für die Bestimmung der Resis
	Eignung des Bt-Events zur Bestimmung der Resistenzhäufigkeit
	Reinheit der Bt-Maisfelder
	Bewertung der Annahmen zum Befallsdruck
	Vergleich des Eiablageverhaltens der Maiszünsler in Bt-Mais-
	Ähnlichkeit des Verteilungsmusters der Maiszünslerlarven zwi
	Unterschiede in der natürlichen Mortalität der Larven zwisch

	Bestätigung der Resistenz der auf Bt-Mais gesammelten Larven
	Bewertung der Resistenzhäufigkeit
	Vergleich des F2-Screenings und des Screenings auf Bt-Maisfe



	ZUSAMMENFASSUNG
	LITERATUR
	ANHANG
	Anhang Basisempfindlichkeit
	Toxinproduktion der Chargen J1 und J3
	Nährmedium Maiszünsler
	Herstellungsanweisung des Nährmediums für die Zucht
	Herstellungsanweisung des Nährmediums für die Biotests

	SAS Prozedur zur Berechnung und zum Vergleich der LC50-Werte

	Anhang F2-Screening
	F2-Screening nach Andow und Alstad (1998)
	Statistik zum F2-Screening

	Monitoring resistenter Maiszünsler auf Bt-Maisfeldern
	PCR-Untersuchungen von Bt-Maisblattstücken
	Statistik zum Screening auf Bt-Maisfeldern
	SAS-Programm zur Berechnung der Resistenzallelfrequenz bei e

	Schätzen des Anteils von Nicht-Bt-Pflanzen im Bt-Feld
	SAS-Programm zur Berechnung der "Verunreinigung" im Bt-Maisf

	Statistik zur Effizienz der Methoden F2-Screening und Screen
	SAS-Programm zur Berechnung der Effizienz der Methoden F2-Sc




