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ABSTRACT

The aim of the project was to develop a standardisable method for monitoring
genetically modified organisms (GMOs), in order to produce geographical and temporal
documentation of GMO loads and their distribution using physical-mechanical and
biological pollen accumulators in combination with PCR screening. The mechanical
pollen trap was developed during the project from the Sigma-2 passive sampler
conforming to the VDI 2119, Sheet 4 standard, and, as additional equipment, the PMF
pollen mass filter. The honey bee, with honey as medium, was tested as a potential
biological pollen collector. The pollen load was microscopically identified and
quantified according to the type and quantity of pollens in the samples obtained from
the mechanical pollen traps, and in the honey medium. Molecular biological DNA
screening methods based on polymerase chain reaction (PCR) were refined in order to
identify pollen loads from GMOs (qualitative PCR and quantitative real-time PCR). The
methods were validated for standardised application in GMO monitoring using defined
pollen gradients in areas surrounding crops of transgenic HR rape, HR and Bt corn and
VR sugar beet. In 2001, a total of 81 sites in the vicinity of experimental GM crop fields
were studied. In quadrants measuring up to 8 x 8 km? in area, and in corresponding
reference areas, physical-mechanical pollen traps and beehives were positioned, on the
basis of findings from pollen distribution models, at various distances and wind
directions, such that a gradient test could be conducted on several different scales. The
result of statistical analysis showed that the methods used are sensitive, reproducible
and representative, and that they are suitable for GMO monitoring. Evaluation of the
pollen spectra showed that more than 140 species were collected, and that mechanical
and biological collectors complemented each other ideally. Finally, the sample sizes
necessary for GMO monitoring were estimated and a strategy for monitoring GMOs

outlined.






1. Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Problemstellung und Zielsetzung

In Anbetracht einer zu erwartenden steigenden Anzahl von Freisetzungen mit
gentechnisch ~ verdnderten  Organismen (GVO) steht gemidll der EU-
Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG verpflichtend der ziigige Aufbau einer bundesweiten,
naturraumreprisentativen Umweltiiberwachung von GVO an. Die Wirkungen, die von
GVO ausgehen kdnnen, sind in ein komplexes Netzwerk von Okosystem-Komponenten
eingespannt, die fiir das ,Risk Assessment und Management“' von GVO eine
Langzeitbeobachtung erforderlich machen. Eine wesentliche Aufgabe fiir das
Monitoring liegt hierbei in der raum-zeitlichen Dokumentation der Exposition in Form
von Eintrag und Verbreitung der Transgene und der gentechnisch verdnderten
Organismen (GVO)’. Pollen stellen dabei ein entscheidendes Transfer-Element (Vektor)
dar, iiber das Genmaterial in andere Kompartimente des Okosystems eingebracht
werden kann. Dies kann zu potentiell adversen Wirkungen auf biologisch-6kologischer
Ebene fiihren sowie auch unerwiinschte und schiadliche Auswirkungen auf den Landbau
selbst nach sich ziehen, wie Erfahrungen aus Kanada, den USA und Mexiko lehren®. In
den EU-Guidelines zum Risk Assessment & Management wurden daher dem
langfristigen Schutz von Mensch und Natur sowie der nachhaltigen Gewihrleistung der
Koexistenz von GVO, konventionellem und Okolandbau, eine hohe Prioritit
eingerdumt.* Da die Risiken, die mit der Freisetzung von GVO verbunden sein kénnen,
vorab nur unzureichend wissenschaftlich gekldrt werden konnen — insbesondere was
potenzielle Langzeitfolgen angeht — wurde in der EU verpflichtend ein Monitoring der
Umweltwirkungen von GVO  vorgeschrieben, die eine Zulassung zum

Invehrkehrbringen nach Part C der EU-Richtline erhalten. Das Monitoring ist Part des

"IMPEL (2003)

2 EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18; Eckpunktepapier der Bund/Linder-AG in UBA (2001) Kap. 2.1.2; UBA (2003).
3 Friesen et al. (2003), Quist & Chapela (2001), Clark (1997, 2001), Marvier (2002)

* Consumer Voice (2003)
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Risk Assessment & Management und hat regulatorische Funktionen, u.a. soll es als

Frithwarnsystem fungieren, um gegebenenfalls noch gegensteuern zu koénnen.

Das Modellprojekt setzt hier auf der Expositionsebene an. Ziel war die Entwicklung und
Priifung eines standardisierbaren Pollenmonitorings. In dem Vorhaben wurden die
Verfahrensgrundlagen fiir die technische Erfassung und mathematische Auswertung
geschaffen, die es ermdglichen, das Pollenmonitoring zeitnah als erste Stufe des GVO-
Monitorings einzusetzen. Dazu wurden die Einsatzmoglichkeiten von technischen und
biologischen Pollensammlern und von PCR-Screening-Verfahren zum Nachweis der
Genkonstrukte gepriift, diese Verfahren weiterentwickelt und iiber Freilandtests im
Hinblick auf eine zukiinftig standardisierbare Anwendung im GVO-Monitoring
validiert. Die statistische Auswertung schitzte schlieBlich die erforderlichen Fallzahlen’
ab in Abhéngigkeit von den Beobachtungswahrscheinlichkeiten fiir das GVO-
Monitoring in der Bundesrepublik. Dadurch wird eine effiziente Umsetzung des

Pollenmonitorings ermdglicht.

1.1.1 Die rechtliche Verpflichtung fiir das GVO-Monitoring

Die EU-Freisetzungsrichtlinie 2001/18/EG vom 21. Mirz 2001 gilt mit Wirkung
vom Oktober 2002 in der EU und muss in nationales Recht umgesetzt werden. Sie gilt
auch fir die GVO, die unter die neuen EU-Verordnungen zu GVO in Lebens- und
Futtermittel fallen.® Die Freisetzungsrichtlinie schreibt die Etablierung eines EU-weiten
Langzeit-Monitoring-Programms fiir gentechnisch verdnderte Organismen verpflichtend
vor. Langjihrige Uberwachung und Beobachtung ausgewihlter und allgemeiner
Umweltparameter sollen die Auswirkungen von gentechnisch verdnderten Organismen
auf Mensch und Umwelt mdglichst friihzeitig erkennen lassen. Falls es zu
unerwiinschten Wirkungen kommt, kdnnen daraus Maflnahmen fiir Gegenaktivititen
abgeleitet werden. Dazu sind filir den jeweiligen GVO sowohl spezifische Effekte als

auch allgemeine Wirkungen zu iiberwachen, Referenzzustinde zu erheben sowie

> Probenanzahl als Anzahl Standorte mal Probenahmefrequenz
8 EU-Verordnung 1829 (2003) und EU-Verordnung 1830 (2003)




1. Zusammenfassung

sofortige und spédtere Wirkungen zu beobachten. Weiterhin sollen auch Effekte
einbezogen werden, die nur indirekt mit der Anwendung des GVO zusammenhéngen,
wie z.B. Folgen verdnderter Anbauweisen. Die in der EU-Richtlinie genannten Kriterien
fiir eine GVO-Umweltiiberwachung sind in jedem Mitgliedsland der EU zu erfiillen und
in Form von verbindlichen, GVO-spezifischen Uberwachungsplinen umzusetzen.

Deutschland befindet sich mit anderen Léndern hier im Verzug.

1.1.2 Spezifische Anforderungen an das GVO-Monitoring

Im Focus der derzeitigen Diskussion steht die Frage, wie Umwelteffekte von GVO mit
einem Monitoring wissenschaftlich am besten zu beobachten und zu erfassen sind und
wie sie am besten die bereits im Vorfeld der Zulassung durchgefiihrten Untersuchungen
der Risikoforschung (Richtlinie 2018/EG: Part A und B; UVP) ergiinzen. Am weitesten
gediehen ist dies im Bereich gentechnisch verdnderter Pflanzen (GVP), worauf sich
auch diese Arbeit bezieht. Derzeit liegen einige Vorschlédge fiir die Umsetzung vor, die
mehr oder weniger umfassend sind, es mangelt jedoch an einem schliissigen
Gesamtkonzept, mit dem die wesentlichen Ziele erreicht werden konnen und das

zusitzlich als praktikabel eingeschitzt wird’.

Aufgabe des Monitorings ist es weder die vorgeschaltete Risikoforschung, die
Begleitforschung noch Grundlagen- und Okosystemforschung zu ersetzen, sondern, wie
in der EU-Richtlinie vorgeschrieben, einen davon abgegrenzten und erginzend zu
sehenden Umweltiiberwachungsauftrag zu {ibernehmen. Monitoring stellt ganz im Sinne
des Risk Assessment & Risk Managements® keine Zweitauflage der Begleitforschung
dar. Es soll durch umfassende Feldbeobachtung Erkenntnisliicken schlieen, die aus den
rdumlich, zeitlich und 6kologisch reduzierten Versuchen im Vorfeld der Zulassung
resultieren. Das GVO-Monitoring ist das in der Freisetzungsrichtlinie vorgesehene

Instrument, um zu priifen, ob und inwieweit im Freiland gegebenenfalls feststellbare

7 UBA (2003); Ziighart & Breckling (2003); Biosafety (2002); Raubuch & Schieferstein (2002); Brauner & Tappeser
(2001); Miklau et al. (2001); UBA (60/2001); Neemann & Scherwafl (1999); Ammann & Vogel (1999); UBA
(58/1996; UBA (77/1998)

§ IMPEL (2003)
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Umweltverdnderungen mit der Freisetzung von GVO zusammenhédngen. Durch diese
Zielstellung unterscheidet es sich von der Allgemeinen Umweltbeobachtung. Das
Monitoring soll zu nachvollziehbaren und lénderiibergreifend vergleichbaren
Ergebnissen flihren, aus denen sich Konsequenzen ableiten lassen. Dies erfordert eine

Standardisierung der Verfahren im Monitoring.’

Angesichts multipler Ursachen und komplexer Zusammenhinge sind im Kontext von
GVO keine streng kausalen Beweisketten zu erwarten, vielmehr kommt es, wie in
vielen anderen Umweltbereichen auch, auf Nachvollziehbarkeit und Plausibilitit an. Ein
wesentliches Problem bei der Umsetzung des GVO-Monitorings sind die sehr geringen
Beobachtungswahrscheinlichkeiten, da z.B. potenzielle Langzeitwirkungen von GVO
sich erst mit der Zeit liber Generationen aufbauen und nur begrenzte Moglichkeiten zur
Beobachtung im Monitoring bestehen werden. Das Monitoring als Frithwarnsystem soll
jedoch moglichst schnell unerwiinschte Wirkungen feststellen, um entsprechend

gegenlenken zu konnen.

Ausreichende Beobachtungswahrscheinlichkeiten machen dann hohe Fallzahlen (d.h.
Anzahl Probenstandorte und Probenahmefrequenz) notwendig. Die Exposition in Form
der Verbreitung der eingebrachten Transgene und GVO lésst sich dabei prinzipiell
giinstiger ermitteln als o©kologische Wirkungen, fiir die lidngere Latenzzeiten
anzunehmen sind. Allerdings bringt auch die Umsetzung des GVO-Monitorings die
Gefahr mit sich, angesichts einer wachsenden Vielfalt an GVO und entsprechenden
potentiellen GVO-Wirkungen einer Parametervielfalt den Vorzug zu geben, und dann
aufgrund begrenzter Ressourcen an zu wenigen Standorten das Monitoring zu
praktizieren. Daraus resultiert die Gefahr systematisch falsch-negativer Befunde. Dabei
kommt noch der Unterschied von Eintrittswahrscheinlichkeit der Effekte zu den von
den Erfassungsmethoden abhingigen, stets geringer ausfallenden
Beobachtungswahrscheinlichkeiten ins Spiel. Fiir ein erfolgversprechendes GVO-

Monitoring sind deshalb eine naturraumrepdsentative Erfassung mit entsprechend hohen

? siehe Richtlininienarbeit beim VDI, Fachbeirat ,,Monitoring der Umweltwirkungen von GVO*, http://www.vdi.de




1. Zusammenfassung

Standortzahlen, die die Variabilitdit im Untersuchungsraum reflektieren, sowie lange
Beobachtungszeitreihen wesentlich und erforderlich. Nur so konnen Zusammenhinge
zwischen beobachteten Umweltverdindungen und der Freisetzung gentechnisch

verdnderter Organismen iiberhaupt schliissig und nachvollziehbar gepriift werden.

1.1.3 Ansatz fiir eine praktikable Monitoring-Strategie

Der Zusammenhang von GVO-Freisetzungen und beobachteten Wirkungen auf die
Schutzgiiter soll moglichst schliissig erkannt werden. Allein mit der Beobachtung von
Okologischen Verdnderungen ldsst sich dies nicht erreichen, da fiir die meisten
potentiellen Wirkungen eine hohe Variabilitdt und multiple Ursachenzusammenhénge
gelten. Fiir ausreichend sichere Aussagen ist in solchen Zusammenhéngen vielmehr die
Betrachtung mehrerer Ebenen erforderlich, die miteinander verkniipft werden miissen:
1. GVO- Freisetzungs- bzw. anbauorte , 2. Exposition, 3. Wirkung und 4. Integrierte
Bewertung. Hierbei wird im Monitoring dies nur exemplarisch und repréisentativ
erfolgen konnen. Fiir plausible Nachweise von spezifischen, auf die Freisetzung von
GVO zuriick zu fiihrende Wirkungen sind dann rdumliche und zeitliche
Zusammenhédnge iiber die genannten vier Ebenen ausschlaggebend. Ein solcher Ansatz

wurde in diesem Vorhaben folgendermallen konzipiert:

Bei Kenntnis der Lage der Quellen lésst sich die Verbreitung von GVO via Pollen und
andere Vektoren iiber Ausbreitungs- und Expositionsmodelle abschitzen. Uber
geeignete Akkumulationsindikatoren, wie das Pollenmonitoring, ldsst sich dann der
GVO - Einfluss im Geldnde feststellen und die Modelle exemplarisch iiberpriifen. Auf
der Expositionsebene kann dies zeitnah bei relativ giinstigen
Beobachtungswahrscheinlichkeiten erfolgen. Deutlich schwieriger werden die
Beobachtungsmoglichkeiten dagegen bei den okologischen Reaktionswirkungen, wie
z.B. bei Artenverschiebungen in Nachbarschaftsflichen, Auskreuzungen etc.. Hier ist
iiber Dekaden mit sehr geringen Beobachtungswahrscheinlichkeiten zu rechnen. Viele
potenzielle Wirkungen wie z.B. horizontaler Gentransfer und Genpooldriften diirften

sich flir lange Zeitrdume ganz einer systematischen Freilandbeobachtung entziehen. Die




1. Zusammenfassung

Expositionsbestimmung von GVO kann dann als Filter und Lenkungsinstrument dienen:
1. Wirkungsuntersuchungen konnen gezielt auf Orte gelenkt werden, wo die
Beobachtungschancen besonders groB sind, 2. kann die Exposition als Indikator zur
Abschitzung von solchen Effekten dienen, die sich der unmittelbaren Beobachtung

entziehen.

Unser Ansatz baut auf der Kenntnis zu den Anbaugebieten und Freisetzungsorten
(Anbauregister) auf und nimmt iiber Modelle Expositionsabschétzungen vor, die dann
gezielt im Freiland iiberpriifbar sind. Auf der Expositionsebene kann ein Screening
ermitteln, ob GVO vorkommen oder eingetragen werden. Hierbei lassen sich ca. 80%
der derzeitigen GVO nachweisen.'® Ist dies der Fall, so erfolgt eine Spezifizierung des
GVO und eine eingehende Raumanalyse. Auf diese Weise ergeben sich bereits
wesentliche Erkenntnisse zum Eintrag und zur Verbreitung von GVO in Deutschland
als Grundlage von Risikoabschdtzungen. Zugleich kénnen GVO-spezifische, meist
aufwiindige Untersuchungen auf der Wirkungsebene gelenkt werden. Uber diese
ortliche Konzentration von Wirkungsuntersuchungen erdffnet sich ein machbarer Weg

fiir das GVO-Monitoring auch angesichts einer zunehmenden Vielfalt von GVO.

Um zur Klirung von Wirkungszusammenhingen die geeigneten Standorte

auszuwahlen, ist es aus statistischen Griinden erforderlich, die Variationsbreite {iber
- die in die Umwelt ausgebrachten Transgene und GVO,
- die naturrdumliche Vielfalt der Wirkungsorte sowie
- die Einflussintensitit der jeweiligen GVO

zu erfassen. Das Spektrum bezieht (Haupt-) Anbaugebiete, sensible Zonen wie
Schutzgebiete, sowie Referenzbereiche reprédsentativ ein. Dieser Ansatz schafft dann
auch die notwendigen Voraussetzungen, um gegebenenfalls Konsequenzen zu ziehen

und politische Festlegungen, wie die angestrebte Koexistenz von GVO-Anbau und

1 siche Kap. 2.4




1. Zusammenfassung

GVO-freien Zonen, z.B. fiir den konventionellen und Okolandbau, iiberpriifbar

umzusetzen und nachhaltig einzuhalten.

In dieser Monitoringstrategie sind ,,case-specific* und ,,general surveillance* integrierte
Aspekte. Ein effizientes Monitoring erfordert aus statistischen Griinden ein
Basismessnetz an Dauerbeobachtungsstandorten, das schiatzungsweise in der
GroBenordnung von 500-1.000 Standorten in der Bundesrepublik anzusiedeln ist —
ansonsten besteht die Gefahr, systematisch falsch-negative Resultate zu erzeugen''.
Diese GroBenordnung entspricht auch Erfahrungen aus anderen
Umweltbeobachtungsprogrammen des Bundes, der Linder und der EU'. Das
angesprochene Basismessnetz ldsst sich je nach Bedarf durch weitere Standorte und
Erhebungsparameter ergéinzen, die bei der Entwicklung neuer gentechnisch veridnderter

Organismen notwendig werden.

Der hier vorgestellte integrierte Ansatz kommt gegeniiber einem primir auf Wirkung
reduzierten Ansatz mit erheblich weniger Probenstandorten aus und erhdht gleichzeitig

die Aussagekraft.

1.14 Die Bedeutung des Pollenmonitorings

Das Pollenmonitoring erfiillt eine doppelte Funktion: Im Rahmen der
Umweltiiberwachung von GVO stellt es einen Akkumulationsindikator dar, iiber den
sich der Eintrag und die Verbreitung von GVO (Exposition) dokumentieren ldsst. Pollen
kann dariiber hinaus aber auch als Indikator zur Abschédtzung weiterer Parameter auf
Wirkungsseite dienen, die im Monitoring nicht direkt erhoben werden bzw. nicht direkt

beobachtbar sind.

Uber die Pollensammler lésst sich die potenzielle Ausbreitung von GVO quantifizieren,
wobei iiber molekularbiologische Verfahren wie die PCR der konkrete Nachweis von

GVO gefiihrt wird.

' siche Kap. 3 und 4; Marvier (2002)
2 von Klitzing et al. 1998.




1. Zusammenfassung

Auf der Ebene der Exposition sind besonders solche Verfahren effizient, die
konstruktiibergreifend GVO-Nachweise (Screening) mit einer integrierenden Matrix als
Akkumulationsindikatoren'’ ermoglichen. Neben Pollen, der einen wesentlichen Vektor
zur Verbreitung von GVO darstellt, kommen weitere Matrizes in Frage, wie
Pflanzenmischproben, die Losung'® von pflanzenfressenden Wildtieren, Sedimente,
Klarschlamm sowie im Boden gespeicherte Samen. Unter den potentiellen
Verbreitungseinheiten (Diaspora) und Expositionsparameter weist Pollen den Vorzug

auf gut erfassbar zu sein.

Fir das Pollenmonitoring kann auf bereits existierende Sammel- und
Analyseinstrumente aufgebaut werden. Dazu stehen technische und biologische
Pollensammler (z.B. Honigbiene) und molekularbiologische Analyseverfahren (PCR)
zur Verfligung. Mit Hilfe von PCR-Screening-Verfahren lassen sich iiber den Nachweis
weniger Konstrukte — die allerdings in vielen GVO vorkommen - ca. 80% der derzeit
gingigen GVO-Konstrukte in einem Probengang erfassen (siche Kap 2.3). Damit
existieren beim Pollenmonitoring Verfahrensgrundlagen, mit denen die Exposition von
GVO iiber Pollen sowie das Vorkommen pollenfreisetzender gentechnisch veridnderter

Pflanzen im Freiland effizient iiberpriitbar wird.

Das Ziel des vorliegenden Vorhabens war, die vorhandenen Verfahren hinsichtlich einer
zeitnahen Umsetzung im GVO-Monitoring im Hinblick auf Standardisierung zu priifen,

entsprechend weiterzuentwickeln und in Freilandtests zu validieren.

Pollen kdénnen in groen Mengen iiber Wind und Insekten von den Anbauflédchen der
GVO iber weite Strecken verfrachtet werden. Mit ihrer DNA verbreiten sie dabei auch

transgene Konstrukte'”.

Der Pollenflug von GVO stellt zwei Expositionswirkungen dar:

> Beim Monitoring ist es sinnvoll, zwischen Indikatoren zur Beschreibung von Akkumulations- und
Reaktionswirkungen zu unterscheiden (Arndt et al. 1987, Zimmermann et al. 1994). Akkumulationsindikatoren
dienen zur Erfassung der Exposition von Stoffen in der Umwelt, hier der Dokumentation von Eintrag und
Verbreitung der transgenen DNA und der GVO. Indikatoren zur Reaktionswirkung beschreiben die auf Grund der
Exposition hervorgerufenen biologischen und 6kologischen Verdnderungen.

' Kot von Wildtieren

'5 Treu & Emberlin (2000)




1. Zusammenfassung

1. Vertikaler Gentransfer: Pollenflug kann zu Ein- und Auskreuzung fiihren, d.h.
Befruchtung einer Pflanze oder auch anderen, artverwandten Pflanzensorten/arten,
so dass es zu einer Kreuzung kommen kann. Hierbei spielt die Dauer der
Keimfahigkeit des Pollens, die von mehreren Stunden bis Tagen reichen kann, die
meteorologischen Bedingungen sowie die zeitliche Uberlappung von
Freisetzungsperiode und Empfingnisbereitschaft der Narbe eine wesentliche
Rolle. Kommt anschlieBend die Pflanze zur Samenreife, kann sie einen erneuten

Ausgangspunkt fiir Verbreitung und Vermehrung des Transgens bilden.'®

2. Eintrag der transgenen DNA in das Okosystem: Als Wirkungen kommen
horizontaler Gentransfer und toxische Effekte in Frage. Pollen dienen als
Nahrungsgrundlage zahlreicher Insekten und Mikroorganismen im Boden. Hierbei
kommt es zum Kontakt mit der transgenen DNA und gegebenenfalls auch mit
Toxinen, die durch die Transgene exprimiert werden'’. Im Gegensatz zum
vertikalen Gentransfer spielt die Befruchtungsfdhigkeit des Pollens dabei keine
Rolle mehr, wohl aber Abbau und Umbau der DNA und ihrer Begleitsubstanzen.
Angesichts der teilweise enormen Mengen an Pollen, die produziert und
verfrachtet werden, entstehen erhebliche Pollenfliisse in die Umgebung.'® AuBer

den Effekten toxinhaltiger Pollen kann potentiell DNA, z.B. durch

16 Bei einer mittleren Windgeschwindigkeit von 1-3 m/s und 5-10 m/s bei Starkwindlagen in Deutschland betrigt die
Geschwindigkeit des Pollenfluges 3,6-11 km pro Stunde im Durchschnitt und 18-36 km bei stirkeren Winden.
Selbst bei wenigen Stunden Befruchtungsfahigkeit empfindlicher Pollen betrégt die potentielle Reichweite von
Auskreuzungen mehrere km, im Falle widerstandsfahiger Pollenarten und giinstigen klimatischen Bedingungen
mehrere hundert Kilometer. Wirkungen wie Einkreuzung sind bei Rapspollen bis in mehrere km Entfernung
nachgewiesen, dito bei Zuckerriiben- und Roggenpollen, selbst bei den schweren Maispollen sind Auskreuzungen
von >0,3% in iiber S00m entfernten Rezeptorbestinden nachgewiesen. Gingige Isolierabstinde bei der Ziichtung
von Mais liegen je nach Land zwischen 200m und 5.000m. [Feil & Schmid (2002)] Fiir aktuelle Darstellungen des
Pollenfluges unter dem Aspekt Auskreuzung von GVO siehe dort und Treu & Emberlin (2000).

17 Feil & Schmid (2002)

'8 Beispiele: Eine Maispflanze setzt ca. 10-50 Millionen Pollen frei, dies ergibt ca. 200 Milliarden bis 1 Billion Pollen
(~150 kg Pollen) pro Hektar Maisfliche [Emberlin 2000]. Fiir Zuckerriibe liegt die Menge gar bei ca. 1 Milliarde
Pollen pro Pflanze und ca. 25 Billionen Pollen pro ha (Knapp 1986). Bei Raps ergab sich nach unseren Ergebnissen
eine geschitzte effektive Quellstidrke von ca. 50-100 Milliarden Pollen/ha. Roggen wird bei ca. 17 Billionen
Pollen/ha veranschlagt (Feil & Schmid 2002). Zu den stirksten Pollenquellen gehdren in unseren Breiten auch
einige Baumarten, u.a. Koniferen (Pinus, Picea), Birken, Haselnuss und Erle, einige Gréser, Brennessel, Beifuss
u.a.. Die enormen freigesetzten Pollenmengen bedingen, dass trotz relativ hoher Sinkgeschwindigkeit noch
erhebliche Pollenfliisse in die weitere Umgebung (km-weite Entfernung) existieren. Einige konkrete Angaben zu
Raps und Mais finden sich im Abschnitt 1.2.3 und in den Kap. 2 und 3 dieser Arbeit. Fiir eine aktuelle
Literaturauswertung siehe Feil & Schmid (2002) und Treu & Emberlin (2000).




1. Zusammenfassung

Mikroorganismen im Boden und im Darm von Tieren, iibertragen werden
(horizontaler Gentransfer). Aufgrund ungiinstiger Beobachtungsmoglichkeiten im
Rahmen eines reguldren Monitorings wird dies aber kaum direkt erfassbar sein.
Risikoabschédtzungen fiir solche potenziellen, aber nicht direkt beobachtbaren
Effekte lassen sich im Freiland nur {iber Indikatoren priifen wie sie beispielsweise

in der Exposition gegeben sind .

1.2 Projektbeschreibung

1.2.1 Verfahrensentwicklung

In dem Vorhaben kamen technische und biologische Pollensammler zum Einsatz: Als
technischer der nach VDI standardisierte Passivsammler Sigma-2*" mit der speziell
entwickelten Zusatzvorrichtung, dem Pollenmassenfilter PMF?', als biologische
Pollensammlerin die Honigbiene mit der Matrix Honig?. Die Pollenproben des Sigma-2
wurden zur mikroskopischen qualitativen und quantitativen Bestimmung des
Polleneintrages aus der Luft unter Einsatz von bildanalytischen Verfahren verwendet.
Dagegen dienten die PMF-Proben zusitzlich der molekularbiologischen DNA-Analyse
zur Bestimmung des GVO-Eintrages mittels qualitativer PCR und quantitativer real-
time PCR (TagMan). Die Pollen in den Honigproben wurden mikroskopisch bestimmt,
ausgezihlt und die Pollen-DNA ebenfalls mit der PCR analysiert. Hierbei wurden die
relativ neuen PCR-Verfahren zum Nachweis von GVO in Pollen weiterentwickelt und

laboriibgreifende Versuche zur Qualitdtssicherung durchgefiihrt.

Das Verfahren des Pollenmonitorings ist in Abb. 2.1.1 in Kap. 2.1 skizziert. Beide

Verfahren, technischer und biologischer Pollensammler, ergdnzen sich in der

' Ermittlung von Eintrittswahrscheinlichkeiten in Laborexperimenten, Expositionsermittlung im Freiland,
Risikoabschitzung iiber stochastische Dosis-Wirkungs-Zusammenhénge

VDI 2119 BL. 4 (1997)

2! schutzrechtlich gesichert

2 Gepriift wurden auch Pollenabstreifer und Bienenbrot, die sich fiir das GVO-Monitoring als weniger geeignet
erwiesen
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1. Zusammenfassung

Dokumentation von Eintrag und Verbreitung von GVO. Die Darstellung der Methodik

mit der Entwicklung der Verfahren ist in Kap. 2 genauer ausgefiihrt.

1.2.2 Freilandpriifungen

Die Validierung des neu entwickelten Verfahrens zum Pollenmonitoring erfolgte
anhand definierter Pollengradienten in der Umgebung von Freisetzungsflichen von
transgenem HR-Raps, HR- und Bt-Mais und VR-Zuckerriibe. Es wurden 2001
insgesamt 72 Standorte mit technischen Sammlern und Bienenstdcken bestiickt. Die
Standorte lagen in der Umgebung von GVO-Versuchsfeldern sowie in entsprechenden
Referenzgebieten in Niedersachsen, Bayern, Nordrhein-Westfalen und Bremen.
Vorgaben aus Pollenausbreitungsmodellen in unterschiedlichen Entfernungen und
Windrichtungen ermdéglichten es, Gradientenpriifungen tiber mehrere Groflenordnungen
vorzunehmen.” Die Versuchsbeschreibungen finden sich in Kap. 2. Gepriift wurden
Sensitivitdt, Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit der Verfahren im Hinblick auf

einen standardisierten Einsatz im Monitoring.

Die Gradientenpriifung nach Vorgaben aus Ausbreitungsrechnungen weist gegeniiber
Versuchsansétzen, die auf Entfernungsangaben und Messgeritevergleichen beruhen,

erhebliche Vorteile auf:

a) Uber die Ausbreitungsrechnung lassen sich die Einfliisse unterschiedlicher

Windrichtung, -geschwindigkeit, Entfernung und Pollenflugverhalten beriicksichtigen;*

b) Sie ist préaziser als technische Referenzverfahren zur Bestimmung des

Polleneintrages, die bisher nicht in ausreichender Stiickzahl anwendbar sind;25

b) Sie schafft flichendeckende Vorhersagewerte zur Verteilung des Polleneintrages;

2 Die Grofie der Untersuchungsriume ging bis 64 km?mit Entfernungen von bis zu 5 km zu den Versuchsfeldern.

2 Feil & Schmid (2002) zeigen im Literaturvergleich die Variation von Entfernungsangaben bei Experimenten zur
Pollenausbreitung und zu Isolationsdistanzen. Sie beklagen zurecht die mangelnde Aussagekraft von
Entfernungsangaben, wenn die fiir die Pollenausbreitung wesentlichen meteorologischen Bedingungen nicht mit
einbezogen werden.

5. Kap. 2, u.a Gregory (1973), Grinshpun et al. 1994
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1. Zusammenfassung

c¢) Sie liefert mathematisch eindeutig definierte, jederzeit nachvollziehbare und damit

iibertragbare PriifgroBen;”®

d) Fiir die Anwendung im GVO-Monitoring stellt die Methode eine rationale, das heifit
nachpriifbare  BezugsgroBe dar, die zur Entwicklung eines effizienten

Probenahmedesigns und fiir wirkungsbezogene Risikoabschitzungen notwendig ist.”’

1.2.3 Ergebnisse

In den Proben aus den technischen Sammlern sowie im Honig wurden die Pollen von
Raps, Mais und Zuckerriibe sowie von insgesamt iiber 150 weiteren Kultur- und

Wildpflanzen nachgewiesen.

Die mit dem Sigma-2 erfassten Pollen konnten mikroskopisch bestimmt und damit der
Polleneintrag quantifiziert werden. Hierbei wurde der Einsatz der Bildanalyse getestet,
wobei die entsprechenden Referenzdatenbanken an Agrarpollen noch im Aufbau
begriffen sind. Innerhalb von 2-4 Wochen, in denen Raps bliihte, traten in den Proben
des Sigma-2 Pollenbelegungen auf, die im Bereich von 23.000 -110.000 fiir die
Gesamtpollenanzahl lagen. Die Rapspollenanzahl lag im Mittel bei 800 und schwankte -
je nach Lage zu den Feldern - von unter der Nachweisgrenze (NWG = 35 Pollen) bis

4.300 Pollen im Maximum.

Die mit dem PMF erfassten Pollenmengen erreichten in diesem Zeitraum Werte von
66.000 bis 2.1 Millionen Gesamtpollenanzahl pro Probe. Die Rapspollenanzahlen lagen
zu 90% tiiber 800 Pollen pro Probe, der Mittelwert bei 48.000, und der Maximalwert bei
560.000.

Aus den Ringversuchen zur PCR-Analytik (s. Kap. 2.4) ergab sich, dass fiir eine
molekulargenetische Bestimmung des GVO-Polleneintrages eine Grolenordnung von
100 Pollen pro Probe je Zielart erforderlich ist. Die Ergebnisse belegen, dass durch die

Entwicklung der Zusatzvorrichtung PMF ausreichende Pollenmengen erfasst werden.

%6 Richter & Seppelt (2002)
" DiGiovanni & Larsen (2002), Hidalgo et al. (2002)
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1. Zusammenfassung

Bei den technischen Sammlern lieBen sich die Gradienten des Rapspolleneintrages aus
den GVO-Feldern erkennen, abhéngig von Windrichtung, -stirke und Entfernung. Auch
eine regionale Hintergrundbelastung war ableitbar, die der Anbaudichte im Raum
entspricht. Die Zusammenhdnge zur Pollen-Ausbreitungsrechnung erwiesen sich
sowohl beim Sigma-2 als auch beim PMF als statistisch hoch signifikant. Daraus lieBen
sich Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenzen ermitteln. Gleichzeitig war
es moglich, einen Mindestumfang von Fallzahlen fiir das GVO-Monitoring zu
berechnen (s. Kap. 3). Die technischen Sammler représentierten den Eintrag von GVO
iiber die Luft. In Bezug auf das Pollenspektrum wurden im PMF alle gepriiften
prioritiren GVO (Raps, Mais und Zuckerriibe) sowie luftbiirtige Pollen von tiber 90
weiteren Pflanzenarten/-gattungen ohne Einschrinkungen erfasst. Beim Sigma-2 galt
dasselbe fiir Raps, Zuckerriibe und luftbiirtige Pollen. Ebenso konnten zwar Maispollen
nachgewiesen werden, jedoch reichten die Ergebnisse nicht fiir eine abschlieBende

Beurteilung der Eignung des Sigma-2 aus.*®

Anders als bei den technischen Sammlern bleiben die Resultate im Bienenhonig von
den meteorologischen Ausbreitungsverhéltnissen unabhingig. Sie lassen typische,
entfernungsabhingige Sammelbereiche erkennen, die das aktive Sammelverhalten der
Honigbienen wiederspiegeln. Bienenhonig reprisentierte die in einem Umkreis der
Sammelstelle etablierten bliihenden Trachtpflanzen. Neben attraktiven Trachten wie
Raps wurden im Honig auch Pollen zahlreicher anderer blithender Pflanzen erfasst,
darunter auch Windbliitler, die die Biene selbst nicht anfliegt. Das Pollenspektrum
umfasste liber 130 unterscheidbare Pflanzenarten bzw. gattungen (s. Kap. 3), die das
Spektrum der technischen Sammler erginzten. Im Bienenhonig konnten GVO-
Nachweise noch bis in 4 km Entfernung zu den transgenen Rapsfeldern erfolgen.
Hierbei  lieBen  sich  Sammelbereiche  unterscheiden, in  denen  die
Nachweiswahrscheinlichkeit mit einer Probe im Nahbereich bei iiber 95% lag und, im

logistischen Kurvenverlauf abnehmend, in 4 km Entfernung bei 5%.

8 In aktuellen Versuchen in Bayern (Beismann et al. 2003) konnten hinreichend Maispollen in den Proben aus den
Sigma-2 — Sammlern nachgewiesen werden.
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1. Zusammenfassung

Fir das Umweltmonitoring von GVO ergédnzten sich somit das technische und
biologische Verfahren ideal. Insgesamt liessen sich {iiber die technischen und
biologischen Sammler ein Pollenspektrum von etwa 150 Pflanzenarten/-gattungen
differenzieren. Mit dem Pollenmonitoring werden somit auch zukiinftige, zur

Freisetzung anstehende GVO miterfasst.”’

Probleme gab es bei der Stabilitdt der PCR-Nachweise von GVO. Diese konnten im
Verlauf des Vorhabens iiber quantitative real-time PCR-Verfahren fiir Bienenhonig
gelost werden, fiir die Matrizes der technischen Sammler jedoch noch nicht ausreichend

zuverléssig.

Die relativ neuen PCR-Verfahren zum Nachweis von GVO in Pollen und allgemein
Pflanzenmaterial stellen fiir absehbare Zeit das Mittel der Wahl dar. Beim derzeitigen
Stand ist die PCR noch als das limitierende Glied in der Verfahrenskette zu werten. Die
PCR-Verfahren befinden sich jedoch stark in Entwicklung, so dass hier weitere
Fortschritte zu erwarten sind. Entsprechende Arbeiten finden derzeit im Rahmen des
Bund-Linder-Vorhabens des Landes Bayern® sowie in Bremen®’' statt. Zur
Qualitétssicherung und Standardisierung der PCR-Verfahren wurden jlingst mehrere

Fachausschiisse, u.a. beim VDI/DIN, eingerichtet3 2,

Um statistisch abgesicherte Fallzahlen ableiten zu konnen, wurden in der statistischen
Auswertung Sensitivitdt, Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenze der biologischen und
technischen Pollensammelverfahren in Bezug zu Pollenkonzentration und -fluss aus den
Pollenausbreitungsmodellen gepriift. Die ermittelten Fallzahlen garantieren bestimmte
Aussagesicherheiten im Monitoring. Das mathematisch definierte Bezugssystem der

Ausbreitungsmodelle erlaubt hierbei eine generelle, {iiberall nachvollziehbare

» siche Lheureux et al. (2003) fiir die in der EU anstehenden GVO (z.B. transgene Gehdlze mit verdnderter

Holzzusammensetzung  (Lignin/Cellulose-Verhéltnis) fiir die Papierherstellung, GVO mit verdnderten
Inhaltsstoffen fiir die Arzneimittelproduktion sowie fiir die Rohstoff- und Energiegewinnung, transgene
Getreidesorten wie Weizen, Roggen, transgene Rebsorten etc.); von besonderer Brisanz sind GVP zur
Arzneimittelerzeugung, entsprechende Freisetzungen wurden in den USA bereits begonnen.

3% Beismann et al. (2003)

3 Impetus GmbH & Co KG; BIA Bremen

32 Fachausschuss zur PCR-Analyik von GVO im Kompetenzfeld Biotechnologie im VDI
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1. Zusammenfassung

Ubertragbarkeit der Ergebnisse. Damit liegen die Voraussetzungen fiir einen

standardisierten Einsatz im Monitoring vor.

Eine ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse erfolgt in den Berichtsteilen 3 und 4.

1.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Das im Forschungsprojekt entwickelte Verfahren zum Pollenmonitoring ermoglicht
einen wissenschaftlich fundierten und effizienten Beitrag fiir das GVO-Monitoring zur
Erfiillung der EU-Freisetzungrichtlinie und der mit der Novelle des Gentechnik-
Gesetzes anstehenden Regelungen. Mit dem Modellprojekt konnten Grundlagen fiir die
rasche Umsetzung eines bundesweiten Pollenmonitorings im Rahmen der

Umweltiiberwachung von gentechnisch verdnderten Pflanzen geschaffen werden.

1.3.1 Wissenschaftliche Aspekte

Mit dem Forschungsprojekt wurde belegt, dass sowohl die angewandten technischen
Pollensammler als auch die biologische Sammlerin Honigbiene fiir das GVO-
Monitoring zur Bestimmung von Eintrag und Verbreitung von GVO (Exposition)
geeignet sind. Beide Sammelverfahren ergdnzen sich dabei, so dass ein kombinierter

Einsatz empfohlen wird.

Im Vorhaben wurde der Pollenmassenfilter (PMF) neu entwickelt und in Kombination
mit dem Passivsammler Sigma-2 nach VDI 2119, Bl. 4, eingesetzt. Damit steht nun ein
technischer Pollensammler zur Verfiigung, der als Passivgerdt iiberall im Geldnde
einsetzbar ist. Mit ihm kann der Polleneintrag am Standort nach Art und Anzahl geméaf
dem Stand der Technik quantifiziert werden. Durch die Neuentwicklung des PMF
konnen auch die notwendigen Pollenmengen fiir molekularbiologische GVO-Nachweise

gewonnen werden.

Die Sammel- und Nachweisverfahren wurden iiber Gradientenpriifungen im Freiland
hinsichtlich ihrer grundlegenden Eignung fiir das GVO-Monitoring auf Sensitivitét,

Nachweisgrenze, Reproduzierbarkeit, Raumcharakteristik und Sammeleffizienz gepriift.
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1. Zusammenfassung

Fiir einen biologischen Pollenakkumulator konnte, basierend auf der Honigbiene und
der Matrix Honig, ein geeignetes Verfahren fiir ein GVO-Monitoring entwickelt
werden. Um noch einen quantitativen Konstrukt-Nachweis zu erhalten, 14sst sich mit
einem Bienenvolk ein Bereich von bis zu 20 km? {iberwachen. Ein GVO-
Honigmonitoring kann sowohl technisch als auch organisatorisch unmittelbar unter

Mitwirkung der in Deutschland titigen Imker umgesetzt werden.

Fiir den molekularbiologischen Nachweis von transgenen Abschnitten in Pollen-DNA
wurden PCR-Verfahren in einem Ringversuch beteiligter Labors gepriift und weiter
entwickelt. Fiir die Matrix Bienenhonig wurde ein geeignetes Verfahren basierend auf
der TagMan-PCR realisiert. Fiir die technisch gesammelten Pollenproben gelang dies
nur teilweise: Bei einem Drittel der Proben traten noch Inhibitionsprobleme auf, die
jedoch als prinzipiell 16sbar angesehen werden. Die in Bezug auf die Zuverladssigkeit
und Reproduzierbarkeit der PCR-Verfahren verbliebenen Probleme sind im Vorhaben
der TU Miinchen (Beisman et al. 2003) in Bearbeitung, wo auch Aspekte zur
Raumreprisentativitdt von Punktsammlern bearbeitet werden. Fiir den Sigma-2 ist der
Aufbau einer Referenzdatenbank fiir die Bildanalyse sowie die Ermittlung des
erfassbaren Pollenspektrums in den Naturrdumen Deutschland mit Schwerpunkten im

Agrarraum erforderlich.

Das Pollenmonitoring mit den technischen und biologischen Pollensammlern ist derzeit
Gegenstand der VDI/DIN-Richtlinienarbeit zur Standardisierung von Verfahren fiir das
GVO-Umweltmonitoring. Diese Ergebnisse sollen auch in entsprechende

Richtlinienarbeiten auf européischer Ebene (CEN) einflieBen.™

Aus wissenschaftlicher Sicht stiinde fiir die Umsetzung des aus biologischen und
technischen Sammlern kombinierten Pollenmonitorings im GVO-Monitoring als
nichster Arbeitsschritt an, ein statistisch abgesichertes Probenahmedesign zu

entwickeln und mit représentativem Testlauf in einer groeren Region zu erproben.

33 VDI-Richtlinienentwurf 4330 Bl. 3, Kompetenzfeld Biotechnologie im VDI, Ausschuss ,,Monitoring der
Umweltwirkungen von GVO*
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1. Zusammenfassung

1.3.2 Wirtschaftliche Aspekte

Die entwickelten Verfahren zu den technischen als auch zu den biologischen

Pollensammlern bieten erhebliche funktionale und wirtschaftliche Vorteile.

Die technischen Sammler Sigma-2 und PMF sind als Passivgerite konzipiert. Durch
thre Stromunabhingigkeit kdnnen sie iiber ldngere Zeit ohne Wartung betrieben und
tiberall im Geldnde -eingesetzt werden. Der Stiickpreis fiir den technischen
Pollensammler (Sigma-2 mit PMF) wird bei etwa 1.000 € zu realisieren sein. Gegeniiber
standardmiBig erhiltlichen Aktivgeriten sind sie erheblich preisgiinstiger’*. Hinzu
kommt, dass die Passivsammler wartungsdrmer und damit giinstiger im Betrieb sind als

die Aktivgerite.

Fiir den biologischen Sammler Honigbiene im GVO-Monitoring kann die Umsetzung
unter mafigeblicher Beteiligung der vor Ort titigen Imker erfolgen. Lediglich zu einem
geringen Prozentsatz ist mit ergidnzender Bestlickung von Standorten durch die
Landesbieneninstitute zu rechnen. Als Probe geniigt ein Glas Honig, das normal
erworben werden kann, zuziiglich eines vom Imker auszufiillenden Begleitformulars.
Die Kosten fiir die Probenahme fallen daher denkbar giinstig aus. Das entwickelte

Honigmonitoring ist technisch und logistisch unmittelbar umsetzbar.

Die Kosten fiir das Pollenmonitoring hidngen weiterhin vom Stand der mikroskopischen

Bildanalyse sowie zur PCR-Analytik ab, die beide derzeit in rascher Entwicklung sind.

Der Betrieb eines GVO-Monitoring-Messnetzes konnte in Verbindung mit bestehenden
Messnetzen des Polleninformationsdienstes (PID: 55 Standorte), des Deutschen
Wetterdienstes (DWD: 168 Standorte) sowie anderweitigen Umweltmessstationen
(Immissionsmessnetz, Bodendauerbeobachtungsflichen etc.) durchgefiihrt werden.
Besonders effizient im Hinblick auf das GVO-Monitoring ist die Kopplung mit
Standorten von Imkern, die bevorzugt im Agrarraum in der Néhe geeigneter

Trachtquellen liegen, in nahezu allen Naturrdumen der Bundesrepublik présent sind,

* Geeignete Aktivgerite wie die Burkard-Falle kosten im Erwerb ab 5.000 € aufwirts pro Stiick, Low-Volume-
Sammler ab ca. 10.000 € und High-Volume-Sammler ab ca. 20.000 €. Der Betrieb ist personalintensiv.
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1. Zusammenfassung

und damit die anderen Messnetze ergdnzen. Insgesamt ist natiirlich die
Probenahmestrategie im Monitoring (siche Kap. 4) zu beachten, in die die Standorte

sich einfligen miissen.

Fiir das Pollenmonitoring liegen damit wesentliche wissenschaftliche, technische und

logistische Voraussetzungen fiir eine zeitnahe Umsetzung vor.
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2. Methodik

2 Methodik

2.1 Methodischer Ansatz

Fiir die Umweltiiberwachung werden geeignete Verfahren benétigt, mittels derer sich
der Eintrag und die Verbreitung von GVO durch definierte Gréen vergleichbar, d.h.
standardisiert, erheben lassen. Die gewonnenen Ergebnisse miissen in Modelle zur
Risikobewertung eingegliedert werden konnen. Beim gegenwértigen Stand der Technik
bieten sich auf der Expositionsebene Ansdtze iiber technische und biologische

Pollensammler an. Beide Verfahren erginzen sich und sind in Zusammenhang zu sehen.

GVO-Pollenmonitoring
Technische und biologische Pollensammler mit PCR-Screening

Cuantfizierung des

Pollenemtrages =
iiber mikroskopische Pollenanalyse e Sizma
Honig ;
\ Ermittlung des ;
GVP - Anteils e

iitber PCR- Analyse

Biologischer Pollensammler Technische
Honighiene Pollensammler

Abb. 2.1.1: Technische und biologische Pollensammler zur Erfassung der Exposition
fiir das Monitoring der Umweltwirkungen von GVO

Uber technische Pollensammler lassen sich Eintrag und Verbreitung von GVO iiber

den Luftpfad via Pollen erfassen.
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2. Methodik

Zur Charakterisierung des Polleneintrages sind drei definierte physikalische GroB3en zu

unterscheiden:
Konzentration, Deposition und Fluss.

Die Konzentration C gibt die Pollenmenge pro m* Luft an. Die Pollenkonzentration an
einem Messort unterliegt, entsprechend der Freisetzungsdynamik, starken
tageszeitlichen Schwankungen und ist direkt abhéngig von der Windgeschwindigkeit. C
kann nach Kenntnis von Lage und Grof3e der Anbauflidchen iiber Ausbreitungsmodelle
flichendeckend abgeschitzt werden. C ist eher eine toxikologisch relevante Grofe,
wenn die Wirkung in direkter Beziehung zu einem festen Luftvolumen steht, z.B.

Atemvolumen bei Allergikern, die Pollen mit der Atemluft inhalieren.

Fiir die Umweltwirkungen von GVO ist hingegen vielmehr der horizontale Pollenfluss
F [Pollen/m?] von Bedeutung, der die Menge an Pollenmaterial definiert, das wéihrend
des Bliihzeitraumes {iber die Luft herangetragen wurde und fiir Wirkungen zur

Verfiigung steht, z.B. flir Auskreuzungen.

Weiterhin ist die Menge an transgener Pollen-DNA relevant, die auf einer Fliache wie

dem Boden als Niederschlag eingetragen wird (vertikale Deposition D).

Beide Groflen lassen sich iiber Ausbreitungsrechnungen ausgehend von der
Konzentration C berechnen. Fiir den Fluss geht hier das passierte Luftvolumen tiber die
Windgeschwindigkeit ein, fiir die Deposition u.a. die Partikel- und akzeptorabhingige

Depositionsgeschwindigkeit.

Die Messergebnisse aus der stichprobenartigen Erfassung des Polleneintrages iiber
technische Pollensammler miissen Beziige zu den definierten physikalischen Gréfen
und den Ausbreitungsmodellen zulassen. Hierbei sollte der erhobene Parameter
moglichst nahe an den biologisch relevanten Einflussgroflen Deposition und Fluss
ansetzen. Als weitere Bedingungen soll sich der Polleneintrag nach Art und Anzahl am
Standort quantifizieren, sowie der GVO-Eintrag moglichst konstruktiibergreifend
(Screening) nachweisen lassen. Des Weiteren muss es moglich sein, die Gerite {iberall

im Gelidnde einzusetzen. Das bedeutet, sie miissen ohne Strom und aufwéndige
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2. Methodik

Installationen auskommen. Um eine entsprechend grofle Stiickzahl zu realisieren,
miissen die Gerdte kostengiinstig sein. Im Betrieb miissen sie wartungsarm

funktionieren. Die Anzahl Proben pro Jahr sollte mdglichst gering ausfallen.

Fiir diese Aufgabe eignen sich insbesondere technische Passivsammler, die iiber
langere Zeitraume Pollen integrativ sammeln und standortgetreue Aussagen tliber die per

Luftstrom eingetragenen Pollenmengen erlauben.

Erginzend hierzu stehen biologische Pollensammler, wie die Honigbiene, die aktiv
blithende Pflanzen anfliegen und deren Pollen sammeln. Uber die Pollenanalyse im
Honig lassen sich dann flichenreprdsentative Aussagen zur Verbreitung bliihender,

Pollen-freisetzender Pflanzen im Raum und damit der Verbreitung von GVO gewinnen.

Beide Verfahren ergéinzen sich, so dass in unserem Ansatz filir das Pollenmonitoring der
kombinierte Einsatz von technischen und biologischen Pollensammlern vorgesehen

wurde.

In dem Vorhaben wurde der Stand der Technik systematisch im Hinblick auf geeignete
Verfahren hin gepriift. Hierbei zeigte sich, dass gute Vorrausetzungen gegeben sind,
jedoch fiir die spezifischen Aufgaben im GVO-Monitoring noch bestimmte
Weiterentwicklungen und Verfahrenspriifungen im Hinblick auf einen standardisierten
Einsatz erforderlich sind. Diese werden in den Kap. 2.2 fiir den technischen
Pollensammler, in Kap. 2.3 fiir die biologische Sammlerin und fiir die PCR in Kap. 2.5
dargelegt.

Die Freilandpriifungen zur Validierung der Verfahren werden in Kap. 2.6 und 2.7
erlautert. Sie beinhalten die Priifung der grundlegenden Kriterien fiir die
Standardisierung: Sensitivitdt, Nachweisgrenze, Reproduzierbarkeit und Repridsentanz.
Methodisch wurde dies liber Kopplung mit Ausbreitungsmodellen (Kap. 2.4) und
Gradientenpriifungen vollzogen. Der Priifansatz ist nicht mit einer spateren Anwendung

im Monitoring zu verwechseln.

Die statistischen Auswertungen sind methodisch in Kap. 2.8 dargelegt. Sie miinden in

eine Abschitzung der erforderlichen Fallzahlen fiir ein Umweltmonitoring von GVO.
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2. Methodik

Die Ergebnisse und deren Diskussion in Kap. 3 beziehen sich auf die methodischen
Grundlagenpriifungen, die entsprechenden Bewertungen in Kap. 4. Einen Ausblick, wie
das Pollenmonitoring im Umweltmonitoring von GVO umgesetzt werden kann, findet

sich dann in Kap. 5.
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2. Methodik

2.2 Technischer Pollensammler:

Sigma-2 mit Pollenmassenfilter PMF

2.2.1.1 Stand der Technik

Zu Vorhabensbeginn wurden die aus der Literatur bekannten Pollensammelverfahren
auf ihre Fignung flir das Vorhabensziel gepriift. Pollen und Sporen werden den
partikelféormigen Bioaerosolen zugeordnet. Die dazugehorige Wissenschaftsdisziplin ist

die Aerobiologie.™

In der wissenschaftlichen Literatur sind zahlreiche technische Verfahren zum
Pollensammeln beschrieben. Fiir eine Ubersicht der physikalischen Sammelprinzipien
und Verfahren siehe u.a. May (1967), Society for General Microbiology (1967), Silver
(Ed.) (1970), Gregory (1973), Edmonds (ed) (1979), Raynor (1979), Garland &
Nicholson (1991) und Niessner (1993)*® sowie die nach VDI/DIN standardisierten
Verfahren fiir Stiube (VDI-Richtlinien 2119). Ein KRdL-Ausschuss®’ befasst sich
derzeit mit der Standardisierung eines aktiven Bioaerosol-Sammlers, mit Schwerpunkt
allerdings fiir Sporen. Es sind weit {iber 100 Verfahren und Geritetypen bekannt, die
auf unterschiedlichen Sammelprinzipien beruhen und jeweils fiir bestimmte
Untersuchungszwecke ausgelegt sind. Ein fiir alle Zwecke gleichermallen geeignetes

Gerit schlieft sich aus physikalischen Griinden aus.

In Anlehnung an Gregory (1973) und Raynor et al. (1979) lassen sich folgende
physikalische Sammelprinzipien nennen, auf die hier nicht ndher eingegangen werden
kann: Gravitation, Sedimentation; Deposition; Impaktion; Filtration; Ansaugen;
elektrostatische Abscheidung; thermische Abscheidung; Massenfraktionierung; Ldsen

und Auswaschen. Es werden Aktiv- und Passivgerite unterschieden.

3% International Association fiir Aerobiology (IAA)

3% Fir aktuelle Entwicklungen siche auch die Homepages der International Association of Aerobiology
[http://www.isao.bo.cnr.it/aerobio/iaa/index.html] sowie der nationalen Polleninformationsdienste (PID)
[http://www.adiz.de/]

37 Kommission Reinhaltung der Luft im VDI/DIN
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2. Methodik

Fiir die Erfassung einer Pollenkonzentration ist der Begriff ,.isokinetisch* bedeutsam™.
Viele Aktivgerite, wie z.B. die Burkard-Falle als Standardgerit der
Polleninformationsdienste, saugen {iiber eine elektrische Pumpe ein bestimmtes
Luftvolumen pro Zeiteinheit ein (z.B. 10 1/ min). Entspricht die Geschwindigkeit der
Luftsdule am Einlass der Windgeschwindigkeit der Aussenluft, so erfolgt isokinetisches
Sammeln und die Konzentration der Pollen im eingesaugten Luftstrom entspricht der
der Aussenluft. Dies #ndert sich jedoch gravierend mit Anderungen der
Windgeschwindigkeit: Ist diese geringer als am Einlass, so bildet sich ein
Einsaugtrichter, der leichtere und kleinere Teilchen bevorzugt mitnimmt, groBere auf
Grund ihrer Trigheit jedoch aussen vorbei gehen ldsst. Bei hoheren
Windgeschwindigkeiten wiederum bildet sich ein Luftstau am Einlass, so dass kleinere
Teilchen mit dem Luftstrom aussen vorbei gefiihrt werden, groflere Teilchen hingegen
auf Grund ihrer Tragheit iiberméfBig in den Einlass gelangen. Wird zusétzlich, wie bei
der Burkard-Falle, der Volumenstrom weder gemessen noch auf Normbedingungen
bezogen und reguliert, entstehen von der Temperatur und dem Luftdruck abhingige
zusitzliche Fehler. Ebenso beeinflussen Turbulenzen und Richtungsénderungen des

Einlasses das Ergebnis.

Neben dem sogenannten Einlasseffekt ist die Art und Weise der Abscheidung der
Partikel vom Luftstrom fiir die Effizienz entscheidend. Die Partikelabscheidung ist von
den Partikeleigenschaften abhdngig. Beispielsweise wirken TeilchengroBBe bzw. Masse
sowohl bei der Sedimentation in der Luft als auch bei der Deposition auf eine
waagerechte Flache und bei der Impaktion gegen eine senkrechte Flache. Hierauf wird

in spéteren Kapiteln noch nédher eingegangen (Kap. 2.2.1 und 2.2.2).

Derartige Effekte, die hier beispielhaft ausgefiihrt wurden, bedingen, dass
Aerosolsammler jeweils nur fiir die Erfassung bestimmter Fraktionen unter bestimmten

Sammelbedingungen ausgelegt sind, z.B. die Erfassung der Konzentration bei

38 siehe Kap. 2.1 fiir Parameter Konzentration, Deposition und Fluss
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2. Methodik

Partikelfraktionen <1, zwischen 1 und 10 p (z.B: Sporen) oder Grobstaubpartikel iiber
10u, zu letzteren die Pollen gehoren (von 10 — 120 p).

Von den in der Literatur bekannten technischen Pollensammlern sind Aktivgerdte fiir
das Umweltmonitoring von GVO ungeeignet, da diese entweder Strom bendtigen, nur
fir kurze Sammelzeitrdume bis zu wenigen Tagen ausgelegt oder zu teuer sind
(Burkard-Falle [Hirst, Lanzonii], Rotorod, Anderson-Impaktor, Zyklon-Sammler, Low
volume Sammler [z.B.: Kleinfiltergerdt], High volume Sammler [z.B.: Digitel). Unter
den in Frage kommenden Passivsammlern scheiden wiederum viele aus, da diese
entweder fiir das Sammeln luftgetragener Pollen wenig geeignet sind, fiir qualitatives
Sammeln ausgelegt sind und keine ausreichenden quantitativen Beziige zulassen, die
Matrix keine GVO-Analysen erlaubt oder die Gerdte insgesamt nicht ausreichend
standardisierbar sind (hierzu gehoren mit Vaseline bestrichene Objekttriger mit und
ohne Regenschutz, bestrichene Sticks, Tauberfalle, Cour Trap, nach oben offene und
der Witterung ausgesetzte Petrischalen oder Fangschalen fiir Insekten wie Gelbschalen,
Bergerhoff-Gerite, usw.). Im Folgenden = werden einige bekannte

Pollensammelverfahren vorgestellt und diskutiert.

i |

Acryl glas tape
with glue

\

Air S lowe by
intake rotating
g drum
- - 2

Impacted dust Pump
particles and
pollen grains

Abb. 2.2.1: Burkard-Pollenfalle mit Sammelprinzip
(http://bienemaja.informatik.uni-freiburg.de/Pollen/pollen_sampling.html)

25



2. Methodik

Das in  Deutschland und  Europa  gebrduchliche  Standardgerdt  der
Polleninformationsdienste (PID)* zur Pollenflugvorhersage fiir Allergiker ist die
Pollen- und Sporenfalle nach Hirst (1958), die unter dem Namen Burkard-Falle bekannt
ist (Abb. 2.2.1)*. Die Burkard-Falle gehort zu den volumetrischen®' Aktivgeriten.
Durch einen schlitzformigen Einlass, der iiber eine Windfahne ausgerichtet wird, wird
ein konstanter Luftstrom angesaugt (10 1/min), der senkrecht auf einen mit Haftmittel
beschichteten Trager gefiihrt wird. Wéhrend die Luft umgelenkt wird, scheiden sich
Partikel wie Pollen auf Grund ihrer Tragheit auf dem Hafttrager ab (Impaktion). Dieser
wird hierbei auf einer Trommel stetig weitergefithrt (Umlauf in der Regel 7 Tage), so
dass die Pollenfinge nach mikroskopischer Auszdhlung chronologisch zugeordnet
werden konnen. Die Erfassung und mikroskopische Auswertung ist liber die nationalen
Polleninformationsdienste ~ intern  standardisiert. = Die  Zielvariable ist die
Pollenkonzentration in der Luft [Anzahl Pollen pro m?]. Nachteilig fiir das GVO-
Monitoring ist, dass die Geréte relativ teuer und wartungsintensiv sind sowie Strom und
Installationen bendtigen, so dass sie fiir eine Anwendung in der Flidche nicht in Frage
kommen. Das vorhandene Messnetz der Polleninformationsdienste ist auf
humanallergologische Zwecke ausgerichtet und nimmt in der Regel agrarferne Lagen
(Stadtzentren) ein. Diese konnen zwar als Referenzstandorte fiir das GVO-Monitoring
genutzt werden. Da das Probenmaterial aus einer Burkhard-Falle im Routinebetrieb
neben der Pollenzdhlung nicht gleichzeitig auch fiir die PCR verwendet werden kann,
miissten diese Standorte allerdings fiir die molekularbiologischen GVO-Nachweise mit

Parallelgerdten oder entsprechenden Zusatzeinrichtungen versehen werden.

39 http://www.pollenstiftung.de (ca. 55 Standorte in Deutschland)
0 Hersteller: Burkard-Ltd, England; im siidlichen Europa ist der Hersteller Lanzonii (Italien) verbreitet.
*! Sammeln mit definiertem Luftvolumen
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d) Durham-Falle

e) Cour-Trap

minimum 15 em
opening 5 cm diameter (must be exact)
sloping collar
/Csbape and size
may vary)

3-D view from side

view from above

collar + bucket
version

collar + jar
version

¢) Andersen-Kaskaden-Impaktor f) Tauber-Falle

Abb. 2.2.2: Auswahl weiterer gebrduchlicher Pollensammler (Quellen: a, d, e von
Homepage der Spanish Aerobiology Network; b Burkard-Ltd; c aus
http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/airborne.htm, f Pollen Monitoring
Network nach Tauber 1965)
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Abb. 2.2.2 enthdlt eine Auswahl weiterer gebrauchlicher Pollensammler. Bei den
Polleninformationsdiensten vornehmlich im nordamerikanischen Raum ist der Rotorod
(a) verbreitet*. Er ist als Aktivgerit funktional einfach und deutlich kostengiinstiger als
die Burkhard-Falle. Das Funktionsprinzip beruht auf der Impaktion: Zwei diinne, mit
haftaktiven Tragermaterial versehene Stibe sind auf einem Rotor angeordnet. Die Stidbe
werden mit hoher Drehzahl durch die Luft gefiihrt, wobei sie ein bestimmtes
Luftvolumen durchstreichen, so dass von den eingesammelten Pollen auf die
Konzentration geschlossen werden kann. Der Rotorod liefert nach Kalibrierung
verlissliche Daten zur Pollenkonzentration” Auf Grund der relativ kleinen
Akzeptorflichen im Verhiltnis zur Impaktionsrate besteht leicht die Gefahr der
Sattigung, so dass der Rotorod besonders flir Kurzzeitmessungen geeignet ist oder, wie
im Routinebetrieb iiblich, Intervallmessungen gefahren werden miissen. Auf Grund der
geringen Sammelmengen ist er flir die hier gestellten Aufgaben im GVO-Monitoring

jedoch nicht geeignet.

Speziell fiir molekularbiologische Untersuchungszwecke geeignet sind neuere
Entwicklungen von Zyklon-Sammlern*. Mit dem Burkard-Cyclone-Sampler (b) lassen
sich partikelférmige Aerosole abscheiden und ohne weitere Tragermatrizes direkt in
geeignete Probengefifle iiberfithren. Fiir Kurzzeitmessungen stellen diese Geréte das
derzeitige Mittel der Wahl fiir GVO-Analysen dar. Die technische Realisierung dieser
Aktivgerite ist derzeit noch relativ teuer. Sie benétigen eine hohe und geregelte
Pumpenleistung, sind zudem wartungsintensiv und fiir den Dauerbetrieb nicht geeignet.

Daher kommen sie fiir das GVO-Monitoring derzeit nicht in Frage.

Fir die Erfassung partikelformiger Aerosole findet weltweit, insbesondere fiir
humanmedizinische Zwecke, der Andersen-Kaskaden-Impaktor (c) Verwendung (Abb.
2.2.2). Uber eine Vakuumpumpe wird Luft angesaugt und durch einen Set

iibereinanderangeordneter Impaktoren geleitet. Diese sind so konstruiert, dass eine

2 Multidata Co, USA; http://www.co.forsyth.nc.us/EnvAffairs/pollen/
* Frenz & Elander (1996)
* Burkard-Ltd (http://www.burkard.co.uk/)
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sukzessive Trennung der Partikelfraktionen nach GrdéBenklassen (Masse) erfolgt, so
dass sich toxikologische Bewertungen (Lungengéngikeit etc.) ableiten lassen. Das Gerét
benotigt eine geregelte und hohe Pumpenleistung, Installation und Strom. Dazu kommt,

dass das Gerit relativ teuer ist und somit fiir das GVO-Monitoring weniger geeignet ist.

Relativ kostengiinstig und einfach sind hingegen Passivgerite. Ein Beispiel zeigt in
Abb. 2.2.2f die fiir vegetationskundliche und paldobotanische Fragen entwickelte
Tauber-Falle”. Sie besteht aus einem zylindrischen GefdB, in dem sich eine
konservierende Sammelfliissigkeit befindet. Zwischen Abdeckung, die vor Regen
schiitzt, und Gefal} befindet sich ein Spalt, durch den die Pollen mit der Luft eingeweht
werden. Die Tauber-Falle verbleibt in der Regel die gesamte Vegetationszeit im
Geldnde. Der hohe Anteil an Fremdbestandteilen macht fiir die Pollenanalyse eine
aufwindige Aufbereitung mit Acetolyse erforderlich, so dass nur eine optische
Pollenbestimmung anhand der Exine moglich ist und keine PCR. Daher scheidet das
Verfahren fiir das GVO-Monitoring aus.

Ein andere géngige Methode ist mit Vaseline oder einem anderen Haftmittel bestrichene
Objekttrager an der Luft liegend oder auch hingend zu exponieren. Bei der Durham-
Falle (Abb. 2.2.2d) werden die Objekttrager zusitzlich vor Witterungseinfliissen
geschiitzt. Wenngleich diese Verfahren probate Mittel fiir einfache und rasch
durchzufithrende Kurzzeit-Untersuchungen darstellen konnen, kommen sie fiir das
GVO-Monitoring nicht in Frage, da sie keine quantitativen Aussagen zulassen und als
nicht reproduzierbar und standardisierbar gelten (Gregory 1973).

Ein interessanter Pollenpassivsammler ist die Cour-Falle, die im Agrarsektor,
insbesondere im Weinbau Verwendung findet (Abb. 2.2.2¢). An eine Windfahne ist
vorne ein durch ein Regendach geschiitzter Rahmen befestigt, der mit einem
haftmittelgetrankten, winddurchldssigen Tuch bespannt ist. Die Luft streicht durch das
Tuch und die Pollen verbleiben darin. Vergleiche mit Aktivgerdten zeigten, dass

passable Resultate erzielbar sind, wenn die Séttigungsgrenzen des diinnen Tuchstoffes

4 Tauber 1974
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beachtet werden.* Die Aufbereitung der Proben zur Pollenzihlung erfordert eine

Azetolyse, so dass eine PCR nicht mdglich ist.

2 layers
of marbles (#:16mm)
315 -
BSNE-Sammler (1) MDCO — Sammler (1)
40 ?
= qib 50 . !
=3 B 5 T
80 8 3
%
_/__,..-surnple bottle
18 I ks
v
MWAC — Sammler (1) Staubsammler nach Bergerhoff (2)

Abb. 2.2.3: Beispiele fiir Partikel-Passivsammler (Quellen: (1) Goossens & Olffer
(1999); (2) VDI-Richtlinie 2119, Blatt 2 (1996)

In Abb. 2.2.3 sind vier Passivsammler aufgefiihrt, die potentiell fiir das GVO-
Monitoriong geeigneter erschienen. Unter den verschiedenen Passivsammelgerdten fiir

partikelformige Aerosole weisen nach Goossens & Offer (1999) der MDCO zur

4 Ferreira et al. 2001
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Erfassung der vertikalen Deposition sowie der BSNE und, etwas eingeschrinkter, der
MWAC fiir die Erfassung des horizontalen Flusses gute Eignung auf. Die beiden
letzteren bendtigen eine Windfahne zur Ausrichtung; es zeigte sich, dass bei der
erforderlichen Qualitit in der technischen Ausfiihrung dies im Endergebnis den
Sammler relativ teuer machte und anfillig bei Installation und Betrieb, so dass den
Sammlern deswegen keine erste Prioritit eingerdumt wurde. Der MDCO ist duf3erst
preisgiinstig, jedoch wird die nach oben offene und exponierte Konstruktion, die fiir die
Erfassung von Staubverfrachtungen in ariden Wiistengegenden entwickelt und dafiir
sehr geeignet ist, fiir Pollen in unseren Breiten als ungiinstig bewertet".

Beim Bergerhoff-Verfahren werden nach oben offene Auffanggefde (Einmachgléser)
exponiert und die darin gesammelten Staubniederschlige gravimetrisch und analytisch
ausgewertet. Es ist ein in der BRD weitverbreitetes Konventionsverfahren zur
Immissionsiiberwachung von Staub (VDI 2119 Bl 2 1996), iiber das langjdhrige
Erfahrungen zur Stauberfassung vorliegen, nicht jedoch zur Erfassung von Pollen und
Sporen. Als nach oben offener Sammler unterliegt er denselben, oben angefiihrten
grundséitzlichen Einschrinkungen, die ihn weniger geeignet zur Pollenflugerfassung
machen. Da zudem die Proben nicht vor Licht geschiitzt sind und Algen- und
iipilzbewuchs stattfindet, sind die Proben fiir aerobiologische Analysen unbrauchbar.
Beim Medizin-Meteorologischen Dienst des Deutschen Wetterdienstes in Freiburg
(DWD) fand daher bereits in den 80ziger Jahren eine Weiterentwicklung statt, die zum
VDI standardisierten Staubpassivsammler Sigma-2 fiithrte (VDI-Richtlinie 2119 Blatt 4
1997). Dieser wird vom DWD zur Erfassung von Staubbestandteilen an Kurstandorten
sowie zur Pollenerfassung verwendet.*® Er stellte den einzigen Passivsammler dar, fiir
den eine aussagekriftige Standardisierung zur Pollenerfassung iiber eine VDI/DIN-
Richtlinie vorlag. Auf Grund der Intention, moglichst zeitnah geeignete Verfahren zur

Verfligung zu haben, wurde der Sigma-2 als geeignetes Basisgerit zur Erfassung des

47 Wegen Witterungseinfluss, Insekten und Verrottung
* Derzeit ca. 80 Kurstandorte; mehrere Forschungsvorhaben im In- und Ausland zur Pollenerfassung
(http://www.dwd.de)
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Polleneintrages nach Art und Quantitdt herangezogen. Der Sigma-2 wird in 2.2.2

ausfiihrlicher erortert und ist dort in Abb. 2.2.5 dargestellt.

2.2.1.2 Verfahrensentwicklung

Die Arbeiten zur Entwicklung eines fiir ein GVO-Monitoring geeigneten technischen
Pollenakkumulators wurden von F. Hofmann, Okologiebiiro, in Zusammenarbeit mit
Dipl.-Ing. G. Breitful3, Breitful Messtechnik GmbH, und mit Unterstiitzung durch V.
Dietze und Dr. E. Schultz (DWD, Freiburg) durchgefiihrt.

Als Basisgerdt zur quantitativen Bestimmung des Polleneintrages diente der
Depositionssammler Sigma-2*° nach VDI 2119, Blatt 4. Die beim DWD gemachten
Erfahrungen anhand allergologisch relevanter Pollen fiihrten zur Einschétzung, dass die
Sammelmenge zu gering fiir molekulargenetische PCR-Analysen zur Priifung des
GVO-Eintrages ausfillt. Aus diesem Grund erfolgte die Entwicklung einer geeigneten
Zusatzvorrichtung, dem ,,Pollenmassenfilter PME™, der mit dem Sigma-2 zusammen

eingesetzt werden kann und die Aufgabe hat, ausreichende Pollenmengen einzufangen.

Das Gerédt wurde hierbei fiir einen etwa vierwdchigen Sammelzeitraum dergestalt
dimensioniert und optimiert, dass die Pollenmengen mindestens den Verfahrensgrenzen
der PCR entsprechen. In Abb. 2.2.4 wird die Aufgabenteilung der technischen

Pollensammler Sigma-2 und PMF fiir ein GVO-Monitoring veranschaulicht.

Fiir die technische Entwicklung und den Bau der PMF-Sondervorrichtungen wurde die
Firma BreitfuBl Messtechnik GmbH in Harpstedt beauftragt. Die Validierung im
Freiland erfolgte in 2001 (siche Kap. 2.7).

4 Bezug: SSP, Horben bei Freiburg (http://www.ssp-europe.com)

% Eingetragenes Gebrauchsmuster DE 201 17 632.7 (F. Hofmann, Okologiebiiro [http://www.oekologiebuero.de]);
Bezugsquelle:  Okologiebiiro und BreitfuB Messtechnik GmbH, Harpstedt (http://www.breitfuss.de);
Patentanmeldung DE 103 27 327.1-52.
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Aufgabenteilung Sigma-2 und PMF

B estimmung

PCR —_— des
GVP-Eintrages

Analyse der Pollen-DNA per PCR
[quahtatives Screermng, quanttative real-hme PCE
[TaqMan])

Milaoskopische Pollenanalyse
{vimellund rit Bild analwse)

Erolg B estitnrnung
" o des
o i
e Polleneintrages
L - nach Art und
: Anzahl

ko bgiebn m 21202

Abb. 2.2.4: Die Aufgabenteilung der technischen Pollensammler Sigma-2 und PMF fiir
das Monitoring der Umweltwirkungen von GVO.

2.2.2 Sigma-2

Ein zur Probenahme von luftgetragenen Partikeln, z.B. Pollen, geeignetes
Passivsammelgerdt ist der Depositionssammler ,,Sigma-2“ nach VDI 2119 Blatt 4
(1997). Der Sigma-2 - Sammler wurde vom Deutschen Wetterdienst (DWD) zur
Staubprobenahme fiir Partikel > 2,5 pm Partikeldurchmesser entwickelt (Schultz 1993,
1994a; 1994b; 1999). Hierzu gehoren auch Pollen, die artspezifische Durchmesser von
5 — 120 pm aufweisen. Er wird routineméfig vom DWD in einem bundesweiten
Messprogramm zur Luftiiberwachung in Kurorten eingesetzt, sowie in diversen
Forschungsvorhaben im In- und Ausland (Osterreich, Schweiz, Argentinien, Brasilien,

siche: Endlicher et al. 1996; Eltschka et al. 1994; Alessandro et al. 1999). Die
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Auswertung der Partikelniederschlige auf den Haftfolien erfolgt quantitativ visuell
unter mikroskopischer Vergroferung sowie unter Anwendung bildanalytischer
Verfahren. Hierbei sind biogene Partikel, wie Pollen, durch Einfdrbung und/oder
aufgrund der Eigenfluoreszenz sicher von anderen Luftstaubpartikeln, wie mineralische

Stidube, Reifenabrieb, Rul} etc., zu unterscheiden.

2.2.2.1 Bau und Funktion

Bau und Funktion des Sigma-2 werden in Abb. 2.2.5 veranschaulicht. Der Sigma-2
besteht aus einem Sedimentationszylinder, der nach oben durch eine Haube abgedeckt
ist. Sowohl in dem Zylinder, wie auch in der Abdeckhaube sind seitlich je vier Fenster
angebracht, durch die Luft weitgehend ungehindert in den Sedimentationszylinder
gelangen kann. Der Sedimentationszylinder hat die Funktion einer Beruhigungskammer
fiir die Umgebungsluft, so dass die in der Luft enthaltenen Partikel auf eine Haftfolie
am Boden des Zylinders absinken. Der Sigma-2 ist damit als Depositionssammler
anzusprechen. Nach der Exposition werden die Haftfolien entnommen, im Labor
pripariert und dann die Partikel gemidB3 der VDI-Richtlinie unter dem Mikroskop

bestimmt und ausgezéhlt.

L 1]
=0 o o
- ] O - -
| |
o
O
t Ceposited dust
Acryl glas patticles and
tape with z/” pollen grains
g|ue n fia] i i

Abb. 2.2.5: Bau und Funktionsweise des Passivsammlers Sigma-.

(http://bienemaja.informatik.uni-freiburg.de/Pollen/pollen_sampling.html)
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2.2.2.2 Expositionsdauer

Bei den Statusuntersuchungen des DWD in den Kurorten werden die Staubhaftfolien 7
Tage im Sigma-2 ausgebracht. Entsprechend den in unserem Vorhaben genannten
Zielen fiir ein Umweltmonitoring von GVO wurden die Haftfolien abweichend hiervon

iiber den Bliihzeitraum der Pflanzen exponiert (4-6 Wochen, siche Kap. 2.7).

2.2.2.3  Transport und Priparation

Nach Entnahme der Haftfolien aus dem Sigma-2 im Geldnde wurden diese auf den
Trégern in verschlieBbare, durchsichtige Plastiktransportdosen iiberfiihrt und innerhalb
von 48 Stunden an den DWD versandt. Die Priparation erfolgte dann im Labor des
DWD mit routineméBig etablierten Verfahren. Die Proben wurden im Trockenschrank
drei Stunden bei 50°C konditioniert. Fiir die Durchlichtmikroskopie wurden aus den
Folien anschlieBend Ausschnitte von 18 mm x 18 mm ausgestanzt, auf Glas-
Objekttrager iiberfithrt, mit Safranin angefdarbt und mittels Lack zu Dauerpriparaten

verschlossen.

2.2.24 Mikroskopische Pollenauszihlung

Die mikroskopische Pollenauszihlung erfolgte sowohl qualitativ visuell als auch
quantitativ durch Vermessung mit dem Bildanalysesystem Digitrace der Fa. IMATEC
beim DWD in Freiburg. Als Mikroskop stand das ZEISS Axioplan 2mot zur Verfiigung,
das mit einem steuerbaren xy-Probentisch der Fa. Maérzhduser und einem
Autofocussystem (z) ausgestattet war. Die bildanalytische Vermessung der Pollen auf
den Objekttriagern erfolgte bei 10-facher bis 20-facher Vergroferung. Die Einheit ist in
Abb. 2.2.6 dargestellt.
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-
_—

Abb. 2.2.6: Bildanalyseeinheit beim DWD mit Prdzisionsmikroskop (Zeiss),
hochauflosender CCD-Kamera und Rechnerkopplung (Foto: DWD)

Die Priparate wurden sowohl visuell mit dem Auge als auch bildanalytisch ausgewertet.
Hierzu wurden auf den Priparaten festgelegte Stiitzstellen angefahren und {iber die
CCD-Kamera Bilder eingezogen. Die Auswertung erfasste eine Zihlfliche von

insgesamt 110 oder 120 mm?. Die Einzelbilder wurden gespeichert.

Ein Beispiel mit Rapspollen ist in Abb. 2.2.7 dargestellt.
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Abb. 2.2.7:  Ausschnitt einer prdparierten Haftfolie mit Rapspollen unter dem
Mikroskop (Foto: DWD)

Die Auswertung umfasste die Gesamtpollenanzahl und die Pollenanzahl von Koniferen
sowie von Raps, Mais, Zuckerriibe und Kartoffel. Hierzu wurden in Vorversuchen zur
Etablierung des Verfahrens Referenzproben und entsprechende Bildarchive angelegt.
Die bildanalytische Auswertung und Unterscheidung der Pollen erfolgte mit einer
Echtfarbbildverarbeitung  durch  die  Verknilipfung  morphometrischer  und

morphologischer Messparameter.

Der visuelle Nachweis der Pflanzenpollen erfolgte in der Regel auf Gattungsebene, da
eine Arten- oder gar Sortendifferenzierung in der Regel nicht moglich ist (siehe Tab.
3.1.8). Des Weiteren ist der Reifezustand des Pollens zu beachten, da dieser zu

morphologischen Varianzen fiihrt.
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2.2.2.5  Auswertung

Die Messergebnisse wurden als Pollenanzahl Ny gigma Uber die Zahlfliche Az sigma

angegeben. Diese Angabe bezieht sich auf den Sammel-/Expositionszeitraum 7 (tau).

Die Pollenbelegung der gesamten Sigma-Haftfolie [Ny sigma] berechnet sich dann wie

folgt:

Angy. . |nPollen
- —_— ln —_—
Zsigna 4 Haftfolie

ZSigma

NHSigma - N (])

wobei gilt: Ny sigm: Pollenanzahl auf der Sigma-Haftfolie
Nz siema:~ Pollenanzahl auf Zahlflache der Haftfolie

AH sigma Flache der Haftfolie in mm? [65mm x 65mm= 4.225mm?]

A7 sigma: Zahlfliche in mm? [z.B.: 110mm?]

Der Polleneintrag am Standort iiber den Expositionszeitraum +t wurde als

Pollendeposition pro m? im Zeitraum t angeben und leitet sich wie folgt ab:

N zSigma‘106 | nPollen
= m |— (2)

2
AHSigma g m-tT

T Sigma

wobei gilt: D: sigma:  Pollendeposition pro m* im Expositionszeitraum t
1. Expositionszeitraum in d Tagen

Standardbezugsfliachel m? = 10° mm?

Da in unserem Versuch die Expositionszeit den Hauptbliihzeitraum umfasste, stellt D
gleichzeitig die fiir die Bewertung wesentliche Gesamtmenge des Polleneintrages iiber
die Bliihperiode im Jahr dar. Ansonsten erhélt man diese als Summe der aufeinander

folgenden Einzeldepositionen.

Die gemessene Pollendeposition diente dann in der statistischen Auswertung als

definierte Grofle fiir Beziige zur Ausbreitungsrechnung (siche Kap. 2.6 und Kap. 2.8).
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Nach Beriicksichtigung der Verteilungsform der Daten durch log-Transformation’!
erfolgte die statistische Auswertung im Hinblick auf Sensitivitit, Reproduzierbarkeit,

Nachweisgrenze, Hintergrundbelastung und Fallzahlen (s. Kap. 2.5).

2.2.2.6  Weitere Auswertemoglichkeiten mit Erliuterungen zum

Sammelverhalten des Sigma-2
Als StandardgrofBle wird vielfach die Depositionrate als mittlere Eintragsrate pro m* und
Tag {iiber den Erfassungszeitraum angegeben. Die Pollendepositionsrate Dy sigma
berechnet sich wie folgt:

D.,.. . |nPollen
= TS, | T 3)

. 2
d Sigma T m - d

wobei gilt: Dy sigma: mittlere Pollendepositionsrate pro m* und Tag

T Expositionszeitraum in d Tagen

Unter Annahme einer Depositionsgeschwindigkeit vg ldsst sich die mittlere
Pollenkonzentration iiber den Sammelzeitraum aus der Pollendepositionsrate wie folgt

abschétzen:

Dy, n Pollen
CSigma = = ‘fsd in m3 4)

d i,Sigma
wobei gilt:
Csigma:mittlere Pollenkonzentration in der Luft

Dy sigma: Depositionsrate der Pollen pro m* und Sekunde

>! Fiir Auswertungen von Pollenmessdaten in der Luft wird in der Regel eine log-normal-Verteilung angesetzt, die in
einem begrenzten Dosisbereich eine gute Anndherung darstellt. Systematische Auswertungen von weltweiten
Befunden aus Burkard-Falle und Rotorod ergaben iiber den gesamten Dosisbereich bessere Anpassungen iiber eine
Gamma-Verteilung (Comtois 2000). Bei hohen Dosen (Nahbereich) erscheint der Kurvenverlauf steiler als
exponentiell, bei geringen Dosen flacher, bei weiten Entfernungen ergibt das héhere Dosen als bei exponentiellem
Kurvenverlauf erwartet. Die Verldufe sind abhdngig von der Messtechnik.
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Vdi sigma: Spezifische Depositionsgeschwindigkeit der Pollenart 1 im Sigma-2

fia:  Umrechnungsfaktor Sekunde auf Tag [=1/86.400]

Eine experimentelle Kalibrierung und Validierung des Sigma-2 unter Feldbedingungen
wurde durch Vergleichsmessungen mit dem WRAC (WideRangeAerosolClassifier;
VDI 1997) an einem Testaerosol durchgefiihrt. Der technisch extrem aufwéndige
WRAC gilt als ein Referenzgerit fiir anndhernd isokinetisches Sammeln iiber ein breites

Partikelspektrum.

Anders als bei Staubpartikeln ist die effektive Depositionsgeschwindigkeit vq ; sigma filr
die meisten Pollenarten jedoch nicht genau bekannt. Dafiir sind bestimmte Annahmen

zu machen, die im Folgenden erldutert werden:

Beim Sigma-2 trigt die Geometrie des Gerétes mit den versetzten Einlass6ffnungen zu
einer windberuhigten Zone im Innenraum bei, in dem die Sedimentation vorherrschend
wirksam ist (Sedimentationsstrecke). Die Sammeleffienz des Einlasses wird von der
Anstromung beeinflusst und ist abhéngig von der Pollenart. Die Gesamtsammeleffizienz
des Sigma-2 kann nach Thompson et al. (1994) als das Produkt aus Sammeleffizienz
des Einlasses mal der Sammeleffizienz des Kollektors im Innenraum beschrieben

werden:

wobei gilt:
Esigma: Sammeleffizienz des Sigma-2
El sigma: Inlet-Sammeleffizienz fiir Sigma-2

Ex_sigma: Kollektor-Sammeleffizienz im Innenraum des Sigma-2

Beriicksichtigt man die Sammeleffizienz des Sigma-2 iiber einen Faktor™”, so ldsst sich

aus der Endsinkgeschwindigkeit v die effektive Depositionsgeschwindigkeit vq_ sigma. filr

32 mittlere Anniherung; bei differenzierter Betrachtung von Windverhltnissen und Pollenarten ist dieser durch eine
entsprechende Funktion zu ersetzten
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den Sigma-2 auf der Grundlage des Stokes’schen Gesetzes wie folgt ndherungsweise

bestimmen:
= — 2 . cm ..
Vd sigma _f Esigna. V.= f Esiona 0,003-4. in [T} Siirl( d,.(100um (6
WOb€lL:  Vy_ sigma: spezifische Depositionsgeschwindigkeit der Pollen fiir Sigma-2

vs:  spezifische Endsinkgeschwindigkeit der Pollen in Luft
fE sigma Faktor fiir Sammeleffienz des Sigma-2
dae:  aerodynamische Durchmesser in pm fiir kugelformige Partikel

mit Pollendichte p (tho) =1 g/cm?

Der aerodynamische Durchmesser ist fiir viele Pollenarten ebenfalls nicht exakt
bekannt. Da die aerodynamischen Eigenschaften von Pollen stark differieren konnen,
muss dieser, und letztlich vy, fiir jede Pollenart unter Freilandbedingungen bestimmt
werden. Hilfsweise wurde vom DWD der geometrische Durchmesser verwendet unter
Annahme einer mittleren Pollendichte von p = 0,75 und einem mittleren dynamischen

Gestaltfaktor fiir Pollen « [kappa] = 1,5 (Hinds, 1982):
geo

. =0,003- 42 £ 7)
K

Daraus ergaben sich als Sinkgeschwindigkeit v, fiir die Zielarten Raps, Mais und

Zuckerriibe im Sigma-2 folgende Erwartungswerte:
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Pollen- berechnete Literatur- Literatur-
Pollenart durchmesser Sink- werte werte
geschwindigkeit
dgeo Vs Vs Vd
pm cm/s cm/s cm/s
Raps 25-35 09-138 1,1@ 09-1,7"9
Mais 80 — 125 10 24 21-329 20-40 %V
Zuckerriibe 20 -30 0,6-1,3
Gesamtpollen 5-125 1,4©®

Tab. 2.2.1: Erwartungswerte fiir die Sinkgeschwindigkeit vs der Pollen von Raps, Mais
und Zuckerriibe mit Angabe von Vergleichswerten aus der Literatur
(1) Emberlin (1999)
(2) Dietze, unveroff.
(3) Aylor (2002)
(4) McCartney & Lacey (1991)
(5) DWD, empirisch fiir Pollengesamtzahl Sigma versus Burkard (s.u.)

Bei der Freisetzung von Pollen kann ein Teil der Korner nicht nur einzeln vorliegen,
sondern auch als Packchen. Insbesondere Pollenarten wie Raps, die Pollenkitt
aufweisen, neigen dazu. Chamberlain (1967) fiihrte diesen Aspekt aus und zeigte an
Beispielen, wie sich v4 in Abhéngigkeit von Pollenzahl und Geometrie édndert (z.B.: bei
3 Pollen im Dreieck um 20%). Er kommt zur Bewertung, dass sich unter praktischen

Gesichtspunkten vy nur relativ geringfiligig dndert.

Ein Vergleich der Ergebnisse zur Ermittlung der Pollenkonzentration aus dem passiven
Depositionssammler Sigma-2 erfolgte in 2002 iiber 14 Wochen mit entsprechenden
Ergebnissen aus dem volumetrischen Standardaktivgerit Burkard-Falle (10 I/min,
jeweils 7 d Sammelzeitraum) beim DWD in Freiburg. Die Ergebnisse der
Vergleichsmessungen fiir die Pollengesamtzahl sind in Abb. 2.2.8 dargestellt. Aus dem

Vergleich ergab sich ein effektives vq sigma = 1,4 cm/s zur Berechnung der
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Pollenkonzentration aus der Pollendeposition des Sigma-2 fiir die Pollengesamtzahl.

Die Kurven sind nahezu deckungsgleich und hochsignifikant korreliert.

Vergleichsmessungen der Pollenkonzentration

Freiburg, Zentrum, 35m (.G, 4.01.-12.04.2002
00

=t /olumetrisch (Burkard) visuell, alle Pollen
meeeoene Sedimentation (Sigma-2), bildanalytisch, alle Pollen

a00

'y
[]
=

[55)
=
=

Konzentration [Anzahl / m?]

)
]
=

100

Kalenderwoche

Abb. 2.2.8: Vergleichsmessungen des Passivgerdtes Sigma-2 zur Burkard-Falle, dem
Standardaktivgerdt der Polleninformationsdienste in der BRD und in weiten

Teilen Europas (Quelle: Mitteilung DWD 2003)
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2.2.3 Der Pollenmassenfilter PMF

Ziel war es, ein iiber lingere Zeit (mehrere Wochen) im Freiland einsetzbares passives
Sammelgerdt zu entwickeln, das eine fiir molekularbiologische Analysen der Pollen-

DNA ausreichend grof3e Probenmenge an Pollen sammelt.

2.2.3.1 Bau und Funktion des PMF

Bau und Funktion des PMF gehen aus Abb. 2.2.9 hervor. Die Abbildungen zeigen die
entwickelte Endform als Grundlage der derzeit in Arbeit befindlichen VDI Richtlinie
4030 Bl. 3. Der PMF ist als Zusatzgerdt auf den Sigma-2 montiert (a) und iiber eine
Schlauchverbindung mit der Sammelflasche verbunden. In Bildteil b ist der Aufriss zu
sehen. Zur Erlduterung der Bau- und Funktionsweise wird der PMF in Abb. 2.2.10 als

Komplettansicht und in seine Einzelteile zerlegt abgebildet.

Der PMF weist eine zylindrische Form auf. Er besteht aus dem Basisteil mit
Auffangschale und Ablauf sowie eingelassenen Stabhalterungen, dem Filterkorper
sowie der Abdeckung®. Der Filtermantel des PMF ist aus kreisrunden, innen hohlen
Gewebefiltern zu einem geschichteten Mantelkdrper zusammengesetzt. Die
Zylinderform stellt sicher, dass der Filter, in Radialrichtung gesehen, unabhidngig von
der Windrichtung immer dieselbe projizierte Expositionsfliche hat. Entsprechend der
Dimensionierung des Filterkorpers und den vorherrschenden Windverhéltnissen passiert
ein bestimmtes Luftvolumen den Filter. Die einzelnen Filterpads bestehen aus
haftaktiven, thermisch verbundenen und beschichteten Polypropylen-Fasern (& ca. 100
um). Die Faserdichte des geschichteten Filterkorpers nach innen ist homogen und weist
eine vertikal periodische Verdanderung auf. Letztere Anordnung vermindert zusétzlich

Staudruckeffekte und erhoht die Filtereffizienz.

>3 Der obere Deckel wurde zunichst als Flachversion, spiter als spitz zulaufendes Kegeldach ausgefiihrt, um den
Ansitz von Vogeln zu verhindern.
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Kegeldach

Schraubverbindung zum Entnehmen der
Filterscheiben

Distanzstibe

Filtermantel bestehend aus 8
Filterscheiben

Unterteil mit konischem Ablauf
Schlauch-Schnellkupplung
Schraubverbindung zum Sigma-2
PMF komplett

Sigma-2
Proben-Verbindungsschlauch
Pfahl, Lange 2m

Kocher fiir Probenflasche
Probenflasche

Abb. 2.2.9: Bau und Funktion des PollenMassenFilters PMF.

a) Gesamtansicht des technischen Pollensammlers

b) Probenahmeeinheit PMF montiert auf Sigma-2

¢) Aufriss PMF
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Der Aufbau des Filtermantels ist so beschaffen, dass er einen sehr geringen
Stromungswiderstand®* aufweist und nur ein geringer Staudruck entsteht, so dass die
Luft den Filter nahezu ungehindert durchstromt, gleichzeitig jedoch Partikel iiber
10 um, zu denen die Pollen mit Durchmessern von 10-120 pm gehdren, zu einem hohen
Grade zuriickgehalten und ausgefiltert werden™. Die Faserdicke und Gewebeart kann
unter physikalischen Aspekten als optimal fiir Partikel groer 10 um gewertet werden,

ohne dass dabei ein Zusetzen des Filterkdrpers bei ldngerer Exposition erfolgt.

Bau und Funktion des Pollenmassenfilters PMF

Abb. 2.2.10: Ansichten des PMF zu Bau und Funktion mit Einzelteilen.

Der PMF wurde fiir langere Expositionszeiten iiber mehrere Wochen ausgelegt, so dass
die Hauptbliihperioden der Pflanzen mit wenigen Proben erfasst werden konnen (siche
Kap. 2.7). Empfohlen werden 1-4 Wochen. Die Dimensionierung des PMF war hierbei

angepasst an die Anforderungen in Bezug auf die erforderliche Pollenmenge fiir die

* Der Stromungswiderstand AP betriigt fiir ein Filterpad bei vertikaler Durchstrdmung ca. 30 Pa bei 1 m/s
Nenndurchstromgeschwindigkeit

> Der Abscheidegrad fiir Partikel > 10 um betrigt nach DIN EN 779 ca. 90 % bei vertikaler Durchstromung eines
Filterpads.
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PCR und den in Mitteleuropa vorherrschenden Windverhiltnissen. Dies ergab eine

projizierte Fliche, in Windrichtung gesehen, von 10 cm x 8 cm = 80 cm”.

Bei trockener Witterung werden Partikel, wie Pollen, festgehalten. Bei Regen werden
diese ausgewaschen und der Filter damit gleichzeitig regeneriert. Damit kein
Sammelgut verloren gehen kann, ist als Bestandteil eine Auffangeinrichtung fiir das
vom Filter ablaufende Regenwasser vorgesehen. Durch einen im Boden eingelassenen
Ablauf wird das aufgefangene Regenwasser iiber einen inerten Schlauch zu einer 1,5 1
PET-Sammelflasche geleitet’®. Fiir die gesammelte Pollenprobe wird eine
Riickgewinnung der Pollen aus dem Filterkorper sowie aus dem aufgefangenen
Regenwasser dann im Labor vorgenommen (siehe Kap. 2.2.3.2). Hierdurch kann auch

die aufgefangene Niederschlagsmenge nachvollzogen werden.

In der ersten Freilandperiode im Frithjahr 2001 wurde gelegentlich Vogelansitz
beobachtet, was in Einzelfillen zu Kotanlagerungen flihrte. Um dieses zu vermeiden,
wurde der PMF, der in der ersten Version ein Flachdach aufwies, im Folgenden

standardméafig mit einem Kegelspitzdach versehen.

2.2.3.1.1 PMF-Varianten

Unter Beibehaltung der Filtereinheit als funktionales Grundprinzip wurden im Verlauf
des Vorhabens verschiedene Varianten des PMF entwickelt, die die Palette der

Anwendungsmdglichkeiten erweitern und hier methodisch ergéinzend erwéhnt werden.

2.2.3.1.1.1 PMF-M mit integriertem Membranfilter

Im unteren Basisteil des PMF kann eine Abscheidevorrichtung integriert werden, so
dass die im Regenwasser vorhandenen festen Partikel, wie Pollen, bereits im PMF vom
Regenwasser getrennt werden. In der Version PMF-M ist dies durch einen
Membranfilter (12 pum PorengrofBe) auf einer Glasfritte umgesetzt. Erste Testversuche

mit Prototypen des PMF-M im Freiland erfolgten in 2002.

% Wir danken der Bremer Erfrischungsgetrinke GmbH sowie der Vilsa Mineralbrunnen AG fiir die Bereitstellung
der PET-Sammelflaschen.
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2.2.3.1.1.2 PMF-L mit Liifter

Das Ausfiihrungsbeispiel PMF-L weist im Bereich des Deckels einen Liifter auf, durch
den in der Sammelkammer ein leichter Unterdruck erzeugt wird. Dadurch wird
zusitzlich das Aufbauen eines Staudruckes vermindert. Des Weiteren kann der PMF
dann auch in windberuhigten Bereichen, wie Innenrdumen und Hohlen verwendet

werden.

Beim PMF-L-k wurde ein eclektrischer, mittels Batterie, Akku oder Solarzellen
gespeister Liifter integriert, der eine konstante Drehzahl und Liifterleistung aufweist. Im

Vorhaben wurden Prototypen des L-k technisch realisiert.

In der Version L-e sind Mittel vorgesehen, durch die die Liiftergeschwindigkeit und
damit der in der Sammelkammer erzeugte Unterdruck in Abhéngigkeit von der
Windgeschwindigkeit elektronisch eingeregelt wird. Dies erfolgt vorzugsweise so, dass
die Geschwindigkeit des Liifters und damit der in der Sammelkammer erzeugte
Unterdruck den Staudruck vor dem Filter aufhebt. In diesem Fall wird isokinetisches

Sammeln angestrebt.

In der Ausfilhrung L-w wird alternativ der Liifter durch den Wind angetrieben.
Hierdurch sind externe Mittel zur Energieversorgung nicht mehr erforderlich. Dartiber
hinaus ist die Geschwindigkeit des Liifters automatisch von der Windgeschwindigkeit
abhingig geregelt. Durch entsprechende Dimensionierung wird dafiir gesorgt, dass der

Unterdruck in der Sammelkammer den Staudruck vor dem Filter authebt.
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Exp ositionszeit 4-6 Wochen

Pollenextraktion im Labor
Pollenflug

Pollenrii ckgewinmmg im
Tltraschallbad

Vakuwmnfiliration
PMF
Niederlegung auf
Filter SOmn-Membranfilter

und
| Sammel

Analyse der Pollen-DNA per PCR
(quantitative real-time PCR [TaqMan])

Bestimmung des GVP-Eintrages

Abb. 2.2.11: Analysegang mit Aufbereitung der Pollenproben aus dem PMF

2.2.3.2 Probengewinnung und -aufbereitung

Nach Abschluss der Freilandexposition wurden die Luftstaubpartikel mit den Pollen aus
den Filterkorpern und den Sammelflaschen im Labor riickgewonnen. Die Proben
konnen dann entweder pur (z.B. in einem Eppendorf-Gefal}) oder auf einer geeigneten
Matrix niedergelegt werden. In dem Vorhaben wurden hierzu Membranfilter verwendet.
Diese wurden in Parallelproben geteilt und in die PCR-Analytik fiir die Bestimmung
des GVO-Eintrages iiberfiihrt. Probenahme und Aufbereitung sind in Abb. 2.2.11

schematisch dargestellt und werden im Folgenden genauer beschrieben.

2.2.3.2.1 Probenahme im Gelinde

Zur Probenentnahme im Geldnde wurden die Filterkorper fiir den Transport in
verschlieBbare Gefdfle iberfilhrt. Die Sammelflaschen wurden zur spéteren
Bestimmung der Niederschlagsmenge mittels einer elektronischen Prizisionswaage
(Maul tronic S) auf 0,5-1 g genau im Geldnde ausgewogen. Es erfolgte dann ein

Ausspiilen der Basiseinheit mit ca. 100 ml Spiilfliissigkeit in die Sammelflasche, so dass
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noch verbleibende Restmengen an Pollen mit erfasst wurden. Die Proben wurden in
Alufolie verschlossen, dunkel und kiihl gelagert und innerhalb von 48 Stunden im Labor

aufbereitet.

2.2.3.2.2 Pollenriickgewinnung im Labor

Die Pollenriickgewinnung aus den Filterpads und der Fliissigkeit in den
Sammelflaschen erfolgte im Labor unter Anwendung eines Ultraschallbades und einer
Abscheidung aller festen Partikel mit den Pollen als Filterkuchen auf 50mm-
Membranfilter (Cellulose-Nitrat 12 pm) iiber Vakuumfiltration.”” Die Proben wurden
auf den Membranfiltern in Petrischalen mit Steg {liberfiihrt, luftgetrocknet und dunkel
bei Raumbedingungen aufbewahrt. In Abb. 2.2.12 sind exemplarisch 16 Proben auf den
Membranfiltern gezeigt. Die Unterschiede in Belegung und Farbung spiegeln hierbei
die Unterschiede der jeweiligen Standortverhdltnisse in Bezug auf Pollenflug und

Luftstaubzusammensetzung wider.

Abb. 2.2.12: Pollenproben aus dem PMF, niedergelegt auf Membranfilter. Die
Membranfilter wurden in Petrischalen aufbewahrt. Die Fdrbung

kennzeichnet die Zusammensetzung der Luftstaubproben.

37 Schutzrechtlich gesichertes Verfahren, Patentanmeldung DE 103 27 327.1-52: Rechte bei F. Hofmann,
Okologiebiiro.
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2.2.3.2.3 Probenaufteilung fiir die PCR-Analytik

Die Membranfilter mit den PMF-Proben wurden fiir die PCR-Analytik in zwei
Parallelproben und eine Riickstellprobe aufgeteilt. Ein Teil der Riickstellprobe wurde
zur Auszdhlung der Pollen weiterverarbeitet (sieche Kap. 2.2.3.3.1). Die Unterproben
wurden direkt in 12 ml-Sarstedt-R6hrchen iiberfithrt und ans PCR-Labor iibergeben.
Die PCR-Analytik ist in Kap. (2.4) erldutert.

2.2.3.3 Auswertung

2.2.3.3.1 Pollenbestimmung und -zihlung

Zur Kontrolle der Probenqualitit und Abschdtzung der gesammelten Pollenmengen
wurden die Filterkuchen mit den Pollenproben auf den Membranfiltern unter dem
Binokular’® untersucht. Fotografische Aufnahmen erfolgten iiber eine angeschlossene

Digitalkamera bei entsprechender VergroBerung (80-240fach).

Fiir die quantitative Pollenanalyse wurde aus Segmenten der Membranfilterproben der
Filterkuchen in eine Suspension iiberfilhrt und diese im Nds. Landesinstitut fiir
Bienenkunde in Celle (K. von der Ohe) ausgezédhlt. Das Verfahren wurde im
Bieneninstitut Celle auf Grundlage der Priparationsschritte nach DIN 10760 zur
Pollenanalyse im Honig entwickelt (s. Kap. 2.3.5 ff). Bestimmt wurden die
Gesamtpollenzahl sowie die Anteile an Raps-, Mais- und Zuckerriibenpollen auf

folgende Weise:

Die in Suspension befindlichen Pollenproben werden mittels MS1 Minishaker IKA
homogenisiert. 1 ml Homogenisat wird mit 1 ml Aqua dest.”® versetzt und 5 Min.
zentrifugiert bei 1000g. Nach der Abnahme des Uberstandes wird das Sediment auf
einen Objekttriger tiberfiihrt, mit drei Tropfen Aqua dest. nachgespiilt und auf 22 x
22 mm ausgestrichen. Nach der Trocknung (ca. 1 h) erfolgt die Einbettung in

38 Nikon MSZ1000 Stereo Zoom 0,8-8x, Plan Apo WD 70 (1x) Objektiv, C-W10xA/22 Okkular mit Zhlraster und
P-IBSS-Strahlenteiler

%9 Nikon Coolpix 995 an C-Mount Adapter und P-IBSS

80 Bei Zea-Filterproben (Mais) 2 ml Lésung eingesetzt

51



2. Methodik

Kaiser’s Glycerin-Gelatine und das Abdecken mit einem Deckglas (Grofle 22 x 22

mm).

Die Auszihlung erfolgte unter 400-facher VergroBerung®' derart, dass die jeweiligen
Pollenarten in der 5., 10., 15., 20., 25. und 30. Reihe des Gesichtsfeldes komplett

ermittelt wurden.

Die relative Haufigkeit X der Pollenart i in Prozent wird nach folgender Gleichung
berechnet:

_nl' 100

X, in (%] 2.2.1)

n gesamt

wobei gilt: Xi  relative Haufigkeit der gesuchten Pollenart in Prozent
ni  Anzahl der gesuchten Pollenart

nges Gesamtzahl der ausgezéhlten Pollenkdrner

Die absolute Pollenanzahl im Probensegment (= eingesetzte ml der Losung) ergibt sich

wie folgt:
N N Reesam n Pollen 22
=——— 1In 2.
ZMF .o
R_ini Zihlsegment

wobei gilt: Nz ye: Pollenanzahl auf Zihlausschnitt (Segment) der Probe
n; gemessene Anzahl der Pollen
Rosn Anzahl der ausgezihlten Reihen
Reesami Gesamtzahl der Reihen

8! Mikroskop Provis, Olympus
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Abb. 2.2.13:  Filterkuchen einer PMF-Probe mit Maispollen unter dem Binokular
(160fache Vergrofierung)

2.2.3.3.2 Pollenmenge pro Probe

Die gesammelten Pollenmengen pro PMF-Probe im Expositionszeitraum fiir die Arten
Raps, Mais, Zuckerriibe sowie der Pollengesamtzahl ergaben sich aus den Messwerten
der Pollenzdhlungen unter Berlicksichtigung der jeweilig ausgezihlten Anteile wie

folgt:

A, n Pollen (2.2.8)

Npyr =Nz, Ay PMF —Probe

wobeil: Npwmr: Pollenanzahl in der PMF-Probe
Nz ve: Pollenanzahl auf Zihlsegment
Awvr: Flache der Membranfolie in mm? [45mm x 45mm= 2.025 mm?]

Az vi: Flidche des Zdhlsegmentes in mm? [z.B: 250 mm?]

Die Pollenmenge pro Probe ist die entscheidende GroBe fiir die Beurteilung der Eignung

des PMF, ausreichend Pollen fiir die PCR-Analytik zu sammeln.
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2.2.3.3.3 Pollenfluss Fpyr

Der Pollenfluss gibt die am Standort per Wind antransportierte Pollenmenge iiber den
Expositionszeitraum t als standardisierte Grofle pro qm* Bezugsfliche an. Der PMF
filtert die Pollen aus dem Luftstrom und beschreibt damit vornehmlich einen
horizontalen Fluss®. Die Bezugsfliache ist senkrecht zur Windrichtung ausgerichtet. Der
tiber den PMF erfasste Pollenfluss Fpyr wurde nach folgender Formel ermittelt und

kann in Bezug zur Ausbreitungsrechnung gesetzt werden:

6
:w in M (2.2.9)

FPMF 2
’ Avrt m- T

wobei gilt: Fpyp.: Pollenfluss pro m? iber Expositionszeitraum t
As:  Standardbezugsflichel m? = 10° mm?
T Sammel- (Expositions-) -zeitraum in d Tagen

Standardbezugsflichel m? = 10°® mm?

2.23.4  Weitere Auswertemoglichkeiten mit Erlduterungen zum

Sammelverhalten des PMF

2.2.3.4.1 Pollenkonzentration

Uber die mittlere Windgeschwindigkeit ldsst sich die Luftsiule abschitzen, die den
Filterkorper mit einer projizierten Querschnittsfliche von 80 cm? im

Expositionszeitraum t passierte:

Apur
Vpmr, = 4 Uyt N [mSLuﬁ] (2.2.10)

52 Hierbei sollen auch Anteile an trockener und nasser Deposition eingeschlossen sein, die auf die senkrechte
Akzeptorfliche gelangen.
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wobei: Vpuyp: passiertes Luftvolumen des PMF im Expositionszeitraum t
Apvp:  projizierte Expositionsfliche des PMF [8 x 10 cm? = 0,08 m?]
As: Standardbezugsflache 1 m?
Vi mittlere Windgeschwindigkeit im Zeitraum t

t.: Expositionszeitraum t in sec [=24 x 60 x 60 x d Tage]

Bezieht man die iiber den PMF gemessene Pollenmenge auf diese Luftsdule, lasst sich
daraus die mittlere Pollenkonzentration Cpyr abschitzen, die iber den
Expositionszeitraum 1 herrschte, wobei die spezifische Sammeleffizienz des PMF zu

beriicksichtigen ist:

FPMFT in n Pollen
3

Coyr = 7 (2.2.11)

PMF i'VPMFr m
wobei: Cpyp: mittlere Pollenkonzentration pro m® im Sammelzeitraum t

fomr it spezifische Sammeleffizienz des PMF fiir Pollenart 1

Die spezifische Sammeleffizienz fpyr ; ist fiir das Pollenspektrum empirisch noch zu
ermitteln (siehe Kap. 2.2.3.4.2). Unter der Annahme von fpyr gleich 100% ldsst sich die

Mindestkonzentration Cpmr min an Pollen in der Luft ermitteln.

2.2.3.4.2 Sammeleffizienz des PMF

Beim PMF ist der Filterkdrper mit einer groen Akzeptorfliche direkt dem Luftstrom
ausgesetzt. Fiir die Betrachtung der Sammeleffizienz ist dies von maflgeblichem Vorteil
gegeniiber solchen Geriten, die eine Einlassgeometrie besitzen, wie dies bei den
derzeitigen Standard-Aktivgerdten Burkhard-Falle, Kleinfiltergerdt und Zyklonsammler
der Fall ist. Dadurch entfdllt die erhebliche Problematik der Sammeleffizienz am
Einlass fiir den PMF. Gleichzeitig weist der Filter nur einen geringen Luftwiderstand
auf, so dass kein wesentlicher Staudruck entsteht und die Luft den Filterkdrper
durchstromt. Der PMF kommt damit einem ,,idealen Aerosolsammler nach May (1967)

fiir Partikel {iber 10 pm sehr nahe. Gegeniiber der Konstruktion von May sammelt der
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PMF zusitzlich in allen Windrichtungen gleichermallen und verzégerungsfrei. Damit
sind Probleme eliminiert, die andere Gerdte mit Ausrichteeinheiten, wie z.B.
Windfahnen (Burkhard, Zyklon-Sammler. May-Impinger, MWAC, BSNE), auf Grund
deren Trigheit aufweisen. Insbesondere bei Schwachwindlagen und Turbulenzen

konnen diese systematische Fehlbefunde bewirken.®

Die Sammeleffizienz beim PMF kann als das Produkt aus der Sammeleffizienz des

Filterkorpers mal der Wiederfindungsrate nach Probenaufbereitung beschrieben werden:

Epyr =Ep Wo (2.2.12)

wobei: Epye: Sammeleffizienz des PMF gesamt
Eg: Sammeleffizienz des Filterkorpers

Ws: Wiederfindungsrate fiir Pollen nach Probenautbereitung

Wenngleich der Filterkdrper des PMF nur einen geringen Luftwiderstand aufweist, ist
nicht anzunehmen, dass der gesamte Luftstrom ungehindert durch den Filterkorper
passiert. Ein geringer Teil wird diesen umstromen. Des Weiteren ist anzunehmen, dass

die Pollen nicht zu 100% im Filterkorper zuriickgehalten werden.

Fiir die Abscheidung von Partikeln in Tiefenfiltern, die aus einem Wirrfasergelege
diinner Faden mit hoher Porositét bestehen, wirken verschiedene physikalische Prozesse
in komplexer Weise zusammen, so dass bei entsprechendem Aufbau insgesamt der
Effekt eines hohen Abscheidegrades fiir die gewiinschten Partikelfraktionen bei
anhaltend hoher Luftdurchldssigkeit erzielt werden kann. Eine Darlegung der
Filtertheorie findet sich bei Brown (1993) und Kowalski et al. (1999). Als maBBgebliche

Prozesse bei Tiefenfilter sollen hier erwdhnt werden:
o Trigheit (insbesondere bei Partikel > 1 um);
e Sedimentation;

o Sperr-Effekt (Partikelgrofie 0,3 — 1 um);

83 Bei der Burkard-Falle sind z.B. entsprechende Minderbefunde bei Maispollen bekannt, die schwer und trige sind.
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e Diffusion (Brown’sche Molekularbewegung bei Partikel < 0,3 um);

e Haftung (an den Fasern {iber van-der-Waals und Kapillarkrifte).
Beim PMF sind konstruktionsbedingt zusitzlich zu erwidhnen:

e Sedimentation im Innenraum und

e Transport mit den Niederschldgen.

Da Pollen samtlich zur Partikelfraktion groBer 1 um gehoren, spielen Sperreffekt und
Diffusion bei der Pollenabscheidung im PMF eine untergeordnete Rolle. Auf die
schwerkraftbedingte Sedimentation wurde bereits im Kapitel zum Sigma-2
eingegangen, so dass hier ergidnzend die Trigheit als Wirkungsprinzip bei der

Partikelabscheidung im Tiefenfilter erléutert werden soll:

Stromlinie Flugbahn

Abb. 2.2.14:  Trdgheit als Wirkungsprinzip bei Tiefenfilter. (aus: Handbuch der
Klimatechnik, C.F. Miiller)

Wihrend leichtere Partikel im Luftstrom um die Fasern herumgefiihrt werden, prallen
groBBere Partikel auf Grund ihrer Triagheit auf die Fasern, werden dadurch gegeniiber
dem Luftstrom aus der Bahn geworfen und so nach und nach verlangsamt bis sie an den
Fasern durch die Haftkrifte hdngen bleiben oder, wie im PMF beriicksichtigt, nach
unten sinken und absedimentieren. Nach Gregory (1973) nimmt die Wirkung der
Tragheitsabscheidung an zylindrischen Objekten, wie sie eine Faser im Querschnitt

darstellt, mit Anndherung der Faserdicke an die Partikelgrof3e zu.

Die Filtereffizienz eines Filterkdrpers wird nach DIN EN 779 wie folgt aus dem

Verhiéltnis der Luftkonzentration vor und nach Passieren des Filterkorpers definiert:
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Ep=l-———in %] (2.2.13)

wobei: Er i Filtereffizienz fiir Partikelfraktion i
Co: Ausgangskonzentration im Luftstrom vor dem Filter

Cr: Restkonzentration im Abluftstrom nach Passieren des Filters

Fir die verwendeten Filterpads mit progressivem Schichtaufbau sind die
entsprechenden Kenngrofen bei vertikaler Durchstromung zum Luftwiderstand als
Abscheidegrad in  Abhédngigkeit von der  Partikelfraktion  sowie  als
Staubspeicherkapazitit gemd3 DIN EN 1822-1 bekannt. Fiir den aus den einzelnen
Filterpads tibereinandergeschichteten Mantelkorper des PMF ist dies nicht exakt der
Fall, jedoch gilt ein diskontinuierlicher, sdgezahnartiger Verlauf in vertikaler
Schnittrichtung, der aerodynamisch begiinstigend zum Abbau eines Staudruckes wirkt.
In horizontaler Querrichtung nimmt der Luftwiderstand mit Anndherung an den
Filterkorperrand ab, wo nur noch einzelne Fasern entgegenstehen. In waagerechter
Richtung von auBlen zur Filterachse im Zentrum herrscht eine gleichméBige Faserdichte
vor bis zum  Erreichen des innenliegenden, windberuhigten freien

Sedimentationsraumes.

58



2. Methodik

2.3 Biologische Pollensammlerin Honigbiene

Die Arbeiten, die im Zusammenhang mit dem FEinsatz der biologischen
Pollensammlerin Honigbiene (Apis mellifera) anfielen, wurden verantwortlich von U.

Schlechtriemen, TIEM Integrierte Umweltiiberwachung GbR, mit fachlicher

Unterstiitzung durch das Niedersichsische Landesinstitut fiir Bienenkunde in Celle®

durchgefiihrt.

Abb. 2.3.1: Die Pollensammlerin Honigbiene (Apis mellifera) an einer Rapsbliite im
Feld Sickte (Bild: von der Ohe)

2.3.1 Grundlagen

Ausgehend von der Uberlegung, ein schnell und weitgehend flichendeckend
einsetzbares Instrument zum biologischen GVO-Monitoring mittels Honigbiene zu
erhalten, galt es, vorhandene Imkerstrukturen zu ermitteln und diese zur Mitarbeit zu
gewinnen. Die bestehenden Verbidnde und Beratungsringe verhielten sich kooperativ.
Das Thema GVO nimmt fiir das imkerliche Produkt Honig eine grofle Bedeutung ein.
So war Interesse vorhanden und, letztlich entscheidend, die Kooperationsbereitschaft

gut.

% Dr. von der Ohe und MitarbeiterInnen
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2.3.2 Lebensraum und Sammelverhalten der Biene

Honigbienen konnen nur als ganzes Volk iiberleben, d.h. es ist ganzjdhrig filir eine
geschiitzte Behausung mit einem Volumen von ca. 60 — 80 | zu sorgen. In Abb. 2.3.2 ist
eine transportable ,,Beute* zu sehen, Abb. 2.3.3 zeigt ein Bienenvolk bei der Arbeit.
Neben einer geeigneten Unterbringung ist auch das nach Art und Umfang nachhaltige
Nahrungsangebot (Tracht) fiir das Uberleben wichtig. Die eingebrachten Substanzen
wechseln im Laufe des Jahres: zuckerreiche Séfte in Form von Nektaren und/oder
Honigtau werden als Energiespender bendtigt und auf Vorrat in grof8erer Menge in die

Wabenkorper eingelagert (s. Abb. 2.3.5).

Abb. 2.3.2: Bienenstock (Beute). Transportable Kunstoffbox mit einem Bienenvolk

Besatz des Nieders. Landesinstitutes fiir Bienenkunde in Celle.

In den Nektartropfchen, die sich am Grunde der Bliitenkelche sammeln, befinden sich
von Natur aus die pflanzeneigenen Pollenanteile, die auch durch die Bienenaktivititen
beim Nektarsammeln frei werden. Zusétzlich streifen die Pollensammlerinnen innerhalb
des Bienenvolkes aktiv Pollenanteile von den Staubgefdflen ab und transportieren diese

in den so genannten Hoschen am Bein (Abb. 2.3.4). Neben den bliitenbiirtigen Pollen
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konnen sich in einem gewissen Umfang auch windgetragene Fremdpollen im
Bliitenkorper sammeln. Weiterhin wechseln Nektar- und Pollenangebot im Laufe der

Jahreszeiten. Somit werden durch die Sammeltétigkeit der Biene eine Vielzahl von

Nektaren und Pollen eingetragen.

Abb. 2.3.3: Bienenwabe im Holzrahmen mit Honig (oberer Bereich), Brut (unterer
Bereich) und Arbeiterinnen. Ein Teil der Wabenzellen ist bereits

verdeckelt.

Abb. 2.3.4: Die Biene als Pollensammlerin mit Pollenhoschen.
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Abb. 2.3.5: Matrix Honig und Bienenbrot.

Fir die Brutaufzucht ist die Versorgung mit Mischpollen aus verschiedenen
Pflanzenarten notwendig. Dieser wird getrennt als Eiweill-, Fett- und
Mineralstoffspender in Form von so genanntem ,Bienenbrot® ebenfalls im
Wabenkorper eingebaut (s. Abb. 2.3.5). Fiir den Bestand eines normalen Bienenvolkes
werden mindestens 150 kg Nektar und Honigtau sowie ca. 30 — 60 kg Pollen im Jahr
benotigt, wobei der Nahrungsbedarf je nach Volksstirke und Brutaktivitdt im Lauf des
Jahres schwankt. Als Raumbedarf in einem durchschnittlich ergiebigen Gebiet wird eine
Flache von ca. 0,3 ha/Volk angenommen, um bei einer Honigernte ganzjéhrig versorgt
zu sein. Die Honigentstehung ist zusammenfassend in Abb. 2.3.6 schematisiert

dargestellt.
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Siebréhrensaft «fmmm Photosynthese
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Nektar Honigtau l Trachtangebot
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l Beddrfnisse

Abb. 2.3.6: Die Honigentstehung

Die Jahreszeit und besonders die Lufttemperatur bestimmen die Flugaktivitit der
Sammlerinnen. Unter giinstigen Bedingungen kdnnen Nektarsammlerinnen bis zu 5 km
weit fliegen; die ,,wirtschaftliche® Entfernung liegt aber zwischen 1,5 und 2,5 km.
Pollensammlerinnen iiberbriicken dagegen auch Distanzen von 6 — 7 km, um an
geeignete Trachtquellen zu gelangen. Die Ausfiihrungen stiitzen sich auf Seeley (1985),
Winston (1987), Zander & Weiss (1964). Abb. 2.3.7 illustriert die Flugdistanzen und

Sammelbereiche der Honigbiene projiziert auf das Untersuchungsgebiet in Sickte.
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Flugdistanzen und Sammelbereich der Honigbiene
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Abb. 2.3.7: Flugdistanzen und Sammelbereiche der Honigbiene, projiziert auf das

Untersuchungsgebiet mit dem Rapsfeld Sickte als Zentrum.

2.33 Standorte, Flugzeiten, Versuchslauf

Insgesamt standen fiir die Untersuchungs- und Referenzflichen Voélker von 20 Imkern
sowie des Niedersdchsischen Landesinstitutes fiir Bienenkunde zur Verfiigung. Bei den
Imkern handelte es sich iiberwiegend um Freizeitimker. Zwei Imker waren als
Nebenerwerbsimker tétig, ein Berufsimker belegte als Wanderimker im Raum Sickte
drei Standorte.

Fiir den Friihjahrsversuch Raps in Sickte (23 Bienenstdcke) und die Referenzraume
Kelheim und Bayerischer Wald (8 Standorte) kamen zusammen 31 Bienenvolker, bzw.
Volksgemeinschaften zum Einsatz; am Standort B 13 in Sickte erfolgte dabei eine

Parallelbeprobung.
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Die Sommerversuche zum Mais und zur Zuckerriibe wurden in Sickte mit 10, Aachen
mit 5 und Schwarzenau mit 7, also nochmals mit 22 Bieneneinsidtzen begleitet.
Insgesamt sind somit 53 Standorte mit Bienenvolkern bestiickt worden. In Schwarzenau
erfolgte an den Standorten 90 und 92 ebenfalls eine Parallelbeprobung. Eine detaillierte

Standortdokumentation mit Beschreibung der Verhaltnisse ist im Anhang aufgefiihrt.

Beim Aufstellen der Bienenvolker wurde darauf geachtet, dass ein gewisser Schutz
durch Umgebungsstrukturen (Straucher, Hecken o0.4.) vorhanden war. Dabei spielte
sowohl der kleinklimatische begilinstigende, als auch der optisch abschirmende Aspekt
eine Rolle, sowie die Einhaltung der entsprechenden Vorschriften fiir Wanderimker aus

der Bienenseuchen-Verordnung.

Grundlage fiir die Auswahl der Standorte im Bereich Sickte waren die
Ausbreitungsrechnungen und die Gebietsverhéltnisse (s. Kap. 2.6). In Zusammenarbeit
mit dem Nds. Landesinstitut fiir Bienenkunde, dem Imkerverein der Region® sowie der
BBA® wurde nach geeigneten Aufstellungsorten gesucht und diese nach
Ortsbesichtigung festgelegt. Hierbei wurden zunichst ortsansdssige Standortimker
beriicksichtigt und fiir die verbliebenen Bereiche kamen Wanderimker und

institutseigene Volker zum Einsatz.

Bei den Standortimkern bestanden {iberwiegend feste Einheiten in Form von
Bienenhdusern oder feststehenden Kunststoff(Styropor)boxen (Beuten) mit
Volksstirken von 4-25, im Mittel 7. Dies entspricht imkerlicher Praxis und
gewihrleistet einen nachhaltigen Honigertrag. Die Volker des Niedersidchsischen.
Landesinstitutes wurden als Einzelbeuten aufgestellt. Die Anlieferung und das
Aufstellen erfolgten zu einer frithen Morgenstunde, um eine mdglichst hohe Ruhe im

Bienenvolk zu gewéhrleisten.

Wihrend die Bienenvolker der Standortimker ihre Flugaktivitdten den meteorologischen

Bedingungen anpassen (mindestens + 8° C und Sonnenschein) und damit regional zu

5 Herr Koch
% Dr. Brasse und Mitarbeiter des Versuchsgutes der BBA
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unterschiedlichen Zeiten mit ihren Sammelfliigen beginnen, orientieren sich die
Wanderimker an dem Zustand und der Entwicklung des vorhandenen und/oder zu

erwartenden Trachtangebotes.

Das Friithjahr 2001 war in der gesamten Bundesrepublik sehr kiihl und fiir die
allgemeine Bienenaktivitdt eher nachteilig. Mit Beginn der Rapsbliite erfolgte in Sickte
das Aufstellen der Wandervilker zum 28.04.2001. Die Volker des Landesinstitutes
konnten erst mit Einsetzen der vollen Rapsbliite am 04.05.2001 aufgestellt werden, da
diese z.T. direkt in der Ndhe der Freisetzungsfliche angesiedelt waren und eine

sofortige Erndhrungssicherheit gewahrleistet sein musste.

Die Standorte im Referenzraum Kelheim wurden in Abstimmung mit dem Vorhaben
Bayern I (Dr. Theenhaus, LfU) gewidhlt und mit Unterstiitzung der Bayerischen
Landesanstalt fir Bienenzucht in Erlangen®” sowie den vor Ort titigen Imkern
durchgefiihrt. Hierbei waren 6 Standortimker und ein Wanderimker beteiligt. In
Zusammenarbeit mit der Nationalparkverwaltung Bayerischer Wald wurde ein
Standortimker, der in der Néhe des Forschungsstandortes Forellenbach zum Integrierten
Monitoring titig ist, ausgewdhlt.”® Im Raum Kelheim und im bayerischen Wald setzten
maligebliche Flugaktivititen der Bienen gleichfalls witterungsbedingt verzogert erst
spat im April mit Beginn der Haupt-Rapsbliite ein. Anzumerken ist, dass im siidlichen
Kelheimer Raum Raps und Riibsen unter Hopfen angebaut wird. Durch friihere
Aussaattermine begann dort die Bliite bereits Anfang April, ca. 3-4 Wochen vor den

anderen Bestinden.

Trotz der widrigen Witterungsbedingungen zu Beginn des Rapsversuches waren keine
bestandsgefdhrdenden Entwicklungen auszumachen. Es zeigte sich aber, dass eine
kontinuierliche Beobachtung durch die Beteiligten notwendig war. Je nach Stirke und
Vorkommen des Trachtangebotes wurden 1 oder 2 Honigraume bei den frei

aufgestellten Beuten aufgesetzt, um den FEintrag von reinem Nektar und die

57 Dr. Mautz und Herr Hirtl als zustindiger Fachberater
% Dr, Beudert, Herr Hocker
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Entwicklung von brutfreiem Honig zu gewéhrleisten. Wéahrend der ersten
Versuchsperiode fiel ein Standort (21) in Sickte durch Diebstahl der Volker aus. Dieser

Verlust konnte durch Substituierung mit dem Standort B 21a aufgefangen werden.

Zum Ende des Raps-Versuchszeitraumes wurden die mobilen Institutsvolker im Raum
Sickte am 28.5.01 wieder eingesammelt. Zum 30./31.05.2002 erfolgte hier die
Ausschleuderung des Honigs. Somit konnten ,,volksreine® Honige gewonnen werden,
wohingegen die Honige der beteiligten Imker nach imkerlicher Praxis als Mischhonige
der jeweils vorhandenen Volker erzeugt wurden. Die Honigernte der Imker lief im Jahr

2001 iiber einen Zeitraum von Ende Mai bis Anfang Juni.

Im Referenzraum Kelheim lieferten die Imker in Absprache mit der LfU und der
AuBenstelle des bayerischen Bieneninstitutes die Honigproben mit Ende der Rapsbliite
Anfang Juni an die Imkerstation des Klosters Weltenburg. Hier wurden die ortlichen

Honige gesammelt und versandfertig gemacht.

Zwischen dem 20.07.2001 und 16.08.2002 erfolgte das erneute Aufstellen von 10
Institutsvolkern zur Begleitung des Mais- Freisetzungsversuches in Sickte. Zusétzlich
wurden noch ein Standortimker und ein Wanderimker beteiligt. In dieser zweiten
Periode war durch Verschluss des Flugloches das Volk am Standort B79 in Sickte

abgestorben, so dass hier keine aussagefdhige Honigernte erfolgen konnte.

Die Honigernte der Imker erfolgte zum Ende der Maisbliite Anfang bis Mitte August.
Zusitzlich wurde von allen Volkern Wabenmaterial fiir die Gewinnung des

Bienenbrotes sichergestellt.

Fiir den Riiben/Mais-Versuch in Aachen wurden durch den langjihrig titigen Imker
vier Volker vom dortigen festen Bienenstandort (64) auf dem Gutsgeldnde Melaten in
eine andere Region transportiert (umgewandert), um die heimische Standortpragung
aufzuheben. Nach ca. 2 Wochen erfolgte die Riickfiihrung und Platzierung im Umfeld
der Freisetzungsflachen, so dass vom 20.06.2001 bis 09.08.2001 eine Sammeltétigkeit

% Herr Vossen
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der Bienen gewdhrleistet war. Das Volk 62 hatte dabei die Umgewdhnung nicht
angenommen und nahm wieder den alten Standort an. In Aachen wurden die
Honigproben zeitgleich mit dem Abbau der technischen Sammler zum 09.08.01

gesondert gezogen.

Bis auf den Verlust eines Volkes wurden in keinem der verbliebenen 52 Volker

Ausfille durch Krankheiten oder Parasiten festgestellt.

234 Probengewinnung

Die Probengewinnung von Honig erfolgt auf standardisierte Weise liber die ,,Gute

Imkerliche Praxis®, deren Schritte in Abb. 2.3.8 dargelegt sind.

Ernten
l GIP
Entdeckeln Gute Imkerliche Praxis
Scthern
Sieben

Riihren D Impfen

e (Lagergebinde /
Abfullen Verkaufsgebinde)

Abb. 2.3.8: Standardisierte Probengewinnung von Bienenhonig nach Guter Imkerlicher

Praxis

Als Probenmenge wurden von jeder Ernte zwei 500g-Glédser der ausgeschleuderten
Honige abgezweigt. Von allen Proben gingen je ein Glas zur Pollenidentifikation und -
auszdhlung an das Nds. Landesinstitut fiir Bienenkunde (Kap. 2.3.5), das andere wurde

fiir die molekularbiologische PCR-Analyse tiefgefroren eingelagert und an die
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GeneScan Analytics GmbH {ibergeben. Fiir die PCR-Analysen sieche Kap. 2.4. Im
bayerischen Referenzraum Kehlheim wurde zusitzlich 1 Glas fiir die PCR-Analysen im

bayerischen Modellprojekt an der LfU in Augsburg’® verwendet.

Mit Abschluss der sommerlichen Sammelperiode wurden zusétzlich zum Honig auch
Teile des Wabenkorpers gesammelt, in denen das sog ,,Bienenbrot* eingelagert war. Fiir
die anstehenden Untersuchungen wurden Wabenteile von ca. 20 cm? ausgeschnitten und

tiefgefroren.

2.3.5 Melissopalynologische Untersuchung

Pollenanalysen im Honig haben eine lange Tradition und beschreiben eine eigene
Wissenschaftsdiziplin, die Melissopalynologie. Die Pollenanalysen in diesem Vorhaben
wurden im Nds. Landesinstitut fiir Bienenkunde in Celle durchgefiihrt. Alle
gesammelten Honig- und Wabenproben wurden in tiefgefrorenem Zustand (-20°C) bis

zur Untersuchung aufbewabhrt.

Die mikroskopische Pollenanalyse erfolgte auf Grundlage der nach DIN 10760
bestehenden Vorschrift zur qualitativen Bestimmung und Klassifikation von Pollen im
Honig’'. Die botanischen Pflanzennamen und Systematik beruhen auf dem
Standardwerk von Zander (1993)”2. Zur besseren Vergleichbarkeit sind erginzend die
Pflanzenfamilie sowie der nach Einschédtzung am weitesten verbreitete Vulgédrnahmen
angefiihrt. Die Zuordnung wurde anhand von Referenzpriparaten der Celler

Melissopalynologischen Sammlung (v. d. Ohe & v. d. Ohe 2000) vorgenommen.

Zusiétzlich erfolgte eine quantitative Bestimmung der Pollen fiir die im GVO-
Monitoring als prioritir eingestuften Pflanzen Raps, Mais und Zuckerriibe sowie die

Bestimmung der Pollengesamtzahl.

7 siehe Projektzwischenbericht des Vorhabens Bayern I (Dr. Theenhaus)
! Louveau et al. (1978), Behm et al. (1996), v. d. Ohe & v. d. Ohe (1998 und 2000)
72 gilt fiir die Pollenanalysen in allen Matrizes der biologischen und technischem Sammler
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Die Analyse von Referenzproben ergab, dass Pollen von Raps (Brassica napus)
grundsétzlich schwer respektive nicht von anderen Arten der Gattung Brassica, hier
besonders Riibsen (B. rapa) mikroskopisch im Routinebetrieb zu unterscheiden sind.
Bei Vergleich mit Referenzpriparaten wire eine Differenzierung und exakte Ansprache
denkbar. Andere Gattungen innerhalb der Brassicaceae, wie z.B. Sinapis (Senf),
Cardamine (Schaumkraut), Rorippa (Sumpfkresse) und andere sind dagegen sowohl von

der Gattung Brassica als auch untereinander deutlich abzugrenzen und zu

differenzieren.

Abb. 2.3.9:  Melissopalynologie.  Arbeitsplatz  mit  Mikroskop und  digitaler
Bildbearbeitung im Nds. Landesinstitut fiir Bienenkunde, Celle.

2.3.5.1 Bestimmung der Pollenarten im Honig und der relativen Haufigkeit

einzelner Arten

Die Norm des Deutschen Instituts fiir Normung (DIN 10760) dient der Bestimmung der
Pollenarten und der relativen Hiufigkeit einzelner Pollenarten in Bezug auf die

Pollengesamtzahl.
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Dazu wird von den im Honig suspendierten Pollenkdrnern ein mikroskopisches Praparat
angefertigt. Die Pollen werden identifiziert und der prozentuale Anteil einzelner

beteiligter Pollenarten an der Gesamtheit der ausgezihlten Pollen berechnet.
Die Probenvorbereitung und Préparation wurde wie folgt durchgefiihrt:

Nach Homogenisierung (Riithren) und Reinigung der Honigprobe von groben
Verunreinigungen werden 10 g Honig in 20 ml Aqua dest. gelost und 10 min bei
1000 g zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen und erneut 20 ml
Aqua dest. hinzugefligt. AnschlieBend wird 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Die
iiberstehende Fliissigkeit wird dekantiert, wobei das Zentrifugenglas (Nennvolumen
mind. 40 ml, spitz zulaufend) fortwdhrend schrig nach unten gehalten wird, um
moglichst viel der verbleibenden Fliissigkeit auf ein saugendes Papier ablaufen zu
lassen. Das Sediment wird umgeriihrt und mittels einer Pasteur-Pipette
(Nennvolumen 1 ml) auf einen Objekttriger mit einer Fliche von 22 x 22 mm
ausgestrichen und auf einer Warmeplatte (max. 40°C) getrocknet. Anschlieend wird
der Ausstrich mit einem Deckglidschen abgedeckt, das mit bei max. 40°C
verfliissigter Kaiser’s Glyceringelatine (Merck) kreuzformig versehen ist. Durch
dieses Vorgehen wird eine optimale Verteilung der Gelatine und ein perfektes

Quellen der Pollen erreicht.
Das Auszdhlen der Pollen geschieht folgendermalen:

Die mikroskopische VergroBerung ist so zu wéhlen, dass die Anzahl der
Pollenkérner im Blickfeld tiberschaubar ist. Fiir die anstehenden Untersuchungen hat
sich eine 400-fache VergroBerung (Mikroskop Provis, Olympus) als geeignet
erwiesen. Es werden mindestens 500 Pollen in 100er Schritten kumulativ gezéhlt.
Dabei werden in fiinf gleichmifBig tliber das Prdparat verteilten Reihen je 100

Pollenkorner mittels Pollenzéhlgerit gezahlt.

Die hierbei identifizierten Pollenarten werden vermerkt, die Pollenanzahlen der

gesuchten Arten ausgezéhlt.
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Die relative Pollenhdufigkeit der gesuchten Pflanzenart (X,) in Prozent wird nach

folgender Gleichung berechnet:

np100

X, in %] (2.3.1)
n gesamt
wobei: X, relative Pollenhdufigkeit der gesuchten Pflanzenart in Prozent
np Anzahl der Pollen der gesuchten Pflanzenart

Ngesam: Gesamtzahl der ausgezéhlten Pollenkdrner

2.3.5.2 Bestimmung der absoluten Pollenanzahlen im Honig

Die Bestimmung der absoluten Pollenanzahlen im Honig fiir Raps, Mais, Zuckerriibe
sowie der Pollengesamtzahl erfolgte auf der Basis der Priparationsschritte nach DIN
10760 (2.3.5.1). Das Verfahren wurde fiir die Quantifizierung im Landesinstitut fiir

Bienenkunde wie folgt modifiziert’:

5 g Honig werden in 10 ml Aqua. dest. gelost und bei 1000 g zentrifugiert. Die
iiberstehende Fliissigkeit wird dekantiert, Restfliissigkeit auf saugfdhigem Papier
abgesogen. Das Sediment wird mit 0,5 ml Aqua. dest. aufgefiillt und homogenisiert.
0,1 ml Suspension werden auf einer Flache von 22 x 22 mm auf einem Objekttriager
ausgestrichen. Nach Trocknung (ca. 1 h ) Einbettung in Kaiser’s Glycerin-Gelatine

(Merck) und Abdecken mit Deckglas (Gro3e 22 x 22 mm).

Die Auszédhlung erfolgt unter 400-facher VergroBerung (Mikroskop Provis, Olympus)
dann derart, dass die jeweiligen Pollenarten in der 5., 10., 15., 20., 25. und 30. Reihe des
Deckgliaschens komplett ermittelt werden und daraus die Pollenanzahl in der Probe

entsprechend hochgerechnet wird.

3 K. von der Ohe
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mP .Rgesaml X nPOllel’l
NP = n Yy . (2.3.2)
R g Honig

wobei: N, Pollenanzahl der gesuchten Pflanzenart pro g Honig
m,  ermittelte Anzahl der Pollen
R.iny Anzahl der ausgezédhlten Reihen

Rgesam: Gesamtzahl der Reihen

2.3.5.3 Bestimmung der absoluten Pollenanzahlen in der Matrix Bienenbrot

Die Bestimmung der Pollenarten und Pollenanzahlen im Bienenbrot erfolgte ebenfalls

auf der Grundlage der Methode zur Pollenanalyse nach DIN 10760:

Aus den Wabenstiicken (ca. 50 x 50 mm bis maximal 100 x 100 mm) wird der Pollen
entnommen und das Gewicht ermittelt. Dann wird die Probe mit gleichen
Gewichtsteilen Aqua dest. versetzt und bis zur vollstindigen Homogenisierung
mittels Magnetriihrer geriihrt (ca. 2 h). 1 ml Suspension wird mit 5 ml Aqua dest.
versetzt und davon 50 pl auf den Objekttrager (GroBe 22 x 22 mm) ausgestrichen.
Nach der Trocknung (ca. 1 h) erfolgt die Einbettung in Kaiser’s Glycerin-Gelatine
und das Abdecken mit einem Deckglas (Grof3e 22 x 22 mm).

Die Priparate wurden unter 400-facher VergroBerung (Mikroskop Provis, Olympus)
absolut nach Maispollen durchgesehen. Die so ermittelten Pollenanzahlen beziehen sich

auf 50 pl Lsg. = 0,008 g Bienenbrot.
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2.4 PCR-Verfahren fiir molekularbiologische DNA-

Nachweise

24.1 Ausgangssituation

Den Stand von GVO-Analyseverfahren fassten Bonfini et al. (2001) zusammen. Nach
dem Stand der Technik kamen fiir unser Vorhaben primidr PCR-Methoden (poly-
merase-chain-reaction) in Frage, da nur diese eine ausreichende Sensitivitit und
Spezifitit aufweisen. Mit dem sogenannten PCR-Screening lassen sich nach Hemmer
(1997) durch geschickte Kombination weniger Konstrukte die iiberwiegende Mehrzahl
aller derzeitiger GVO nachweisen (siche Tab. 2.4.1).”* Der PCR-Nachweis von GVO in
Pollen-DNA wurde in der Literatur mehrfach gefiihrt’”.

Zum Zeitpunkt des Vorhabensbeginns gab es jedoch noch keine etablierten
Routineverfahren, die ein GVO-Screening oder gar quantitative Nachweise erlaubten. In
der Arbeit von Petersen et al. (1996) beispielsweise wurde zwar der PCR-Nachweis in
einzelnen Pollenkdrner von Beta vulgaris qualitativ gezeigt, jedoch traf dies nicht fiir
single-copy-Gene der Kern-DNA zu. Es galt ausschlieBlich fiir multi-copy-Gene der
Chloroplasten-DNA, die in hundert und mehr Kopienanzahl vorlagen. Fiir die Matrix
Pollen in Honig konnte auf ein aktuell publiziertes Verfahren von Waiblinger et al.
(1999) zugegriffen werden, die den Nachweis von Rapspollen-DNA mit qualitativer
PCR beschrieben.

Fiir ein Umweltmonitoring von GVO, das lidnderiibergreifend durchzufiihren ist, werden
ausreichend standardisierte = Verfahren gefordert, die laborlibergreifend zu
reproduzierbaren Ergebnissen fithren. Nach Anklam et al. (2002) sind die in Tab. 2.4.2
gezeigten Entwicklungsschritte zu durchlaufen und die in Tab. 2.4.3 aufgelisteten

Parameter anzufiihren. Fiir die relativ neue Technik PCR wurden, vor allem durch die

™ Zur Problematik von Markern und Entwicklungstendenzen siche Brinker & Piechulla (1999).
7> Hudson et al. (2001); Henry et al. (2002); Gaskell et al. (1996)
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Novel Food Verordnung initiiert, entsprechende Arbeiten auf breiter Basis begonnen.
Zu Beginn des Vorhabens lagen jedoch nur wenige systematische Ergebnisse vor. Sie

konzentrierten sich vor allem auf den Lebens- und Futtermittelbereich’®.

Fiir den molekularbiologischen Nachweis von GVO in Pollen-DNA waren deshalb fiir

unser Vorhaben noch Entwicklungsarbeiten durchzufiihren.

Generic GMO markers Identifiable Products (total 28)
P-35S* 22
NOS 3' 16
P-35S8* NQOS 3' 26 (or 27)
P-358* NOS 3', E9 3', als 28
nptll 17
P-35S* nptil 25
P-35S8*, nptll, NOS 3’ 26 (or 27)
P-NOS* 7
P-35S*, P-NOS* 25
als = acetolactate synthase gene (sulfonylurea tolerance)
EQ 3'= 3' sequence of small subunit of rbcS (ribuose-1,5-bisphophate carboxylase) E9 gene from pea
NOS = nopaline synthase gene
NOS 3'= nos terminator sequence from Agrobacterium tumefaciens
nptll = neomycin-phosphotransferase ||
P-358 = cauliflower mosaic virus 35S promoter sequence
P-355* = P-35S including derivatives
P-NOS 3'= nos promoter sequence from Agrobacterium tumefaciens

Tab. 2.4.1: Screening Strategie nach Hemmer 1997 (aus Bonfini 2001)

76 Siehe dazu: Bonfini (2001); Berdal & Jensen (2001); Hiibner et al. (2001); Kay & Van der Eede (2001); Hudson et
al. (2001); Park et al. (2002); Tao et al. (2001); Weiss und v. Haeseler (1997); Winkler & Schauz (1998)
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Check that the

Performance
measurement

Check that
Check that the laboratories
method works || ethod is relighle | mm—p can use the
method
. . /D }(. -
Valdation ffel;}f;;cy

Tab. 2.4.2: Entwicklungssch

ritte Richtung Routineverfahren nach Anklam (2002)

Term Description
agi s The probability of obtaining a negative result, given that there is no
Speclicly analyte present
Proportionality of the signal to the amount of reference material,
Linearity demonstrated by the calculation of a regression line with the adequate
statistical method.
 N— Range of analyte concentrations over which the method is considered to
g perform in a linear manner
A Comparison with a reference procedure or the recovery by the assay of a
ccuracy
known added amount of analyte
Intra-laboratory variation (repeatability) and inter-laboratory variation
Precision (reproducibility). The recommended data include standard deviation,
relative standard deviation (coefficient of variation) and confidence
interval.
Detection Limit Limit of Detection (LOD) Minimum level at which the analyte can reliably
be detected
e Limit of Quantitation (LOQ): is determined by analysis of known samples
Quantitation limit and establishes the minimum level at which the analyte can be quantified.
Robisiinss Stability of the method; reliability of the method with respect to deliberate
variations in the method parameters.

Tab. 2.4.3: Parameter fiir Verfahrens-Validierung und Standardisierung

(nach Anklam 2002)
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2.4.2 Uberblick iiber die Vorgehensweise

Die Arbeiten zu den PCR-Screeningverfahren wurden von GeneScan Analytics GmbH,

vormals Hanse Analytik GmbH, in Bremen durchgefiihrt.

Zu Beginn des Vorhabens in 2000 wurde, basierend auf den Arbeiten von Waiblinger et
al. (1999) und den bei GeneScan vorhandenen Routineverfahren, die Lyse- und
Extraktionseffizienz von Pollen-DNA fiir Raps-, Mais- und Riibenpollen aus
Honigproben systematisch gepriift und ein Verfahren entwickelt, das auf der CTAB-
Extraktion und gelektrophoretischem PCR-Nachweis beruht. Im Friihjahr 2001 wurden
damit Versuche durchgefiihrt an Raps-Pollenmaterial, das aus einem
Gewdéchshausversuch der BBA stammte und das sowohl in Suspension als auch auf
verschiedenen Triagermatrizes fiir die technischen Sammler (Sigma-2 und PMF)
gebracht wurde. Die Versuche verliefen qualitativ mit positivem Ergebnis und ohne
feststellbare Inhibitionen. Es folgten dann Versuche iiber Verdiinnungsreihen, die

Nachweisgrenzen im Bereich von 50-100 Pollen erwarten lieBen.

Darauthin wurden die ersten Realproben aus den technischen Sammlern (PMF)
analysiert, die aus den Freilandversuchen zum Raps im Friihjahr 2001 mittlerweile
vorlagen. Hierbei ergab sich, dass bei 39 von 53 Proben ein DNA-Nachweis mdglich
war. Bei 25 Proben wurden Rapspollen-DNA und bei 14 Proben ein GVO-Eintrag von
HR-Rapspollen detektiert. Bei 14 Proben traten Probleme mit PCR-Hemmungen auf,
die DNA-Nachweise verhinderten.

Parallel vereinbarten die PCR-Labore des NLO Niedersachsen (Dr. Wieland, Dr.
Hofmann), des LfU Bayern (Dr. Zeitler) und von GeneScan Analytics GmbH in Bremen
(M. Foth, Dr. Kruse,) in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Statistik, Uni Bremen (W.
Wosniok), TIEM Integrierte Umweltiiberwachung (U. Schlechtriemen) und dem
Okologiebiiro (F. Hofmann) einen Ringversuch unter den beteiligten Labors zur
systematischen Priifung und Weiterentwicklung der PCR-Verfahren zur DNA-Analytik

aus Pollen durchzufiihren.
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Im ersten Schritt wurde die Sensitivitit des PCR-Verfahrens vergleichend gepriift.
Hierzu wurden aus einer DNA-Stammlosung aus HR-Raps-Samen Verdiinnungsreihen
hergestellt’’ und in jedem Labor die Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und
Nachweisgrenze des jeweiligen dort verwenden PCR-Verfahrens ermittelt. Zum Einsatz
kamen dabei zwei qualitative PCR-Verfahrensansitze, die auf der klassischen PCR mit
gelektrophoretischer DNA-Bestimmung basierten (NLO, GeneScanAnalytics), sowie
eine quantitative real-time PCR (TagMan, L{U).

In einem zweiten Schritt wurde, zusitzlich zu den DNA-Analysemethoden, die
Effizienz der DNA-Extraktion aus Rapspollen miteinbezogen. Hierzu wurden vom
Okologiebiiro Verdiinnungsreihen in Form von Pollensuspensionen in mehrfacher
Wiederholung hergestellt. Der Versuchsdurchgang zeigte jedoch, dass die Aufbereitung
und DNA-Analyse von Pollen laboriibergreifend zu keinem reproduzierbaren Ergebnis

fihrte.

Das in einem dritten Schritt weiterentwickelte Analyseverfahren der LfU’® unter
Verwendung eines Qiagen Extraktionskits mit quantitativer real-time PCR [TagMan])
erbrachte signifikante und aussichtsreiche Resultate. Das Verfahren wurde in einem
vierten Durchgang von GeneScan Analytics’ bestitigt und systematisch bis in den
unteren Dosisbereich zur Bestimmung der Nachweisgrenzen erweitert. Die Ergebnisse
des Ringversuches belegten, dass mit dem ausgearbeiteten Verfahren (Qiagen-Kit mit
real-time PCR [TagMan]) ein Nachweis von DNA aus Rapspollen laboriibergreifend

reproduzierbar und mit signifikanten Ergebnissen mdglich ist.

Es wurde dann von GeneScan Analytics eine Ubertragung des im Ringversuch
etablierten TagMan-Verfahrens auf Pollen von Mais und Zuckerriibe vorgenommen, mit

dem die weiteren Realproben anschlieBend analysiert wurden.

Parallel erfolgte die Ausarbeitung eines quantitativen Verfahrens fiir die PCR-Analyse

der Pollen-DNA in der Matrix Bienenhonig. Hierbei erwies sich, dass das zunéchst

"7 HR-Winterraps (Aventis), Stammlosung prépariert durch Dr. Wieland/Dr. Hofmann, NLO Niedersachsen
" Dr. Zeitler
” M. Foth
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angelegte Protokoll nach Waiblinger et al. (1999) zu Problemen bei der Pollen-DNA-
Extraktion fiihrte. Das Verfahren wurde darauthin methodisch weiterentwickelt und
nach Erzielung quantitativ reproduzierbarer Ergebnisse im Friihjahr 2002 schlieBlich
auf die Analyse der Honigproben aus den Freilandversuchen in 2001 fiir Raps, Mais und
Zuckerriibe angewandt. Hierbei wurde in allen 41 Honigproben erfolgreich Rapspollen-
DNA nachgewiesen, Hemmungen waren nicht mehr zu verzeichnen. Bei 11 von 23
Honigen aus den Raps-Versuchen bei Sickte wurde das Vorkommen von HR-
Rapspollen quantitativ detektiert, in den Sommerhonigen waren keine GVO-Pollen

nachweisbar.

2.4.3 Vorversuche

In Vorversuchen erfolgten die Recherche und Priifung der Spezifitit der PCR-Primer
fir die relevanten Spezies Raps, Mais und Zuckerribe nach den von den
Saatgutproduzenten zur Verfligung gestellten Informationen (Aventis Crop Science fiir
HR-Raps, KWS fiir VR-Zuckerriibe und Bt- und HR-Mais). Die GVO mit den
Konstrukten sind im Kap. 2.7 dokumentiert. Die spezifischen Primer sind in den

folgenden Abschnitten fiir die jeweiligen Verfahren aufgefiihrt.

Um zu zeigen, dass aus Pollen PCR-taugliche DNA extrahierbar, d.h. ausreichend frei
von inhibitorischen Substanzen ist, wurden aus Honig Rapspollen isoliert, daraus die
DNA und mit Hilfe Chloroplasten-spezifischer Primer eine PCR durchgefiihrt. Die
erwarteten spezifischen Amplikons konnten dargestellt werden. Dies belegte, dass nicht
nur aus Pollen PCR-taugliche DNA isoliert werden kann, sondern dass dies auch in der
Matrix Honig mdglich ist. Eine Nachweisgrenze konnte aus diesem Versuch nicht
abgeleitet werden, da die Kopienzahl der chloroplastidiren Zielsequenz in Pollen

unbekannt ist (Petersen et al. 1996).

Des weiteren wurde gepriift, ob die zur Verwendung anstehenden Matrizes der

technischen Sammler® frei von inhibitorischen Effekten sind, indem definierte Mengen

% Haftfolie des Sigma-2, Filtervlies und Membranfilter des PMF, wissrige Losung, Ultraschallbad-Lésung
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frischer Rapspollen, die aus einem Gewéchshausversuch der BBA stammten, auf die
unterschiedlichen Trigermatrizes appliziert und die DNA-analytisch bestimmt wurden.
Dazu wurden diese zusammen mit den anhaftenden Pollen lysiert, aus dem Lysat
wiederum die DNA isoliert und dann mit Hilfe Raps-spezifischer Primer ein definierter

DNA-Teilbereich amplifiziert. Dies gelang bei allen Matrizes.

Um einen Sensitivitits-Wert der eingesetzten Raps-spezifischen Primer zu bekommen,
wurde aus HR-Rapssamen, die von der Firma Aventis Crop Science zur Verfiigung
gestellt wurden, DNA isoliert und iiber DNA-Verdiinnungsreihen konnten im Mittel 3

Pollen nachgewiesen werden.

2.4.4 DNA-Extraktionsverfahren

Die Pollen-DNA wurde mit verschiedenen Methoden aus den Matrizes

(Pollensuspension, Membranfilterproben, Honigproben) extrahiert.

2441 CTAB-Methode

Die Probe mit den Pollen (Pollensuspension, Membranfilterproben) in ein 13 ml
Sarstedt-Rorchen geben, 2 ml CTAB-Puffer (2 % CTAB, 0,1 M Tris HCL (pH 8,0), 20
mM EDTA, 1,4 M NaCl und 50 pl Proteinase K (20 mg/ml) hinzugeben und iiber Nacht
bei 60°C lysieren. Fiir 10 min bei 5000 xg zentrifugieren, je 1 ml Puffer in ein 2 ml
Eppendorf-Cup geben, 900 ul Chloroform hinzugeben, 30 sec mischen und fiir 10 min
bei 12000 xg zentrifugieren. Den Uberstand in ein neues Eppendorf-Cup iiberfiihren,
0,8 Vol. Isopropanol hinzugeben, mischen und fiir 30 min bei RT inkubieren. Die
gefillte DNA 10 min bei 12000 xg zentrifugieren, 2x mit 70% EtOH waschen und
jeweils 5 min bei 12000 xg zentrifugieren. Das DNA—Pellet in 60 pl H,O oder TE-
Puffer aufnehmen, bis zur Verwendung bei —20°C lagern. Von dieser Losung jeweils 5

ul in die PCR einsetzen.
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2.4.4.2 Qiagen DNeasy Tissue Kit

2.4.4.2.1 Pollensuspension

Die Probe wurde mit den Pollen in ein 13 ml Sartsedt-Rérchen gegeben und pro 1 cm?
PMF-Filter wurde 1 ml steriles H,O zugefiihrt. Die Pollen wurden mindestens fiir 1 h
bei RT unter Schiitteln vom Filter gelost und anschlieBend fiir 10 min bei 5000 xg
zentrifugiert. Der Filter wurde entfernt und das Pellet in 1 ml H,O gelost. Weiter unter
24424,

2.4.4.2.2 PMF-Proben

Die Probensegmente mit den Pollen wurden in ein 13 ml Sarstedt-Rohrchen gegeben
und pro 1 cm?> PMF-Filter wurde 1 ml steriles H,O zugefiihrt. Die Pollen wurden
mindesten fiir 1 h bei RT unter Schiitteln vom Filter geldst und anschlieend fiir 10 min
bei 5000 xg zentrifugiert. Der Filter wurde entfernt und das Pellet in 1 ml H,O gelost.
Weiter unter 2.4.4.2.4.

2.4.4.2.3 Honigproben

Aus den Honigproben wurden 10 g Honig in ein 50 ml Sarstedt-R6hrchen eingewogen,
mit 30 ml sterilem H,O gemischt und fiir 1h bei 40°C geldst. AnschlieBend wurde fiir
30 min bei 10.000 xg zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1

ml H,O gelost. Weiter unter 2.4.4.2.4.

2.4.4.2.4 Extraktion

Zu den in 1ml geldsten Pellets wurde 1 ml Losung X1 (20 mM Tris (pH 8,0), 20 mM
EDTA, 200 mM NacCl, 4% SDS), 48 ul 1 M DTT und 20 pl Proteinase K (5 mg/ml)
hinzugegeben und iiber Nacht in einem Thermomixer bei 900 UPM und 55°C inkubiert.
AnschlieBend wurde 200 pl Puffer Al und 200 pl Ethanol hinzugegeben, gemischt und
diese Losung auf ein DNeasy Minisdulchen (Qiagen: DNeasy Tissue Kit 250) gegeben.
Dann wurde 1 min bei 6000 xg zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen und 500

pul Puffer AW1 auf die Sdule gegeben, wiederum wurde fiir 1 min bei 6000 xg
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zentrifugieren. Der Durchfluss wurde verworfen und auf die Sdule 500 pl Puffer AW2
gegeben und fiir 3 min zum Trocknen der Sédule bei mindesten 12000 xg zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen. Zum Eluieren der DNA wurde 60 pl H,O auf die
Séule gegeben, 1 min inkubiert und bei 8000 xg zentrifugiert. Bis zum weiteren

Gebrauch wurde bei —20°C gelagert. In die PCR wurden 5 pl dieser Losung eingesetzt.

2.4.5 PCR-Methoden

24.5.1 PCR mit Gelelektrophorese

Rapspollen wurden auf das Vorhandensein auf Raps-DNA (Nachweis von
Teilbereichen der Phosphoenolpyruvate Carboxylase) nach Hellebrand et al. (1998)
sowie mittels einer Screening-Analyse (35S-Promotor und NOS-Terminator (§35
LMBG)) auf das Vorhandensein gentechnisch verdnderter Pollen analysiert. Zur
Differenzierung positiver Proben wurden diese nach einem positiven Screening-
Ergebnis auf das Vorhandensein von SeedLink™-, LibertyLink™- und
RoundupReady™-Raps analysiert (Eigenentwicklung GeneScan Analytics GmbH).

Nach der PCR wurden die Amplifikate auf ein 2,5% Agarosegel aufgetragen und fiir 30
min bei 5V/cm Laufstrecke -elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid

angefarbt und fotografiert.

Maispollen wurden neben einer Screening-Analyse auf das Vorhandensein von Mais-

DNA (Eigenentwicklung GeneScan Analytics GmbH) analysiert.

Bei Zuckerriibenpollen wurde in Ermangelung eines Pflanzenspezies-spezifischen

Systems nur auf das Vorhandensein des 35S-Promotors analysiert.

Die Proben wurden routinemdBig gespiked zur Kontrolle von PCR-Hemmung und

Nebeneinfliissen, des Weiteren wurden Blindproben mit einbezogen.

Das Verfahren ist in Abschnitt 2.4.6.2.1 beispielhaft ndher ausgefiihrt.
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2.4.5.2 Real-time PCR (TagMan)

Des Weiteren wurde die RealTime-PCR (TagMan) eingesetzt. Bei diesem Verfahren
befindet sich neben den 2 Primern fiir die PCR ein dritter mit einem Fluoreszenz-
Farbstoff markierten Primer. Dieser Primer bindet wihrend der PCR zwischen den
beiden anderen Primern und wird aufgrund der Exonuklease-Aktivitit der Tag-
Polymerase wiéhrend der PCR hydrolysiert. Hat dieser Primer wéhrend der PCR
gebunden und wurde hydrolysiert, ist ein Fluoreszenzsignal detektierbar. Liegt er jedoch
im nativen Zustand vor, ist kein Fluoreszenzsignal detektierbar. Dabei korreliert die
Fluoreszenz-Intensitit direkt mit der vorhanden Menge an Ziel-DNA. Als Ergebnis
erhilt man sog. Ct-Werte (Cycle of Threshold). Der Ct ist der Zyklus in der PCR, bei
dem die PCR in die exponentielle Phase iibergeht. Durch den Vergleich der Ct-Werte
der Proben-DNA mit Standards bekannter DNA-Mengen ist spiter eine quantitative

Aussage moglich.

Die Rapspollen wurden auf das Vorhandensein auf Raps-DNA (Eigenentwicklung
GeneScan Analytics GmbH) sowie mittels einer Kombination aus Screening-Analyse
(35S-Promotor) und spezifischer Analyse (Nachweis von Teilbereichen von

LibertyLink™-Raps) auf das Vorhandensein gentechnisch verdnderter Pollen analysiert.

Die Maispollen wurden neben einer Screening-Analyse (35S-Promotor) auf das
Vorhandensein von Mais-DNA (Eigenentwicklung GeneScan Analytics GmbH)

analysiert.

Bei Zuckerriibenpollen wurde in Ermangelung eines Pflanzenspezies-spezifischen

Systems nur auf das Vorhandensein des 35S-Promotors analysiert.
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2.4.6 Laboriibergreifende Versuche zur Bestimmung von
Sensitivitiat, Nachweisgrenze, Reproduzierbarkeit und

Fallzahlen

2.4.6.1 Statistik

2.4.6.1.1 Analyse-Verfahren mit primdren ja/nein-Resultaten (qualitative PCR mit
Gelelektrophorese)

2.4.6.1.1.1 Bestimmung der Dosis-Wirkungsbeziehung

Die Resultate dieser Verfahren bestehen fiir jede verwendete DNA-Menge x bei den
DNA-Losungen x aus der Zahl n der Messungen sowie der Zahl r der positiven
Nachweise (responses), separat fiir jedes DNA-Merkmal (z.B: 35S, PAT etc.). Im Falle
der Pollenproben ist die DNA-Menge durch die Pollenanzahl x zu ersetzen. Die
empirische relative Haufigkeit »/n (r = Anzahl positive Resultate, » = Anzahl
Messungen) des Nachweises von GVO-Material wird durch eine logistische Beziehung

mit der beteiligten gegebenen DNA-Menge x verkniipft:

"% po) = 1
n S 1+ exp[—(a +b-logx)|

Diese Gleichung beschreibt die Beziehung zwischen DNA-Menge Anzahl Pollen x und
Wahrscheinlichkeit des Nachweises durch eine Messung. Zur sprachlichen
Vereinfachung wird diese Beziehung auch dann als Dosis-Wirkungs-Beziehung

bezeichnet, wenn x eine DNA-Menge oder Pollenanzahl ist.

Die Koeffizienten a und b in der obigen logistischen Gleichung werden per Maximum-
Likelihood-Schitzung bestimmt, wobei die binomiale Fehler-Struktur der beobachteten
Haufigkeiten 7 beriicksichtigt wird. Die Grof3e des Koeffizienten b entscheidet iiber den
Zusammenhang zwischen Nachweiswahrscheinlichkeit und DNA-Menge: ein Wert von

b = 0 bedeutet, dass es keinen Zusammenhang zwischen DNA-Menge und

84



2. Methodik

Nachweiswahrscheinlichkeit gibt. Anders ausgedriickt hei3t das: das Verfahren ist nicht
in der Lage, die DNA-Menge zu erkennen.

Es muss also gepriift werden, ob der aus den Daten geschitzte Wert fiir b signifikant
groBer als 0 ist. Dazu werden exakte Tests eingesetzt, da die meistens gebriduchlichen
asymptotischen Tests fiir Datensédtze mit den hier verwendeten n-Zahlen und meistens r

= 0 bzw. r = n nicht angemessen sind.

2.4.6.1.1.2 Fallzahlbestimmung

Auf der Grundlage der zuvor berechneten Dosis-Wirkungs-Beziehungen wird die
notwendige Zahl m von Messungen bestimmt, mit der eine vorgegebene DNA-Menge
bzw. Anzahl Pollen x mit einer Sicherheit von 80/ 90/ 95/ 99 % nachgewiesen werden
kann. Die Sicherheiten 80/ 90/ 95/ 99 % entsprechen den Risiken B =20/ 10/ 5/ 1 % von
falsch negativen Aussagen, d.h. die vorhandene DNA-Menge bzw. Anzahl Pollen nicht
zu erkennen. Die Anzahl ndtiger Messungen m ergibt sich unter Verwendung der oben

berechneten Beziehung aus:

B =(1-p&)"
entsprechend

_ log(h)
log(1 - p(x)

Die resultierenden Anzahlen m sind fiir einen Bereich von 1 < x < 10000 pg DNA in
den Abbildungen fiir die DNA-L&sungen und entsprechend mit x als Anzahl Pollen fiir
die Pollenmatrizes dargestellt. Die Nachweisgrenzen ergeben sich ebenfalls aus den
Abbildungen, in dem fiir die geplante Anzahl Messungen und das gewéhlte
Sicherheitsniveau die dazugehorige Nachweisgrenze (in DNA-Menge oder Anzahl

Pollen) abgelesen wird. Der angegebene Wert wurde rechnerisch ermittelt.

85



2. Methodik

2.4.6.1.2 Quantitative Analyse-Verfahren mit Anzahlen als Resultate (quantitative
real-time PCR, TagMan)

Der Ergebnisse aus der quantitativen PCR wurden {iiber eine lineare Regression von

erwarteter Zyklenzahl zur Dosis als Dosis-Wirkungs-Beziehung ausgewertet:
ct=a+b * Ig Dosis.

Die Wahrscheinlichkeit, eine Dosis nicht zu erkennen entspricht der
Wabhrscheinlichkeit, dass mehr als n Zyklen nétig sind bis die PCR gestoppt wird, wobei
n die Anzahl der Zyklen darstellt (in der Regel zwischen 40 und 50). Entsprechend gilt
fiir die Wahrscheinlichkeit:

Pr(erwartete Zyklen+Zufallsfehler > 45) = Pr(t > 45-(a+b*1g Dosis)) =: p,

wobei ,Pr’ fiir ,Wahrscheinlichkeit (probability) steht. Hierbei weist p eine t-Verteilung

mit n-2 Freiheitsgeraden auf. Die Fallzahl m ergibt sich bei p™ < B3 aus:

m = (Ig B) / (Ig p).

In der Anfangsphase des Projekts zeigte sich bei den Vorversuchen zur Bestimmung
von Nachweisgrenzen zum Teil ein erheblicher Anteil solcher Messungen, bei denen die
verfahrenstechnische Begrenzung bei 45 bzw. 50 Zyklen (Zensierung, censoring) sehr
haufig auftrat. Diese Erscheinung fiihrt zu einer verzerrten Schétzung der
Regressionsparameter a und b, wenn die begrenzenden Werte wie regulire Messwerte
in das Regressionsverfahren einbezogen werden. Um dieser Situation zu begegnen,
wurde ein eigenes Schitzverfahren fiir eine Regression mit zensierten Werten
entwickelt und angewendet, welches unverzerrte Schitzwerte fiir a und b auch bei
Anwesenheit von vielen Werten auf der Abbruchgrenze liefert. Da diese Situation nach
Verdnderung der Messstrategie nicht mehr auftrat, wird darauf verzichtet, das
entwickelte Verfahren hier darzustellen. Es steht jedoch im Prinzip weiterhin fiir die
Auswertung von solchen PCR-Daten zur Verfiigung, die einen hohen Anteil (bis 50%)

von zensierten Werten aufweisen.
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2.4.6.1.3 Standardisierung der Nachweisgrenze fiir Methodenvergleich

Aus einer Probe an Pflanzen- oder Pollenmaterial, die eine bestimmte Menge DNA
enthilt, wird diese extrahiert und anschlieBend in einem verfahrensméBig einstellbaren
Volumen an wissriger Losung aufgenommen (z.B. 80 pl). Fiir die PCR-Analyse wird
nunmehr eine bestimmte Teilmenge aus der DNA-Probenlosung eingesetzt, das als
PCR-Aliquot bezeichnet wird (z.B. 5 pl). Das eingesetzte Aliquot fiir die PCR enthilt
so einen entsprechend reduzierten Anteil an der DNA-Probenmenge bzw. Pollenanzahl
(im Beispiel 1/16). Das verfahrensspezifisch in bestimmten Grenzen variabel gestaltbare
Verhiltnis Aliquot zu Probenmenge geht damit unmittelbar in die Bestimmung der

Nachweisgrenze ein und ist daher fiir einen Methodenvergleich zu beriicksichtigen.

Fiir die meisten géngigen PCR-Verfahren muss fiir jedes nachzuweisende Konstrukt
eine gesonderte PCR gefahren werden. Will man also aus einer Probe eine bestimmte
Anzahl an Konstrukten nachweisen, ist ein entsprechend ausreichendes Verhéltnis von
PCR-Aliquot zur DNA-Probenmenge einzuhalten. Das obige Verhéltnis 1 zu 16 lie3e

also maximal die Bestimmung von 16 verschiedenen Konstrukten zu.

Die unterste (absolute) Nachweisgrenze des PCR-Verfahrens wire dann erreicht, wenn
die gesamte DNA-Menge der Probe in das PCR-Aliquot fiir den Nachweis eines
einzelnen Konstruktes in einem Analysegang eingesetzt wird. Dies wird zwar in der
Praxis kaum relevant sein, jedoch ergibt dies eine standardisierbare Grofe, die das

Verfahren kennzeichnet und damit fiir Vergleiche sinnvoll ist.

Fiir die Aufgabe des allgemeinen Umweltmonitorings von GVO in der Praxis, das die
Kontrolle der Einwirkung von mehreren relevanten Konstrukten ermdglichen soll, ist
eine Optimierung im Hinblick auf die Nachweismdglichkeit mehrerer Konstrukte sowie
die Moglichkeit, Kontroll- und Mehrfachanalysen durchzufiihren gefordert, so dass

dementsprechend eine hohere Verdiinnung einer Probe anzulegen ist.

Fiir Verfahrensvergleiche wurde daher folgende Standardisierung zu den

Nachweisgrenzen der PCR vorgenommen:
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1. Als absolute Nachweisgrenze des PCR-Verfahrens gilt die DNA-Menge bzw.
Anzahl Pollen im PCR-Aliquot. Hierbei wird davon ausgegangen, dass die
gesamte DNA-Menge aus der Pollenprobe in einem PCR-Aliquot, hier 5 pl,

eingesetzt wird. Mindestens ist eine Kopie des Gens erforderlich.

2. Als Standard-Nachweisgrenze in Bezug auf den PCR-Nachweis von bis zu 16
Gen-Konstrukten. Die DNA-Menge der Probe wird in 80 pl Ldosung
aufgenommen, das Volumen eines einzelnen PCR-Aliquots betrdgt 5 pl, so dass
die DNA-Menge jeder einzelnen PCR 1/16 der DNA-Menge bzw. Pollenanzahl

der Gesamtprobe entspricht.

2.4.6.2 Sensitivitit der PCR-Verfahren in DNA-Losungen

Zundchst wurde die Sensitivitit der PCR-Verfahren ohne Extraktion iiber DNA-
Losungen aus HR-Rapssamenmaterial vergleichend gepriift. Hierzu wurde vom PCR-
Labor des Niedersichsischen Landesamt fiir Okologie (Dr. Hofmann) aus Samen von
HR-Raps (Saatgut von Aventis) in Sickte eine DNA-Stammldsung prépariert und daraus
jeweils drei Unterproben an die beteiligten Labore gesendet. Als nachzuweisende

Merkmale wurden PEP, 35S und PAT festgelegt.

2.4.6.2.1 Qualitative PCR iiber Gelelektrophorese

Fiir die Analyse mittels qualitativer PCR (2.4.5.1) bei der GeneScan Analytics GmbH
wurde zunichst die DNA-Konzentration der drei mit R1, R2 und R3 bezeichneten
Unterproben der DNA-Ldsungen vermessen, die im Mittel 455 ng/ul betrug (445 ng/ul,
482 ng/ul, 438 ng/ul).

Alle Proben wurden mit sterilem Wasser verdiinnt und je 5 pl mit den drei folgenden

Primer-Systemen PCR-amplifiziert (50 Zyklen):

e PEP (Phosphoenol-Pyruvat-Carboxylase): Raps-Kontroll-Reaktion, d.h. PEP-Primer
sollten generell aus Raps-DNA - gentechnisch modifiziert oder unverdndert — ein

definiertes Amplikon produzieren.
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e PAT (Phosphinotricin-Acetyltransferase):

bestimmte gentechnisch verdanderte Rapssorten.

e 35S (Promotor-Sequenz aus dem Blumenkohl-Mosaik-Virus): Screening-Reaktion,

d.h. ein positives PCR-Signal ist ein starkes Indiz fiir das Vorhandensein einer

gentechnischen Modifikation.

Hierbei wurden Verdiinnungsreihen fiir jede der drei Losungen mit 1 zu 100 / 1.000 /

10.000 / 50.000 / 75.000 / 100.000-fach sowie reine H,0-Proben und Kontrollen

angefertigt.

Die erzeugten PCR-Produkte wurden Agarose-gelelektrophoretisch aufgetrennt und

photographisch dokumentiert und wie in Abb. 2.4.1 dargestellt ausgewertet. Der

Verfahrensgang ist wie folgt:

Spezifische

Nachweisreaktion fir

Klassische
PCR
mit
Gelektro-
phorese
(qualitativ)

Raps-DNA-
Lésung,
Ergebnis-
beispiel

SB
PM

M 1 5

1) PCR-Wasser-Kontrolle
2) Probe R1,

3) »

4)

5)

6)

7)

8) Probe R2
9) ”
10)

11)

12)

13)

14 Probe R3
15) ’
16)

17)

18) ”
19) Probe RR1
20) ”
21)

22)

23) ”
24) Probe RR2
25) ”

10

Verdiinnung

1:100
1:1000
1:10000
1:100000
1:50000
1:75000
1:100
1:1000
1:10000
1:100000
1:50000
1:75000
1:100
1.1000
1:10000
1:50000
1:75000
1:100
1:1000
1:10000
1:50000
1:75000
1:100
1:1000

15

20

PEP-Reaktion

25

Abb. 2.4.1: Qualitative PCR mit Gelelektrophorese
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In der Agarose-Gelelektrophorese wurden 2,5%ige TAE'-Gele angewandt. Die
Laufzeit betrug 30-45 Minuten, die Spannung 10 Volt/cm Gel. Gefdrbt wurde nach dem
Lauf in einem Ethidiumbromid / Laufpuffer-Bad. Zur Orientierung finden sich in der
fotografischen Dokumentation die Abkiirzung ,,SB*, was spezifische Bande bedeutet,
also die PCR-Produkte anzeigt. ,M*“ steht fiir Marker, ein Gemisch von DNA-
Fragmenten definierter Lingen. Marker dienen allgemein zur Lingenabschéitzung von
DNA-Fragmenten und als Kontrolle der Elektrophorese-Bedingungen. ,,PM* steht fiir
Primer-Multimere. Obwohl laut Theorie gar nicht moglich, siecht man in der Regel nach
gelelektrophoretischer Auftrennung von PCR-Produkten eine vorlaufende, meist
unscharfe Bande. Diese Bande besteht aus aneinander gelagerten Primern, sogenannte
Multimere. Primer werden der PCR-Reaktion im Uberschuss zugegeben, so dass nach
Ende der Reaktion der Pool an Primern hiufig nicht aufgebraucht wurde. Primer-
Multimere koénnen manchmal von den zu erwartenden PCR-Produkten — besonders
wenn diese sehr kurz sind — nur schwer unterschieden werden. Auch deshalb ist eine

Positiv-Kontrolle unbedingt zu empfehlen.

Die Rohwerte der PCR {iber die Verdiinnungsreihen sind in Tab. 2.4.4 aufgefiihrt.

8 Tris/Acetat/EDTA, identisch mit dem Elektrophorese-Puffer
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DNA- DNA- Anzahl PEP PAT 35S
Konzentration | Menge DNA-

[pg/nl] [pgl Kopien
H,0 0 0 0 - - -
R1.1 4.550 22.750 9.285 + + +
R2.1 4.550 22.750 9.285 + + +
R3.1 4.550 22.750 9.285 + + +
R1.2 455 2.275 928 + + +
R2.2 455 2.275 928 + + +
R3.2 455 2.275 928 + + +
R1.3 45,5 227.,5 92,8 + + +
R2.3 45,5 227,5 92,8 - + +
R3.3 45,5 227.5 92,8 + +
R1.4 9,1 45,5 18,5 - - -
R2.4 7,6 45,5 18,5 - - -
R3.4 7,6 45,5 18,5 - - -
R1.5 6,0 30,3 12,3 - - -
R2.5 6,0 30,3 12,3 - - -
R3.5 6,0 30,3 12,3 - - -
R1.6 4,5 22,7 9,2 - + -
R2.6 4,5 22,7 9,2 - + -
R3.6 4,5 22,7 9,2 - - -
+: nachgewiesen
-: nicht nachgewiesen
angesetzte Masse fiir 1 Raps-DNA Kopie, diploid: 2,45 pg

Tab. 2.4.4: Rohdaten der PCR aus der Verdiinnungsreihe der Raps-DNA-Losungen
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x=DNA pg, y=pep (PEP), Conditional Exact Tests

p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
1gDNA pg Score 9.6487 0.0009 0.0007
Probability 0.000466 0.0079 0.0077
x=DNA _pg, y=pat (PAT), Conditional Exact Tests
p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
1gDNA pg Score 7.0921 0.0047 0.0047
Probability 0.000094 0.0017 0.0016
x=DNA _pg, y=35S (35S), Conditional Exact Tests
p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
1gDNA pg Score 9.1746 0.0004 0.0003
Probability 0.000200 0.0014 0.0013

Tab. 2.4.5: Logistische Regression fiir PCR-Daten

Die Ergebnisse aus den statistischen Testverfahren enthélt Tab. 2.4.5. Sie sind grafisch

veranschaulicht in den Abb. 2.4.2 a-c.
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a)

Wahrscheinlichkeit der
Erkennung des PEP-
Merkmals durch eine
Messung, in Abhéngigkeit

von der DNA-Menge

Verfahren: GeneScan

Signifikanz:

p =0.0079

b)

Wahrscheinlichkeit der
Erkennung des PAT-
Merkmals durch eine
Messung, in Abhéngigkeit
von der DNA-Menge
Verfahren: GeneScan
Signifikanz:

p =0.0017

¢)

Wahrscheinlichkeit der
Erkennung des 358-
Merkmals durch eine

Messung, in Abhéngigkeit
von der DNA-Menge

Verfahren: GeneScan
Signifikanz:
p=0.0014

Wahrscheinlichkeit der Erkennung der Merkmale aus der qualitativen
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Anzahl Mossungen a) Notwendige  Anzahl
& ‘\ Messungen, um die
7 Anwesenheit des  PEP-
6 | Merkmals in Raps-DNA-
5 \ Losung in der auf der
4 \ horizontalen Achse
s \\ angegebenen Menge mit
, I\ einer Sicherheit von
1 \\\ 80% (obere Linie),
° 10 tT T T e CT T oo AL P99 100000 90% (mittlere Linie),
DNA [pg]
Anzahl Messungen fir P{falsch negativ} < 10%,5%, 1% 95% (untere Llnle)
PEP in Raps-DNA-L&sung, Methode=Hanse (Transformation x = Ig(DNA_pg + 1))
nachzuweisen.
T anzant Messypod b) Notwendige  Anzahl
8 \ \ \ Messungen, um die
7 \\ \ Anwesenhen. des PAT-
\ Merkmals in Raps-DNA-
5 Losung in der auf der
4 horizontalen Achse
. \\ \ angegebenen Menge mit
R einer Sicherheit von
1 — 80% (obere Linie),
T T T T T T e T T T e T T e 90% (mittlere Linie),
AT i e B 0 T e = 0 gy 95% (untere Linic)
nachzuweisen
Anzahi Messungen ¢) Notwendige  Anzahl
8 Messungen, um die
7 Anwesenheit des 35S-

Merkmals in Raps-DNA-
Losung in der auf der
horizontalen Achse
angegebenen Menge mit
einer Sicherheit von

w
=

\

1 ) NS 80% (obere Linie),
x‘%
o
10 T T T TT I‘IIOO T LI I1I000*|—|7I T I’IIKIJOOO T T 1T I’IIOIOOOO 90% (mlttlere Linle)’
DNA [pg]
Anzahl Messungen fiir P{falsch negativ} < 10%,5%, 1% 95% (untere Llnle)

S35 in Raps-DNA-L&sung, Methode=Hanse (Transformation x = Ig(DNA_pg + 1))

nachzuweisen.
Abb. 2.4.3:  Erforderliche Fallzahlen zum Nachweise der Merkmale in Raps-DNA-

Losung mit qualitativer PCR
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Die statistischen Priifungen der Nachweisgrenzen und Fallzahlen belegen fiir den
Nachweis der untersuchten Genabschnitte in den Raps-DNA-Ldsungen mit dem obigen
PCR-Verfahren signifikante Beziehungen. Aus der daraus abgeleiteten Bestimmung der
erforderlichen ~ Fallzahlen  ergibt sich, dass fiir sichere = Nachweise
Mehrfachbestimmungen erforderlich sind. Hierbei ist fiir das intendierte Monitoring
davon auszugehen, dass im Falle positiver oder uneindeutiger Nachweise

Nachmessungen vorgesehen sind.

Fiir sichere Nachweise mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind dann mit der
qualitativen PCR-Verfahren bei Doppelproben fiir die Merkmale folgende, in Tab. 2.4.6

dargestellten, Bereiche als Bestimmungsgrenzen anzugeben.

Merkmal Nachweisgrenzen bei Raps-DNA-Kopie | entspr. Anzahl
Doppelbestimmung (diploid) DNA-Kopien
pg DNA pg/Kopie n
PEP 250 2,45 102
PAT 150 2,45 61
35S 100 2,45 40

Tab. 2.4.6: Nachweisgrenzen der qualitativen PCR fiir Raps-DNA-Losungen bei
Doppelproben fiir Monitoring

2.4.6.2.2 Quantitative real-time PCR (TagMan)

Die zur Verfiigung gestellten DNA-Losungen wurden im LfU (Dr. R. Zeitler) mit der
RealTime-PCR (TagMan, ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied

Biosystems) auf folgende Parameter analysiert:

Parameterabkiirzung | Beschreibung der Parameter
bar Nachweis des bar-Gens z.B. aus RF1/MS1
pat Nachweis des pat-Gens z.B. aus Falcon 6/AC
eps Nachweis des epsps-Gens z.B. aus GT73
ppa Nachweis des 35S-Promotor-pat-Genkonstrukts z.B. aus Falcon 6/AC
pba Nachweis des PssuAra-bar-Genkonstrukts z.B. aus RF1/MS1
rrf Nachweis des PEPC-Gens aus Raps

Tab. 2.4.7: Untersuchte Parameter in der TagMan-PCR bei den Raps-DNA-Losungen
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Bei den aufgelisteten Parametern handelt es sich um Nachweise von DNA-Sequenzen,

die in transgenen Rapslinien vorkommen koénnen. In Abb. 2.4.4 wird die Entwicklung

der parameterspezifischen Fluoreszenzreaktion mit der PCR-Zyklenzahl gezeigt, die die

Spezifitit der durchgefiihrten Untersuchungen belegt. Es wurden jeweils 23 ng DNA

aus der Probe fiir die TagMan-PCR eingesetzt. Unter diesen Bedingungen konnen

demnach in der Probe DNA-Sequenzen fiir das pat- und das 35S-Promotor-pat-

Genkonstrukt nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde ein positiver Nachweis fiir

ein Raps-spezifisches Gen, die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC), gefiihrt.

Zur Validierung der pat- und ppa-Methode wurden jeweils 5 Wiederholungsmessungen

in folgenden Verdiinnungsschritten der Probe vorgenommen:

1:1; 1:10; 1:100; 1:400; 1:1600; 1:1:6400

Nachweis des pat-Gens in Raps-DNA
0,6 —+—NTC-bar
—=— NTC-eps
NTC-pat
B NTC-pb:
05 —NTC-ppa
——NTC-rrf
—+— Probe-bar
c 0,4 N —— Probe-eps
9 —&— Probe-pat
:© Probe-pba
b~ Probe-
2 0,3 1 e Probert
3
=02
0,1 1
0 f-Ahg'a,- -5-5-9-8-8-0--
0 10 20 30 40
Zyklenzahl

Zyklenzahl der TagqMan-
PCR fiir verschiedene
Gen-Konstrukte in der
Raps-DNA-Losung.

Der ct-Wert als Ergebnis
der quantitativen
TagMan-PCR ergibt sich
aus dem Anstieg der

Kurve durch das
Untergrundrauschen. Die
maximal gemessene

Zyklenzahl wird auf 45
gesetzt.

In der Probe werden pat,
ppa und rrf nachgewiesen.

Abb. 2.4.4: Spezifitdt der TagMan (Quelle: Zeitler, LfU)
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DNA Anzahl ppa pat
Menge Raps-DNA
Kopien

pg n Ct-Werte Ct-Werte
22.250 9.081 34,32 30,26
22.250 9.081 34,30 30,17
22.250 9.081 34,27 30,35
22.250 9.081 34,58 30,25
22.250 9.081 33,99 30,16
2.225 908 37,25 33,60
2.225 908 37,78 34,10
2.225 908 37,70 33,85
2.225 908 37,55 33,58
2.225 908 37,55 33,76
222.5 90,8 40,82 37,71
222.5 90,8 41,09 37,05
222.5 90,8 41,62 37,46
222.5 90,8 41,10 36,89
222.5 90,8 40,83 37,03
55,6 22,7 43,76 39,04
55,6 22,7 43,80 39,83
55,6 22,7 43,31 38,50
55,6 22,7 42,26 38,87
55,6 22,7 42,70 38,74
13,9 5,6 45,00 45,00
13,9 5,6 45,00 41,98
13,9 5,6 44,90 42,45
13,9 5,6 43,79 41,39
13,9 5,6 43,36 45,00
3,4 1,4 45,00 45,00
3,4 1,4 45,00 45,00
3,4 1,4 44,91 45,00
3.4 1,4 44,72 45,00

Tab. 2.4.8: Ergebnisse der TagMan-PCR der Raps-DNA-Losungen
(angesetzte Masse fiir I Raps-DNA Kopie, diploid: 2,45 pg)
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Regression flir den Nachweis von pat in Raps-DNA
The REG Procedure, Model: MODEL1, Dependent Variable: ct
Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 1 431.86492  431.86492 775.25 <.0001
Error 28  15.59783 0.55707
Corrected Total29 447.46275
Root MSE 0.74637 R-Square 0.9651
Dependent Mean ~ 40.90867 Adj R-Sq 0.9639
Coeff Var 1.82447
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF Estimate Error t Value Pr > |t
Intercept 1 47.50342 0.27325 173.84 <.0001
1gDNA pg 1 -2.93717 0.10549 -27.84 <.0001

Regression fiir den Nachweis von ppa in Raps-DNA

The REG Procedure, Model: MODEL1, Dependent Variable: ct
Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 1 431.86492 431.86492 775.25 <.0001
Error 28 15.59783 0.55707
Corrected Total29  447.46275
Root MSE 0.74637 R-Square 0.9651
Dependent Mean ~ 40.90867 Adj R-Sq 0.9639
Coeff Var 1.82447
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF Estimate Error t Value Pr>|t|
Intercept 1 47.50342 0.27325 173.84 <.0001
1gDNA pg 1 -2.93717 0.10549 -27.84 <.0001

Tab. 2.4.9: Ergebnisse der Regressionsanalyse, TagMan-PCR, Raps-DNA-Ldosungen
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b) Wahrscheinlichkeit der
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Abb. 2.4.5: Wahrscheinlichkeit der Erkennung der Merkmale aus der quantitativen

TagMan-PCR fiir Raps-DNA-Ldosungen
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“] Anzahl Messungen a) NOtWCIldigC
8 Messungen, um
; Anwesenheit des pat-Gens in
. Raps-DNA-Losung
\ auf der horizontalen Achse
° \\ angegebenen Konzentration
4 \\ mit einer Sicherheit von
3 \ .o
\\\ 80% (obere Linie),
2
) 90% (mittlere Linie),
0 — 95% (untere Linie)
T T T T TTTT T T T TTTT T T T T TTTT
1 10 1QO 1000 10000 .
DNA N P9 nachzuweisen
Anzahl Messungen fir P{falsch negativ} < 20%10%, 5%
PAT in Raps-DNA-Lésung, Methode=TagMan/LfU Verfahren: TaqMan, LfU
= Anzahl Messurfen b) NOtWCl’ldige
8 Messungen, um
; \ \ Anwesenheit des ppa-Gens
. \\ in Raps-DNA-Lo6sung in der
\\\ auf der horizontalen Achse
5 .
\\\ angegebenen Konzentration
4 \\\ mit einer Sicherheit von
3 ..
\\ 80% (obere Linie),
2
, \ 90% (mittlere Linie),
0 ..
o T T T TTTTT T T T TTTT T T 95 A) (untere Llnle)
1 10 100 1000 10000
DNA in pg .
nachzuweisen
Anzahl Messungen fur P{falsch negativ} < 20%70%, 5%
PPA in Raps-DNA-L&sung, Methode=TagMan/LfU Verfahren: TaqMan, LfU

Abb. 2.4.6: Erforderliche Fallzahlen zum Nachweise der Merkmale in Raps-DNA-
Losung mit quantitativer TagMan-PCR

Die statistischen Priifungen der Nachweisgrenzen und Fallzahlen belegen fiir den
Nachweis der untersuchten Genabschnitte in den Raps-DNA-L&sungen mit dem obigen
PCR-Verfahren signifikante Beziehungen. Aus der daraus abgeleiteten Bestimmung der
erforderlichen  Fallzahlen  ergibt sich, dass fiir sichere = Nachweise

Mehrfachbestimmungen zu empfehlen sind. Hierbei ist fiir das intendierte Monitoring
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davon auszugehen, dass im Falle positiver oder uneindeutiger Nachweise

Nachmessungen vorgesehen sind.

Fir sichere Nachweise mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind dann mit
obigem PCR-Verfahren (TagMan, LfU) bei Doppelbestimmungen fiir die Merkmale

folgende Bereiche als absolute Nachweisgrenzen anzugeben:

Merkmal Nachweisgrenzen bei Raps-DNA-Kopie | entspr. Anzahl
Doppelbestimmung (diploid) DNA-Kopien
pg DNA pg/Kopie n
ppa 12 pg DNA 2,45 4,9
pat 5 pg DNA 2,45 2,0

Tab. 2.4.10: Nachweisgrenzen der qualitativen PCR fiir Raps-DNA-Losungen bei
Doppelproben fiir Monitoring

2.4.6.3 Rapspollen

Im nidchsten Schritt wurden vom Okologiebiiro HR-Rapspollen-Suspensionen
hergestellt und in Form von Verdiinnungsreihen zur Verfiigung gestellt. Die ermittelten
Nachweisgrenzen und Fallzahlen stellten sich fiir die qualitative und quantitative PCR
wie folgt dar:

2.4.6.3.1 Qualitative PCR iiber CTAB-Extraktion und Gelelektrophorese

Die qualitative PCR erfolgte nach dem in Kap. (2.4.4.1) beschriebenen Verfahren in
einem GeneAmp 9700 Thermocycler (Applied Biosystems) iiber 50 Zyklen.

Der Nachweis erfolgte auf folgende Parameter:

e Spezifischer Nachweis von GV-Raps: Teil des synthetischen PAT-Gens. Liange des
Amplikons: 121 bp.

e Promotor-Screening: Teil des CAMV 35S. Linge des Amplikons: 123 bp.

e Spezies-Nachweis Raps: Teil des PEP-Gens. Lange des Amplikons: 248 bp.
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Die erzeugten PCR-Produkte wurden Agarose-gelelektrophoretisch aufgetrennt und
photographisch dokumentiert wie im vorigen Abschnitt zu den DNA-Losungen
beschrieben (Kap. 2.4.6.1). Die Rohdaten aus der PCR sind in Tab. 2.4.11 enthalten.
Die Ergebnisse der statistischen Analyse befinden sich in Tab. 2.4.12 und werden in

Abb. 2.4.7 a-c veranschaulicht.

Pollenanzahl pep 358 pat
30000
30000
500
500
500
200
200
200
100
100
100
50

50

50

50

50

50 -
50
50
50
25
25
25
25
25
25
12,5 - -
12,5 + +
12,5 - - -
12,5 - -
H,0 - - -
H,0 - - -
H,0 - - -

+ + 4+ +
+ 0+ + o+
+ 4+ + o+ o+

+

e e
J’_

+ o+ o+
1

o+ + 4+ +
J’_IJ’_IJ’_IJ’_J’_I 1
e L e R S S R S

Tab. 2.4.11: Ergebnisse der qualitativen PCR von Raps-Pollen-Suspensionen
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x=Anzahl Pollen, y=pep (PEP), Conditional Exact Tests

p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
Anzahl Pollen Score 6.4667 0.0079 0.0079
x= Anzahl Pollen, y=pat (PAT), Conditional Exact Tests
p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
Anzahl Pollen Score 7.5822 0.0022 0.0022

x= Anzahl Pollen, y=35s (35S), Conditional Exact Tests

p-Value
Effect Test Statistic Exact Mid
Anzahl Pollen Score 6.4672 0.0062 0.0062

Tab. 2.4.12: Logistische Regression fiir qualitative PCR-Daten, Raps-Pollen-

Suspension
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Abb. 2.4.7:

Raps-Pollen in Suspension, Methode=Hanse

Wahrscheinlichkeit der Merkmalserkennung in der qualitativen PCR bei
Raps-Pollen in Suspension: Skala oben bezogen auf Standardprobe (80 ul)
fiir bis zu 16 Konstruktnachweise; Skala unten bezogen auf Pollenanzahl

im einzelnen PCR-Aliquot (5 ul)
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Anzahl Pollen in Probe [80ul] = Standard-NWG fiur den Nachweis von bis zu 16 Konstrukten
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nachzuweisen von:

90% (untere Kurve),
95% (mittlere),
99% (obere)
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Messungen, um die
Anwesenheit des PAT-

Merkmals in Raps-Pollen-
Suspension in Abhédngigkeit
von der Pollenanzahl mit
einer Sicherheit
nachzuweisen von:

90% (untere Kurve),
95% (mittlere),
99% (obere)
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Anwesenheit des  35S-
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0.1 10
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Anzahl Messungen fur P{falsch negativ} < 10% 5%,
S35 in Raps-Pollen in Suspension, Methode=Hanse (Transformation: x = Ig(Pollenanzahl+1))

Abb. 2.4.8:  Erforderliche

Fallzahlen

Pollensuspensionen

der

1%

qualitativen

99% (obere)

PCR  fiir  Raps-
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Nachweisgrenzen des PCR-Verfahrens
v‘?,'l‘:;ehrl Standardisierte NWG |  Absolute NWG
holungs- Nachweis von bis zu 16 Gesamte DNA:

messungen Genen in einer Probe Nl;zﬁi)vi?sn:;zf: (f}uel;l .
Gen Rapspollenanzahl n in Rapspollenanzahl n in
Gesamtprobe 80 ul PCR-Aliquot 5 nl

p 5% 1% 5% 1%

Fallzahl m
PEP 4 12 26 0,8 1,6

3 20 50 1,3 3,1

2 45 140 2,8 8,8

1 300 2.000 19 125
PAT 4 45 110 2,8 6,9

3 75 230 4,7 14

2 215 850 13 53

1 3.000 25.000 188 1.563
35S 4 45 90 2,8 5,6

3 70 165 4,4 10

2 155 450 9,7 28

1 1.000 7.000 63 438

Tab. 2.4.13: Standardisierte und absolute Nachweisgrenzen des PCR-Verfahrens fiir

die angegebenen Rapspollen-Gene bei angegebener Anzahl m an

Mehrfachbestimmung

und

Irrtumswahrscheinlichkeit p

Einhaltung

einer bestimmten
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Anzahl
Wiederhol
Gen ungsmessu
ngen

p
Fallzahl m

PEP 4

— N W

PAT

— N W

35S 4
3
2
1

5%
von
1,8
3,0
6,8
45,0

6,8
11,3
32,3
450,0

6,8
10,5
23,3
150,0

Absoluter Nachweisgrenzenbereich der PCR

von Rapspollen-DNA

bis
2,7
4,5
10,1
67,5

10,1
16,9
48,4
675,0

10,1
15,8
34,9
225,0

Rapspollen-DNA in pg

1%
von
3.9
7,5
21,0
300,0

16,5
34,5
127,5
3.750,0

13,5
24,8
67,5
1.050,0

bis
59
11,3
31,5
450,0

24,8
51,8
191,3
5.625,0

20,3
37,1
101,3
1.575,0

Tab. 2.4.14: Abschdtzung der absoluten Nachweisgrenze der PCR von Rapspollen als
DNA-Menge fiir Vergleiche mit den Nachweisgrenzen fiir die Raps-DNA-

Losungen aus den vorangegangenen Versuchen bei Anzahl m an

Mehrfachbestimmungen und

Einhaltung einer

bestimmten

Irrtumswahrscheinlichkeit. Bezug: Pollenanzahl im PCR-Aliquot 5 ul

Annahme: Ein Rapspollen enthilt je nach Reifezustand 2-3 haploide Kern-DNA-

Genomsitze, so daf} gilt: 2-3 DNA Kopien / pro Rapspollen; Gewicht einer haploiden
Raps Kern-DNA Kopie: ca. 1,2 pg.

Die genaue Anzahl der vielfach vorliegenden DNA-Kopien aus den Chloroplasten und

Mitochondrien sind unbekannt. Der Nachweis von multi-copy-Genen in einzelnen
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Pollenkorner (z.B. in den Chloroplasten) ist daher einfacher zu realisieren und wurde

bereits in den Vorversuchen (2.4.3) sowie in der Literatur (Petersen et al. 1996) gezeigt.

Die statistischen Priifungen der Nachweisgrenzen und Fallzahlen belegen fiir den
Nachweis der untersuchten DNA-Abschnitte in den Rapspollen mit dem obigen PCR-
Verfahren signifikante Beziehungen. Aus der daraus abgeleiteten Bestimmung der
erforderlichen Fallzahlen in den Abb. 2.4.8 a-c ergab sich, dass fiir sichere Nachweise
Mehrfachbestimmungen anzulegen sind. Hierbei ist fiir das intendierte
Umweltmonitoring von GVO davon auszugehen, dass im Falle positiver oder

uneindeutiger Nachweise Nachmessungen vorgesehen sind.

Die Nachweisgrenzen als erforderliche Anzahl an Mehrfachmessungen zur Einhaltung
einer entsprechenden Irrtumswahrscheinlichkeit sind fiir p = 5% und 1% in den Tab. 1.2
fir die Pollenanzahlen angegeben. Fiir ein Umweltmonitoring von GVO ist die
Kontrolle mehrerer Konstrukte aus einer Probe erforderlich. Mit den herkdmmlichen
PCR-Verfahren bedingt dies eine entsprechende Aufteilung der Gesamtprobe in
mehrere PCR-Aliquots, die mindestens der Anzahl der nachzuweisenden Gene
entspricht. Der hier angesetzte Standardansatz geht von 1 zu 16 aus. Fiir einen
Verfahrensvergleich wurde zusitzlich die maximal erzielbare, absolute Nachweisgrenze

bei Verwendung der gesamten DNA-Menge in einem Nachweis angegeben.

Fiir sichere Nachweise von Rapspollen-DNA mit dem derzeitigen PCR-Verfahren
(GeneScan  Analytics) empfehlen sich als  Schlussfolgerung  mindestens
Doppelbestimmungen. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% sind als absolute
NWG mindestens 13 Rapspollen im Aliquot erforderlich um die Konstrukte

nachzuweisen, bei p = 1% sind 53 Pollen notwendig.

Die standardisierte NWG fiir den Nachweis von bis zu 16 Genen erfordert bei
Doppelmessungen und p=5% konstruktabhiingig mindestens 45-215 Pollen in der
Probe, fiir p=1% sind 140-850 notwendig.
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Zum Vergleich mit den Nachweisgrenzen aus den DNA — Losungen wurden in Tab. 1.3
die den Pollenzahlen entsprechenden DNA-Mengen der PCR-Aliquots rechnerisch
ermittelt, wobei von 2-3 haploiden Kern-DNA-Sitzen pro Rapsollen (je nach
Reifezustand) und einem Gewicht von ca. 1,2 pg pro haploider Raps-DNA ausgegangen
wurde. Die absolute NWG der PCR liegt konstruktabhdngig im Bereich von 6 bis 49 pg
DNA bei Doppelmessung und p=5%.

Zum Vergleich lagen die NWG der reinen DNA-Losungen im Bereich von 10-20 pg
DNA.

2.4.6.3.2 Quantitative real-time PCR mit Qiagen-Extraktion und TagMan

Unter Verwendung des Qiagen-Extraktionsverfahrens wurde beim LfU in Augsburg
(Dr. Zeitler) ein Verfahren zum Nachweis der Rapspollen-DNA fiir die quantitative
TagMan-PCR entwickelt (2.4.6.2.2). Das Verfahren wurde zunichst anhand von
Verdiinnungsreihen einer Raps-Pollensuspension im Bereich von 400-4.000 Pollen
(bezogen auf 80 pl Standardprobe) getestet. Der Dosisbereich wurde dann anschlie3end
von von GeneScan Analytics in Bremen bis in den Bereich der unteren Nachweisgrenze

von <10 Pollen fiir folgende Parameter erweitert:
ACC Nachweis des ACCase-Gens aus Raps
Pat/35S Nachweis des Pat/35S — Uberganges

Die Ergebnisse aus der der PCR befinden sich in Tab. 2.4.15. Die Resultate aus der
statistischen Analyse des Dosis-Wirkungszusammenhanges iiber die Regressionsanalyse

sind in Tab. 2.4.16wiedergegeben, die sich daraus ergebenden Fallzahlenberechnungen

sind in Abb. 2.4.9 ersichtlich.
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Anzahl 6 10 15 20 25 50
Pollen
System IACCase [Pat ACCase|[PatACCase[Pat |ACCase[PatjACCase|PatjACCase |Pat
Ct 39,35 50 501 50 50( 41,80, 50| 50 500 50  38,41{37,92
500 50 50( 50 50 50 500 50 38,7950 37,32(37,66
500 50 40,05 50
50[ 50 500 50
lAnzahl 100 200 500 1000
Pollen
System IACCase[Pat ]JACCase|PatiACCase[Pat  |ACCase|Pat
Ct 36,44| 36| 36,0544 34,90| 34,44) 33,18| 33
36,82 37| 36,021 36| 33,89 34,16] 33,39| 34
35,900 37| 34,74| 36| 34,24 35,07 33,18| 33
37,34 35 36,11 36| 33,21| 33,52| 35,76| 34
Anzahl 12 20 30 40 50 100
Pollen
System IACC [Pat  [ACCas[Pat [ACCas|Pat |ACC |Pat |ACCas[Pat ACCasPat
ase e e ase e e
Ct 501 39,26 500 50 39,71 50 50]39,23| 39,03|39,28| 37,45 39,18
50 40| 38,52|38,81| 39,81/39,86( 50 50| 38,66/38,15 500 39,58
39,14 40 38,98 40
39,68 50 38,77 39,49
Tab. 2.4.15: Ergebnisse der TagMan Kalibrierung fiir Rapspollen
Ct-Werte bis 40: nachgewiesen, zwischen 40 wund 45: unklar

(Wiederholung der PCR notwendig), oberhalb von 45: nicht nachgewiesen
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Regression fiir den Nachweis von pat/35S in Raps-Pollen-Suspension, Ansatz 30ul +

60ul, Aliquot 5 pl

The REG Procedure, Model: MODEL1, Dependent Variable: ct,

Analysis of Variance

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value
Model 1 580.60482  580.60482 85.37
Error 46  312.83511 6.80076
Corrected Totald7  893.43993
Root MSE 2.60783 R-Square 0.6499
Dependent Mean 40.17813 Adj R-Sq 0.6422
Coeff Var 6.49066
Parameter Estimates
Parameter Standard
Variable DF Estimate Error t Value
Intercept 1 44.35404 0.58817 75.41
lg Anz_Poll Aliqu 1 -5.75788 0.62316

Pr>F
<.0001

Pr>|t|
<.0001
-9.24 <.0001

Regression fiir den Nachweis von ace in Raps-Pollen-Suspension, Ansatz 30ul + 60ul,

Aliquot 5 pl

The REG Procedure, Model: MODEL1, Dependent Variable: ct

Analysis of Variance

Source DF
Model 1
Error 46
Corrected Total47
Root MSE
Dependent Mean
Coeff Var

Parameter Estimates

Parameter
Variable DF
Intercept 1

lg Anzahl Pollen

Sum of Mean
Squares Square F Value
590.23982  590.23982 97.88
277.39126 6.03024
867.63108
2.45566 R-Square 0.6803
39.78938 Adj R-Sq 0.6733
6.17164
Standard
Estimate Error t Value
43.99980 0.55385 79.44
1 -5.80546 0.58680

Pr>F
<.0001

Pr> |t
<.0001
-9.89 <.0001

Tab. 2.4.16: Ergebnisse der Regressionsanalyse, TagMan-PCR, Pollensuspension
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Anzahl Pollen in Standard-Probe [80ul] = Standard-NWG fur den Nachweis von bis zu 16 Konstruktq
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Anzahl Pollen im PCR-Aliquot [5pl] = kleinste mdgliche NWG der TagMan-PCR fiir 1 Konstrukt

Anzahl Messungen fir P{falsch negativ} < 10%,5%, 1%

PAT-35S in Raps-Pollen in Suspension, TagMan, Hanse (Transformation: x = Ig(Pollenanzahl))

a) Notwendige  Anzahl
Messungen, um die
Anwesenheit des Pat/35S -
Merkmals in Raps-Pollen-

Suspension in Abhingigkeit

von der Pollenanzahl mit

einer Sicherheit von
90% (untere Kurve),
95% (mittlere),
99% (obere)
nachzuweisen.

Oben: Standard-Nachweis-
grenze fir bis zu 16
Konstrukte(5 pl aus 80 pl);

Unten: Kleinste mogliche
NWG fir 1 Konstrukt
bezogen auf Pollenanzahl
im Aliquot 5 pl
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Anzahl Pollen im PCR-Aliquot [5pl] = kleinste mdgliche NWG der TagMan-PCR fiir 1 Konstrukt

Anzahl Messungen fir P{falsch negativ} < 10%,5%, 1%

ACC in Raps-Pollen in Suspension, TagMan, Hanse (Transformation: x = Ig(Pollenanzahl))

b)  Notwendige

Messungen, um die

Anwesenheit des ACC-

Merkmals in Raps-Pollen-

Suspension in Abhéngigkeit

von der Pollenanzahl mit

einer Sicherheit von
90% (untere Kurve),
95% (mittlere),
99% (obere)
nachzuweisen.

Oben: Standard-Nachweis-
grenze fir bis zu 16
Konstrukte(5 pl aus 80 pl);

Unten: Kleinste mogliche
NWG fir 1 Konstrukt
bezogen auf Pollenanzahl
im Aliquot 5 pl.

Anzahl

Abb. 2.4.9:  Sensitivitit, Nachweisgrenze und Fallzahlen der quantitativen TagMan-

PCR fiir Rapspollen:  Oben:

Standard-Nachweisgrenze  fiir

bis 16

zZu

Konstrukte(5 ul aus 80 ul); Unten: Kleinste mogliche NWG fiir 1 Konstrukt

bezogen auf Pollenanzahl im Aliquot 5 ul

112




2. Methodik

Nachweisgrenzen des PCR-Verfahrens
Standardisierte NWG Absolute NWG
Anzahl
Wieder- Nachweis von bis zu 16 Gesamte DNA-
holungs- Genen in einer Probe Probenmenge fiir
Nachweis eines Gens
messungen
Rapspollenanzahl n in Rapspollenanzahl n in
Gen Gesamtprobe 80 ul PCR-Aliquot 5 pl
p 5% 1% 5% 1%
Fallzahl m
ACCase 4 13 18 0,8 1,1
3 16 24 1,0 1,5
2 24 42 1.5 2,6
1 56 117 3,5 7,3
Pat/35S 4 13 21 0,8 1,3
3 18 30 1,1 1,9
2 29 50 1,8 3,1
1 74 160 4,6 10

Tab. 2.4.17: Standardisierte und absolute Nachweisgrenzen des TagqMan-PCR-

Verfahrens mit Qiagen-Extraktion in Anzahl Rapspollen bei angegebener

Anzahl m an Mehrfachbestimmung und Einhaltung einer bestimmten

Irrtumswahrscheinlichkeit p
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Nachweisgrenzen des PCR-Verfahrens
Standardisierte NWG Absolute NWG
Anzahl
Wieder- Nachweis von bis zu Gesamte DNA-
holungs- 16 Konstrukten in einer Probenmenge fiir
Probe Nachweis eines Gens
messungen
Anzahl Raps-DNA-Kopien Anzahl Raps-DNA-Kopien
Gen (haploid) in (haploid) im
Gesamtprobe 80 pl PCR-Aliquot 5 pl
p 5% 1% 5% 1%
Fallzahl m von | bis von | bis von | bis von | bis
ACCase 4 26| 38 351 53 1,6 2,4 22| 33
3 32| 48 481 72 2,01 3.0 30| 45
2 48| 72 83| 125 3,0 4,5 52| 7,8
1 112 168 2341 350 7,0110,5 14,6 (21,9
Pat/35S 4 26| 38 421 62 1,6 2,4 2,61 39
3 351 53 61| 91 221 33 3,8| 5,7
2 58| 86 99 | 149 3,6 54 6,2 9,3
1 147 | 221 320 | 480 9,2(13,8 20,0{30,0
Tab. 2.4.18: Abschiitzung der standardisierten und absoluten Nachweisgrenzen des

TagMan-PCR-Verfahrens mit Qiagen-Extraktion als Anzahl DNA-Kopien
fiir  die (haploid)  bei
Mehrfachbestimmung

Rapspollen angegebener Anzahl m an

und Einhaltung einer bestimmten

Irrtumswahrscheinlichkeit p. Annahme: Ein Rapspollen enthdlt je nach

Reifezustand 2-3 haploide Kern-DNA-Genomsditze.
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Absoluter Nachweisgrenzenbereich der PCR
Anzahl von Rapspollen-DNA
Wiederhol
ungsmessu .
Gen ngen Menge Rapspollen-DNA in pg
p 5% 1%
Fallzahl m von bis von bis
ACCase 4 1,9 2,9 2,6 4,0
3 2,4 3,6 3,6 5.4
2 3,6 5,4 6,2 9,4
1 8,4 12,6 17,5 26,3
Pat/35S 4 1,9 2,9 3,1 4,7
3 2,6 4,0 4,6 6,8
2 4,3 6,5 7,4 11,2
1 11,0 16,6 24,0 36,0
Tab. 2.4.19: Abschiitzung der absoluten Nachweisgrenze der PCR von Rapspollen als

DNA-Menge in pg fiir Vergleiche mit den Nachweisgrenzen fiir die Raps-
DNA-Lésungen aus den vorangegangenen Versuchen bei Anzahl m an
Mehrfachbestimmungen und Einhaltung einer bestimmten
Irrtumswahrscheinlichkeit p. Bezug: Pollenanzahl im PCR-Aliquot 5 ul:
Annahme: Ein Rapspollen enthdlt je nach Reifezustand 2-3 haploide Kern-
DNA-Genomsdtze. Dies ergibt fiir das Gewicht einer haploiden Raps

Kern-DN- Kopie ca. 1,2 pg

Die untersuchten Gene werden als single-copy-Gene eingestuft, so dass die NWG sich

hierauf bezieht. Die genaue Anzahl von vielfach vorliegenden DNA-Kopien aus

Chloroplasten und Mitochondrien sind dagegen unbekannt. Der Nachweis von

derartigen multi-copy-Genen in einzelnen Pollenkorner ist daher einfacher zu realisieren

und wurde bereits in Vorversuchen (2000) sowie in der Literatur (Petersen et al. 1996)

gezeigt.
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Die statistischen Priifungen der Nachweisgrenzen und Fallzahlen belegen fiir den
Nachweis der untersuchten Rapspollen mit der TagMan-PCR und der Qiagen-
Extraktion signifikante Beziehungen. Die Ergebnisse der LfU aus Kap. 3 konnten in der
Tendenz bestitigt und bis in den Nachweisgrenzenbereich erweitert werden. Die
absolute Nachweisgrenze lag bei Doppelmessungen und einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p=0.05 im Bereich unter 2 Pollen im 5 pl-Aliquot und
unter 25 Pollen in der Standard-Gesamtprobe. Umgerechnet in Anzahl haploider Raps-
DNA-Kopien sind die Nachweisgrenzen konstruktabhingig und bezogen auf die
Standardprobe von 80 ul, die bis zu 16 DNA-Nachweise erlaubt, im Bereich von 48 —
86 Kopien anzusiedeln. Als absolute NWG im 5 pl - Aliquot ergibt sich ein NWG-
Bereich von 3-5,4 Kopien. Dies entspricht bei einem angenommenen Gewicht eines

haploiden Rapsgenoms von 1,2 pg einer DNA-Menge von 3,6 — 6,5 pg.

2.4.6.4  Mais- und Zuckerriibenpollen

Synonym zu der Bestimmung der Nachweisgrenze von Rapspollen, wurde die
Nachweisgrenze fiir Mais- und Zuckerriibenpollen ermittelt. Aufgrund des Fehlens
eines pflanzenspezifischen Nachweissystems wurden die Zuckerriibenpollen nur auf das

Vorhandensein des 35S-Promotors analysiert.

Anzahl Pollen 6 10 15 20 25 50
System HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat
Ct 50 37,32 |37,6 35,94 36,41 |3539 (37,92 |36,19 |50 37,16 |37,47 |36,69
36,3 36,3 37,31 |50 37,01 |36,5 40,08 |35,05 |41,28 |50 38,57 |36,55
36,54 |50 36,75 |34,68 |36,73 |36,26 [37,15 |50 37,51 |37,42 |38 36,1
37,3 50 38,2 36,25
Anzahl Pollen 100 200 500 1000 10000 20000
System HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat HMG | Pat
Ct 35,34 | 34,22 | 34,57 |33,32 [34,78 |35,31 |34,77 |34,72 |31,83 30,23
34,95 |35,41 |35,36 |35,55 |34,7 34,26 | 36,5 36,67
35 36,63 |35,26 |34,79 [35,23 [34,9 35,42 [36,5
35,51 35,58 36,38 |37,53 [35,22 |34,82 |38,04 |35,73
Tab. 2.4.20: Ergebnisse aus dem Nachweis des HMG- und des Pat-Gens mittels

TagMan-Analyse

Zyklen

bei

verschiedenen Konzentrationen

yvon

Maispollen zur Bestimmung der Nachweisgrenze. DNA-Losung gesamt: 60

ul,  eingesetzte

DNA-Losung

in

PCR:

5

ul,

Zyklen:  50.
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Ct-Werte bis 40: nachgewiesen, zwischen 40 wund 45: unklar
(Wiederholung der PCR notwendig), oberhalb von 45: nicht
nachgewiesen. Die Konzentrationen von 10.000 und 20.000 Pollen wurden

in einer Verdiinnung von 1:10 in die Analyse eingesetzt.

IAnzahl Pollen 6 10 15 20 25 50
System 35S B35S 35S 35S 35S B35S
Ct 30,46 30,27 29,96 29,04 30,56 33,05
29,15 29,33 29,19 29,22 29 28,65
30,14 31,74 30,38 30,51 29,57 29,84
29,1 28,41
|IAnzahl Pollen 100 200 500 1000 5000 10000
System 35S B35S 35S 35S 35S B35S
Ct 28,05 26,24 26,31 26,17 29,51 24,31
27,63 27,22 26,58 26,71 28,74 23,87
28,05 26,82 27,83 26,19
28,12 27,06 26,45 26,32

Tab. 2.4.21: Ergebnisse aus dem Nachweis des 35S-Promotors mittels TagMan-
Analyse Zyklen bei verschiedenen Konzentrationen von Zuckerriibenpollen
zur Bestimmung der Nachweisgrenze. DNA-Losung gesamt: 60 ul,
eingesetzte DNA-Losung in PCR: 5 ul, Zyklen: 50. Ct-Werte bis 40:
nachgewiesen, zwischen 40 und 45: unklar (Wiederholung der PCR
notwendig), oberhalb von 45: nicht nachgewiesen. Die Konzentrationen
von 5000 und 10000 Pollen wurden in einer Verdiinnung von 1:10 in die

Analyse eingesetzt.

Der Verlauf der Zyklenzahl in Beziehung zur Dosis ist in Abb. 2.4.10 am Beispiel der
Zuckerriibenpollen dargestellt. Der Dosisbereich wurde soweit gefahren, dass die Limits
der PCR sowohl im unteren als auch im oberen Dosisbereich zu erkennen sind. Der
quasi lineare Verlauf in der Mitte beschreibt den wvaliden Dosisbereich. Der
badewannenartige Kurvenverlauf (IDP-Typ) ist fiir viele technische Systeme wie auch
der PCR bekannt. Da aus dem Kurvenverlauf ein ct-Werte nicht eindeutig auf eine
Konzentration bezogen ist, ergibt sich fiir die Routine die Notwendigkeit mindestens

eine Doppelanalyse mit Verdiinnungsschritt zu fahren.
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Dosis-Wirkungs-Beziehung vom IDB-Typ
Anzahl Pollen in Standard-Probe [80ul]
10 100 1000 10000 100000
60~ IR N N R T] N R S A AR B S R 1] B R A
3 Ct
557
503
453
403
353 L
303
253
203
153
103
=
0 T T TTTT T T 1110 T T TTTT T T 1110 T 1110
0.1 1 10 100 1000 10000
Anzahl Pollen im PCR-Aliquot [5pl] = kleinste mégliche NWG der TagMan-PCR fiir 1 Konstrukt
35S-Prom in Zuckerrlben-Pollen in Suspension (Transformation: x = Ig(Pollenanzahl))
Methode=TagMan/GeneScan

Abb. 2.4.10: Beziehung von Pollenanzahl und Zyklenzahl der TagMan — PCR fiir

Zuckerriibenpollen iiber den gesamten Dosisbereich

2.4.6.5 Rapspollen in Honig

Das aus der Literatur bekannte Verfahren nach Waiblinger et al. (1999) fiir den
Rapspollennachweis in Honig zeigte sich in Vorversuchen als nicht hinreichend sensitiv
und reproduzierbar. Nach umfangreicher Analyse der einzelnen Verfahrensschritte
wurde ein verbessertes Verfahren fiir die Matrix Honig (s. 2.4.4.2.3 und 2.4.5.2)
entwickelt, dessen Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit anhand der Honigprobe B13.2
mit bekannter Rapspollenanzahl anhand einer Verdiinnungsreihe untersucht wurde. Die
Ergebnisse finden sich in Tab. 2.4.22. Das Verfahren wurde anschlieBend bei der LfU
Augsburg bestitigt.
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g HonigJ 0,05 0,1 0,2 0,5 1 5 10 20,

Anzahl Pollen Probe 164 329 657 1.643 3.285 16.425 32.850 65.700
Anzahl Pollen/5pl 14 27 55 137 275 1.370 2.740 5.480
System| ACCase] ACCase] ACCase] ACCase¢] ACCasel ACCasel ACCasel ACCase

Ct 38,29 38,16 33,07 30,90 28,76 27,77 29,13

36,29 37,70 33,09 30,91 28,73 27,68 28,88

System| LL LL LL LL LL LL LL LL

Ct| 50,00 50,00, 38,60 37,32 35,24 33,58 32,61 33,11

50,00, 50,00 39,30 37,34 35,83 33,65 32,39 32,99

Tab. 2.4.22: Ergebnisse aus dem Nachweis von ACCase und LL mit TagMan-PCR in

der Verdiinnungsreihe der Referenzhonigprobe B13.2 (3.285 Rapspollen/g
Honig, 90% GVO-Anteil) zur Kalibrierung der Rapshonigproben. DNA-

Losung gesamt: 60 ul, eingesetzte DNA-Losung in PCR: 5 ul, Zyklen: 50.

Ct-Werte bis 40: nachgewiesen, oberhalb von 45: nicht nachgewiesen..

Kalibrierung ACCase (Rapspeollengen) in Henig
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log10 Rapspollen /5 pl Aliquot

Abb. 2.4.11: Beziehung von Pollenanzahl und Zyklenzahl der TagMan — PCR fiir
in  Pollen-DNA  aus

ACCase

(Raps)

Verdiinnungsreihe

der

Referenzhonigprobe B13.2 iiber den gesamten Dosisbereich. Funktion gilt
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zwischen: 27,6 < ct < 383 und 14 < n < 2.800 und bei mindestens

Doppelmessung und 2 Verdiinnungsschritten

Kalibrierung LL (GVO-Rapspollengen) in Honig

50 a—&
] o LL-Raps
48
J : = Trendumkehr bhei
. hohem DNA-Gehalt
46 -
i ' A unter
44 A Nachweisgrenze
42 n y = 07595%° - FEZ21% + 49 716
B u R* =0,95851
= 40 e
= _ g
* O\\Q\
36
_ _
32
30 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

log10 LL-Rapspollen /5 pl Aligquot

Abb. 2.4.12: Beziehung von Pollenanzahl und Zyklenzahl der TagMan — PCR fiir LL-
Raps  (HR-Raps) in  Pollen-DNA aus Verdiinnungsreihe der
Referenzhonigprobe B13.2 iiber den gesamten Dosisbereich. Funktion gilt
zwischen: 32,3 < ct < 39,3 und 49 < n < 2.500 Pollen und bei mindestens

Doppelmessung und 2 Verdiinnungsschritten

Die grafische Darstellung der Ergebnisse sind in den Abb. 2.4.11 und Abb. 2.4.12
dargestellt. Sie belegen einen statistisch signifikanten Zusammenhang der Ergebnisse
der TagMan-PCR mit den eingesetzten Pollen-DNA-Mengen der Honigproben fiir
sowohl ACCase als auch LL. Hierbei sind deutlich die spezifische Sensitivitit und die
gute Reproduzierbarkeit {iber einen breiten Dosisbereich sowie dessen oberen und
unteren Grenzen zu erkennen. Die Ergebnisse des Regressionszusammenhanges

konnten damit zur Kalibrierung der Honiganalysen verwendet werden.
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2.4.7 Fazit der methodischen Untersuchungen zur PCR von Pollen-

DNA

Die statistischen Auswertungen ergaben, dass sich mit den entwickelten PCR-Verfahren
spezifisch und reproduzierbar DNA sowohl in Raps-, Mais als auch fiir
Zuckerriibenpollen nachweisen ldsst. Zur Gewihrleistung einer ausreichend sicheren
Aussagekraft sind Doppelbestimmungen erforderlich und es sollten mindestens 100

Pollen der nachzuweisenden Pollenart in der Probe vorliegen.

121



2. Methodik

2.5 Ausbreitungsrechnung und Parameter fiir Polleneinfluss

Im Vorhaben wurden Pollenausbreitungsrechnungen durchgefiihrt, die zwei Zielen

dienten:

1. In der Planungsphase lieferte eine Ausbreitungsrechnung die Grundlage fiir die
Positionierung der Sammler. Ziel war es hier, die zur Verfiigung stehende Anzahl
von Sammlern an Standorten in der Umgebung der Freisetzungsflichen dergestalt
zu positionieren, dass diese in Bezug auf den GVO-Einfluss die Variation im
Untersuchungsgebiet abdecken. Dies bendtigt eine moglichst gleichméBige

Verteilung iiber den gesamten Einflussgradienten.

2. In der Auswertungsphase wurden die gemessenen Pollenmengen dem nach
aktueller Ausbreitungsrechnung zu erwartenden Pollenfluss gegeniibergestellt. Die
Ausbreitungsrechnung diente somit als Hilfsmittel der Sammler-Beurteilung. Im
Fokus stand hierbei die Gradientenpriifung, d.h. inwieweit vermag der Sammler
einen zu erwartenden Pollengradienten wiederzugeben (Sensitivitit), wo liegen die

Nachweisgrenzen und wie ist die Reproduzierbarkeit einzuschétzen.

In beiden Anwendungen sollte die Ausbreitungsrechnung das spezifische
Ausbreitungsverhalten der Pollenart sowie die unterschiedlichen Windrichtungen und
Entfernungen beriicksichtigen. In dem Vorhaben wurde hierfiir ein traditionelles Gaul3-
Modell verwendet. Da mittlerweile komplexere Modelle, wie Lagrange-Partikel-
Modelle zur Verfiigung stehen, soll die Entscheidung fiir das Gau3-Modell im folgenden

begriindet werden:

Pollen gehoren mit 10-120 pm zu den groberen Luftstaubpartikeln. Je nach Art, GroBe,
Form und Gewicht weisen sie unterschiedlich hohe Sinkgeschwindigkeiten auf, die ihre
Ausbreitung im Luftstrom beeinflussen. In der Literatur finden sich je nach
Untersuchungszweck verschiedene Modelle zur Pollenausbreitung. Eine ausfiihrliche
Diskussion findet sich in den grundlegenden Werken zur Aerobiologie von Edmonds

(1979) [mit Diskussion verschiedener Modellansitze, u.a. GauB-Modell], Gregory
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(1973) und Raynor (1976); speziell zum Thema Pollenausbreitung und GVO siehe auch
Okubo & Levin (1989) [Ausbreitungstheorie], Treu & Emberlin (2000) [Raps, Mais und
Zuckerriibe], Lavigne et al. (1996 und 1998) [Raps], Hunt et al. (2001) [Modellierung
von Ausbreitung und Auskreuzung], Feil & Schmid (2002) [Isolationsabstinde], Loos et
al. (2002) [Mais, Lagrange Partikel-Modell], Laredo (2003) [Modellierung der
Ausbreitung], GENEERA (2003) [Raps, individuenorientierte Modellierung] und Helbig
et al. (2004) [mesoskaliges Modell KAMM/DRALIS, Pollenflugvorhersage].

Die verwendeten Verfahren der Ausbreitungsrechnung beruhen auf verschiedenen
Typen von Modellen, die bei bleibender Abhédngigkeit von Ziel und Datenlage eine
historische ~ Entwicklung widerspiegeln, in der gleichartige Probleme mit

unterschiedlichen (in der Regel komplexer werdenden) Ansétzen angegangen wurden.

Distanzmodelle, wie z.B. Isolationsabstinde, betrachten die Ausbreitung als im
wesentlichen von der ridumlichen Distanz zwischen Quelle und Betrachtungsort
abhingig. Meteorologische Effekte und Merkmale des iiberstrichenen Raums werden
hochstens implizit beriicksichtigt, so z. B. bei empirischen Modellen (rdumliche
Regression) oder Box-Modellen (Kompartment-Modellen), die funktionale Bezichungen
zwischen rdumlichen Einheiten herstellen. Meteorologische Modelle (z.B. Gau3-Modell,
AUSTALS6) benutzen zusitzlich zu den rein geographisch definierten Abstinden auch
klimatische Gegebenheiten, im wesentlichen Windrichtung und —geschwindigkeit und
beziehen die Diffusion und Sinkgeschwindigkeit der Teilchen mit ein. Ein direkt an
Partikeln orientiertes Modell ist das Lagrange-Modell, von dem es sowohl
Nahbereichsversionen (z.B: LASAT [Ing.-Biiro Janicke], AUSTAL2000 [TA Luft
2002]) wie auch mesoskalige Versionen gibt. Des weiteren sind bei der Ausbreitung von
GVO auch sogenannte individuenorientierte Modellierungen anzufithren (BMBF-

Vorhaben GENEERA).

Die Entscheidung fiir einen speziellen Ansatz beruht in der Regel auf einer Reihe von

Kriterien:

123



2. Methodik

Rechenaufwand. Dieser war fiir lange Zeit eine streng limitierende Grofe bei der
Entscheidung fiir ein Modell und ist es im Prinzip auch heute noch, obwohl sich
die Grenzen deutlich verschoben haben. Das GauB3-Modell hatte seit der
Einfiihrung in den 60er Jahren einen Standard-Charakter, da seine Verwendung
mit einem akzeptablen Kompromiss von Genauigkeit und Rechenzeit verbunden
war. Dementsprechend ist dieses Modell weit verbreitet, die Vor- und Nachteile
sind auf Grund der langjihrigen Anwendung bekannt und iiber die inhédrenten

Festlegungen von Koeffizienten liegen Erfahrungswerte vor.

Verfiigbares Vorwissen. Mit der Komplexitdt eines Modells steigt in der Regel
auch das notwendige Vorwissen, das in Form von Modellparametern eingebracht
werden muss. Geringes Vorwissen ist daher ebenso ein limitierender Faktor wie
hoher Rechenaufwand. Die Verwendung eines komplexen Modells bedeutet
nicht zwangslaufig ,bessere” Resultate, besonders nicht bei unsicheren
Eingaben. Hier liegen bei der Anwendung neuerer, komplexerer Modelle, wie
z.B. Lagrange-Partikelmodelle, individuenorientierte Modellierung etc., fiir die

Pollenausbreitung wesentliche Einschrankungen.

Notwendigkeit der rdumlichen/ meteorologischen Differenzierung. Variable
rdaumliche und meteorologische Bedingungen verlangen ein entsprechend
eingerichtetes Modell (z.B. ein Partikel- und Stromungsmodell), aber dann
natiirlich auch die entsprechend differenzierte Eingabe der Bedingungen, mit
denen das Modell arbeiten soll. Fiir die Berechnung der Pollenausbreitung stehen
bisher nur erste Ansdtze im Forschungsrahmen und keine ausreichenden
Erfahrungen zur Verfiigung, und in Konsequenz gibt es auch keine weitreichende
Verbreitung von und Erfahrung mit den Modellergebnissen. Von der
Verwendung eines differenzierten Modells ohne entsprechend differenzierte (und
begriindete) Eingabe war fiir unser Vorhaben keine Verbesserung gegeniiber

einfacheren Modellen zu erwarten.

Modellierung vom extremen Nah- oder Fernbereich. Die meisten Modelle, zumal

das GauB-Modell, sind weder fiir den extremen Nahbereich (wenige Meter von
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der Quelle) noch fiir groBe Entfernungen (mehrere hundert Kilometer)
entwickelt. Die Modellierung in diesen Bereichen sollte nur mit entsprechend
spezialisierten Ansétzen erfolgen. Partikel-Modelle wiederum haben ihre Starke

im Nahbereich und erfordern spezielle Malnahmen im Fernbereich.

e Kurzzeit-Beschreibung vs. Beschreibung eines ldnger andauernden Zustands. Zu
unterscheiden ist zwischen einer Ausbreitungsrechnung fiir ein Kurzzeitereignis
(Episoden- / Storfallmodell) und der mittelnden Aussage iiber ladngerfristige
Zeitrdume. Prizise Aussagen fiir einen isolierten Einzelfall und kurzen
Zeitrahmen erfordern eher aufwindige Modelle. Das GauB3-Modell ist hierfiir
weniger geeignet. Uber lingere Zeitriume (bei Pollen z.B. Bliihzeitraum,
Vegetationsperiode {iber Monate, Jahr) ergeben sich jedoch mittelnde und damit

deutlich zuverldssigere Aussagen.

e Abhingigkeit des Resultats von numerischen Details. Je nach Modell kann das
Resultat der  Ausbreitungsrechnung von den  Einzelheiten  der
Rechendurchfiihrung abhingen. Das Resultat des GauB3-Modells héngt von der
Dichte des verwendeten Gitters ab, ist aber bei einmal festgelegter Dichte immer
dasselbe. Beim Partikelmodell hingt das Resultat von der Anzahl eingesetzter
Partikel in Relation zum verwendeten Gitter ab, umso mehr, je weiter das
Beurteilungsgebiet von der Quelle entfernt ist. Die Start-Anzahl eingesetzter
Partikel muss also so hoch angelegt werden, dass keine Unterschreitung

kritischer Anzahlen im Beurteilungsgebiet erfolgt.

e Modellvalidierung: Fiir die Pollenausbreitung gibt es nicht nur keine validierten
Modelle, sondern auch keine hinreichenden Datensdtze zur Validierung. Dies
begriindet, dass die meisten Arbeiten zur Pollenausbreitung Forschungscharakter
haben und einen hohen Begleitaufwand implizieren. Fiir die Kalibrierung von
Pollenausbreitungsmodellen bendtigt man ausreichend Messpunkte, die die
Variabilitdt im Raum abdecken. Es gibt zur Zeit kaum Datensétze, die hierfiir
geniigen. Ein wesentlicher Grund lag auch darin, dass die reproduzierbare

Erfassung von Pollen in der Luft {iber lingere Zeitrdume messtechnisch sehr
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aufwindig war und fiir diesen Zweck Forschungsmittel nicht ausreichend bereit

standen.

Absolute und relative Angaben: Eine hohe Anforderung stellt die Berechnung
absoluter Anzahlen bei der Pollenausbreitung dar, da die genaue Quellstérke iiber
die freigesetzten Pollen unbekannt ist und nur grob geschitzt werden kann. Fiir
die Gradientenpriifung in unserem Vorhaben spielt dies jedoch eine
untergeordnete Rolle, da es nur auf die relativen Unterschiede ankam. Hier spielt
vor allem die Sinkgeschwindigkeit der Pollen eine Rolle, die artspezifisch stark
variiert. Wir haben in diesem Vorhaben deshalb die Ausbreitungsrechnungen mit
spezifischen Sinkgeschwindigkeiten gerechnet und nicht, wie in den

Standardprogrammen der TA Luft (1986 und 2002), in groben Klassen.

Die Untersuchung der oben genannten Kriterien in Bezug auf die Wahl eines Verfahrens

zur Ausbreitungsrechnung im hier benétigten Rahmen filihrte zu den folgenden

Erkenntnissen:

Fir den Raum Sickte stand keine hinreichende Raumdifferenzierung
(Topographie, Rauhigkeit und dhnliche lokale Merkmale) und ebenfalls keine
differenzierte = Meteorologie  (zeitlich-rdumliche  Differenzierung  von
Windrichtung und —geschwindigkeit) zur Verfiigung. Die Anwendung eines
Partikelmodells hitte die aufwéndige Erhebung dieser Parameter erfordert, fiir
die weder Zeit noch Mittel zur Verfligung standen. Bei Setzung der Eingabe-
Parameter ohne Fundierung wiren jedoch trotz einer formal aufwendigeren

Modellierung keine tatsdchlich besseren Erkenntnisse zu erwarten gewesen.

Die notwendigen Eingabeparameter fiir die Verwendung des GauB-Modells
waren verfiigbar. Die meisten der eingehenden Koeffizienten konnten auf Grund
der langjéhrigen Erfahrung mit dem Modell gesetzt und /oder aus vorliegenden
Regelwerken, namentlich der TA Luft (1986), iibernommen werden. Der

Unterschied zwischen den Resultaten des Gauf3-Modells und des Partikelmodells
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bei Verwendung der verfiigbaren undifferenzierten FEingaben ist als

vernachldssigbar anzusehen (Thehos et al. 1994, Zenger & Beerhalter 2003).

e Die Anderung der Eingabeparameter fiir das GauB-Modell hitte keinen Einfluss
auf die Reihenfolge der Standorte entlang des rdumlichen Gradienten, solange
das  Maximum der  Pollenkonzentration  jeweils  innerhalb  der
Ausbreitungsflichen bleiben wiirde. Eingabeparameter, die dieses Maximum
nach aullerhalb des Feldes verschieben, wiren jedoch hochgradig unplausibel.
Damit sind die wesentlichen Aussagen iliber den Zusammenhang zwischen

erwarteter Konzentration (bzw. Fluss) und gemessenen Pollenanzahlen robust.

e FEine Ausbreitungsrechnung fiir den unmittelbaren Nahbereich (wenige Meter
von der Quelle, etwa Abstand = Quellhohe) bzw. flir groe Entfernungen (>10-
km-Bereich) war nicht notwendig. Fiir beides wire das GauB3-Modell nicht

geeignet gewesen.

e Das topographische Umfeld des Raums Sickte ist eher einfach strukturiert und
das Windfeld im Bliihzeitraum des Rapses eher homogen, wie es der

Grundannahme des Gauf3-Modells entspricht.

e FEine weitere Grundannahme des Gaul3-Modells ist die Annahme der zeitlich
nicht begrenzten Nachlieferung von Pollen. Das entspricht nicht dem Vorgang
der Pollenausbreitung, die tatsdchlich nur in einem zeitlich begrenzten Rahmen
und innerhalb dessen mit variierender Emissionsrate stattfindet. Dieser Aspekt ist
aber vernachldssigbar, da die Messinstrumente nur summarische Angaben im
wesentlichen iiber den gesamten Bliihzeitraum liefern und nur diese mit den

ebenfalls summarischen Angeben zum Fluss verglichen werden.

Gemessen an der Aufgabenstellung einer ersten Verfahrenspriifung und den zu
Verfiigung stehenden Ressourcen wurde das Gauf-Modell als eine akzeptable und
praktikable Form der Ausbreitungsrechnung fiir das Vorhaben befunden, die den hier
verfolgten Zielen geniigt. Sie hat sicher in mehrfacher Hinsicht einen approximativen

Charakter, der jedoch erst bei Verfligbarkeit von weiteren Informationen (Raumstruktur,
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Meteorologie) und Verwendung komplexerer Modelle (Partikelmodell) {iberwunden
werden kann. Bereiche, in denen GaufB3-Resultate in jedem Fall problematisch sind
(unmittelbare Nahe, gro3e Entfernungen) waren nicht Gegenstand dieser Untersuchung.
Die Berechnungen beschrinkten sich auf den, unter ausbreitungstechnischen
Gesichtspunkten definierten, Nahbereich, hier bis 4 km. Der Eintrag an den mehreren
Hundertkilometer entfernten Fernstandorten wurde nicht berechnet und, {iber den langen
Bliihzeitraum  gemittelt entsprechend, als vernachldssigbar eingestuft. Die

Referenzstandorte dienten der Angabe der Variation abseits der Versuchsfelder.

Der hier erfolgte Einsatz des GauB-Modells soll nicht als Prdjudiz fiir kiinftige
Untersuchungen verstanden werden, sondern ist eher als erster Schritt innerhalb einer
Entscheidungshierarchie anzusehen, die vom GauBl-Modell als gingiges Einstiegs-
Modell hin zu aufwindigeren, komplexeren Modellen in weiteren Verfahrensschritten
fiihrt. Diese Vorgehensweise gilt als effizient und wird z.B. auch fiir die Beurteilung von
Bio-Aerosolen empfohlen (TUV Sachsen 1998). Im Folgevorhaben der TU Miinchen
(Beismann et al. 2003) wurde daher auch ein Lagrange-Partikel-Modell empfohlen, das

zur Anwendung kam.

251 Beschreibung der durchgefiihrten Ausbreitungsrechnungen

Von der Ausbreitungsrechnung mussten keine absoluten Angaben verlangt werden,
sondern lediglich hinreichend genaue Angaben iiber die relativen Unterschiede im
Pollenfluss im Raum, d.h. liber dessen relativen Gradienten. Die aus einem Feld heraus
durch Luftbewegung entstehende Ausbreitung von Pollen wurde daher hier auf der
Grundlage des GauB-Fahnenmodells fiir Partikeldepositionen berechnet. Dessen zentrale
Gleichung stellt die GauB3-Losung der Transportgleichung dar und ist als Gleichung (1)
unten angegeben. Dieser Ansatz ist weit verbreitet und fand ebenfalls in der TA Luft
(1986) Verwendung, wobei jedoch darauf hinzuweisen ist, dass die Ausbreitung von
Pollen nicht Gegenstand der TA Luft ist. Die unmittelbare Anwendung der TA Luft war
daher nicht angemessen, da diese weder fiir Pollen noch fiir niedrige Quellhdhen

vorgesehen ist und die in der TA Luft enthaltenen empirisch kalibrierten Koeffizienten
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nicht zwangsldufig fiir die hier vorliegende Aufgaben gelten. Das Gau3-Modell wurde
daher fiir die vorhabensspezifischen Aufgaben modifiziert und mit Hilfe von

entsprechend hergestellter Software (SAS) angewendet.

Das GauB-Ausbreitungsmodell beriicksichtigt die Variabilitdit von Windrichtung und -
geschwindigkeit, indem unter Beriicksichtigung der Haufigkeitsverteilung beider Grof3en
fiir jeden Windrichtungssektor eine separate Rechnung vollzogen wird und diese
anschlieBend tiberlagert wird. Um den Rechenaufwand der erforderlichen
Detailauflosung anzupassen, wurden die Rechnungen in einem geschachtelten Design

mit drei Rasterauflosungen durchgefiihrt, die weiter unten beschrieben sind.

Die Berechnungen erfolgten fiir jeden 2°-Sektor der Windrichtung unter Mittelung der
Windgeschwindigkeit in diesem Sektor. Bei der Zusammenfithrung der einzelnen

Richtungen wurden diese geméf der Dauer ihres Auftretens in Stunden gewichtet.

Die emittierende Flichenquelle der Freisetzungsfelder wurde durch eine Anordnung von
Punktquellen angendhert. Dies geschah fiir das Raps-Testfeld in Sickte durch eine
Anordnung von 6 Punktquellen und weiteren 6 Quellen fiir das Feld in Salzdahlum. Fiir
das Mais-Testfeld in Sickte, das eine komplexere Geometrie aufwies, wurde eine
Anordnung von 61 einzelnen Quellen vorgenommen. Die geographische Anordnung der
fiktiven Punktquellen war in dem Fall so angelegt, dass das tatsdchliche Feld durch
Kreise mit Radien von 25 m iiberdeckt wurde, wobei diese an den fiktiven Quellen
zentriert waren. Die von einer Fldche ausgehende Pollenzahl (dem Charakter nach
entsprechend dem Emissions-Massenstrom Q) wurde als proportional zur Flichengrof3e
auf der Grundlage einer Emission von 10° Pollen pro Hektar und Stunde angesetzt.
Diese Setzung ist eine plausible, jedoch grobe Schitzung der Gréenordnung (siehe
Treu & Emberlin 2000). Sie ist hier ausreichend, weil die Ausbreitungsrechnung
lediglich zum Auffinden von relativen Gradienten herangezogen wird. Fiir eine
Ausbreitungsrechnung mit dem Ziel der Bestimmung von absoluten Eintrdgen wére eine
gesonderte, in diesem Projekt nicht notwendige und daher nicht vorgesehene
quantitative Bestimmung der von einem Feld ausgehenden effektiven Quellstirke oder

eine Kalibrierung der Ergebnisse erforderlich.
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Die wesentliche Beziehung fiir die Berechnung der von einer Punktquelle an der
Koordinate (0,0) verursachten Konzentration C an einem Punkt mit den Koordinaten
(x,y,z), wobei die x-Achse des Koordinatensystems in Richtung der Haupt-Fahnenachse

zeigt, wird im Gauf3-Modell der TA Luft (1986) durch die Formel (1) angegeben:
6 2 _ 2
Ci(x,y,z)= 1070, ex y ex ( h) exp — (+h)
3600-277u,0, o 207
\FVd,I W
0@ 207 (5)

wobei
o, =Gx' 2)
o, = Gx® (3)
0.(&)=GE* (O]
— h !
mof2]

Der Index i steht fiir die Korngrofenklasse, hat hier jedoch keine Bedeutung, da die von
i abhingige Sink- = Depositionsgeschwindigkeit V; hier spezifisch gerechnet wurde

(sieche Anmerkung dort).

Fiir die Diffusionskonstanten o, o, wurde als Vereinfachung auf eine Facherung der

y$
Ausbreitungsklassen verzichtet und mit der Ausbreitungsklasse I1I/1 gerechnet, die bei
der mittelnden Betrachtung {iiber den Bliihzeitraum des Rapses als ausreichend

reprasentierend angesehen wurde.

Die numerischen Werte der in (1) enthaltenen Koeffizienten wurden, soweit dieses als
angemessen erachtet wurde, aus dem Anhang C zum GauB3-Ausbreitungsmodell der TA

Luft (1986) tibernommen. Damit wird auf die langjdhrigen Erfahrungen, die in die
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Festlegungen der TA Luft eingeflossen sind, zuriickgegriffen. Fiir die Pollenausbreitung,
die nicht Gegenstand der TA Luft ist, waren Abweichungen bzw. eigene Setzungen flir
den Emissionsmassenstrom und die Depositionsgeschwindigkeit erforderlich. Die
konkret in den durchgefiihrten Rechnungen benutzten Koeffizienten sind in der Tab.
2.5.1 aufgefiihrt. Auf Grund der niedrigen Quellhdhen liegen die Aufschlagpunkte
(Positionen der Konzentrations-Maxima) noch im inneren Bereich der emittierenden
Felder, so dass die Reihenfolge der Mess-Standorte im Sinne der Gradientenpriifung

auch bei anderen plausiblen Parametersetzungen erhalten bliebe.

Bezeichnung Wert Bedeutung

X horizontale Aufpunkt-Entfernung von der Quelle in
Windrichtung (Fahnenachse), in m

y horizontale Aufpunkt-Entfernung senkrecht zur
Fahnenachse, in m

f 0,784 Exponent in (2) fiir effektive Quellhdhen unter 50m,
Ausbreitungsklasse I1I/1. Quelle: TA Luft 1986

F 0,640 Faktor in (2) fiir effektive Quellhdhen unter 50m,

Ausbreitungsklasse I11/1
Quelle: TA Luft 1986, S. 100

g 0,215 Exponent in (3) fiir effektive Quellhdhen unter 50m,
Ausbreitungsklasse I1I/1 Quelle: TA Luft 1986

G 0,885 Faktor in (3) fiir effektive Quellhdhen unter 50m,
Ausbreitungsklasse 111/1

h 2m effektive Quellhohe

0 10%/(ha*h) Emissionsmassenstrom, hier: Anzahl der dem Feld

entstromenden Pollen pro ha und h

Ug Rechenwert fiir Windgeschwindigkeit, berechnet aus den
am  Standort gemessenen Geschwindigkeiten g,
umgerechnet gemaf folgender Tabelle:

U iIn m/s Rechenwert up in m/s
<14 1,0
1,4—-1,8 1,5

1,9-23 2,0
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Bezeichnung Wert Bedeutung
24-38 3,0
39-54 4,5
55-69 6,0
7,0-84 7,5
8,5-10,0 9,0
> 10,0 12,0

Quelle: TA Luft 1986

Vai Raps: Pollen-Ablagerungsgeschwindigkeit, wird auch als
0,01 m/s |Sinkgeschwindigkeit fiir die  Ausbreitungsrechnung
verwendet. Der Index i (steht hier hier fiir die Pollenart

Mais: .
o (TA Luft: Korngrofenklasse). Abweichend von der TA
0,20 m/s : . L :
Luftt in der nur eine grobe Einteilung in
(Treu & KorngroBenklassen vorgesehen ist, wurde auf Grund der
Emberlin | Bedeutung fiir den Gradienten, die Sink- und
2000) Depositionsgeschwindigkeit ~ pollenartspezifisch  genau
gerechnet. Es wurden zudem vergleichende Berechnungen
mit v4-Werten von 0,001 bis 0,6 m/s durchgefiihrt.
z 1,5m Hohe des Aufpunkts
Z4 2m Anemometerhohe tiber Flur
o, siche (2) horizontaler =~ Ausbreitungsparameter  fiir  effektive
Quellhdhe unter 50m, Ausbreitungsklasse I11/1. Quelle: TA
Luft 1986
o. siche(3) vertikaler Ausbreitungsparameter fiir effektive Quellh6he
unter 50m, Ausbreitungsklasse I1I/1. Quelle: TA Luft 1986,
S. 100

Tab. 2.5.1: Parameter der Ausbreitungsrechnungen

Fiir die Berechnung des in (1) enthaltenen Integrals wurde der Integrationsbereich in
eine Anzahl von geniigend kleinen disjunkten Teilintervallen zerlegt, jedes Teilintegral
numerisch integriert (Gaul3-Legendre-Verfahren) und die Summe aller Teilintegrale zum

Gesamtintegral addiert.
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Die gesamte Ausbreitungsrechnung wurde fiir drei Flichengrof3en, jeweils mit dem Feld

in Sickte als Zentrum, durchgefiihrt:
e 8000m x 8000m, Gitterweite:25 m;
e 2000m x 2000m, Gitterweite: 5 m;
e 500m x 500m, Gitterweite: 1 m.

Fir die iiber 100km entfernten Referenzstandorte wurden keine Berechnungen
angestellt, da der Eintrag tliber den Bliihzeitraum insgesamt als vernachldssigbar
anzusehen ist. Dies gilte natiirlich nicht, wenn einzelne Episoden betrachtet werden
(Loos et al. 2003). Fiir die graphische Darstellung und die Berechnung von
Konzentrationen fiir die Sammler-Standorte wurde die Ausbreitungsrechnung in der
jeweils feinsten verfligbaren Auflosung verwendet. Soweit ndtig, d.h. bei Standorten
auBlerhalb des inneren 500m x 500m-Quadrats, wurde die Konzentration durch

Triangulation aus den néchstgelegenen Gitterpunkten berechnet.

Aus der Konzentration C; wurde der horizontale Pollenfluss F; als die mit dem Wind
iiber dem Messort (x,y,z) transportierte Pollenmenge berechnet. Er steht mit der
Konzentration iliber das passierte Luftvolumen in Zusammenhang und wird durch

Multiplikation mit der mittleren Windgeschwindigkeit v, in den SI-Einheiten [m, s] fiir

einen Querschnitt von 1 m? Bezugsfldche berechnet. Aus der Flussrate pro Sekunde und
m? ergibt sich durch Multiplikation mit der entsprechenden Zeitdauer der insgesamt iiber

den Mess- oder Bliihzeitraum erfolgte Pollenfluss.
F}(x,y,z)zci(x,y,z)-VW (6)

Die auf einer ebenen Bezugsfliche von 1 m? erfolgende vertikale Deposition am Messort
in Pollen/m* Luft wurde aus der mittleren Konzentration unter Verwendung der
partikelspezifischen, hier pollenspezifischen, Depositionsgeschwindigkeit V; berechnet,
wobei gilt [in SI-Einheiten]:

Ci(x’yaz)

Di(x,y,z)= V
di

(7
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Es ergibt sich zundchst die Depositionsrate pro Sekunde und m?, woraus sich unter
Beriicksichtung der Zeitdauer die deponierte Pollenmenge pro m? iiber einen
Bezugszeitraum, z.B. die Messperiode iiber den Rapsbliihzeitraum von 34 Tagen,

ermitteln 14sst.

Die Ausbreitungsrechnung wurde einmal fiir die Standortwahl und zum zweiten Mal fiir
die Auswertung des eigentlichen Versuchs durchgefiihrt. Zur Standortwahl flossen in die
Ausbreitungsrechnung die meteorologischen Zeitreihen (Stundenwerte) iiber einen
10jahrigen Messzeitraum aus der benachbarten meteorologischen Station des DWD ein.
Die Berechnungen wurden dann nach Versuchsdurchfithrung anhand der wéhrend des
Versuchs gemessenen Wetterdaten iiber den Versuchszeitraum erneut getitigt und

danach der Auswertung zu Grunde gelegt.*

Das Modell ldsst sich auf Grund der relativ einfach strukturierten topografischen
Gegebenheiten im Untersuchungsgebiet erfolgreich fiir die Fragestellung anwenden, da
es hier nicht auf eine prizise absolute Vorhersage fiir einen Einzelort, sondern um einen
mittleren relativen Gradienten geht. Vorhersagen fiir den unmittelbaren Nahbereich, fiir
die das GauBmodell limitiert ist, waren fiir dieses Projekt nicht relevant. Topographische
Einflisse und Oberflichenrauhigkeitsunterschiede, die tiiber die Auswahl der
Messstandorte per Design beriicksichtigt wurden, bewirken eine erhohte Variation
(Streuung) der Messergebnisse, jedoch keine systematische Verzerrung. Letztere wiren
fiir Ergebnisse im unmittelbaren Nahbereich bzw. fiir groBe Entfernungen zu erwarten,
die hier nicht betrachtet wurden. Die zu erwartende erhdhte Variation hat dagegen zur
Konsequenz, dass vorhandene Zusammenhinge zwischen Messresultaten und
berechneter Konzentration bzw. Fluss tendenziell schlechter erkannt werden als bei
Verwendung eines elaborierten Ausbreitungsmodells, das intensiv auf die Meteorologie
und Geldndestruktur eingeht. Die aufgefundenen Zusammenhinge und die daraus
abgeleiteten Aussagen sind daher eher als konservativ anzusehen in dem Sinne, dass die

tatsdchlichen Zusammenhinge eher stirker sein diirften als vorgefunden.

82 Wir danken dem DWD, der FAL und der BBA fiir die freundliche Bereitstellung der Daten.
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2.5.2 Parameter fiir das GVO-Pollenmonitoring

Fir das GVO-Monitoring ist zur Beschreibung des GVO-Einflusses die Menge an
Pollen relevant, die am Wirkort tiber den Blithzeitraum ankommt und potenziell fiir
Wirkungen zur Verfiigung steht. Der entsprechende Parameter ist der (horizontale)
Pollenfluss in Anzahl Pollen pro m? Bezugsfliche. Die mittlere Konzentration als
Pollenanzahl/m? Luft ist hingegen eher relevant fiir Allergiker oder Effekte, die z.B. vom
Atemvolumen abhéngen. Der Bezug der GroBen erfolgt tiber die Windgeschwindigkeit,
so dass sich je nach Windverhiltnissen Unterschiede in der Beurteilung der
Einflusstidrke ergeben. Der Pollenfluss ldsst sich ebenso wie die Konzentration iiber
geeignete Ausbreitungsmodelle berechnen. Uber den Pollenfluss lieBen sich dquivalent
zu Vorgehensweisen in anderen Regelbereichen entsprechende Sollwerte definieren, die

vorab geschitzt und in der Landschaft konkret {iber Messungen gepriift werden konnen.

Deposition Deposition Deposition DepoRate DepoRate  Konzentration  Flussrate Flussrate Fluss Fluss
Sigma-Zahfldche Sigma-2 Sekunde Sekunde Tag PMF
n/120 mm?® 34d nfHaftfolie 34d  n/m* 34d n/méd n/més nfm® n/més niméd nfm?# n/PF
vl o0
T 34 86.400 86.400 34
Windgeschw mfs 193
Luftvolurnen mé® 193 166.752 5669568 4 54EH15
Flache 0,000120 0,004225 1 0,08
3E3ED7 1,24E-05 2594E-03 8 64E-05 1,00E-09  0,0000001 183E-07 1,67E-02 S E7E-01 4 54E-02
3 53E-06 1,24E-04 2594E-02 g,64E-04 1,00E-08 0,000001 1,93E-06 1.67E-01 4 E7EHI0 4 54E-01
353E05 1,24E-03 2594E-M 8 64E-03 1,00E-07 0,00001 183E-05 1E7EHIO SEFEHIT 4 54E+HI0
3 53E-04 124E-02 2 54E+00 8 B4E-02 1,00E-06 0,0001 1593E-04 1B7EHD SEFEHIZ 4 54EHN
353E03 1,24E-01  284E+D1 g 64E-01 1,00E-05 0,00 183E-03  1E7EH2 SEFEHIE 4 54E+H12
3 53E02 124E+00 2 94E+02 8 B4E-+10 1,00E-04 0,01 1593E-02 1E/EH3 SE7EHA 4 54EHI3
35301 124E+01) 2 24E+13 G 64E+H1 1,00E-03 0.1 1,93E-01 167E+4 SEFEHIS 4 54E+HM
353E+00 124E+02 2 94E+04 8 B4E-+H2 1,00E-02 il 193E+0 1 67E+IS SE7EHE 4 54EHI5
3583E+ 124EH13 2 94E+15 gB4E+H13 1,00E-01 100 193E+HN 1 67E+IB SEFEHY 4 54EHIE
353E+H2 124E+04 2 94E+06 9B4E+04  1,00E+D0 1000 193E+02 1 E7EHY SEFEHIE 4 54EHT
3583E+H3 124E+H15 0 2 94EHIF gB4E+HIS  1,00E+HM 1.0000 193EH13 1 E7EHE SE7EHS 4 54EHIG

Tab. 2.5.2: Exemplarische Darstellung der Beziehung der Parameter Konzentration,
Deposition und Fluss fiir Rapspollen iiber einen Dosisbereich von 107 bis
10° Pollen/m? unter den Sickter Versuchsbedingungen (Feldgrife: 0,5 ha;
T=34d)

mittlere Pollenanzahl pro me Luft iiber Expositionszeitraum 34Tage

bei 1,93 m/s mittlere Windgeschwindigkeit

D i t mittlere Pollendeposition pro m? und Tag (auf waagerechte Flache)
epositionsrate bei 1,93 m/s und vdi=0,01m/s

Pollenkonzentration
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Deposition Gesamte Pollendeposition pro m? (iber Expositionszeitraum 34 Tage

Summe der mit dem Wind antransportierten Pollen pro m?2

Pollenfluss Querschnittsflache zur Windrichtung (horizontaler Fluss)

Flussrate Pollenfluss pro m? und Tag
mittlere Windgeschwindigkeit Uiber Expositionszeitraum, hier v=1,93 m/s

Expositionszeitraum 34 Tage, dem Bliihzeitraum von Raps entsprechend (25.4.-30.5.01)

Tab. 2.5.2 zeigt exemplarisch die Beziige zwischen den Parametern Konzentration,
Deposition und Fluss iiber einen Wertebereich fiir Rapspollen auf, wie sie sich anhand
der konkreten meteorologischen Versuchsbedingungen wéhrend der Rapsperiode in
Sickte darstellten. Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass selbst bei einem relativ gering
erscheinenden mittleren Konzentrationswert iiber den Bliithzeitraum (hier 34 Tage) von
beispielsweise 1 Rapspollen/m? in der Luft, das in etwa den Bereich der Nachweisgrenze
fiir das tbliche Standardverfahren Burkard-Falle angibt, ein Pollenfluss von 5,5 Mio.
Pollen/m?* verbunden ist. Der Pollenfluss gibt die Menge an Pollen an, die im
Bezugszeitraum mit dem Luftstrom antransportiert werden und potentiell fiir Wirkungen
wie Auskreuzung zur Verfiigung stehen. Der Pollenfluss steht mit der Konzentration
tiber die Windgeschwidnigkeit in Beziehung (siehe (6) in Kap. 2.5.1). Den Eintrag von
Pollen und damit Fremd-DNA in den Boden gibt die Deposition an. Die mittlere
Konzentration von 1 Rapspollen pro m? entspricht hier bei einem Vg4; von 0,01 m/s einer
Deposition von ca. 29.000 Rapspollen pro m? waagerechter Bezugsfldche. Der Bezug
zur Konzentration ist liber die Depositionsgeschwindigkeit in Formel (7) in Kap. 2.5.1

gegeben.

Die Konzentration dient als Zielvariable bei den Polleninformationsdiensten und ist
wesentlich fiir z.B. Allergiker, die die Pollen iiber die Atemluft inhalieren. Fiir das
GVO-Monitoring hingegen sind die Menge an Pollen, die im Bezugszeitraum mit dem
Luftstrom antransportiert wurden und potentiell fiir Wirkungen wie Auskreuzung zur
Verfiigung stehen, — also der Pollenfluss - , sowie die in das Okosystem eingetragene
und im Boden verbleibende Deposition die wesentlichen Grofen, wenn es um

Wirkungsabschitzungen geht. Angaben zu einer Konzentration, wie vielfach in der
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Literatur zu finden, sind nur bei gleichzeitiger Nennung der konkreten Windverhiltnisse
vor Ort aussagefdhig. In den Auswertungen wurde soweit wie moglich zum Pollenfluss
und zur Deposition auch die mittlere Konzentration angegeben, um den Vergleich mit

Literaturangaben zu erleichtern.
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2.6 Verfahrenspriifungen im Freiland: Methodischer Ansatz

iiber Pollengradienten

Ziel der Freilanduntersuchungen war es, die Verfahren auf grundsétzliche Eignung fiir
ein  GVO-Umweltmonitoring zu prifen. Als wesentliche Grofen gelten:
Standardisierbarkeit, Sensitivitdt, = Nachweisgrenze, = Reproduzierbarkeit = und

Reprasentanz.

Als Verfahrensansatz wurde eine Gradientenpriifung gewéhlt. Zur Auswahl der
Standorte wurden vorab Ausbreitungsrechnungen gefahren und dementsprechend
Pollensammler in unterschiedlichen Windrichtungen und Entfernungen von der
Freisetzungsfliche dergestalt angeordnet, dass dabei ein Pollengradient iiber mehrere
GroBenordnungen hinweg gleichmiflig reprasentiert wird. Im Hinblick auf die
Auswertung wurde die Einstufung der Standorte nach Versuchsdurchfiihrung anhand der
konkreten Windverhiltnisse vorgenommen. An ausgewihlten Standorten wurden
zusétzlich  Parallelmessungen  durchgefiihrt. Aus  Griinden der  besseren
Nachvollziehbarkeit wurden die Ergebnisse aus den Ausbreitungsrechnungen, die fiir die
Standortwahl entscheidend waren, im folgenden Methodenteil beriicksichtigt. Der
Verfahrensansatz stammt aus der Immissionswirkungsiiberwachung von Emittenten und

gilt als sehr effizient (Matthis & Klein 1994, Hofmann et al. 2001).

2.7 Untersuchungsgebiete und GVO

Von den vier fiir GVO prioritiren Pflanzen Raps, Mais, Zuckerriibe und Kartoffel
(Umweltbundesamt 2001) standen verschiedene Freisetzungsflichen in Niedersachsen,
Nordrhein-Westfalen, Brandenburg, Sachsen-Anhalt und Bayern zur Wahl. Fir HR-
Winterraps, Bt- und HR-Mais und VR-Zuckerriibe konnten die in Abb. 2.7.1
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dargestellten ~ GVO-Freisetzungsflichen und Referenzbereiche als geeignete

Untersuchungsgebiete in 2001 gewéhlt werden®.

Rapsperiode (April/Mai 2001)

o Sickte - HR-Raps
BBA; NLO, Nds.
- Raum Kelheim
Referenz; LfU

Bayern
] Bayer. Wald
Referenz;
Integr. -
Umweltbeob. o

Sommerperiode (Juni-Aug

2001)
o Sickte - HR-Mais
BBA, Nds. 10 Bayer. Wald
e Aachen - VR-Zuckerriibe J
- Bt-Mais i
RWTH, NRW
e Schwarzenau - Bt-Mais
Versuchsgut
Erganzungsstandorte
Referenz:
e Bremen

e Norten-Hardenberg
e Freiburg

Abb. 2.7.1:  Untersuchungsgebiete und GVO

Als Hauptversuch wurden in Kopplung mit dem Bund/Lénder-Vorhaben
Niedersachsen® transgene Rapsversuchsfelder bei Sickte in Niedersachsen gewihlt, in
deren Umgebung widhrend der Rapsbliihperiode von Mitte April bis Ende Mai
technische Sammler und Bienenstdocke nach Vorgaben aus Ausbreitungsmodellen

aufgestellt wurden. Zusidtzlich wurden als Referenz die Ridume Kelheim aus dem

 Fiir die Unterstiitzung und Kooperation danken wir den beteiligten Lidndern
8 NLO, siche Zwischenbericht bei Hofmann et al. (2002) und Umweltbundesamt (2001)
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Bund/Linder-Vorhaben Bayern I*° und dem Bayerischen Wald gewihlt, fiir die kein
GVO-Rapsanbau bekannt war. Insgesamt wurden im Zeitraum der Rapsbliite 50
Standorte mit technischen Pollensammlern und 36 Standorte mit Bienenstocken
bestiickt. Nach ca. 4 Wochen Expositionszeit wurden die Sigma-2-Folien, sowie die
Pollenmassenfilter eingesammelt und zur Auswertung im Labor pripariert. Aus den

Bienenstocken wurden Honigproben entnommen.

Wihrend der Bliite von Mais und Zuckerriibe wurden im Zeitraum Juli/August in der
Umgebung von Versuchsfeldern mit transgenen Sorten bei Sickte (HR-Mais) und
Schwarzenau (Bt-Mais) und bei Aachen (VR-Zuckerriibe und Bt-Mais) erneut Sammler
und Bienenstocke installiert und nach Beendigung der Bliihperiode wiederum

entsprechende Pollenproben entnommen.

Insgesamt wurden in den Freilandversuchen 74 Standorte mit technischen Sammlern
sowie 52 Bienenstandorte mit Probenmaterial beriicksichtigt. Eine Aufstellung der

Standortdaten wird im Anhang gegeben.

2.7.1 Untersuchungsstandorte im Raum Sickte [HR-Raps]

Am Standort Sickte bei Braunschweig in Niedersachsen befinden sich Versuchsflichen
der BBA (Biologische Bundesanstalt), auf denen Freisetzungsversuche mit HR-Raps der
Firma Aventis iiber mehrere Jahre durchgefiihrt wurden und die fiir unseren
Versuchszweck mitgenutzt werden konnten®. Der Standort wurde in Absprache mit dem
Bund-Linder-Modellprojekt des Landes Niedersachsen gewihlt (NLO, FKZ 200 89
412/03), das dort seine Versuche zum Auskreuzungsverhalten von Raps unternimmt.
Informationen zu den Raps-Versuchen des NLO finden sich bei Feldmann et al. (1998)
und Feldmann (2000) sowie aktuell im Zwischenbericht 2001 des niedersdchsischen

Modellprojektes (Hofmann et al. 2002).

85 LfU Bayern, siche Theenhaus et al. (2002) und Umweltbundesamt (2001)

8 Unser Dank fiir die freundliche Unterstiitzung gilt der BBA Braunschweig (Prof. Dr. Bartels und Dr. Schiemann mit
MitarbeiterInnen), dem NLO Niedersachsen (Dr. Wieland, Dr. Hofmann) sowie Aventis Crop Science, jetzt Bayer
Crop Science (Dr. Biibl,, Dr. Harms).
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Die Lage der HR-Rapsflache (Hauptfeld A) aus dem Versuch in 2001 ist in Abb. 2.7.2
skizziert, Abb. 2.7.3 zeigt die Fliche aus der Luft. Das Versuchsfeld der BBA in Sickte
wurde mit einer transgenen HR-Rapssorte (Brassica napus, Experimentalhybride der
Sorte Lister LL [RAW Nr. 1528, Transformate L65]) der Firma Aventis auf einer Fldche
von ca. 48 m x 66 m = 0,303 ha bestellt. Hierbei handelt es sich um einen Winterraps
mit Herbizidresistenz mit folgenden transgenen Eigenschaften: die Experimentalhybride
enthilt das synthetische pat-Gen unter Kontrolle des 35S-Promotors und -Terminators
aus Cauliflower Mosaik Virus (Vektor pHOE 6Ac). Die RKI Freisetzungsnummer des
Versuches lautet: RKI AZ 6786-01-0101. Weitere Informationen zu den Raps-
Freisetzungsversuchen der BBA finden sich aktuell im Internet unter http://www.bba.de,
http://www.biosicherheit.de/projekte/5.proj.html sowie allgemein unter

http://www.biosicherheit.de/raps/.

S

il
)

IIIII

|

Abb. 2.7.2: Lageskizze des HR-Rapsversuchs (Hauptfeld A) bei Sickte 2001
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Abb. 2.7.4:  Satellitenaufnahme der Umgebung des zentralen HR-Rapsfeldes A
(Hauptfeld) sowie des Nebenfeldes (B) bei Sickte zur Veranschaulichung
der Landschaftsstruktur. Die Lage des Feldes ist markiert. (aus D-Sat),
Buhl/Euromap)
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Der Untersuchungsraum mit seinen unterschiedlichen Freisetzungsversuchen liegt mit
einer Gesamtausdehnung von ca. 65 km? im Bereich des Naturraumes
,»Ostbraunschweigisches Hiigelland”. Diese Region ist gekennzeichnet durch eine stark
wechselnde Durchmischung von pleistozdnen und auch &lteren Ablagerungen mit

erdmittelalterlichen Resten aus Muschelkalk, Keuper- und Juraformationen.

Entstanden ist daraus eine flachwellige Landschaft in einer Hohenlage zwischen 80 und
130 m iiber NN. Es wechseln sich ackerbauliche Nutzungsformen (Schwerpunkt Raps,
Hackfriichte, Mais) mit Waldflichen ab, durchsetzt mit Siedlungen und einem

Truppeniibungsplatz.

Klimatisch macht sich eine spiirbare Subkontinentalitit des Klimas bemerkbar; die
Jahresdurchschnittstemperatur liegt bei 8,6° C, in der Vegetationszeit (IV-IX) liegt die
Temperatur bei 14,4 ° C. Die Niederschlige kommen im langjdhrigen Mittel auf 600

mim.

Als Untersuchungsgebiet wurde eine, der relativ geringen GroBe des Versuchsfeldes
angemessene, Raumzelle mit 8 x 8§ km? definiert, mit dem Freisetzungsfeld A im
Zentrum. Die Lage des Untersuchungsraumes mit dem HR-Rapsfeld A im Zentrum geht

aus Abb. 2.7.5 hervor.

Am siid-westlichen Rande des Untersuchungsgebietes bei Salzdahlum befanden sich
noch zwei weitere, kleinere Freisetzungsflachen fiir HR-Raps. Die Fliche B ist mit 0,2
ha (davon 0,1 ha HR-Raps) eine um 2/3 kleinere Fliche als das zentrale Hauptfeld A bei
Sickte und wurde ebenfalls von der BBA bewirtschaftet (RKI-Freisetzungsnummer: AZ
FBS5 - 6786 - 01- 101). Die eingesetzte Rapssaat (Aventis, RAW 1365, Transformate GS
40/90) weist dieselben transgenen Eigenschaften auf wie das Zentralfeld. Der Einfluss
auf den Polleneintrag wurde daher in der Auswertung beriicksichtigt. Die andere HR-
Rapsfliche C (Aventis/ Danisco, RKI-Freisetzungsnummer AZ FB5 - 6786 - 01-
90/101) befindet sich ebenfalls bei Salzdahlum. Diese wurde jedoch vor der Bliite
geschlegelt (09.04.01), so dass hiervon keine Pollenfreisetzung erfolgte. Nach Auskunft
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von Aventis tragen bei der eingesetzten GVO-Rapssorte alle Pollen aus einer transgenen

Pflanze das Merkmal.

TH s

~gnithiiner

Fuckprfubr
| Skt == i 2

Abb. 2.7.5: Lage des Untersuchungsraumes von 8 x 8 km? mit der HR-
Rapsfreisetzungsfliche Sickte im Zentrum (Kartenauschnitt aus TOP50, TK
1:50.000 CD-ROM):  Rahmen: Untersuchungsgebiet 8 x 8 km?
A: Lage des GVO-Hauptrapsfeldes (HR-Winterraps) bei Sickte, 0,3 ha
B: Lage eines zweiten HR-Rapsfeldes, 0,2 ha (0,1 ha HR-Raps)
C: Lage eines dritten HR-Rapsfeldes ohne Pollenfreisetzung

Zur Standortwahl fiir die Gradientenpriifung wurden im Vorfeld von W. Wosniok,
Institut fiir Statistik der Uni Bremen, die Windverhidltnisse (Daten: DWD, FAL
Braunschweig) der letzten 10 Jahre statistisch im Hinblick auf Windrichtung und —stérke
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auf der Basis der Stundenwerte ausgewertet. Hierbei zeigte sich, dass der Bereich Sickte

im Bliihzeitraum des Rapses April-Mai eine homogene Windverteilung mit nur

geringfligig hdufigeren westlichen Richtungen aufweist. Dies erklirt sich aus der Lage in

der Ubergangszone zwischen maritimen und kontinentalen Klima. Unter Verwendung

der langjdhrigen mittleren Windverhéltnisse®” wurden Ausbreitungsmodelle zur

Abschitzung von Pollengradienten im Raum Sickte durchgerechnet .
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Abb. 2.7.6: Ergebnisse der Ausbreitungsrechnung fiir Rapspollen aus beiden GVO-
Rapsfeldern (A, B) mit der Lage der Sammlerstandorte im 64 km? -

Untersuchungsraum (links) und im zentralen 4 km? - Ausschnitt (rechts).

8 Fiir die Uberlassung der meteorologischen Grunddaten danken wir Dr. Vogt, Agrarmeteorologischer Dienst des

DWD, Braunschweig

8 Gauss-Modell fiir Partikeldepositionen, siche Kap. 2.5
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Hierbei wurde die Bandbreite an artspezifischen Unterschieden im Ausbreitungs- und
Ablagerungsverhalten  von  Pollen  {iber  entsprechende  Variationen  der
Depositionsgeschwindigkeit (vq = {1; 5; 10; 20; 40; 60 [cm/s]}) beriicksichtigt. Die
Standorte wurden dann im Abgleich mit den Ergebnissen aus den
Ausbreitungsrechnungen fiir Rapspollen® und Begehungen im Frithjahr 2001 dergestalt
festgelegt, dass geeignete Standorte in unterschiedlicher Entfernung und Windrichtung
zum GVO-Rapsfeld gleichmdBig iiber einen Pollengradienten iiber mindestens vier
GroBenordungen représentativ verteilt wurden. Von Relevanz sind dabei nur die
relativen Unterschiede in der Pollenbelastung, nicht die Absolutwerte. Nach Vorliegen
der Wetterdaten fiir 2001 wurden die Berechnungen iiber den Freisetzungszeitraum
wiederholt, so dass die Standorteinstufung entsprechend den konkreten
Windverhiltnissen unter Einbeziehung beider Freisetzungsflachen erfolgen konnte. Die

Ergebnisse sind in den Abb. 2.7.6 sowie Abb. 2.7.7 dokumentiert.

mittlere Gradient des GVP-Rapspolleneinflusses iiber die Standorte gemif
Pollenkonzentration Ausbreitungsrechung; beide GVP-Felder beriicksichtigt (vd=0,01nvs)
[/

1000

Gradientenpriufung | ™

Rapspollengradient liber die
Standorte (Relativwerte)
geman Ausbreitungsrechnung
aus beiden GVP-Rapsfeldern
Windverhéltnisse im
Expositionszeitraum

Blithperiode Raps 2001 13
T=34d 25.4.-29.5.01; v,=1,93
m/s; vy = 0,01 m/s;

0,1 1

13 14 11 12 15 16 17 18 35 9 2 19 37 36 30 22 23 29 32 20 27 25 28 1 33 21 7 4 2431 3410 5 26 3 8 6

% als vq fiir Rapspollen wurde der Wert 0,01 m/s angesetzt (siehe Kap. 2.1)
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Abb. 2.7.7: Der Rapspollengradient der Standorte in Bezug auf den iiberlagerten
Einfluss aus beiden GVO-Rapsfeldern (4, B). Die Standorte verteilen sich
gleichmdpig iiber einen Gradienten von 5 Gréflenordnungen.
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Abb. 2.7.8: Lage des Untersuchungsraumes bei Sickte mit dem HR-Rapsversuchsfeld
im Zentrum und den Standorten fiir die technischen und biologischen
Pollensammler in der 8 x 8 km? Raumzelle. Fiir die Standorte im
Nahbereich des Feldes siehe die Ausschnittskarten in den Abb. 2.7.9 und
Abb. 2.7.10. (Kartenauschnitt aus TOP50, TK 1:50.000 CD-ROM; Raster
=1 km)

In Abb. 2.7.8 sind die Standorte fiir die technischen und biologischen Sammler im 8km
x 8km = 64km?- Untersuchungsgebiet auf topographischer Kartengrundlage zu sehen.
Abb. 2.7.9 zeigt den Ausschnitt der ndheren Umgebung des Freisetzungsfeldes mit den
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Standorten der technischen Pollensammler. Die Standorte direkt am Feld, sowie die
Standorte 2/9 nord-dstlich, wurden als Parallelmessungen konzipiert. Die entsprechende
Lage der Bienenstandorte als biologische Pollensammler geht aus Abb. 2.7.10 hervor.
Diese unterscheiden sich im Nahbereich der GVO-Fliche von den technischen
Sammlern, da fiir die Bienenstdcke auf Grund des begrenzten Trachtangebotes im
engeren Umfeld ein Mindestabstand zu wahren war. Der Standort direkt am Feld wurde

als Parallelmessung mit zwei Stocken belegt (B13/B14).

"“1::\\._ r -

Abb. 2.7.9: Ausschnitt aus Abb. 2.7.8 zum Untersuchungsraum bei Sickte mit dem HR-

Rapsversuchsfeld und den Standorten fiir die technischen Pollensammler in
der niheren Umgebung. (Kartenausschnitt aus TOP50, TK 1:50.000 CD-
ROM; Raster: 1 km). Die Standorte unmittelbar um das HR-Rapsfeld tragen
die Nummern 11-18; die drei ostlich davon: 2, 9, 19)
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Abb. 2.7.10:  Ausschnitt aus Abb. 2.7.8 zum Untersuchungsraum bei Sickte mit dem
HR-Rapsversuchsfeld und den Standorten fiir die Bienenstocke der
biologischen Pollensammlerin Honigbiene (Apis mellifera) in der néiheren
Umgebung. Im weiteren Umfeld ist die Lage der technischen und
biologischen Sammler identisch. (Kartenausschnitt aus TOP50, TK 1:50.000
CD-ROM)

Die Exposition der Sammler erfolgte iiber den Bliihzeitraum des Rapses (Beginn: 24.-
30.4.01; Ende: 25.-28.5.01). Insgesamt wurden im Raum Sickte wihrend des
Expositionszeitraumes 37 technische Pollensammler und 23 Bienenstocke als

biologische Sammler eingesetzt.
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2.7.2 Referenzriume Kelheim und Bayerischer Wald [Raps]

In Kooperation mit dem Bund-Lidnder-Modellprojekt Bayern I und II (LfU Bayern, Dr.
Theenhaus, Dr. Peichl) wurde der Referenzraum Kelheim beriicksichtigt. Ziel der
dortigen Versuche des LfU, die auf 57 1-km? groflen Planquadraten iiber mehrere Jahre
durchgefiihrt werden, ist die Entwicklung und Erprobung von Methoden fiir ein
Langzeitmonitoring mdglicher Auswirkungen des Anbaus gentechnisch verdnderter
Pflanzen (GVP) auf Pflanzengesellschaften am Beispiel der Rapsausbreitung. In den
Rasterfeldern werden systematisch Pflanzenproben der Kreuzbliitler entnommen und
u.a. auch mit PCR-Methoden auf Transgene untersucht. Im Untersuchungsraum wird
unter anderem Raps angebaut, jedoch ist fiir diesen Bereich keine GVO-Freisetzung
bekannt, so dass die dortigen Untersuchungen zu Referenzzwecken dienen. In dem
reichhaltig gegliederten Naturraum finden sich zahlreiche potentielle Kreuzungspartner
des Rapses. Neben Raps werden dort auch Riibsen unter Hopfen angebaut. Die Versuche
sind bei Theenhaus et al. (2002) niher erldutert. Die Lage der Untersuchungsgebiete und
-standorte geht aus Abb. 2.7.11 hervor.

Der Untersuchungsraum umfasst 5.700 ha und erstreckt sich zwischen Kehlheim und
Neustadt/D innerhalb der Naturrdume “Siidliche Frankenalb” und “Donau-Isar-
Hiigelland”. Aufgrund der geologischen Ausgangssituation herrschen im Norden stark
kupierte Landschaften aus Jura-Kalken in einer Hohenlage von ca. 450 m vor, die nach
Stiden hin bis auf 350 m abfallen und durch alluviale Sedimente geprigt werden.
Entsprechend dominieren im Norden waldreiche Areale mit Griinland, im Siiden
ackerbauliche Nutzungen mit Schwerpunkt Hopfen, Mais, Getreide, Raps u.a.m.. Die
Jahresmitteltemperatur betrdgt 8,9° C, innerhalb der Vegetationszeit 14,8° C; die
jéhrlichen Niederschldge liegen bei 640 mm.

Entsprechend den vorliegenden Kenntnissen der LfU und einer gemeinsamen Begehung
wurden innerhalb dieses Gebietes sieben Bereiche definiert, die unterschiedliche
naturrdumliche Gliederungen reprisentieren. In diesen Bereichen konnten unter
Mitwirkung der Imker vor Ort geeignete Bienenstandorte ausgewahlt werden, an denen

Honigproben gewonnen und technische Sammler aufgestellt wurden. Zudem wurde die

150



2. Methodik

im Raum befindliche Dauermessstation fiir Immissionen (LUB-Station Eining) mit

einem technischen Sammler beriicksichtigt. Die Lage der Standorte ist in Abb. 2.7.11

verzeichnet.

Abb. 2.7.11: Referenzraum Kelheim aus dem Bund-Ldinder-Modellprojekt Bayern I1+11
mit den 57 km?-Rasterfeldern des bayerischen Vorhabens der LfU sowie
den Standorten fiir die Pollensammler (links, Kartenauschnitt aus TOP50),
TK 1:200.000 CD-ROM). Rechterhand Satellitenaufnahme  zur
Landschaftsstruktur im Raum Kelheim (aus D-Sat5, Buhl / ©Euromap)

o Technische und biologische Pollensammler

o Technische Sammler

I Biotop mit 10 Dauerbeobachtungsparzellen der LfU

151



2. Methodik

Des Weiteren wurde in Kooperation mit der Forschungsstelle zur Integrierten
Umweltbeobachtung (Dr. B. Beudert, Nationalparkverwaltung Bayerischer Wald; Dr.
Hoffmann, UBA Aussenstelle Langen) ein Referenzstandort im Umfeld des
Forschungsstandortes ,,Forellenbach® im Nationalpark Bayerischer Wald einbezogen
(Abb. 2.7.12).° Dieser Standort ist auf einer ca. 1 km? groBe Rodungsinsel mit
Griinlandnutzung inmitten der grofrdumigen Waldlandschaft des Bayerischen Waldes
an der Grenze zu Tschechien angesiedelt. Die klimatischen Bedingungen werden durch
die Hohenlage von 835 m geprégt. Die Jahresmitteltemperatur betrdgt nur 5,9° C, in der
Vegetationszeit (IV — IX) steigt sie auf 11,0° C; die Niederschldge liegen bei 1360 mm.
Der Standort liegt weitab jeglichen Rapsanbaus. Die technischen Sammler wurden tiber
den Zeitraum der Rapsbliite in der Region vom 19./20.4.-29.5.2001 exponiert. Die
Honigernte fand ebenfalls nach Ende der Rapsbliite statt.

Abb. 2.7.12: Lage des Referenzstandortes (48) im Bayerischen Wald in der Nihe des

Forschungsstandortes ,, Forellenbach * zur Integrierten
Umweltbeobachtung. (Kartenausschnitt aus TOP50, TK 1:50.000 CD-
ROM)

 siche Beudert et al. (1997)
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2.7.3 HR-Mais in Sickte

In Kooperation mit der BBA in Braunschweig (Prof. Dr. G. Bartels, Dr. J. Schiemann,
Dr. Meier-Bethke) konnte ein Freisetzungsfeld mit einer transgenen Maissorte genutzt
werden, in dessen Umgebung 14 technische Sammler und Bienenstdcke platziert
wurden. Die Expositionszeit der Sammler erfolgte vom 20.7.-16.8.01 im

Hauptbliihzeitraum von Mais.

Der Freisetzungsversuch der BBA wurde im Rahmen eines Projektes zum Monitoring
gentechnisch verdnderter Pflanzen des BMBF unternommen, mit dem Ziel, die
Einkreuzung transgener Eigenschaften aus Mais in benachbarte nicht-transgene Felder
zu untersuchen und Methoden zur Quantifizierung transgener Kontaminationen im
Erntegut zu etablieren. Ndhere Information zu den Maisversuchen der BBA finden sich

bei http://www.biosicherheit.de/projekte/106.proj.html.

Die Feldgeometrie des Freisetzungsversuches geht zusammen mit den umliegenden
Pollensammlern aus Abb. 2.7.13 hervor. Der Versuch besteht aus einer komplexen
Anordnung von konventionellem und transgenen Mais-Flachen sowie einer Randkultur
mit Klee. Die Maisfldche insgesamt betridgt 4,2 ha, davon sind 3 ha der konventionellen
Sorte zuzusprechen und 1,2 ha dem GVO-Mais. Die Konfiguration der

Sammlerstandorte in der weiteren Umgebung sind in Abb. 2.7.14 dargestellt.

Die verwendete transgene Maissaat stammt von der KWS Saat AG, Einbeck. Es handelt
sich um HR-Mais der Sorte Artuis (T25). Sie enthélt das pat-Gen aus dem Bakterium
Streptomyces viridochromogenes fiir Herbizidtoleranz (Glufosinat, den 35S-Promotor
sowie eine verkiirztes Betalaktamasegen als Marker. Bei der Hybridsorte sind 50% der

Maispollen, die von den GVO-Pflanzen stammen, als transgen zu erwarten.
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Abb. 2.7.13: GVO-Maisfeld der BBA in Sickte mit benachbarten Sammlerstandorten

(Feldskizze BBA):
F Technische Sammler (Sigma-2/PMF)
B Biologischer Sammler (Bienenstock)
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Abb. 2.7.14: Standorte fiir die technischen und biologischen Pollensammler im weiteren

Umfeld des GVO-Maisfeldes in Sickte. Die im Nahbereich des Feldes

(Kreis) befindlichen Standorte gehen aus der vorherigen Abbildung hervor
(Kartenauschnitt aus TOP 50, TK 1:50.000 CD-ROM)

Unter Beriicksichtigung der konkreten Windverhiltnisse (Daten: BBA) {iber den
Freisetzungszeitraum sowie der Feldgeometrie wurde von W. Wosniok fiir das Maisfeld
eine Pollenausbreitungsrechnung (Gauss-Modell nach TA Luft, Partikeldeposition.
modifiziert fiir Pollenausbreitung von Mais mit vq4 = 20 cm/s (siche Kap. 2.5)
durchgefiihrt, deren Ergebnisse mit Zuordnung der Standorte zum Pollengradienten in

Abb. 2.7.15 ersichtlich ist.
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Abb. 2.7.15: Ergebnisse der Ausbreitungsrechnung fiir Maispollen im Umfeld des HR-
Maisfeldes in Sickte mit Zuordnung der Sammlerstandorte zum Mais-
Pollengradienten ~ gemdf3 ~ der  konkreten  Windverhdltnisse  im

Expositionszeitraum 20.7.-16.8.01.

2.74 VR-Zuckerriibe und Bt-Mais in Aachen

In Kooperation mit der RWTH Aachen in NRW (PD Dr. D. Bartsch, Prof. Dr. L
Schuphan) und dem dort titigen Wanderimker Herrn Vossen konnte eine
Freisetzungsfliche mit Virus-resistenter Zuckerriibe mit neun technischen Sammlern
und fiinf Bienenstandorten bedacht werden, in deren Nachbarschaft sich zudem eine Bt-
Maisflache befand. Die Konfiguration der Sammler geht aus Abb. 2.7.16 hervor. Die
Grofle der VR-Zuckerriibenflache betrug 60 qm, die der Bt-Maisfliche 50 qm. Die
Expositionszeit umfasste den Hauptbliihzeitraum von Zuckerriibe und Mais (19.6.-

9.8.01).
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]

h B

Abb. 2.7.16 Satellitenaufnahme mit Umgebung der Versuchsfelder der RWTH Aachen
und den Standorten der Pollensammler (aus D-Sat5, Buhl/Euromap):

VR-Zuckerriibe
Bt-Mais

Nr - Technischer — Sammler(PMF/Sigma-2) und  biologischer — Sammler
(Bienenvolk)

B Biologischer Sammler (Bienenvolk zeitweise)

Die Versuche fanden auf der Flache des Gutes Melaten statt. Dieses liegt eingebettet in

einer kleinen Mulde, umgeben von sehr heterogenen Strukturen (Klinikum, Technische

157



2. Methodik

Hochschule, Landwirtschaft, Golfplatz, Waldinseln u.a.m.). Insgesamt ist die Umgebung
flachwellig, entstanden aus Ablagerungen der Kreide mit diluvialen Deckschichten. Bei
einer Hohenlage von ca. 200 m macht sich eine verstirkte Atlantizitit, mit einer
Jahresdurchschnittstemperatur von 10,1° C, 14,6° C wihrend der Vegetationszeit und

Niederschldgen vom 800 mm, bemerkbar.

Bei den Freisetzungsversuchen mit der VR-Zuckerriibe handelt es sich um
Langzeitversuche zur dkologischen Sicherheitsforschung mit dem Ziel der Entwicklung
und Erprobung von Handlungsanweisungen fiir das 6kologische Langzeitmonitoring von
Wild- und Unkrautpopulationen der Art Beta vulgaris [BMBF-Vorhaben]. Die
Zuckerriibensaat stammt von der KWS Saat AG, Einbeck. Es handelt sich um den
transgenen Genotyp Ac083 der Kreuzung Zuckerriibe und niederlédndischer Wildriibe
mit dem KWS-Transformationsereignis T210-3. Es enthilt als transgene Merkmale das
cpBNY VV- Hiillprotein fiir die Resistenz gegeniiber Rhizomania-Viren und das nptlI-
Gen als Marker gegen Kanamycin sowie den Promotor 35S. Die RKI
Freisetzungsnummer des Versuches lautet 6786-01-67. Die Anordnung bestand hélftig
aus transgenen und nicht-transgenen Pflanzen. Da die Transgenen heterozygot sind,
tragen nur die Hélfte der Pollen aus den transgenen Pflanzen diese Eigenschaften, so
dass im Endeffekt 25% der luftgetragenen Pollen aus dem Zuckerriiben-Versuchsfeld als

transgen zu erwarten sind.

Ziel des BMBF-geforderten Vorhabens zum Bt-Mais ist die Dauerwirkung des Botulin-
Toxins von Maispflanzen auf den Maisziinsler und andere Insekten in der Umwelt zu
untersuchen. Es handelte sich hier um die Bt-Maissorten Bt176 Syngenta prelude mit
gewebespezifischem Promotor und zusitzlicher HR-Resistenz (Liberty) sowie der Bt-
Maissorte MON 810 Novelis (Monsanto) mit dem Transgen Bt cryl Ab sowie 35S als
Promotor. Die Feldanordnung bestand auch hier zu 50% aus nicht-transgenen und 50%
transgenen Pflanzen, letztere aufgeteilt auf die beiden Sorten. Aufgrund der
Heterozygotie sind wiederum 25% der aerogenen Maispollen aus dem Feld als transgen
anzunehmen, wobei fiir einzelne Eigenschaften, die nur in einer der beiden transgenen

Sorten vorkommt, wie dem 35S-Promotor, die Hilfte, also 12,5% gilt. Der Versuch zum
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Bt-Mais hat keine Freisetzungsnummer, da bereits eine Genehmigung zum

Inverkehrbringen (Part C) bestand.

Weitere Informationen zu den Zuckerriiben- und Maisversuchen der Aachener
Arbeitsgruppe finden sich bei: Saeglitz et al. (2000), Bartsch et al. (1999) und unter
http://www.biosicherheit.de/projekte/89.proj.html und http://www.rwth-
aachen.de/bio5/Ww/i_arbeitsgruppen/ba_homepage/ba_homepage.html.]

2.7.5 Bt-Mais in Schwarzenau

Im Bereich der Ortschaft Schwarzenau befinden sich die Versuchsflichen der Bayer.
Staatlichen Lehr- und Versuchsanstalt”, an denen Versuche mit Bt-Mais durchgefiihrt

wurden.

Das Untersuchungsgebiet liegt im Bereich des Main, der hier die ,,Friankische Platte*
durchzieht. Das umgebende, leicht wellige Hiigelland in einer Héhenlage von ca. 200 m
bis 280 m iiber NN besteht aus LoBiiberlagertem Muschelkalk, wihrend im Bereich der
Schwemmzone des Main alluviales Material vorliegt. Aufgrund der hohen
Bodenfruchtbarkeit dieses Raumes herrschen ackerbauliche Nutzungsformen vor;
lediglich auf topografisch ungilinstigen Standorten stocken Wilder und extensive
Griinlandformen. Bei giinstiger Exposition wird Weinbau betrieben. Die
Jahresmitteltemperatur liegt bei 9,5°C, in der Vegetationszeit (IV — IX) steigt sie auf
15,1 ° C an. Die Jahresdurchschnittswerte der Niederschldge liegen zwischen 600 und

650 mm.

Im Untersuchungsgebiet befanden sich siid-westlich von Schwarzenau zwei
Maisversuchsflichen der bayerischen Versuchsanstalt (Abb. 2.7.17). Hierbei wurden auf
einer Flache von 2 ha transgener Mais (BT 176 der Fa. Monsanto — Mon 810) freigesetzt
(stidwestliche Fldche) und in der Zeit vom 25.07. bis 21.08.2001 acht technische

' 'Wir danken Dr. Lindner, Staatl. Lehr — und Versuchsanstalt Schwarzenau sowie Frau Polzer, Bienenpriithof
Schwarzenau und Dr. Mautz, Bayer. Landesanstalt fiir Bienenzucht, Erlangen
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Sammler sowie acht Bienenvdlker des dortigen Bienenpriithofes wie in der Abbildung

skizziert aufgestellt.

Abb. 2.7.17: Lage der Mais-Versuchsfelder und Untersuchungsstandorte bei

Schwarzenau/Franken.
2.7.6 Erginzungsstandorte: Bremen, Norten-Hardenberg, Freiburg

Erginzend wurden Standorte in Bremen (Okologiebiiro; 25.4.-21.5./26.5.01), bei TIEM
in Norten-Hardenberg (30.4.-27.5.01) sowie beim DWD (13.7.-27.7.01) in Freiburg

untersucht.
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2.8 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit

den Programmen SAS Version 8.2 (SAS INSTITUTE INC. 2001) und Excel 2000.

2.8.1 Behandlung von Werten unter der Nachweisgrenze bei

Pollenzihlungen

Werte unter der Nachweisgrenze enthalten im Gegensatz zur Nicht-Messung eine
Information, die bei der weiteren statistischen Auswertung beriicksichtigt wurde. In
allen Berechnungen aus den Pollenzdhlungen’? wurden Werte unter der jeweiligen
Nachweisgrenze durch die 0,67-fache Nachweisgrenze ersetzt. Dies entspricht der
Erfahrung, dass Werte unter der Nachweisgrenze in guter Niherung einer
Dreiecksverteilung im Bereich zwischen Null und Nachweisgrenze folgen, deren

Erwartungswert gerade das 0,67-fache der Nachweisgrenze betragt.

2.8.2 Verteilung von Pollendaten und Dichteschitzung

Die Gesamtheit aller gemessenen Werte zur Pollenkonzentration, -deposition oder -fluss

weist eine Streuung auf, die auf mehrere Ursachen zuriickzufiihren ist.

Ein Streuungsanteil ist auf zufdllige FEinfliisse zurlickzufiihren, die selbst bei
wiederholten Messungen am selben Standort und identischem Ausbreitungsverhalten
der Pollen auftreten wiirden. Wéren sehr viele Wiederholungen solcher Messungen
unter identischen Bedingungen moglich, so wiirde der Mittelwert dieser Messergebnisse
dem Gesetz der groBen Zahlen folgend gegen eine feste Zahl. den Erwartungswert,
konvergieren. Die zufillige Abweichung eines Messwerts vom Erwartungswert wird
tiblicherweise als Stichprobenfehler bezeichnet. Seine GroBe folgt einer diskreten
Wahrscheinlichkeitsverteilung, da nur ganzzahlige Anzahlen gemessen werden konnen,

die iiberdies nicht negativ sein konnen. Héaufig weisen solche Anzahlen eine Poisson-

°2 fisr PCR-Ergebnisse siche Kapitel 2.4.6
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Verteilung auf. Diese kann fiir sehr grofle Stichproben durch eine Normalverteilung,
besser durch eine log-Normalverteilung angendhert werden. Deren Parameter
(Mittelwert und Varianz) hdngen im Allgemeinen vom Parameter der unterliegenden
Poisson-Verteilung ab. Die Annahme einer Normalverteilung fiir beobachtete
Pollenanzahlen ist schon deswegen fragwiirdig, weil geméll einer Normalverteilung
auch negative Anzahlen mit einer Wahrscheinlichkeit iiber Null auftreten wiirden. Die
Verteilung des zufdlligen Fehlers ist fiir die unten beschriebenen Rechnungen zu

Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenze von Bedeutung.

Ein weiterer Streuungsanteil entsteht durch systematische Unterschiede zwischen
Messwerten an verschiedenen Standorten, die allein wegen dieser verschiedenen
Standorte, d.h. auch ohne jede zufillige Variation, unterschiedlich sind. Das Ausmaf}
dieser Streuung hingt vom Probenahmeplan ab. Verschiedene Probenahmeplidne im
selben Gebiet fiihren zu verschiedenem Ausmal der systematischen Streuung und auch

zu unterschiedlichen Verteilungen des systematischen Fehlers.

Weiterhin wird die Streuung von Messwerten von den Eigenschaften der beteiligten
Messgerite, u.a. deren Nachweisgrenzen und Sattigungsverhalten beeinflusst. Auch die

verwendete Messvorschrift und subjektive Verhaltensweisen haben Einfluss.

Insgesamt wird also eine reale Stichprobe eine Uberlagerung verschiedener
Verteilungen darstellen. die bei der (realistischen) Annahme von groBen Pollen-
Anzahlen durch eine Uberlagerung verschiedener log-Normal-Verteilungen angenihert
werden kann, eventuell und etwas grober sogar durch eine einzige log-
Normalverteilung. Comtois (2000) zeigte, dass eine log-Normalverteilung eine
brauchbare Ndherung darstellt, wobei in einem ausgewihlten Dosisbereich eine

Gamma-Verteilung die Néherung verbessert.

Fir die genauere Darstellung der beobachteten Haufigkeitsverteilungen wurden
nichtparametrische Dichteschdtzungen fiir die logarithmierten Pollenanzahlwerte
berechnet (Silverman 1990). Dabei wurde ein Kernschitzer mit Gauss-Kern benutzt.
Ausgehend von Messwerten X;,Xy, ..., X, berechnet dieser die Dichteschitzung f an der

Stelle x als eine gewichtete Summe in der Form
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1 X=X;
f(x)=—2;iK )
nh h

wobei

K(x) :\/;_77 e_[JZJ .

Als Gléttungsparameter h dient der fiir eine Normalverteilung optimale Wert, berechnet

auf Grund einer robusten (winsorisierten) Schitzung der eingehenden Varianz. Aus der
Dichteschdtzung werden Quantile, sowie die Lage des Modus (des Wertes mit der

hochsten Dichte) abgeleitet.

Die Verteilung des systematischen Fehlers ist von Bedeutung, wenn zusitzliche
Konzentrationen/Depositionen/ Fliisse zu identifizieren sind, die nicht schon durch die

bereits beriicksichtigten Expositionen erfasst wurden.

Fir die Basis-Belastung, also die Belastung, die vorliegt, wenn keine spezifischen
lokalen Pollenquellen vorhanden sind, wird eine nédherungsweise logarithmische
Normalverteilung angenommen. Diese muss an der linken Flanke der Gesamtverteilung
liegen. Die Basisverteilung wird deswegen geschitzt durch Anpassung der linken
Flanke einer Normalverteilung an die linke Flanke der zuvor als Dichteschidtzung
bestimmten Gesamtverteilung. Die Basisverteilung ist eindeutig charakterisiert durch
Angabe ihres Mittelwerts und ihrer Standardabweichung. Hierbei ist das 10%-Quantil
der Basisverteilung, abgekiirzt durch P10, zur Charakterisierung der allgemeinen
Grundbelastung geeignet. Der Mittelwert der Basisverteilung, der mit dem Median und
dem 50%-Quantil (P50) zusammentfillt, dient als MaBzahl fiir die Normalbelastung,

sofern die zu Grunde liegenden Daten raumreprésentativ erhoben wurden.
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2.8.3 Zusammenhang zwischen beobachtetem und erwarteten
Pollenfluss/-deposition, statistische Ermitlung von

Nachweisgrenze, Sensitivitit und Reproduzierbarkeit

Es ist zu erwarten, dass die Messwerte der technischen Pollensammler mit steigender
Entfernung von einer Pollenquelle eine fallende Tendenz aufweisen. Bei grof3er
Entfernung von solchen Quellen ist dagegen zufillige Schwankung der Werte um eine
horizontale Gerade zu erwarten. Das Niveau dieser Geraden liegt in der Regel nicht bei
Null, da Sammler auch in groBerer Entfernung von einer Quelle durch (Fern-) Transport
aus verschiedenen Quellen erreicht werden. Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen
wurde die Beziehung zwischen beobachteter Pollenanzahl (Fluss/Deposition”) und
nach Ausbreitungsrechnung erwarteter Pollenkonzentration/-fluss/-deposition’® durch
einen ,,Hockey-Stick“-Ansatz modelliert, der fernab einer Quelle ein konstantes
Hintergrundniveau annimmt, wahrend bei Anndherung an eine Quelle von einem

bestimmten Punkt an die erwartete Anzahl Pollen auf dem Sammler steigt. Mit den

Bezeichnungen
y beobachtete Anzahl Pollen auf dem Sammler
X Pollenfluss am Sammlerstandort im Blihzeitraum nach

Ausbreitungsrechnung, in Pollen/m*

VH erwartete Anzahl Pollen auf dem Sammler, wenn nur die

Hintergrundbelastung vorliegt

c Logarithmus des Pollenflusses, unterhalb dessen vom Sammler nur die
Hintergrundbelastung angezeigt wird (horizontale Koordinate des

,Hockey-Stick“-Knickpunkts)

d Exponent des Anstiegs der erwarteten Pollenanzahl auf dem Sammler,

wenn die mittlere Luftkonzentration den Wert ¢ liberschreitet (Steigung

% Der Zusammenhang gilt sammlerspezifisch fiir Fluss (PMF) oder Deposition (Sigma-2), im Folgenden am Beispiel
des Flusses ausgefiihrt.

°* Die Berechnung erfolgte iiber die mittlere Konzentration, Deposition und Fluss sind dann fiir die konkrete Situation
(Expositionszeitraum, Windgeschwindigkeit, v,) iiber Konstanten verbunden.
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des ansteigenden Teils des ,Hockey-Sticks®, wenn y und x auf

logarithmischen Skalen gemessen werden)

e Term fiir den =zufdlligen Fehler, ndherungsweise normalverteilt,

Mittelwert Null, Standardabweichung s

wurde der Zusammenhang zwischen gemessener Pollenanzahl und nach

Ausbreitungsrechnung berechneten Luftkonzentration folgendermallen modelliert:
lg(y)=lg(y,) +e, falls Ig(x) <c
lg(y)=1g(y,)+d(g(x)—c)+e falls 1g(x) > ¢

Dabei steht ,lg’ fiir den dekadischen Logarithmus (Basis 10). Die GréBen yy, ¢, d und
die Standardabweichung s von e sind zundchst unbekannt. Sie wurden {iber eine
nichtlineare Regression nach dem Prinzip der kleinsten Quadrate mit einem iterativen
Verfahren geschitzt, wobei die beiden obigen Gleichungen zu einer einzigen

zusammengefiihrt wurden:
lg(y) =lg(y, ) +d max(0;lg(x) —c) +e, )

Wertepaare, deren y-Wert offensichtlich durch Fremdeinfliisse in die Hohe getrieben
wurde, wurden aus der Berechnung ausgeschlossen. Die Fehler-Standardabweichung s
wird nur aus den Daten berechnet, die zum ansteigenden Teil der Kurve beitragen. Die
Anpassung einer Kurve vom Typ (1) setzt eine Probenpunkt-Anordnung voraus, bei der
ein geniigend grofler Teil der Messpunkte weder im Séttigungsbereich des Sammlers

noch im Bereich des konstanten Hintergrund-Flusses verlauft.

Die Prézision, mit der die Koeffizienten yy, ¢, d bestimmt wurden, ergibt sich aus der
Kleinsten-Quadrate-Schétzung. Aus der Kovarianzmatrix der geschétzten Koeffizienten
lasst sich ein Konfidenzbereich angeben, der mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% den
wahren Kurvenverlauf enthdlt (korrekte Modellannahmen vorausgesetzt). Das
Bestimmungsmaf 1* beschreibt, welcher Anteil der Variation von lg(y) durch lg(x)
erklirt werden kann. Ein Wert von r* = 1 wiirde die fehlerfreie Vorhersage bedeuten, r*

= 0 die vollige Unkorreliertheit beider Merkmale.
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Die Hockey-Stick-Funktion musste in der Form (1) verwendet werden, um die
Koeffizienten yy, ¢, d fiir die vorliegenden Daten berechnen zu konnen. Fiir die
Berechnung der absoluten Nachweisgrenze und von Fallzahlen (siche unten) wird die

Gleichung fiir allein den steigenden Teil der Kurve bendtigt, die die Gestalt

lg(y)=a+dlg(x), )
entsprechend
y=10"x" (3)

aufweist, wobei die Konstante a den Logarithmus von y bei einer Luftkonzentration von
1 Pollen/m® angibt. Diese Konstante ergibt sich aus den zuvor berechneten

Kurvenparametern:
a=1g(yH)—-dc “4)

Aus den Merkmalen der Hockey-Stick-Funktion ergeben sich Sensitivitit,
Reproduzierbarkeit, (absolute) Nachweisgrenze des untersuchten Gerédts und der

mittlere Hintergrund-Fluss.

Die Sensitivitdt eines Sammlers ist definiert als die Verdnderung der gesammelten
Anzahl Pollen bezogen auf die Verédnderung im realen Pollenfluss. Sie wird durch die
Steigung des ansteigenden Teils des Hockey-Sticks représentiert, entsprechend dem
Koeffizienten d in Gleichung (2) bei logarithmischer Darstellung von Pollenfluss und

Pollenanzahl.

Die Reproduzierbarkeit quantifiziert die Streuung der Messergebnisse eines Sammlers
bei Wiederholung der Messung unter identischen Umstidnden. Sie ergibt sich aus der
Kleinsten-Quadrate-Anpassung von (1) liber die Schiatzwerte fiir die Koeffizienten und
die Standardabweichung s des Zufallsfehlers um die Hockey-Stick-Funktion. Unter
idealen Bedingungen (keine Variation im realen Pollenfluss oder im Sammelverhalten
des Gerits, keine =zufdlligen Effekte im Auswertungsprozess) wiirde optimale

Reproduzierbarkeit erreicht, ausgedriickt durch eine Standardabweichung von s = 0.
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Die (absolute) Nachweisgrenze eines Sammlers ergibt sich aus der Notwendigkeit, dass
mindestens ein Pollen in der ausgewerteten Fldche des Sammlers vorhanden sein muss.
Aus der Gleichung (2) ergibt sich der zu diesem einen Pollen gehérende reale Fluss

xnwa, der die absolute Nachweisgrenze darstellt, als

lg(y NWG) —da

lg(xypg) = )

b

wobel Xywg 1n Pollen/mz, xwe = Sammler-Flache / ausgezéhlte Fliache und a, d die

Koeffizienten der Hockey-Stick-Funktion beschreiben.

Der mittlere Hintergrund-Fluss xp (baseline) ergibt sich aus der Umkehrung der
Beziehung (2), mit der aus einer beobachteten Pollenanzahl y auf den vorhandenen

Fluss geschlossen werden kann:

lg(y)-a
x=10 ¢ bzw. (5a)
1 —a
lg() = £~ (5b)
d
somit
lg(yy)—a
x, =10 4 bzw. (6a)
1 —-a
lg(r, ) = E22 (6b)

2.84 Statistische Ermittlung von Nachweiswahrscheinlichkeit und

Fallzahlen

Die Sicherheit, mit der eine Pollenkonzentration, -depositon (Simga-2) oder fluss
(PMF)’* der GroBe x vorliegt, hdngt von x selbst, der Anzahl eingesetzter Sammler und
den tolerierten Fehlerwahrscheinlichkeiten ab. Die Anwesenheit eines Pollenflusses in

Hohe der Nachweisgrenze ist wegen der beteiligten zufélligen Fehler durch eine einzige

%3 Gilt gleichermaBen fiir Konzentration und Deposition, hier wieder am Beispiel Fluss ausgefiihrt.
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Messung nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% nachzuweisen. Eine hoéhere
Sicherheit des Nachweises ist entweder fiir hohere Fliisse und/oder bei mehr als einer
Messung pro Ort zu erreichen. Der Zusammenhang zwischen der Grofe x des
nachzuweisenden Pollenflusses pro m?, der Sicherheit seines Nachweises 8 und der

Anzahl von Messungen n wird durch die Gleichungen

y =10"x‘

g 1g(y o) —18(»)
p(x)=1 Pr(tFG < ; j

B =1=(0-pkx)" (7)

beschrieben. Dabei sind alle Wahrscheinlichkeiten als Werte zwischen 0 und 1
angegeben und Pr(zr¢ < z) beschreibt die kumulative Wahrscheinlichkeitsverteilung der
t-Verteilung mit FG Freiheitsgraden, wobei die Zahl der Freiheitsgrade gleich der
Anzahl der Residuen-Freiheitsgrade in der Regression zur Bestimmung der Hockey-
Stick-Koeffizienten in (1) ist. Aus Gleichung (7) ergibt sich umgekehrt auch die
Fallzahl (Anzahl von Sammlern), die notwendig sind, um einen vorhandenen

Pollenfluss x in der Luft mit einer Sicherheit B nachzuweisen:

__lgd-=5) )
Ig(1- p(x))

2.8.5 Pollenspektrum

Um die Diversitét der vorgefundenen Pollenarten zu beschreiben, wurde fiir jede Probe
bestimmt, welche Arten vorhanden waren und als 0/1-Information registriert (0: nicht
vorhanden, 1: vorhanden) (Diversitit). Diese Information wurde fiir die Gesamtheit aller
Proben addiert und das Pollenspektrum als Prozentzahlen zum Zweck des Vergleichs

verschiedener Sammler und weiterer Merkmale graphisch dargestellt.
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2.8.6 Statistische Ermittlung von Nachweiswahrscheinlichkeit,

Fallzahl und Raumreprisentativitiit bei der Honigbiene

Bei der Honigbiene als biologischem Sammler war zu beriicksichtigen, dass diese das
Sammelverhalten aktiv steuert, indem sie auf die Attraktivitdt und Abstand und Grof3e
der Rapsfelder reagiert. Dabei war weiterhin zu beriicksichtigen, dass zwei GVO-
Rapsfelder unterschiedlicher Gréfle und Entfernung im Sammelgebiet lagen. Fiir die
Abschétzung der Wahrscheinlichkeit eines positiven GVO-Nachweises wurde daher ein
Ansatz verfolgt, der sowohl die Attraktivitit eines Feldes, ausgedriickt durch seine
Grofe, als auch den Abstand zum Bienenstandort einschliefft und das Konkurrieren der
beiden Felder modelliert. Das mathematische Modell fiir den GVO-Nachweis bei

Existenz eines einzigen Feldes hat die Form

P- : . ©)
l+exp[-F(a—b-d")]
beim Vorliegen von 2 Feldern gilt
1 (10)

P= 2 2
I+exp[-F(a=b-di)-F,(a=b-d;)]

In diesen Gleichungen bezeichnet P die Wahrscheinlichkeit eines Nachweises mit
Werten zwischen 0 und 1, F ist die Feldgroe und d ist der Abstand zwischen Feld und
Standort des Bienenvolks. Die Indices in Gleichung (10) kennzeichnen die Felder, a und
b sind Koeffizienten, die durch eine iterative Maximum-Likelihood-Schitzung
bestimmt wurden. Aus der Beziehung (9) ergeben sich die Entfernungen d um ein Feld,

innerhalb derer mit einer Wahrscheinlichkeit P der Nachweis von GVO erfolgt, aus

d:i\/—bF(aFﬂnl_Pj. (11)
bF P

sowie die Entfernung, innerhalb derer ein Nachweis mit P>50% t erfolgt, als

1 —
dP:o.SZZ —ab.
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3 Ergebnisse mit Diskussion
3.1 Technische Pollensammler: Sigma-2 und PMF

3.1.1 Ergebnisse zur Praktikabilitit der Sammler und zur

Standortwahl

Die Erfahrungen aus den Freilandversuchen in 2001 zeigten, dass sowohl die
Installation als auch der Betrieb der technischen Sammler ohne grofere Probleme
vonstatten gingen. Bei den 84 installierten Sammlern traten iiber den gesamten
Versuchsverlauf weder Ausfille noch Storungen auf. Die Passivsammler funktionierten
iiber die bis zu fiinfwdchigen Expositionszeiten iiber die Vegetationsperiode 2001 ohne
besonderen Betreuungsaufwand. Der Betrieb stellt sich damit erheblich zuverlédssiger
und einfacher dar als mit den ansonsten iiblichen Aktivgerdten. Ebenso waren weder
Vandalismus noch Diebstahl zu beklagen, wie aus anderen Monitoringprogrammen mit
Aktivgerdaten her bekannt. Vorteilhaft diirfte sich hierbei ausgewirkt haben, dass die
Gerite relativ unscheinbar und ohne erkennbaren Wert sind. Teure Installationen zur
Sicherung erscheinen bei den Pollenpassivsammlern daher nicht unbedingt notwendig,
eine Stromversorgung ist nicht erforderlich. Dennoch empfiehlt sich fiir die
Monitoringpraxis, dem Problem unerwiinschter Eingriffe vorbeugend zu begegnen,

indem moglichst gesicherte und geschiitzte Standorte zu berticksichtigen sind.

Als wesentliche Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche Durchfithrung ist eine
entsprechend fachlich qualifizierte Standortwahl, technische Vorbereitung und
Installationsarbeiten anzusprechen, deren Zeitaufwand nicht unterschitzt werden darf.
Die Standortwahl und Probenahme stellt die Basis der Datengewinnung dar.
Wenngleich technisch relativ einfach erscheinend, sind aus Qualitatssicherungsgriinden
im Monitoring sowohl Standortwahl, Installation sowie Probenahme und —wechsel im
Gelidnde nur von wissenschaftlich qualifiziertem Fachpersonal vorzunehmen. Die

Qualifizierung kann durch entsprechend vorgeschriebene Schulung und Zertifizierung
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erfolgen, wie dies beispielsweise auch bei den  Messnetzen  der

Polleninformationsdienste und anderen linderiibergreifenden Programmen®® der Fall ist.

Da beim Aufstellen von Gerdten, sowie zur Betretung von Grundstiicken
Eigentumsaspekte zu beachten sind, sind entsprechende Vorlaufzeiten bei der Planung
flir Absprachen mit den Besitzern zu berilicksichtigen. In der Regel zeigten diese
Interesse und konnten durch entsprechende Informationen zur Mitarbeit gewonnen
werden; die meisten libernahmen hierbei auch einfache Betreuungsdienste, indem sie
regelmiBig nach den Gerdten schauten. Giinstig wirkte sich die Kombination mit dem
biologischen Sammler Honigbiene aus, da die Sammler in der Néhe der Bienenstédnde

aufgestellt werden konnten und die Imker eine Betreuungsfunktion iibernahmen.

Fir die Aufstellung der technischen Pollensammler sind bestimmte
Standortbedingungen einzuhalten, die sich nach der konkreten Aufgabenstellung und
dem Untersuchungsdesign im Monitoring zu richten hat. Allgemein gilt, dass eine freie
Anstrombarkeit der Sammler erfiillt sein muss. Fiir weitere Kriterien wird auf die VDI-

Richtlinie 4330 BI. 3 verwiesen.
3.1.2 Passivsammler Sigma-2

3.1.2.1 Ergebnisse der Pollenzihlungen fiir die Rapsperiode

Die Ergebnisse der Pollenzdahlungen aus den Versuchen in der Rapsperiode der Sigma-2
— Proben sind mit den statistischen Kenndaten in Tab. 3.1.1 zusammengefasst. Die
Einzelergebnisse sind im Anhang dokumentiert. Mit in die Tabelle aufgenommen

wurden die Schiatzwerte zur log-Normal-Basisverteilung.

Die Daten in den beiden ersten Spalten zeigen, dass bei 4-5wochiger Exposition iiber
den Bliihzeitraum von Raps die mittlere Belegung (Median) der Haftfolien in der
GroBenordnung von 390 fiir die Rapspollenanzahl und 44.000 fiir die
Gesamtpollenanzahl lag. 90% der Proben wiesen iiber 110 Rapspollen und 37.000

% 2.B. nationales und EU-weites Moosmonitoring (Sievers et al. 1999)
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Gesamtpollen auf (10%-Percentil). Der 90%-Quantilswert betrug 2.500 fiir Raps- und
respektive 77.000 fiir Gesamtpollen.

Haftfolie - Deposition mittlere Konzentration Einstufung
Erhebungen
2001 Gesamt- Raps- Raps- Gesamt- Raps- Gesamt- Raps-
pollen Pollen anteil Pollen Pollen Pollen Pollen
Bluisz:ynr:zlir?f;gj; a Sigma-2 Sigma-2 vid=0,016 vi=0,01
n=49 Pollen / 4225mm? | Pollen / 4225mm? % Pollen / m? 30d Pollen / m* 30d Pollen / m? Pollen / m*
NWG 35 35 0.1% 8.000 8.000 0.3 0,3 Nachweisgrenze
Minimum 23.000 <35 <0,1%| 5.500.000 <8.000, 170 <0.3 agrereme
10% Perc. A
Log-Normal- 34.000 65 0.2%| 8.100.000 15.000, 160 0.5 e
. " grarraum
Basisverteilung
10% Perc.
s i 37.000 110 0.2%| 8.600.000 25.000 270 0.8
Median Mittel fiir
Log-Normal- 40.000 331 1%| 9.300.000 78.000 300 2,5  Ra———
Basisverteilung
oromedian 44.000 390 1%| 11.000.000 90.000/ 330 3 mittlere
robenkollektiv E
rwartungswerte
flir Raps-
. Hauptanbau-
o ittelwert 51.000 910 2%| 12.000.000,  220.000| 380 7 gebiete
robenkollektiv
90% Perc. 90% Perc
Log-Normal- 47.000 1.680 4%| 11.500.000 395.000 340 12 A :
. " grarraum
Basisverteilung
20% P 90%-Perc.
Probomkaliers 77.000 2.500 5%| 18.000.000 580.000 560 18 Raps-Haupt-
robenkoflektiv anbaugebiete
. 110.000 4.300 8%| 27.000.000| 1.000.000)  >800 >30 SRR
Probenkollektiv " : 0 " " . . angrenzend

Tab. 3.1.1: Ergebnisstatistik der Pollenzdhlungen fiir die Proben aus dem Sigma-2
tiber die Rapsperiode [Exposition iiber Bliihzeitraum 30-34 Tage] mit
Schéitzwerten der Log-Normal-Basisverteilung und Einstufung von

Erwartungswerten zu Pollenanzahlen

Das Minimum lag bei einer Gesamtpollenanzahl von 23.000. Bei den Rapspollenzahlen
wurde im Minimum die absolute Nachweisgrenze von 35 Pollen (1 Pollen pro 120 mm?
Zéhlflache) an einem Standort im Referenzbereich unterschritten. Der Rapsanteil in den

Sigma-2 - Proben bewegte sich hierbei mehrheitlich im Bereich zwischen 0,2% - 5%.
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Als Konventionsverfahren beziehen sich diese und die folgenden Angaben auf das
Messverfahren Sigma-2. In den nebenstehenden Spalten finden sich die aus den Sigma-
2 — Messwerten ergebenden Pollendepositionen pro m?. Die mit dem Sigma-2 iiber den
Hauptbliihzeitraum von Raps (30-34 Tage) ermittelte Pollendeposition ist im Bereich
von 5,5-10° bis 27-10° Pollen/m? anzusiedeln. Das Mittel (Median) liegt bei 11-10°
Pollen/m?. Die entsprechenden Werte fiir die Rapspollendepositionen liegen im Median
bei 90.000 Pollen/m? und reichen von unter der Nachweisgrenze [NWG] (8.000
Pollen/m?) bis zu 1.000.000 Pollen/m?.

Aufgrund der Tatsache, dass es sich um relativ kleine Rapsversuchsfelder handelte (0,3
ha; 0,2 ha) und die Sammler nicht direkt am Feldrand aufgestellt wurden, ist unter
praxisnahen Anbaubedingungen mit noch deutlich hoheren Depositionen zu rechnen.
Aus der Literatur sind fiir Rapspollendepositionen Angaben von iiber 10° Pollen/m? fiir

den Nahbereich von Rapsfeldern bekannt (Feil & Schmid 2002).

Im Hinblick auf die computergestiitzte bildanalytische Auswertung zeigte sich eine
ausreichende bis in Einzelfdllen grenzgingig hohe Gesamtbelegungsdichte fiir die
Proben aus dem Agrarraum bei vier-flinfwdchiger Exposition. Nach Aussagen des
DWD empfehlen sich somit fiir die Friihlingsperiode Erfassungszeiten von optimal zwei

Wochen fiir den Sigma-2, mit einer bis vier Wochen als untere und obere Grenzen.

Die Proben aus dem Agrarraum weisen hierbei eine deutlich hohere Belegungsdichte
gegeniiber den Proben aus dem Routinemessnetz des DWD an den Kurorten bzw. an
den Standorten des Routinemessnetzes des Polleninformationsdienstes auf.’’ Dies
entspricht den Erwartungen, da diese Standorte sich meist auf hohen Gebduden inmitten

der Stidte und Siedlungen befinden.

7 Angaben des DWD (Dietze)
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Abb. 3.1.1: Verteilung der Messwerte der Rapspollendeposition aus dem Sigma-2 und
Dichteschditzung mit Log-Normal-Basisverteilung. Duchgezogene Linie:
Dichteschdtzung fiir die Gesamtheit der Messwerte (n=53 Standorte).
Gestrichelte Linie: angepasste Log-Normal-Basisverteilung. Senkrechte
Linien:  10%-Quantil (pl0), Median und 90%-Quantil (p90)

(Basisverteilung).

Abb. 3.1.1 zeigt die Dichteverteilung der Messwerte zur gemessenen
Rapspollenkonzentration mit Dichteschitzung und log-normal-Basisverteilung. Die
Kurven belegen, dass die Rapspollenanzahlwerte keinesfalls normalverteilt sind. Wie
zahlreiche andere Umweltdaten auch, folgen sie einer Log-Normal-Basisverteilung
(Goodness-of-fit-Tests statistisch mit p<0,001 signifikant). Dies wird {iiber die
Ubereinstimmung der linken Flanken beider Kurven in der Abbildung grafisch
angezeigt. Die hoheren Werte auf der rechten Flanke sind probenahmebedingt und
reflektieren die gemal Untersuchungsdesign erforderliche dichtere Beprobung im
hoheren Dosisbereich. In einem spidteren Monitoring lassen sich aus derartigen
Abweichungen von der Basisbelastung im Riickschluss auflergewohnliche Einfliisse

detektieren. Wenngleich diese Untersuchung nicht auf bundesweit reprisentative
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Aussagen ausgerichtet war, lassen die Ergebnisse erste Abschitzungen zu. Sie legen
nahe, dass beim Sigma-2 in einem iiberrregionalen Monitoring mit einer Basisbelegung
von <110 Rapspollen (10%-Quantilswert) auf der Haftfolie zu rechnen ist, d.h. 90%
einer zufdlligen Stichprobe wiirden diesen Wert tiberschreiten. Im Mittel wird man eine
Belegung von ca. 330 Rapspollen auf der Folie erzielen, 90% der Proben werden unter

1.680 Rapspollen aufweisen.
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Abb. 3.1.2: Verteilung der Messwerte der Gesamtpollendeposition aus dem Sigma-2
und Dichteschdtzung mit Log-Normal-Basisverteilung. Duchgezogene
Linie: Dichteschitzung fiir die Gesamtheit der Messwerte (n=>53
Standorte). Gestrichelte Linie: angepasste Log-Normal-Basisverteilung.
Senkrechte Linien: 10%-Quantil (p10), Median und 90%-Quantil (p90)

(Basisverteilung).

Abb. 3.1.2 enthilt die entsprechenden Ergebnisse fiir die Gesamtpollendeposition auf
der Sigma-2 Haftfolie. Die Verteilung ergibt hier ein wesentlich engeres Bild. Dies
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reflektiert die  Uberlagerung  zahlreicher einzelner Pollenarten zu einer
Gesamtpollendeposition, deren rdumliche Variation geringer ausfillt als bei einzelnen
Pflanzen. Im Mittel wiirde man bei einem {iberregionalen Monitoring im Jahre 2001 mit
einer Pollenbelegung um 44.000 Gesamtpollen auf der Haftfolie rechnen kénnen. Die
Basisbelastung wird auf den Wert 34.000 geschitzt, 90% der Proben werden eine
Belegung von 47.000 nicht iiberschreiten.

Zu berlicksichtigen hierbei ist allerdings noch die eine Variation von Jahr zu Jahr, die

hier nicht beriicksichtigt wurde.

3.1.2.2 Sensitivitiit, Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit

Die Validierung des Passivsammlers Sigma-2 erfolgte gemiB der unter 2.8.2
dargestellten Methode iiber den Vergleich mit dem Gradienten aus der
Ausbreitungsrechnung. Die Ergebnisse aus den Versuchen wéhrend der Rapsperiode
iiber 49 Standorte sind in Abb. 3.1.3 dargestellt. Die waagerechte Achse denotiert die
Pollenkonzentration gemif3 Ausbreitungsrechnung aus den beiden GVO-Rapsfeldern
bei Sickte auf logarithmischer Skala. Der Umrechnungsfaktor fiir den Pollenfluss in
Pollenanzahl/m? betrigt hier 5,6x10°m. Die senkrechte Achse gibt die gemessene
Pollendeposition auf den Sigma-Haftfolien an. Die Skalierungen sind, der
Verteilungscharakteristik von Pollendaten angendhert, logarithmisch gehalten. Die
obere Kurve gibt die Gesamtpollenanzahl, die entsprechend gekennzeichnete mittlere
Kurve die Rapspollenanzahl auf den Sigma-Haftfolien an den Standorten in der
Umgebung der GVO-Felder bei Sickte wieder. Die rechterhand dargestellten, nicht
gefiillten Punkte denotieren zum Vergleich die Rapspollenanzahl fiir die
Referenzgebiete in der Bundesrepublik. Aus der Darstellung geht hervor, dass die
Gesamtpollenanzahl auf einem gleich bleibenden Niveau pendelt. Dies zeigt sich
erwartungsgeméall unabhingig von der relativen Lage der Standorte zu den beiden
GVO-Rapsfeldern. Die Kurve der Rapspollenanzahl belegt hingegen einen deutlich
abnehmenden Trend von links nach rechts, bis ein Basisniveau des Raumes erreicht

wird und die Werte sich darauf einschwenken.
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mensitv itit, Maclhw eisgrenze und Reproduzierharkeit des Sigma-2
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Abb. 3.1.3: Sensitivitit,  Nachweisgrenze und  Reproduzierbarkeit  fiir  den
Passivsammler Sigma-2. Die unteren Achsen geben die Vorhersagewerte
aus der Ausbreitungsrechnung fiir die mittlere Rapspollenkonzentration
tiber den Expositionszeitraum T = 34Tagen an (X1) sowie den zugehorigen

Pollenfluss (X2) und —deposition (X3) pro m? (bei v;=0,01m/s). Die
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senkrechten — Achsen  kennzeichnen die im  Sigma-2  erfassten
Pollendepositionen: die rechte Achse Y2 gibt die Deposition pro m? und T
an, die Linke (Y1) die Pollenanzahl auf der Haftfolie (maximal
auswertbare Probenmenge). Die zugrunde liegende Expositionsdauer T
betrigt hier 34 Tage. Die Skalierungen sind logarithmisch gehalten.
Folgende Beziehungen sind iibertragbar: - mittlere Pollenkonzentration
(X1) zu Sigma-Depositionsrate pro m? und Tag (Y2) - Pollendeposition
(X3) zur Pollenbelegung der Sigma-Haftfolien [Y1).Die Querbeziehungen

sind von den Versuchsbedingungen und Expositionsdauer abhdngig.

Die Sensitivitdt des Passivsammlers Sigma-2 ergibt sich aus den Ergebnissen der
Regressionsanalyse in Tab. 3.1.2, die einen statistisch mit p<0,001 signifikanten
Zusammenhang der Rapspollendeposition auf den Sigma-2 Haftfolien mit dem
Gradienten der Ausbreitungsrechnung belegen (fallende Regressionsgerade). Die

signifikante Reproduzierbarkeit wird durch den Vertrauensbereich indiziert (gepunktete

Linien).
Sum of Mean Approx
Source DF Squares Square F Value Pr>F
Regression 2 156.8 78.3953 166.41 <.0001
Residual 19 0.5861 0.0308
Uncorrected Total 21 157.4
Corrected Total 20 5.7191
Approx. Approximate 95%
Parameter Estimated  Std Error Confidence Limits Label
(im Text)
a0 (Ig(yH)) 2.1249 0.0580 2.0034 2.2464
a2 (d) 0.3775 0.0293 0.3162 0.4387
cl (©) -0.4800 0 -0.4800 -0.4800
Bound 0 0.0558 0.0953 -0.1286 0.2401 -0.48<=cl

Tab. 3.1.2: Ergebnis der Regressionsanalysen der Rapspollenzihlungen zum Sigma-2

Da die im Sigma gemessenen Rapspollenzahlen den Gesamteintrag an Rapspollen aus

den beiden transgenen Versuchsfeldern als auch aus anderen konventionellen
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Rapsfeldern im Raum widerspiegeln, weisen einzelne Standorte, die sich im ndheren
Einflussbereich anderer Rapsfelder befinden, entsprechend hohere Werte auf. Die
Rapspollenwerte schwenken in den entfernteren Bereichen mit geringer Zusatzbelastung
aus den GVO-Feldern nach Art eines Hockey-Sticks auf ein Niveau ein, das die
Basisbelastung an Rapspollen im Raum entsprechend der jeweiligen Dichte des dortigen
Rapsanbaus  beschreibt  (waagerechte Linie mit  Vertrauensbereich). Die
Rapspollenzahlen der Sammler aus den Referenzrdumen mit dem fernab jeglichen
Rapsanbaus gelegenen Standort im Bayerischen Wald beschreiben einen vergleichbaren
Messbereich mit Erweiterung in den unteren Dosisbereich. Die Nachweisgrenze des
Sigma-2 wird bei einer Zihlfliche von 250 mm? als Standard in 2002 iiber die blaue

waagerechte Linie mit Vertrauensbereich angezeigt und an einem Standort erreicht.

3.1.2.3 Sicherheit des Nachweises und erforderliche Fallzahlen

In Abb. 3.1.4 ist die Sicherheit des Nachweises in Abhdngigkeit vom Pollenfluss fiir
verschiedene Fallzahlen dargestellt. Die senkrechte Achse zeigt die Nachweissicherheit
an. Die waagerechte Skala bezeichnet den Pollenfluss in Rapspollenanzahl/m?, die
zweite waagerechte Skala gibt die damit verbundene mittlere Rapspollen-Konzentration
nach  Ausbreitungsrechnung fiir die 1im Sickter Rapsversuch geltenden

Randbedingungen an.

Bei einem Sigma-2 - Sammler liegt die 50%-Erfassungsgrenze bei einem Pollenfluss
von ca. 7-10° Pollen/m?. Diese Werte entsprechen einer mittleren Pollenkonzentration,
bezogen auf die Sickter Verhéltnisse, von ca. 0,0015 Pollen/m? {iber 34d oder ca. 0,04
Pollen/m? iiber 7d. Die Nachweissicherheit nimmt entsprechend der dargestellten Kurve
mit Steigerung des Pollenflusses zu. Fiir eine 95%-Nachweiswahrscheinlichkeit mit
einem Sigma-2 - Sammler geniigt ein Pollenfluss von iiber 5x10* Pollen/m?,
entsprechend einer Konzentration von ca. 0,01 Pollen/m? iiber 34d oder 0,2 Pollen/m?
iiber 7d. Die Nachweisgrenze und die Aussagekraft werden durch Erhoéhung der
Fallzahlen, wie dargestellt, weiter gesteigert. Damit ist bei einer Zahlfiche von >250

mm? die Nachweisgrenze des Passivsammlers Sigma-2 mindestens mit der
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Standardroutine der Polleninformationsdienste durch das Aktivgerdt Burkard-Falle

vergleichbar (0,2-2 Pollen/m?, je nach Auszihlintensitit)®.

Fallzahlen zum Machweis ausgewihlter Pollenmengen mit Follensammler Sigma 2
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Abb. 3.1.4:

Sicherheit des Nachweises von Rapspollen in Abhdngigkeit von der
Pollenkonzentration —und  unterschiedlichen  Fallzahlen  fiir den
Passivsammler  Sigma-2.  Die  Angaben  zur  entsprechenden
Rapspollenkonzentration gelten unter den Bedingungen wdhrend des
Sickter Feldversuches (v = 1,93 m/s mittlere Windgeschwindigkeit, T=34d
Expositionszeit, Quellstdirke O=10°Pollen / (ha h) = ~10"Pollen / (ha T))

% Je nach Standardisierung der Mess- und Auszihlroutine der nationalen Polleninformationsdienste; Basis:
Empfehlungen der International Association for Aerobiology (IAA)
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Nachweisgrenzen, Fallzahlen und Nachweissicherheit beim Sigma-2
(n=Rapspollenanzahl, m=Fallzahl))
Nachweisgrenze o do .
bel Auszahlung von 250 mm® Fallzahlen m fiir Nachweissicherheit
Pollen- Pollen-
Pollenfluss | konzentration | konzentration 0% 80% 90% 95%
uber 7 Tage | iiber 34 Tage
n/m# n/m® n/m° m m m m
71| 0,000060 0,000013 1.000
120| 0O,00010 0,000021 1.000
150 0O,00013 0,000026 1.000
180| 0,00015 0,000031 1.000
290| 0,00025 0,000051 100
480| 0,00041 0,000085 100
610| O,00052 0,00011 100
710| 0O,00061 0,00013 100
1.200( 0,0011 0,00022 10
2.300( 0O,0019 0,00040 10
3.000| 0,0025 0,00052 10
3.700( 0,0031 0,00065 10
7.800| 0,0067 0,0014 1
22.000( 0,018 0,0038 1
37.000( 0,032 0,0066 1
62.000( 0,053 0,011 1

Tab. 3.1.3: Nachweisgrenzen, Fallzahlen und Nachweissicherheit beim Sigma-2 fiir
Rapspollenanzahlbestimmung in Bezug zum Pollenfluss und mittlerer
Pollenkonzentration iiber 7 und 34 Tage unter den meteorologischen

Bedingungen des Sickter Feldversuchs (v=1,93 m/s).
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Fallzahlen zurn Machweis ausgewdhltaer Follenmengen mit Pollensammler Sigma 2

Anzahl Sammler

10007
100 k
107 .
1 Machweissichegheit =90 % '\'@3% Q
1

1.E-5 1.E-4 0.001 0.0 0.1
Machzumeizende Pallenkonzentration [Pollen/m® beiv=193 mis

100 1000 10* 108
Machzumeizendar Pollenfluss [Pollen/m3]

Abb. 3.1.5: Fallzahlen fiir den Passivsammler Sigma-2: Notwendige Anzahl von
Sammlern in  Abhdngigkeit  einer  nachzuweisenden — mittleren
Rapspollenkonzentration  fiir ~bestimmte Nachweissicherheiten. Die
Angaben zum entsprechenden Pollenfluss gelten beim Sigma-2 unter den
Bedingungen wdhrend des Sickter Feldversuches (v = 1,93 m/s mittlere
Windgeschwindigkeit, 34d Expositionszeit, Quellstirke 10°Pollen / (ha h)
= ~10"Pollen / (ha T))

Die Abhingigkeit von nachzuweisender Rapspollenmenge und Fallzahlen ist fiir vier
Nachweiswahrscheinlichkeiten (50%, 80%, 90% und 95%) in Abb. 3.1.5 grafisch
dargestellt, ausgewihlte Werte finden sich in Tab. 3.1.3. Die Angaben gelten fiir eine
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nach derzeitigem Stand praxisrelevante Zahlfliche von ca. 250 mm?. Der Pollenfluss
gibt hierbei die erforderliche Menge an Rapspollen an, die unabhingig vom
Sammelzeitraum im Luftstrom antransportiert werden. Die mittlere Pollenkonzentration
hiangt hingegen von der Dauer des Erfassungszeitraumes, iliber die sich diese
Pollenmenge verteilt, und den konkreten meteorologischen Bedingungen ab und ist
daher fiir die Beurteilung von Sammlereigenschaften fiir das GVO-Monitoring eine nur
méBig geeignete Grofle. Sie wird nur deshalb hier beriicksichtigt, da aus der Literatur

vor allem Konzentrationsangaben fiir Vergleiche zu finden sind (s. Kap. 3.1).

Bei einer Fallzahl von einem Sammler und bei einer Sicherheit von 95% ist fiir den
Nachweis von Rapspollen mit dem Sigma-2 ein Pollenfluss von 62.000 Pollen/m?
erforderlich. Es entspricht einer mittleren Konzentration von 0,01 Pollen/m? iiber den
Bliihzeitraum von 34 Tagen und 0,05 Pollen/m? bei einem 7tigigen Erfassungszeitraum
unter den Sickter Versuchsverhiltnissen. Eine Verringerung der Nachweissicherheit auf
80% bringt in etwa eine Halbierung der nachweisbaren Pollenanzahlen. Die wesentliche
StellgroBe fiir die Nachweissicherheit in einem grof3flachigen Monitoring wird durch
die Fallzahlen gegeben, wie aus der Tabelle hervorgeht. Da die Verteilung der
Rapspollenanzahlen im Agrarraum, wie auch anderer Pollen in Deutschland entweder
gar nicht oder nur ungeniigend bekannt ist, kann derzeit nur eine ungefdhre
Abschitzung der erforderlichen Fallzahlen fiir das GVO-Monitoring erfolgen (siche
Kap. 4 und 95).
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3.1.3 Pollenmassenfilter PMF

3.1.3.1 Pollenanzahlen

Die Ergebnisse zu den mit dem PMF erfassten Pollenanzahlen aus der
Rapsversuchsperiode iiber 49 Standorte sind in Tab. 3.1.4 {iber die statistischen
Kenndaten des Probenkollektivs zusammenfassend dargestellt. Eine Dokumentation der
Einzelergebnisse findet sich im Anhang. Mit in der Tabelle aufgefiihrt sind die

Schitzwerte zur Log-Normal-Basisverteilung der Pollenanzahlen.

Die Ergebnisse der Pollenzédhlungen belegen, dass die PMF-Proben bei 4-5wochiger
Exposition iiber den Blithzeitraum von Raps im Mittel (Median, n=49) 6.100
Rapspollen und 620.000 Gesamtpollen enthielten. 90% der Proben wiesen iiber 810
Rapspollen und 110.000 Gesamtpollen auf (10%-Percentil). Der 90%-Quantilswert
betrug 150.000 fiir Raps- und respektive 1,4 Mio flir Gesamtpollen. Das Minimum lag
bei 66.000 Gesamtpollenanzahl. Bei der Rapspollenanzahl wurde im Minimum die bei
der Auszédhlung bestimmte Nachweisgrenze von 100 Pollen (Auszéhlung 1% der Probe)
an einem Standort im Referenzbereich unterschritten. Der Rapsanteil in den
Pollenproben des PMF bewegte sich hierbei in einem Bereich von <0,2% - 27,2%.
Gemil der verwendeten Filtrationstechnik sollte dies den Anteilen im Luftstrom in

etwa entsprechen (Kowalski et al. 1999).

Die sich aus den PMF-Proben ergebenden Werte fiir den horizontalen Pollenfluss in
Pollenanzahl pro m? finden sich in den nebenstehenden Spalten. Daraus zeigt sich, dass
die mit dem PMF {iber den Bliihzeitraum von Raps ermittelten Pollenfliisse im Bereich
von 8-10° bis 2,6:10° Pollen/m? (Gesamtpollen) mit einem Median bei 7,7-10” Pollen/m?
anzusiedeln sind. Die entsprechenden Werte fiir die Rapspollenfliisse lagen im Mittel
(Median) bei 760.000 Pollen/m? und reichten von unter der NWG (9.000 Pollen/m?) bis
7,2:107 Pollen/m>.
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PMF-Probe - Pollenfluss PMF Einstufung
Erhebungen
2001 Gesamt- Raps- Raps- Gesamt- Raps-
pollen Pollen anteil Pollen Pollen
Sammelzeitraum =
Blilhzeitraum = 30-34 d
n=49 M/ PMF N/ PMF "% M/ m? N/ m?
NWG 100 100 0,2% 9.000 9.000| Nachweisgrenze
Minimum 66.000 <100 <0,2%| 8.000.000 <9.000| Cgareme
10% Perc. .
Log-Normal- 122.000 514 0.4%| 15.000.000 64.000 e ™
Basisverteilung
10% Perc.
LI 110.000 810 0,4%| 14.000.000 102.000
Median Mittel fiir
Log-Normal- 500.000 3.580 0,7%| 62.000.000 450.000|  porarraum
Basisverteilung
. Median 620.000 6.100 1.5%| 77.000.000 760.000|  mittlere
robenkollektiv Erwartungswerte
flir Raps-
) Hauptanbau-
o telwert 720.000 48.000 5,3%| 90.000.000| 6.000.000|  gebiete
robenkollektiv
90% Perc. 90% Perc
Log-Normal- 2.000.000 25.000 1,3%| 250.000.000  3.000.000| o0
Basisverteilung
007 P 90%-Perc.
Preb. erc. 1.400.000 150.000 16,1%| 177.000.000| 18.000.000| Raps-Haupt-
robenkollektiv anbaugebiete
Maximum | 440 g 580.000 27.2%| 265.000.000| 72.000.000| 2psfelder
Probenkollektiv . . . £ /0 . . - - angrenzend

Tab. 3.1.4:

Ergebnisstatistik der Pollenzdhlungen fiir die Proben aus

Pollenmassenfilter PMF iiber die Rapsperiode

dem

[Exposition iiber

Hauptbliihzeitraum 30-34 Tage] mit Schdtzwerten der Log-Normal-

Basisverteilung und Einstufung von Erwartungswerten zu Pollenanzahlen

in einem tiberregionalen Monitoring in 2001.
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Nach den Ergebnissen aus den PCR-Ringversuchen zum molekularbiologischen
Nachweis von GVO-Rapspollen ergab sich eine Zielgroe von 100 Rapspollen/Probe,
die mindestens in einer Probe enthalten sein sollten. Die Ergebnisse der
Pollenzdhlungen belegten, dass dies mit dem PMF zu iiber 95% der Fall war, und im
Durchschnitt Rapspollenanzahlen zwischen 5.000 (Median) und 48.000 (Mittelwert) pro
Probe mit Gesamtpollenanzahlen von 620.000 bis 720.000 Pollen/Probe fiir den
Agrarraum ausgewiesen wurden. Das gesetzte technische Ziel der Sammlung

ausreichender Pollenmengen fiir die PCR wurde damit erreicht.”

0.50
s pl0(B) = &14
pa3(B) = 1838
0.40- Wedian (B)= 3578
—_— PET (B) = FOA4
pao (B} = 24902
030
[uk]
E
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(]
0.20
015
010+
0.05-
0.o0 o
g T

10 100 1000 1.E4 1.E5 1.EG 1.E7
Raps-Follenanzahl PMF {0.008m™2)

Abb. 3.1.6: Verteilung der Messwerte der Rapspollenanzahlen aus dem PMF und
Dichteschdtzung mit Log-Normal-Basisverteilung. Durchgezogene Linie:
Dichteschdtzung fiir die Gesamtheit der Messwerte (n=53 Standorte).

Gestrichelte Linie: angepasste Log-Normal-Basisverteilung. Senkrechte

% Die Sammeleffizienz ist damit noch deutlich hoher als vom Aktivgerit Burkard-Falle einzustufen und kommt in
den Bereich von High-Volume-Sammlern
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Linien:  10%-Quantil (pl0), Median und 90%-Quantil (p90)
(Basisverteilung). Fiir den Pollenflufp [n/m?] sind Werte mit dem Faktor

125 zu multiplizieren.

Wie bereits beim Passivsammler Sigma-2 (siche Kap. 3.2) beschrieben, folgen die
Rapspollenanzahlwerte auch beim PMF nicht einer Normalverteilung sondern einer
Log-Normal-Basisverteilung. Die Schitzkurve zur Dichteverteilung der Messwerte zur
Rapspollenanzahl aus den PMF-Proben in Abb. 3.1.2 folgt auf der linken Flanke einer
Log-Normal-Basisverteilung. Im Hinblick auf ein iiberregionales Monitoring wird im
Mittel eine Rapspollenanzahl von etwa 3.600 Rapspollen pro Probe fiir das Jahr 2001
geschitzt. Die Baseline wird bei etwa 500 Rapspollen angesiedelt, 90% der Proben
werden im Bereich bis 25.000 Rapspollen erwartet. Hierbei ist eine Jahr-zu-Jahr-
Variation zu berticksichtigen, die aus unseren Versuchen in 2001 allerdings alleine nicht

abgeschitzt werden kann.'”

3.1.3.2 Ergebnisse der PCR-Analysen

Die Ergebnisse aus den in Kap. 2.4.4.1 und 2.4.5.1 beschriebenen PCR-Analysen der 52

PMF-Proben aus der Rapsperiode sind in Tab. 3.1.5 zusammengefasst.

Von 52 Proben wurde in 23 Proben qualitativ das Vorhandensein von Raps-spezifischer
DNA nachgewiesen und in 11 Proben transgene DNA von HR-Raps. In 16 Proben
gelang zwar die PCR (Spiking), jedoch wurden weder Raps- noch transgene DNA
nachgewiesen (Nachweisgrenze). In 15 Proben gelang der DNA-Nachweis tiber die
PCR nicht. Es traten liber Spiking nachgewiesene Inhibitionsprobleme auf, die trotz

mehrfacher Aufreinigung nicht zu beseitigen waren.

1% Aus Versuchen bis einschlieBlich 2004 ergab sich eine Variation mit bis zu 10fach héheren Rapspollenfliissen im
Maximum
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Ergebnisse der PCR-Nachweise von Pollen-DNA in den PMF-Proben

Rapsversuchperiode (52 Proben)

* Raps spez. + (PEPC) n=23
« davon GVO + (35S, PAT) |n=11
* Raps/GVO negativ (Spike +) n=16
¢ inhibiert (Spike -) n=15

Tab. 3.1.5: Ergebnisse der PCR-Analysen von Pollen-DNA in den PMF-Proben aus der
Rapsversuchsperiode. Qualitative PCR.

Die Ergebnisse belegen, dass das Verfahren nicht nur bei Rapspollenproben aus dem
Labor, sondern auch bei Realproben aus dem Freiland funktioniert, jedoch bei letzteren
noch keine ausreichende Nachweissicherheit erreicht werden konnte. Der Zeitrahmen
des Vorhabens erlaubte hier keine zur Losung ausreichenden Nacharbeiten, so dass
entsprechende Verfahrensverbesserungen einem Folgeprojekt (Beismann et al. 2003)

vorbehalten sind.

3.1.3.3 Sensitivitit, Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit

Die Ergebnisse aus den Versuchen in der Rapsperiode fiir den Pollenmassenfiler PMF
sind in Abb. 3.1.7 grafisch dargestellt und in Tab. 3.1.6 zusammengefasst. In Abb. 3.1.7
zeigt die waagerechte Achse den Pollenfluss gemil3 der Ausbreitungsrechnung aus den
beiden GVO-Rapsfeldern bei Sickte auf einer logarithmischen Skala. Zum Vergleich
sind die entsprechend unter den Versuchsbedingungen zu erwartenden Konzentrationen
aufgefiihrt. Die senkrechte Achse gibt die Pollenanzahl der PMF-Proben an. Der
Verteilungscharakteristik der Pollendaten angendhert, sind die Skalierungen
logarithmisch gehalten. Die obere Kurve gibt die Gesamtpollenanzahl an. Die
Rapspollenanzahl in den PMF-Proben wird fiir die Standorte in der Umgebung der
GVO-Felder bei Sickte iiber die mittlere Kurve dargestellt. Die nicht gefiillten Punkte

rechterhand zeigen zum Vergleich die Rapspollenzahlen fiir die Referenzgebiete.
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Sensitivitat, Machweisgrenze und Reproduzierbarkeit Pollenmassenfilter PhFE
Pollenanzahl PMF-Frobe

1E7 E

1 Gesamt-Pollen
1EE E
1E5 ? Rapspollen
1E4

Sensitivitat
[Steigung Regressionsgerade)

1000 Reprnduzierbarkeit/ ol 3

(Wertrauensbersichey T TRt

100 4
3 o
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] Referenzgebiete
10 4 Nachweisgrenze\
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Pollenkonzentration, Aushreitungsrechnung, [Follen/m®] bei v =1 93 m/s
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Abb. 3.1.7: Sensitivitit, Nachweisgrenzen und Reproduzierbarkeit

Pollenmassenfilter PMF. Ergebnisse aus dem Vergleich der gesammelten

Rapspollenmenge im PMF und dem Rapspollenfluss aus den beiden GVO-

Feldern bei Sickte gemdfs Ausbreitungsrechnung mit Vergleichswerten aus

den Referenzgebieten. Die Angaben zur Rapspollenkonzentration gelten

unter den Versuchsbedingungen [T=34d Expositionszeit,

Windgeschwindigkeit v=1,93m/s; Quellstirke O=10° Rapspollen/(ha-h) =

~10"Pollen / (ha T)].
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Die in den PMF-Proben erfassten Pollenanzahlen (Gesamtpollenanzahl) bewegten sich
auf einem gleich bleibenden Niveau von etwa 100.000 bis 2 Millionen Pollen/Probe.
Bei den Rapspollenmengen ist hingegen ein signifikanter, abnehmender Trend von
hohen Werten links oben im Bereich von tiber 100.000 Rapspollen pro Probe, die
Standorten im ndheren Einflussbereich der GVO-Rapsfelder zuzuordnen sind, hin zu
niedrigeren Werten rechts unten festzustellen, bis ein Basisniveau des Raumes um 1.000
Pollen pro Probe erreicht wird. Da sowohl der Eintrag an Rapspollen aus den beiden
transgenen Versuchsfeldern, als auch aus anderen konventionellen Rapsfeldern im
Raum bei den Zdhlungen erfasst werden, weisen einzelne Standorte, die sich im ndheren
Einflussbereich anderer Rapsfelder befinden, entsprechend hohere Werte auf. Dies
wurde in der statistischen Auswertung der Ergebnisse methodisch entsprechend

beriicksichtigt (s. Kap. 2.8).

Die Ergebnisse der Regressionsanalyse in Tab. 3.1.6 weisen den Trend als statistisch
mit p<0,001 signifikantem Zusammenhang von Rapspollenanzahl aus den PMF-Proben
mit dem Gradienten der Ausbreitungsrechnung aus. Dies ist ein Beleg fiir die
signifikante Sensitivitit des PMF. Der Vertrauensbereich (gepunktete Linien) gibt die
Reproduzierbarkeit an. Die Nachweisgrenze des PMF wird {iber die unteren
waagerechten Linien mit Vertrauensbereich angezeigt. Die Rapspollenanzahl schwenkt
in den entfernteren Bereichen mit geringer Zusatzbelastung aus den GVO-Feldern nach
Art eines Hockey-Sticks auf ein Niveau ein, das die Basisbelastung an Rapspollen im
Raum entsprechend der jeweiligen Dichte des dortigen Rapsanbaus beschreibt
(waagerechte Linie mit Vertrauensbereich). Dies belegt, dass mit dem Verfahren
regionalspezifische Baselines ermittelbar sind: Eine solche ist im Raum Sickte fiir 2001
bei 1.000 Rapspollen/Probe anzusiedeln. Die Rapspollenanzahlen der Sammler aus den
Referenzgebieten beschreiben einen vergleichbaren oberen Messbereich. Er wird zudem
nach unten durch Standorte verldngert, die von Rapsanbaugebieten weiter entfernt

liegen, wie der Standort im Nationalpark Bayerischer Wald.
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Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value
Regression 3 377.3 125.8 150.13
Residual 18 1.0882 0.0605
Uncorrected 21 378.4
Total
Corrected 20 19.2415
Total
Approx Approximate 95%
Parameter Estimated Std Error  Confidence Limits
(im Text:)
a0 (lg(yH)) 3.1049 0.1004 2.8940 3.3158
a2 (d) 0.6532 0.0529 0.5422 0.7642
cl (c) 0.6468 0.2549 -1.1823 -0.1112
Tab. 3.1.6: Ergebnis der  Regressionsanalyse fiir den PMF
Rapspollenzihlungen

3.1.34

Sicherheit des Nachweises und erforderliche Fallzahlen

Approx
Pr>F

<.0001

Label

den

aus

In Abb. 3.1.8 ist fiir den PMF, analog zum Sigma-2, die Nachweissicherheit von

Rapspollen in Abhingigkeit vom Pollenfluss bei verschiedenen Fallzahlen dargestellt.
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Fallzahlen zum Machweis ausgewihlter Pollenmengen mit Pollensammler PMF

Sicherheit des Nachweizes (%) n= 1000 500 100 50 1M 54 2 3 1
100 =

I Rt T e s

L | | e e
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MHachzuweisender Pollenfluss [Pallenfm?

Abb. 3.1.8: Sicherheit des Nachweises von Rapspollen in Abhdngigkeit vom
Pollenfluss und unterschiedlichen Fallzahlen beim Pollensammler PMF.
Die Angaben zur mittleren Pollenkonzentration iiber den Bliihzeitraum

gelten fiir die Sickter Versuchsbedingungen.

Die Nachweissicherheit wird von der senkrechten Achse angezeigt. Den Pollenfluss in
Rapspollenanzahl/m? bezeichnet die untere waagerechte Skala, die zweite waagerechte

Skala gibt die damit verbundene mittlere Rapspollenkonzentration nach
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Ausbreitungsrechnung unter den im Sickter Rapsversuch in 2001 geltenden

Randbedingungen an.

Fallzahlen PMF (n=Rapspollenanzahl, m=Fallzahl))
Nachweisgrenzen Fallzahlen m fiir Nachweissicherheit
Pollen- Pollen-
Pollenfluss | konzentration | konzentration 0% 80% 90% 95%
ilber 7 Tage | iiber 34 Tage
n/m? n/m? n/m? m m m m
5 0,0000039 0,0000008 1.000
7 0,0000058 0,0000012 1.000
8 0,0000070 0,0000014 1.000
a 0,0000079 0,0000016 1.000
14 0,000012 0,0000024 100
21 0,000018 0,0000036 100
25 0,000021 0,0000044 100
28 0,000024 0,0000049 100
43 0,000037 0,0000076 10
70 0,000060 0,000012 10
86 0,000074 0,000015 10
103 0,000088 0,000018 10
188 0,00016 0,000033 1
420 0,00036 0,000074 1
651 0,00056 0,000115 1
963 0,00082 0,00017 1

Tab. 3.1.7: Fallzahlen, — Nachweisgrenze und  -sicherheit beim PMF fiir
Rapspollenanzahl in Abhdngigkeit von Pollenfluss und mittlerer

Konzentration.

Fir den Nachweis von Rapspollen mit einem PMF-Sammler und bei einer 95%-
Nachweiswahrscheinlichkeit geniigt ein Pollenfluss von ca. 1.000 Pollen/m?. Dies stellt
eine Verfahrenskenngroe des PMF-Sammlers dar, die sich auf die in der Luft
transportierten Pollenmenge bezieht, unabhingig iiber welchen Zeitraum sie gewonnen
wird. Unter den Sickter Versuchsverhdltnissen entspriche dies bei einem

Sammelzeitraum von 34d einer mittleren Konzentration von ca. 0,0002 Pollen/m? oder
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0,0008 Pollen/m*-bei 7d. Die Steigerung von Nachweisgrenze und Aussagekraft durch

Erh6hung der Fallzahlen nimmt entsprechend der dargestellten Kurven zu.

Fallzahlen zum Machweis ausgewdhiter Pollenmengen mit Pollensammler PMF

Anzahl Zammler
1000

100

s

— Machyveizsicherheit =90 %%

1
1.E-G 1.E-5 1.E-4 0.001
Machzuweisende Paollenkonzentration [Pollenim™ beiv=1,93 mis

10 100 1000
Machzuweisender Pollenfluss [Pollenim®]

Abb. 3.1.9: Nachweisgrenzen und Fallzahlen fiir Rapspollen mit dem Pollensammler
PMF in Abhdngigkeit vom Pollenfluss. Die Angaben zur Konzentration
gelten fallspezifisch, hier fiir die Sickter Verhdltnisse.

Die Abhéngigkeit von nachweisbarer Pollenmenge und Fallzahl beim PMF ist fiir vier
Nachweiswahrscheinlichkeiten (50%, 80%, 90% und 95%) in Abb. 3.1.9 und Tab. 3.1.7

genauer dargestellt. Die bei einem PMF-Sammler mit 95%iger Sicherheit
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nachzuweisende mittlere Pollenkonzentration von 1,7-10% Pollen/m® (mittlere
Konzentration iiber 34d) bzw. 963 Pollen/m? (Pollenfluss) ldsst sich durch den Einsatz
von 10 Sammlern auf 1,8-10'5 Pollen/m? (103 Pollen/m?), bei 100 Sammlern auf 4,9-10'6
Pollen/m?® (28 Pollen/m?) und bei 1.000 Sammlern auf ca. 1,6:10° Pollen/m? steigern,

was einem Pollenfluss von 9 Pollen/m? entspricht.

Der PMF erreicht damit eine Nachweisgrenze, die deutlich unterhalb der Messroutine

der Polleninformationsdienste mit der Burkard-Falle anzusiedeln ist.

Selbst unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus den PCR-Ringversuchen, dass fiir
PCR-Nachweise mindestens 100 Pollen der Zielspezies erforderlich sind, belegen die

Ergebnisse eine ausreichende Sammeleffizienz des PMF.

3.14 Ergebnisse aus der Sommerperiode fiir Mais und Zuckerriibe

Die erfassten Pollenanzahlen des PMF aus den ergidnzend durchgefiihrten
Maisversuchen in der Sommerperiode gehen aus Abb. 3.1.10 hervor. Dargestellt sind
Maispollen- und Gesamtpollenanzahl an den Standorten in der Umgebung der
Maisversuchsflichen aus Nordrhein-Westfalen, Niedersachsen und Bayern. Die
Standorte sind gebietsweise und entsprechend der Einflussstirke aus den
Versuchsfeldern von links nach rechts abnehmend nach der Maispollenanzahl sortiert.
Am Standort 68 bei Gut Melaten steigt die Maispollenanzahl auf Grund der Annéherung
an ein weiteres Maisfeld wieder an. Die mit dem PMF gesammelten Pollenanzahlen
bewegen sich in einem Bereich von 5.000 bis 1 Million Pollen. Die Maispollenanzahlen
zeigen sich von der relativen Lage der Standorte zu den Maispollenfeldern und deren
Grofle abhingig. Sie erreichen Werte iiber 20.000 Maispollen pro Probe und gehen im

Minimum bis unter die flir die Zdhlung geltende Nachweisgrenze von 60 Pollen.
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Abb. 3.1.10: Ergebnisse der Mais- und Gesamtpollenanzahl in den PMF-Proben der
Sommerperiode. Feldeinfluss jeweils von links nach rechts abnehmend.

Standort 68: Anndiherung an weiteres Maisfeld.

In Abb. 3.1.11 werden die gemessenen Maispollenanzahlen aus dem PMF mit dem
Gradienten gemdfl der Ausbreitungsrechnung fiir das Maisversuchsfeld in Sickte
verglichen. Die Ergebnisse aus der Regressionsanalyse zeigen einen signifikanten
Zusammenhang, wobei drei Standorte deutlich hohere Anzahlen auf Grund des

Einflusses anderer Maisfelder aufweisen.
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Maispollenanzahl PMF-Probe
versus Maispollengradient gemiE Ausbreitungsrechnung
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Abb. 3.1.11: Zusammenhang von gemessener Maispollenanzahl im PMF mit
Vorhersagewerten fiir den horizontalen Maispollenfluss aus der
Ausbreitungsrechnung fiir das Maisversuchsfeld in Sickte. Fiir die
Umrechnung von Pollenfluss in mittlere Pollenkonzentration pro m? iiber
den  Bliihzeitraum vom 20.7.-16.8.01 gilt unter den Sickter

Versuchsbedingungen bei der mittleren Windgeschwindigkeit von 1,73 m/s
ein Faktor von 4,04-10°/m.

Fiir die Versuchsflichen in NRW und Bayern konnten auf Grund unzureichender

Sekundérdaten zur Meteorologie keine Ausbreitungsrechnungen durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.1.12: Mit den technischen Sammlern Sigma-2 und PMF erfasste Pollenanzahlen
in der Umgebung der Zuckerriiben-Versuchsfelder der RWTH in Aachen
(NRW). [Pollenanzahl pro Probe]

Die Ergebnisse aus den Versuchen in der Umgebung der Freisetzungsflaichen der VR-
Zuckerriibe in NRW sind fiir die technischen Sammler in Abb. 3.1.12 zusammenfassend
dargestellt. Die Grafik enthélt die Anzahl an Zuckerriiben- und Gesamtpollen in den
PMF-Proben und die Anzahl der mit dem Sigma-2 erfassten Zuckerriibenpollen.
Mangels geeigneter Ausbreitungsrechnungen wurden die Standorte nach der
Zuckerriibenpollenanzahl aus dem Sigma-2 angeordnet. Die mit dem Sigma-2 gut

erfassbaren Zuckerriibenpollen reichen von Anzahlwerte in der Gréfenordnung von
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20.000 im Nahbereich der Felder'®' bis unter 30 Pollen am abseits liegenden Standort
67 und beschreiben damit einen Gradienten iliber 3 Gréfenordnungen. Die Sigma-2 -
Haftfolie am weiter entfernten Standort 68 konnte auf Grund einer massiven

Insektenbelegung nicht ausgezahlt werden.

Der sich darstellende Trend wird durch die im PMF erfassten Pollenanzahlen an
Zuckerriibenpollen bestitigt. Die Pollenanzahlen erreichten hier Werte bis tiber 300.000
Zuckerriibenpollen/Probe.

Der Vergleich der Zuckerriibenpollenanzahl mit der jeweiligen Lage der Standorte in
Relation zu den Versuchsfeldern in Abb. 2.7.19 aus Kap. 2.7 erscheint plausibel. Die

weiter entfernt und abseits befindlichen Standorte zeigen deutlich geringere Anzahlen.

Die Pollenanzahlen sind ausreichend, so dass sich die Eignung der technischen Sammler
nach den Ergebnissen fiir Rapspollen auch fiir die Erfassung von Zuckerriibenpollen im

Freiland ableiten ldsst. Beim PMF gilt dies auch flir Maispollen.

Beim Sigma-2 hingegen zeigte sich die Identifikation und Auszéhlung von Maispollen
mittels der Bildanalyse noch unklar. In 9 Proben konnten Maispollen eindeutig
identifiziert werden, wobei die Belegung relativ geringe Werte von im Mittel 28 bis
maximal 509 Maispollen aufwies. Die Gesamtpollenanzahl bewegte sich hierbei im
Bereich von 1.570 bis 10.500, im Mittel bei 4.500. Eine systematische Auswertung der

Maispollenanzahl war hier allerdings nicht moglich.

Da die Versuchsfeldgroen sehr klein waren, ist im Umfeld von den im Anbau
normalerweise erheblich groferen Feldern mit entsprechend hdheren Belegungen zu

rechnen.

%" Wobei es sich um relativ kleine Versuchsfelder handelte (siehe Kap. 2.7).
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3.1.5 Pollenspektrum des technischen Sammlers

Die Ergebnisse aus der qualitatitven Auswertung des erfassten Pollenspektrums aus den
technischen Sammlern (PMF-Proben) findet sich zusammengefasst in Tab. 3.1.8.
Insgesamt wurden in 84 Proben Pollen von insgesamt 83 Pflanzenarten bzw. Gattungen
mit einem Anteil von iiber 0,2% identifiziert. Die Verteilung der Funde auf die
Friihlings- und Sommerperiode geht aus der Tabelle hervor. Die Ergebnisse belegen,
dass mit dem technischen Sammler ein breites Pollenspektrum erfasst wird, das weit

iiber Mais, Raps und Zuckerriibe hinausgeht.

Funde in Funde in Funde in
Pollenarten/Gattungen Friihlings- Sommer- Proben
proben proben gesamt
Probenanzahl ~ h =51 n=33
Acer / Ahorn / maple (Acer.) 18 0 18
Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.) 4 16 20
Aesculus / Rosskastanie / horse chestnut (Hip.) 7 1 8
Ailanthus / Goétterbaum / tree of heaven (Sim.) 0 7 7
Alismataceae / Froschloffelgewachse / Water Plantain Family 5 0 5
Allium / Lauch (Lil.) 0 0 0
Alnus* / Erle / alder (Bet.) 13 4 17
Ambrosia* / Taubenkraut / ragweed (Comp.) 0 2 2
Anemone / Windréschen / wind rose (Ran.) 0 0 0
Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.) 9 7 16
Arctium / Klette / burdock (Ast.) 0 5 5
Artemisia* / Beifuly / mugwort (Ast.) 0 32 32
Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.) 0 0 0
Begonia / Begonie (Beg.) 0 0 0
Beta-T./ Ruben-T. / beet-T. (Chen.) 0 7 7
Betula* / Birke / birch (Bet.) 44 4 48
Bistorta officinalis / Wiesenknéterich / meadow bistort (Polyg.) 0 0 0
Borago / Borretsch / borage (Bor.) 0 1 1
Brassica / Raps / rape (Brass.) 48 17 65
Brassicaceae / Kreuzblltler / Mustard Family 1 3 4
Bryonia / Zaunrlbe / bryony (Cuc.) 0 1 1
Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.) 0 0 0
Calluna vulgaris / Besenheide / ling (Eric.) 0 0 0
Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.) 0 2 2
Campanulaceae / Glockenblumengewachse / Bellflower Family 0 0 0
Carpinus* / Hainbuche / hornbeam (Bet.) 31 0 31
Caryophyllaceae / Nelkengewachse / Pink Family 2 1 3
Castanea sativa / Edelkastanie / sweet chestnut (Fag.) 0 3 3
Catalpa / Trompetenbaum / catalpa (Big.) 0 0 0
Centaurea cyanus / Kornblume / cornflower (Ast.) 0 1 1
Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.) 2 3 5
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Pollenarten/Gattungen

Probenanzahl

Centaurea montana / Bergflockenblume / perennial cornflower (Ast.)
Cerastium / Hornkraut / chickweed (Car.)

Chelidonium* / Schéllkraut / greater celandine (Pap.)
Chenopodiaceae* / Meldegewachse / Goosefoot Family
Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.)

Cistus / Zistrose / rock rose (Cist.)

Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.)

Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.)
Corydalis cava / Hohler Lerchensporn / hollowroot (Fum.)
Corylus / Hasel / hazel (Bet.)

Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.)

Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.)
Dipsacaceae / Kardengewachse / Scabious Family
Echinops / Kugeldistel /globe thistle

Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.)

Eleagnus / Olweide / oleaster (Eleag.)

Epilobium / Weidenréschen / fire weed (Onag.)

Erica-T. (Eric.)

Erodium / Reiherschnabel / heron's bill (Ger.)
Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.)
Fagopyrum esculentum / Buchweizen / buckwheat (Polyg.)
Fagus* / Buche / beech (Fag.)

Filipendula* / Madesuf / dropwort (Ros.)

Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.)

Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.)

Fraxinus excelsior* / Esche / ash (Oleac.)

Galium / Labkraut / bedstraw (Rub.)

Genista-T. / Ginster-T. / broom-T. (Fab.)

Geranium / Storchschnabel / cranesbill (Ger.)

Gleditsia / Gleditschie / honey locust (Fab.)
Helianthemum* / Sonnenréschen / sun rose (Cist.)
Helianthus annuus / Sonnenblume / sunflower (Ast.)
Helianthus-T. / Sonnenblumen-T. / sunflower-T. (Ast.)
Heracleum / Barenklau / hogweed (Apiac.)

Heracleum mantegazzianum / Riesenbarenklau (Apiac.)
Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Gutt.)

llex aquifolium / Stechpalme / common holly (Aquif.)
Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.)

Juglandaceae* / Walnussgewachse / Walnut Family
Juncaceae* / Binsengewachse / Rush Family
Lavandula / Lavendel / lavender (Lam.)

Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.)

Liliaceae / Liliengewachse / Lily Family

Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.)

Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.)

Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.)

Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee / greater bird's foot trefoil (Fab.)
Lychnis / Lichtnelke / pink-T. (Car.)

Lythraceae / Weiderichgewachse / Loosestrife Family
Malvaceae / Malvengewachse / Mallow Family
Melilotus / Steinklee / melilot (Fab.)

Moraceae* / Maulbeergewachse / Mulberry Family
Morus* / Maulbeere / mulberry (Mor.)
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3. Ergebnisse

Pollenarten/Gattungen

Probenanzahl

Myosotis / Vergissmeinnicht / forget-me-not (Bor.)
Nymphaea* / Seerose / water lily (Nym.)

Oenothera / Nachtkerze /evening primrose (Onagr.)
Onagraceae / Nachtkerzengewachse / Evening Primrose Family
Ononis / Hauhechel / restharrow (Fab.)

Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.)
Pachysandra terminalis / Ysander / Spurge (Bux.)
Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.)

Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.)
Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.)

Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.)

Phacelia tanacetifolia / Blischelschon / fiddle neck (Hyd.)
Picea* / Fichte / spruce (Pin.)

Pinus* / Kiefer / pine (Pin.)

Pisum-T. / Erbsen-T. / pea-T. (Fab.)

Plantaginaceae* / Wegerichgewachse / Plantain Family
Poaceae* / SuRgraser / Grass Family

Populus* / Pappel / poplar (Sal.)

Potentilla* / Fingerkraut / cinquefoil (Ros.)

Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.)

Pyrus-T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.)
Quercus* / Eiche / oak (Fag.)

Ranunculaceae* / HahnenfulRgewachse / Buttercup Family
Ranunculus-T.* / HahnenfuR-T. / buttercup-T. (Ran.)
Rhamnaceae / Kreuzdorngewachse / Buckthorn Family
Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.)

Robinia pseudoacacia / Scheinakazie / locust (Fab.)
Rosaceae / Rosengewachse / Rose Family

Rubus / Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.)
Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.)

Ruta graveolens / Weinraute / rue (Rut.)

Salix / Weide / willow (Sal.)

Sambucus* / Holunder / elder (Capr.)

Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf / small burnet (Ros.)
Sedum-T. / Fetthennen-T. / stonecrop (Crass.)

Senecio / Greiskraut / groundsel (Ast.)

Serratula-T. / Scharten-T. / saw wort-T. (Ast.)
Sinapis-T. / Senf-T. / mustard-T. (Brass.)

Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.)
Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.)
Symphoricarpos / Schneebeere / snowberry (Capr.)
Symphytum / Beinwell / comfrey (Bor.)

Taraxacum-T. / Léwenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.)
Taxaceae® / Eibengewachse / Yew Family

Tilia / Linde / lime (Til.)

Trifolium incarnatum / Inkernatklee / crimson clover (Fab.)
Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.)
Trifolium repens / Weillklee / white clover (Fab.)
Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.)

Tussilago / Huflattich / coltsfoot (Ast.)

Typhaceae* / Rohrkolbengewéchse / Cattail Family
Ulmaceae* / Ulmengewachse / EIm Family

Urticaceae™ / Nesselgewéachse / Nettle Family
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3. Ergebnisse

Funde in Funde in Funde in
Pollenarten/Gattungen -
9 Fruhlings- Sommer- Proben
proben proben gesamt
Probenanzahl ~ h =51 n=33
Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. / blueberry-T. (Eric.) 0 0 0
\Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 0 0 0
Viburnum / Schneeball / viburnum (Capr.) 1 1 2
Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 0 0 0
Violaceae / Veilchengewachse / Violet Family 0 1 1
VViscum / Mistel / mistletoe (Lor.) 0 0 0
Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 0 33 33
Anzahl Pollenarten 44 72 83

Tab. 3.1.8: Spektrum der Pollenarten und Gattungen in den Proben aus dem
technischen Sammler (PMF). Tabellarische Auswertung der qualitativen
Pollenanalyse der Friihlingsproben (Rapsperiode, 51 Proben) und
Sommerproben (Mais und Zuckerriibe, 33 Proben).

Systematik der Pflanzennahmen nach Zander (1994); T=Typus;

* =nektarlos (vornehmlich windbliitig).
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3. Ergebnisse

3.2 Biologische Pollensammlerin Honigbiene

3.2.1 Entwicklung der Bienenvolker

Nach den ungiinstigen Flug- und Entwicklungsbedingungen fiir die Bienenvdlker im
Frithjahr 2001 verbesserte sich die Situation nach Beginn der Rapsbliite. Die beteiligten
Imker berichteten von durchschnittlichen bis guten Entwicklungsbedingungen,
insbesondere bei der Nektar- und Pollenversorgung. Lediglich die fiir den Maisversuch
in Sickte angewanderten Volker des Landesinstitutes fiir Bienenkunde mussten Anfang
August wegen ungeniigender Nektarversorgung zugefiittert werden. Bis auf den
Standort B81 erhielten alle Volker 4 kg Honig. Dieser Umstand ist aber nicht
ungewoOhnlich, da im Spédtsommer regional sehr unterschiedlich die Trachtangebote
stark schwanken konnen. Eine Fiitterung mit Honig ist aber immer dann angezeigt,

wenn anschlieBend noch eine Honigernte durchgefiihrt werden soll.

Wihrend der ersten Versuchsperiode wurden am Standort B21 in Sickte die sechs
aufgestellten Volker gestohlen; dieser Verlust konnte durch Substituierung mit dem
Standort B21a aufgefangen werden. Bei der zweiten Periode war durch Verschluss des

Flugloches das Volk B79 abgestorben.

3.2.2 Ergebnisse der Pollenanalysen im Honig und Bienenbrot

Im Rahmen des Modellprojektes wurden insgesamt 52 Honigproben, davon 31
Friihjahrshonige aus den Rapsversuchen und 21 Sommerhonige aus den Mais- und
Zuckerriibenversuchen, genommen. Des Weiteren wurden 13 Wabenproben mit

eingelagertem Bienenbrot, die in der Sommerperiode anfielen, untersucht.
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3. Ergebnisse

3.2.2.1 Mikroskopische Pollenanalyse im Honig

3.2.2.1.1 Pollenspektrum im Honig

Die Auswertung der mikroskopischen Pollenanalysen nach DIN 10760 ergab eine
Identifizierung der in den Honigproben vorhandenen und bestimmbaren Pollenarten und
-gattungen. Exemplarisch ist ein Ergebnisbeispiel einer Befundsliste der
Friihjahrshonige zum Rapsversuch im Raum Sickte in Tab. 3.2.1 aufgefiihrt. Die
Auswertung der vorgefundenen Polelnarten/-gattungen aller Befunde der Honigproben

ist in Tab. 3.2.2: zusammengefasst.

Pollenarten im Honig

|An|age zu Befund /enclosure to finding: 2306/01 B 4

Acer/Ahorn / maple (Acer.)

Aesculus /Rosskastanie / horse chestnut (Hip.)
Allium /Lauch (Lil.)

Anemone /Windréoschen /wind rose (Ran.)
Anthriscus-T./Wiesen-Kerbel-T./cow parsley-T. (Apiac.)
Betula*/Birke / birch (Bet.)

Brassica /Raps /rape (Brass.)

Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.)
Liliaceae / Liliengewédchse / Lily Family
Lonicera/Heckenkirsche /honeysuckle (Capr.)
Phacelia tanacetifolia /Biischelschon /fiddle neck (Hyd.)
Picea* /Fichte / spruce (Pin.)

Pinus* / Kiefer / pine (Pin.)

Poaceae*/SiiRgrdser/ Grass Family
Prunus-T./Steinobst-T./stone fruits (Ros.)
Pyrus-T./Kernobst-T./ pomaceous fruits (Ros.)
Salix / Weide / willow (Sal.)
Sambucus*/Holunder/elder (Capr.)
Sedum-T./Fetthennen-T./stonecrop (Crass.)
Sinapis-T./Senf-T./ mustard-T. (Brass.)
Sorbus-T./Ebereschen-T./ mountain ash (Ros.)
Taraxacum-T./Léwenzahn-T./dandelion-T. (Comp.)
Trifolium pratense / Rotklee /red clover (Fab.)

*Windblitler

Tab. 3.2.1: Pollen im Honig, exemplarischer Befund der Probe B4. Aufler Raps finden
sich zahlreiche weitere Pollenarten bzw. Gattungen von Bliitenpflanzen,
die zu den Trachtquellen der Honigbiene gehoren und von dieser
regelmdfig angeflogen werden, im Honig wieder. Dariiber hinaus sind
auch Windbliitler mit Pollen im Honig vertreten, die nicht direkt

angeflogen werden. (Nachweisgrenze 0,2%)
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3. Ergebnisse

Pollenart/Gattung

Anzahl Honigproben

Acer / Ahorn / maple (Acer.)

Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.)

Aesculus / Rosskastanie / horse chestnut (Hip.)
Ailanthus / Goétterbaum / tree of heaven (Sim.)
Alismataceae / Froschldffelgewachse / Water Plantain Family
Allium / Lauch (Lil.)

Alnus* / Erle / alder (Bet.)

Anemone / Windréschen / wind rose (Ran.)

Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.)
Arctium / Klette / burdock (Ast.)

Artemisia* / Beifuly / mugwort (Ast.)

Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.)

Begonia / Begonie (Beg.)

Berberidaceae /Sauerdorngewachse / Barberry Family
Betula* / Birke / birch (Bet.)

Bistorta officinalis / Wiesenknéterich / meadow bistort (Polyg.)
Borago / Borretsch / borage (Bor.)

Brassica / Raps / rape (Brass.)

Brassicaceae / Kreuzblltler / Mustard Family

Bryonia / Zaunrlbe / bryony (Cuc.)

Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.)
Calluna vulgaris / Besenheide / ling (Eric.)

Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.)
Campanulaceae / Glockenblumengewachse / Bellflower Family
Carpinus* / Hainbuche / hornbeam (Bet.)
Caryophyllaceae / Nelkengewachse / Pink Family
Castanea sativa / Edelkastanie / sweet chestnut (Fag.)
Catalpa / Trompetenbaum / catalpa (Big.)

Centaurea cyanus / Kornblume / cornflower (Ast.)
Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.)
Centaurea montana / Bergflockenblume / perennial cornflower (Ast.)
Chelidonium* / Schéllkraut / greater celandine (Pap.)
Chenopodiaceae* / Meldegewachse / Goosefoot Family
Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.)

Cistus / Zistrose / rock rose (Cist.)

Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.)

Cornaceae / Hartregielgewachse / Dodwodd Family
Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.)
Corydalis cava / Hohler Lerchensporn / hollowroot (Fum.)
Corylus / Hasel / hazel (Bet.)

Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.)

Cynoglossum / Hundszunge / hound's tong (Bor.)
Cyperaceae* / Sauergraser / Sedge Family

Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.)

Deutzia / Deutzie / snow flower (Sax.)

Dipsacaceae / Kardengewachse / Scabious Family
Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.)

Eleagnus / Olweide / oleaster (Eleag.)

Epilobium / Weidenrdschen / fire weed (Onag.)

Erica-T. (Eric.)

Erodium / Reiherschnabel / heron's bill (Ger.)
Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.)
Euphorbia-T. / Wolfsmilch-T / spurge-T. (Euph.)
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3. Ergebnisse

Pollenart/Gattung

Anzahl Honigproben

Fagopyrum esculentum / Buchweizen / buckwheat (Polyg.)
Fagus* / Buche / beech (Fag.)

Filipendula* / Madesuf / dropwort (Ros.)

Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.)

Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.)

Fraxinus excelsior* / Esche / ash (Oleac.)

Galium / Labkraut / bedstraw (Rub.)

Genista-T. / Ginster-T. / broom-T. (Fab.)

Gleditsia / Gleditschie / honey locust (Fab.)
Helianthemum* / Sonnenrdschen (Cist.)

Helianthus annuus / Sonnenblume (Ast.)

Heracleum mantegazzianum / Riesenbarenklau (Apiac.)
Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Gutt.)
llex aquifolium / Stechpalme / common holly (Aquif.)
Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.)

Juglandaceae* / Walnussgewéachse / Walnut Family
Juncaceae™® / Binsengewachse / Rush Family
Lavandula / Lavendel / lavender (Lam.)

Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.)

Liliaceae / Liliengewachse / Lily Family

Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.)

Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.)

Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.)

Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee (Fab.)

Lychnis / Lichtnelke / pink-T. (Car.)

Malvaceae / Malvengewachse

Melilotus / Steinklee / melilot (Fab.)

Morus* / Maulbeere / mulberry (Mor.)

Myosotis / Vergissmeinnicht / forget-me-not (Bor.)
Nymphaea* / Seerose / water lily (Nym.)

Oenothera / Nachtkerze /evening primrose (Onagr.)
Onagraceae / Nachtkerzengewachse

Ononis / Hauhechel / restharrow (Fab.)

Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.)
Pachysandra terminalis / Ysander / Spurge (Bux.)
Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.)

Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.)
Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.)
Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.)

Phacelia tanacetifolia / Blischelschon / fiddle neck (Hyd.)
Picea* / Fichte / spruce (Pin.)

Pinus* / Kiefer / pine (Pin.)

Pisum-T. / Erbsen-T. / pea-T. (Fab.)

Plantaginaceae* / Wegerichgewachse / Plantain Family
Poaceae* / SiiRgraser / Grass Family

Potentilla* / Fingerkraut / cinquefoil (Ros.)

Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.)

Pyrus-T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.)
Quercus* / Eiche / oak (Fag.)

Ranunculaceae* / HahnenfuRBgewachse / Buttercup Family
Ranunculus-T.* / HahnenfuB-T. / buttercup-T. (Ran.)
Rhamnaceae / Kreuzdorngewachse / Buckthorn Family
Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.)
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3. Ergebnisse

Funde im Funde im Funde
Pollenart/Gattung Frihjahrs- Sommer- Honige
honig honig gesamt
Anzahl Honigproben ~ N =31 n=21 n =52

Robinia pseudoacacia / Scheinakazie / locust (Fab.) 3 2 5
Rosaceae / Rosengewachse / Rose Family 2 4 6
Rubus / Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.) 2 4 6
Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.) 6 5 11
Ruta graveolens / Weinraute / rue (Rut.) 0 1 1
Salix / Weide / willow (Sal.) 29 5 34
Sambucus* / Holunder / elder (Capr.) 19 5 24
Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf (Ros.) 4 1 5
Sedum-T. / Fetthennen-T. (Crass.) 2 3 5
Senecio / Greiskraut (Ast.) 3 6 9
Serratula-T. / Scharten-T. (Ast.) 2 14 16
Sinapis-T. / Senf-T. (Brass.) 7 20 27
Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.) 0 4 4
Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.) 7 0 7
Symphoricarpos / Schneebeere / snowberry (Capr.) 4 11 15
Symphytum / Beinwell / comfrey (Bor.) 1 0 1
Syringa / Flieder/ lilac (Oleac.) 1 0 1
Taraxacum-T. / Léwenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.) 18 16 34
Taxaceae* / Eibengewachse / Yew Family 0 1 1
Tilia / Linde / lime (Til.) 4 18 22
Trifolium incarnatum / Inkernatklee / crimson clover (Fab.) 2 6 8
Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.) 6 5 11
Trifolium repens / WeilRklee / white clover (Fab.) 11 20 31
Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.) 2 0 2
Tussilago / Huflattich / coltsfoot (Ast.) 0 1 1
Typhaceae* / Rohrkolbengewachse / Cattail Family 0 1 1
Ulmaceae* / Ulmengewachse / EIm Family 1 0 1
Urticaceae* / Nesselgewachse / Nettle Family 0 3 3
Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. / blueberry-T. (Eric.) 2 4 6
\Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 0 5 5
Viburnum / Schneeball / viburnum (Capr.) 8 0 8
Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 3 5 8
Violaceae / Veilchengewachse / Violet Family 1 6 7
Viscum / Mistel / mistletoe (Lor.) 1 0 1
Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 3 15 18

Anzahl Pollenarten 99 114 141

Tab. 3.2.2: Spektrum der Pollenarten/-gattung im Honig. Tabellarische Auswertung
der qualitativen Pollenanalyse der 52 Friihjahrs- und Sommerhonige.
Systematik der Pflanzennahmen nach Zander (1993); T=Typus;

* =nektarlos (vornehmlich windbliitig).

Bei der Auswertung sowohl der Friihjahrshonige (Raps), als auch der Sommerhonige
(Mais) fanden sich in den Honigen Pollen von 141 Pflanzenarten bzw. Gattungen, die
mit tiber 0,2% Anteil vertreten waren. Hierbei zeigte sich, dass nicht nur Pollen von

Bliitenpflanzen, sondern auch solcher von nektarlosen, windbliitigen (anemogamen)
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Pflanzen vorhanden waren, wie z.B. Betula, Pinus, Picea, Quercus, u.a. sowie
Griserpollen (Poaceae). Dies erklart die Tatsache, dass im Rahmen der Sammeltitigkeit
der Biene nicht nur der spezifische Pollen von nektarspendenden Bliitenpflanzen, die
die Biene aktiv anfliegt, eingetragen wird, sondern auch Fremdpollen, der sich in den
besuchten Bliiten abgelagert hat (Gesamtheit = primdre Einstdubung). Eine weitere
Einstdubung geschieht tiber sich frei im Stock bewegende Pollenteilchen aus verlorenen
Pollenhdschen und Pollen, der sich trotz der ausgesprochenen Reinlichkeit der Biene im
Haarkleid befindet (= sekunddre Einstiubung < 1%). Die dritte Moglichkeit einer
Beteiligung von Fremdpollen bieten die Aktivitdten des Imkers bei der Pflege und Ernte
des Honigs (= tertidre Einstdubung < 5%) (Louveau et al. 1978). Aufgrund dieser
Umstidnde ist es mdglich und auch plausibel, dass in Friihjahrshonigen u.a. auch
Maispollen zu finden sind, wie z.B. in den Honigen des Referenzraumes Kelheim mit
einem hohen Flichenanteil an Maisanbau (B40, B42, B45). Als Hauptursache kann die

Verwendung von Altwaben aus dem Vorjahr angenommen werden.

Eine regionale Typisierung iiber die Pollenzusammensetzung im Honig ist innerhalb des
Gebietes der Bundesrepublik nur bedingt moglich. Das Vorkommen der iiblichen
Trachtpflanzen ist weitgehend einheitlich und verteilt. Floristisch einseitig, bzw.
individuell geprigte Riume konnen dagegen durch ein spezifisches Pollenspektrum
charakterisiert werden (Vorwohl 1990). So ist auch zu erkldren, dass an dem
Referenzstandort B48 in der weitlaufigen Waldlandschaft des Bayerischen Waldes im
Friihjahrshonig kein Rapspollen gefunden wurde, wihrend an den restlichen Standorten

Rapspollen tiberwiegend den Schwerpunkt bildete.

3.2.2.1.2 Relative Pollenhdufigkeit von Raps, Mais und Zuckerriibe

Die Bestimmung der prozentualen Anteile der fiir das GVO-Monitoring prioritiren
Pflanzen an der Gesamtpollenzahl pro g Honig erfolgte in einem Pollenkollektiv von

n=500 beim Raps und mit einem Kollektiv von n=300 — 500 bei Mais und Riibe.

Die Ergebnisse in Tab. 3.2.3 zeigen, dass Raps in den Friihlingshonigen mit einem

Mittel von 80% einen charakterisierend hohen Anteil einnimmt. Beim Mais war oft eine
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exakte prozentuale Auszdhlung nicht moglich, da nur wenig Maispollen, bzw. eine hohe

Anzahl anderer Pollen vorhanden war, so dass hier von ungefdhren Schitzwerten

auszugehen ist. Zuckerriibenpollen wurde nicht gefunden.

Friihlingshonige n=31 Minimum Maximum Mittelwert Median
Raps <0,2% 95,4% 80,5% 87,5%
Sommerhonige (n=21) Minimum Maximum Mittelwert Median
Mais <0,2% 10,2% 0,6% 0,01%
Zuckerriibe <0,01% <0,01% <0,01% <0,01%

Tab. 3.2.3: Relative Pollenhdufigkeit im Honig fiir Raps, Mais und Zuckerriibe

3.2.2.1.3 Absolute Pollenanzahlen im Honig fiir Raps, Mais und Zuckerriibe sowie

Gesamtpollenanzahl

Die Bestimmung der absoluten Anzahl an Pollen der prioritdren Arten Raps, Mais und

Zuckerriibe erbrachte die in Tab. 3.2.4 zusammengefassten Ergebnisse:

Friihlingshonige (n=31) | Minimum Maximum Mittelwert Median
Gesamtpollenzahl 1.100 26.000 6.010 4.380
davon Raps <0,2% 11.230 3.990 3.270
Sommerhonige (n=21) | Minimum Maximum Mittelwert Median
Gesamtpollenzahl 330 10.000 2.640 2.000
davon Mais <0,01% 197 12 0,3
Zuckerriibe <0,01% <0,01% <0,01% <0,01%

Tab. 3.2.4:  Absolute Pollenanzahl pro g Honig fiir Raps, Mais und Zuckerriibe sowie

Gesamtpollenanzahl.

Die

Nachweisgrenze  ist

hierbei

der

Bestimmungsmethode entsprechend prozentual angegeben. Die Angaben

beziehen sich auf das jeweilige Probenkollektiv.
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In Abb. 3.2.1 finden sich die Ergebnisse aus den statistischen Analysen zur
Dichteverteilung der Rapspollenanzahl in den Friihjahrshonigen. Die Dichteschédtzung
erlaubte auch hier eine Abschétzung der Log-Normal-Basisverteilung fiir Rapspollen in
Friihjahrshonigen. Sie legen nahe, dass die Baseline fiir Frithjahrshonige bei etwa 1.800
Rapspollen/g Honig anzunehmen ist. Im Mittel werden die Honige etwa 2.700

Rapspollen/g enthalten. 90% der Honige werden unterhalb von 4.100 Rapspollen/g

erwartet.
2.00
1 804 p10 (B} = 1832
P33 = 21382
1.60— Median (B)= 2732
. RET (B = 3134
: pan (1 = 4074
1.20-
=
=
51.00—
0.80+
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0.40
0.207
.00
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1000 1.E4 1.Ef

Raps-Follenanzahl Homnig

Abb. 3.2.1: Verteilung der Messwerte der Rapspollenanzahl im Bienenhonig und
Dichteschdtzung mit Log-Normal-Basisverteilung. Die Werte gelten fiir die
Friihjahrshonige. Angaben bezogen auf 1 g Honig. Duchgezogene Linie:
Dichteschdtzung fiir die Gesamtheit der Messwerte (n=53 Standorte).
Gestrichelte Linie: angepasste Log-Normal-Basisverteilung. Senkrechte

Linien: 10%-Quantil (p10), Median und 90%-Quantil (p90).
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Abb. 3.2.2: Verteilung der Messwerte der Gesamtpollenanzahl im Bienenhonig und
Dichteschdtzung mit Log-Normal-Basisverteilung. Die Werte gelten fiir die
Friihjahrshonige. Angaben bezogen auf 1 g Honig. Duchgezogene Linie:
Dichteschditzung fiir die Gesamtheit der Messwerte (n=53 Standorte).
Gestrichelte Linie: angepasste Log-Normal-Basisverteilung. Senkrechte

Linien: 10%-Quantil (p10), Median und 90%-Quantil (p90).

Die Auswertung in Abb. 3.2.2 fiir die Gesamtpollenanzahl in den Friihjahrshonigen
ergibt folgendes Bild: 10% der Honige werden unter 2.100 Gesamtpollen pro g Honig

erwartet. Im Mittel werden die Werte bei ca. 4.000 liegen. 90% der Honige sollten unter
7.600 Pollen pro g aufweisen.

Die Ergebnisse belegen, dass aufgrund der hohen Trachtattraktivitdt des Rapses in den
Friihlingshonigen stets hohe Pollenanzahlen vorhanden sind; Ausnahmen bilden nur

Honige aus Landschaften, in denen groBriumig kein Rapsanbau stattfindet. Dagegen
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3. Ergebnisse

treten Maispollen in den Sommerhonigen nur in geringen Mengen im Honig auf.

Zuckerriibenpollen konnten in den Honigproben nicht nachgewiesen werden.

Uber die statistischen Analysen der Dichteverteilung in den Friihjahrshonigen lassen
sich erste Abschitzungen zu den zu erwartenden Pollengehalten im Hinblick auf ein

spateres GVO-Monitoring machen.

3.2.2.2 Mikroskopische Pollenanalyse im Bienenbrot

Aufgrund der unterschiedlichen Arbeitsteilung suchen die Pollensammlerinnen unter
den Bienen alle verwertbare Pollentrachten der Umgebung auf. Je nach Zeitpunkt der
Entnahme und Brutentwicklung des Bienenvolkes findet man eine breite Streuung der
Pollenflora (Tab. 3.2.5). Bei den untersuchten Proben waren allerdings die klassischen
Pollenlieferanten des Friihjahres (Erle, Hasel, Weide u.a.m.) nicht mehr zu finden. Die
Erklarung liegt darin, dass das Bienenbrot je nach Trachtangebot und
Entwicklungsstand der Vdlker eingelagert und an die Larven verfiittert wird,

dementsprechend sehr variabel in der Pollenzusammensetzung ist.

Funde in

Proben %

Nr Pollenflora

Probenanzahl n=14
14%
64%
7%
7%
7%
7%
50%
14%
57%
14%
14%
43%
14%
29%
7%
50%
7%

2|Acer / Ahorn / maple (Acer.)
26|Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.)
72|Ailanthus / Goétterbaum / tree of heaven (Sim.)
94|Alismataceae / Froschloffelgewachse / Water Plantain Family
47|Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.)
146|Araliaceae / Efeugewachse / Ginseng Family
39|Arctium / Klette / burdock (Ast.)
6|Artemisia* / Beifuy / mugwort (Ast.)
38|Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.)
102|Begonia / Begonie (Beg.)
15|Borago / Borretsch / borage (Bor.)
11 Brassica / Raps / rape (Brass.)
109|Brassicaceae / Kreuzblitler / Mustard Family
59|Bryonia / Zaunriibe / bryony (Cuc.)
104|Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.)

2
9
1
1
1
1
7
2
8
2
2
6
2
4
1
78|Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.) 7
1

84|Campanulaceae / Glockenblumengewachse / Bellflower Family
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Nr Pollenflora Fl;r:gzei: %
83|Caryophyllaceae / Nelkengewachse / Pink Family 1 7%
42|Castanea sativa / Edelkastanie / sweet chestnut (Fag.) 6 43%
48|Centaurea cyanus / Kornblume / cornflower (Ast.) 5 36%
108|Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.) 11 79%
147|Cerastium / Hornkraut / chickweed (Car.) 2 14%
97|Chelidonium* / Schéllkraut / greater celandine (Pap.) 1 7%
45|Chenopodiaceae* / Meldegewachse / Goosefoot Family 10 1%
7|Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.) 3 21%
89|Cistaceae / Zistrosengewachse / Rockrose Family 1 7%
28 Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.) 10 71%
119|Cornaceae / Hartregielgewachse / Dodwodd Family 1 7%
41|Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.) 5 36%
106|Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.) 1 7%
148|Cucurbita / Kurbis / pumpkin (Cuc.) 1 7%
112|Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.) 1 7%
67|Dipsacaceae / Kardengewachse / Scabious Family 1 7%
149|Echinops / Kugeldistel /globe thistle 2 14%
50|Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.) 3 21%
60|Epilobium / Weidenréschen / fire weed (Onag.) 5 36%
150|Eryngium / Edeldistel / holly (Apiac.) 1 7%
19|Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.) 2 14%
136|Euphorbia-T. / Wolfsmilch-T / spurge-T. (Euph.) 1 7%
24|Filipendula* / Madesuf / dropwort (Ros.) 7 50%
49|Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.) 4 29%
37|Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.) 4 29%
151|Geranium / Storchschnabel / cranesbill (Ger.) 5 36%
36|Helianthus annuus / Sonnenblume / sunflower (Ast.) 10 1%
35|Heracleum / Barenklau / hogweed (Apiac.) 6 43%
55|Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Gutt.) 2 14%
101|Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.) 3 21%
130|Juncaceae™ / Binsengewachse / Rush Family 2 14%
52|Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.) 4 29%
34|Liliaceae / Liliengewéachse / Lily Family 2 14%
131|Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.) 2 14%
40|Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.) 4 29%
53|Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.) 2 14%
145|Lythrum / Weiderich / Loosestrife (Lythr.) 2 14%
44|Malvaceae / Malvengewéachse / Mallow Family 8 57%
117|Melilotus / Steinklee / melilot (Fab.) 1 7%
103|Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.) 3 21%
46|Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.) 7 50%
33|Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.) 11 79%
110|Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.) 1 7%
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Nr Pollenflora Fl;r:gzei: %
17|Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.) 1 7%
58 Phacelia tanacetifolia / Buschelschon / fiddle neck (Hyd.) 4 29%
4|Picea* / Fichte / spruce (Pin.) 2 14%
1|Pinus* / Kiefer / pine (Pin.) 4 29%
122 Pisum-T. / Erbsen-T. / pea-T. (Fab.) 3 21%
31|Plantaginaceae* / Wegerichgewachse / Plantain Family 9 64%
5|Poaceae* / StiRgraser / Grass Family 2 14%
135|Potentilla* / Fingerkraut / cinquefoil (Ros.) 1 7%
13|Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.) 1 7%
12|Pyrus-T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.) 9 64%
8|Quercus* / Eiche / oak (Fag.) 3 21%
76|Ranunculaceae* / Hahnenfullggewachse / Buttercup Family 1 7%
88|Ranunculus-T.* / HahnenfuR-T. / buttercup-T. (Ran.) 1 7%
64|Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.) 3 21%
74|Rubus / Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.) 1 7%
62|Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.) 4 29%
152|Salvia-T. / Salbei-T. / sage-T. (Lam.) 1 7%
93|Sanguisorba off.* / Gr. Wiesenknopf / great burnet (Ros.) 1 7%
87|Sedum-T. / Fetthennen-T. / stonecrop (Crass.) 2 14%
54(Senecio / Greiskraut / groundsel (Ast.) 2 14%
23|Serratula-T. / Scharten-T. / saw wort-T. (Ast.) 11 79%
10|Sinapis-T. / Senf-T. / mustard-T. (Brass.) 10 71%
79|Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.) 2 14%
69(Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.) 2 14%
22|Taraxacum-T. / Lowenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.) 8 57%
18|Tilia / Linde / lime (Til.) 5 36%
63|Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.) 1 7%
9(Trifolium repens / Weilklee / white clover (Fab.) 13 93%
118|Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.) 1 7%
68 Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 2 14%
65|Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 4 29%
153|Vicia faba / Ackerbohne / broad bean (Fab.) 1 7%
57|Violaceae / Veilchengewachse / Violet Family 2 14%
3|Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 9 64%

Anzahl Funde gesamt

94

Tab. 3.2.5: Pollenspektrum im Bienenbrot. Tabellarische Auswertung der qualitativen

Pollenanalyse.  Numerierung nach
Pflanzennahmen nach Zander

* =nektarlos (vornehmlich windbliitig)..

Systematik  der

T=Typus,
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Die Mengen des aus den Wabenkorpern herauspriparierten Bienenbrotes schwankten
zwischen 5,86 g und 34,79 g Pollenmaterial. Ein g dieser Matrix enthélt in der
GroBenordnung von ca. 20 — 30 Mio. Pollen. Daraus wurde auf der Grundlage der
beschriebenen Probenpréparation nach eingehender Homogenisierung ein moglichst
reprasentativer Anteil von 0,01 g fiir die quantitative Pollenbestimmung genutzt. Eine

groBBere Menge ist praktisch nicht zdhlbar.

Die Ergebnisse der quantitativen Pollenanalyse der Bienenbrotproben befinden sich

zusammengefasst in Tab. 3.2.6.

Im Bienenbrot wurden Maispollen in nennenswerten Mengen gefunden. In Relation zur
geschitzten Pollengesamtzahl nahmen diese jedoch nur einen geringen prozentualen
Anteil ein, der im Mittel unter 1% und im Maximum ~4% betrug. Hier zeigt sich, dass
Maispollen von den Bienen gesammelt und eingelagert wird, allerdings keine

Haupttracht darstellt..

Im Bienenbrot konnten keine Zuckerriibenpollen nachgewiesen werden. Hingegen
fanden sich in einzelnen Proben noch Brassicapollen. Dies kann von Einlagerungen, die
noch nicht verfiittert waren, oder von Rapstrachten im Sommer stammen: Von
Sommerrapsfeldern, Durchwuchs oder aus (verwilderten) Rapspflanzen, fiir die

Bliihzeiten iiber die gesamte Vegetationsperiode belegt sind'”

pro ;: glllign]a;il:::;bro ¢ Minimum Maximum Mittelwert
Gesamtpollenzahl 112.500 250.000 131.000
Maispollen <0,2% 5.400 1.200
Zuckerriibenpollen <0,2% <0,2% <0,2%

Tab. 3.2.6: Ergebnisse der Pollenanzahlen im Bienenbrot (n=13)

192 Zwischenergebnisse des Modellprojektes NRW (Hzupler et al. 2002)
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Obwohl im Bienenbrot im Gegensatz zum Honig der Pollen hochkonzentriert vorliegt,
erwies sich diese Matrix fiir ein reprdsentatives GVO-Monitoring aus mehreren

Griinden als ungeeignet:

* Inhomogener Eintrag und Einlagerung innerhalb des Wabenkdrpers;

= UngleichmiBige Verteilung im Jahresgang;

* Pollenspektrum abhédngig von der Stirke eines Volkes und dessen Bruterfolg;
* Biochemische Verdanderungen durch Fermentationsprozesse;

= Keine Entnahmemdglichkeit ohne Wabenzerstorung;

= Gegeniiber Honig sehr aufwendige Entnahme- und Aufbereitungsprozedur, die fiir

ein GVO-Monitoring nicht praktikabel ist;

= Représentative und reproduzierbare Probenahme praktisch unmoglich.

3.2.3 Auswertung in Bezug auf Nachweis des GVO-Einflusses,
reprisentative Sammelbereiche und Fallzahlen fiir das GVO-

Monitoring

Die beteiligten Bienenvolker haben nach Art und Umfang ein breites Spektrum an

Pollen gesammelt, sowohl in der Matrix Honig, als auch in der des Bienenbrotes.

In Abb. 3.2.3 werden die Ergebnisse fiir die biologische Sammlerin Honigbiene zu den
Rapspollenzdhlungen im Honig aus den Friihjahrsversuchen in Sickte und aus den
Referenzgebieten zunéchst auf vergleichbare Weise wie bei den technischen Sammlern
dargestellt. Die Standorte sind nach der Intensitit des windbiirtigen Rapspolleneintrages
aus den GVO-Rapsfeldern in Sickte, gemdBl den Vorhersagewerten aus der

Ausbreitungsrechnung angeordnet.

Ein mit den technischen Sammlern vergleichbarer Gradient des Rapseinflusses aus den
GVO-Feldern gemiB der Ausbreitungsrechnung ist bei der Rapspollenanzahl im Honig

nicht zu erkennen. Der Anteil an Brassica-Pollen als wichtige Friihtracht bewegt sich
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mit den Gesamtpollen unabhingig von der Né&he der Freisetzungsfelder im
Gesamtgebiet auf gleicher GroBenordnung. Hier dokumentiert sich zum einen das
Vorhandensein weiterer Rapstrachtquellen im Untersuchungsraum, zum anderen das
gegeniiber dem technischen Sammler unterschiedliche Sammelverhalten der
Honigbiene, die zur Aufrechterhaltung eines gleichméfBig zusammengesetzten

Nahrungsangebotes fiir attraktive Trachten, wie Raps, auch gréBere Distanzen

zuriicklegt.
—+— Gesamtpollen —»— Rapspellen
Pollenanzahl/ g Honig
100.000
10.000 i I
4
3
1.000 =+
100
Gradient
10
1
1000 100 10 1 0,1 0,01
Rapspollenkonzentration nach Ausbreitungsrechnung (relative Werte)

Abb. 3.2.3: Ergebnisse der quantitativen Pollenanalyse fiir die Rapspollen und
Gesamtpollen in den Honigproben aus der Rapsversuchsperiode. Die
Anordnung der Standorte aus dem Sickter Versuch erfolgte analog zur
Vorgehensweise  beim  technischen  Sammler  entsprechend den
Vorhersagewerten aus der Rapspollenausbreitungsrechnung fiir die beiden
GVO-Rapsfelder. Rechterhand sind die Werte fiir die Referenzbereiche
gegeniibergestellt. Der Rapspollengradient nach Ausbreitungsrechnung ist

durch die gestrichelte rote Linie skizziert.
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Dieses Bild &ndert sich, wenn man den Anteil der GVO-Rapspollen im Honig
betrachtet, wie dies iiber die Ergebnisse der quantitativen PCR-Analysen festgestellt
wurde. Aus Abb. 3.2.4 zeigt sich, dass die positiven Nachweise von GVO-Rapspollen
im Nahbereich der Felder einen hohen Anteil von bis zu 90% aufweisen. Der GVO-
Anteil nimmt nach rechts mit der Entfernung ab, ebenso wie die
Nachweiswahrscheinlichkeit, angezeigt durch die zunehmende Anzahl negativer
Nachweise. Hierbei zeigte sich, dass sich die positiven GVO-Nachweise in der Matrix

Honig iiber das gesamte Untersuchungsgebiet erstreckten.

—— Gesamtpollen
—+—Rapspollen
Pollenanzahl/ g Honig < GVP-RapspollenPCR
o PCR GVP negativ (NWG 30)
100.000
10.000 % 4 I
o M %
1.000 i
o
o
@ ©
o]
100 =
o] . &
o - D P =
10
1
1000 100 10 1 01 0,01
Rapspollenkonzentration nach Aushreitungsrechnung (relative Werte)

Abb. 3.2.4: Ergebnis der quantitativen PCR-Analysen zum GVO-Anteil der Rapspollen
im Honig. Positive GVO-Nachweise erstrecken sich iiber den gesamten
Gradienten, wobei die GVO-Anteile und die Nachweiswahrscheinlichkeit
mit Entfernung zum GVO-Feld abnehmen. In den Referenzbereichen

waren keine GVO-Anteile feststellbar.
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3.2.3.1 Statistische Ermittlung von Nachweiswahrscheinlichkeit und Fallzahlen
zur Raumiiberwachung unter Einbeziehung der quantitativen PCR-

Ergebnisse

Die Ergebnisse aus den statistischen Analysen (siche Kap. 2.8) zur
Nachweiswahrscheinlickeit eines GVO-Einflusses iiber PCR-Analysen von Rapspollen-
DNA im Honig in Abhéingigkeit der Entfernung zu einer Quelle gehen aus Abb. 3.2.5
hervor. Die Wahrscheinlichkeit, ein positives Signal zu erkennen lag in einer
Entfernung von 2,7 km bei 50%; d.h. innerhalb dieser Distanz ist die
Wahrscheinlichkeit, ein Ergebnis zu erhalten hoher, als keines zu erhalten. Auerhalb
dieses Radius sinkt die Wahrscheinlichkeit.

Nachweiswahrscheinlichleit fir fiktive Quelle von 1 ha

PriNachweis)
10

09

08

07

06

03

04

03

02

0.1

00

0.01 0.10 0.5 100 2.0 N 10.00
Entfemung von Quelle T38

ww / Biened sos /W 06Mard3 / E: 0SMAROZ:18:35

Abb. 3.2.5: Wahrscheinlichkeit eines positiven PCR-Nachweises (TagMan) von GVO-
Rapspollen in Bienenhonig in Abhdngigkeit von der Entfernung des
Bienenstockes zu einem 1 ha grofien GVO-Feld.

Entsprechend dem Kurvenverlauf lieBen sich Sammelbereiche mit bestimmten
Nachweiswahrscheinlichkeiten  definieren. Die in der Abbildung mit rot
gekennzeichneten Zahlen geben die Radien fiir 95%, 80%, 50% und 5%

Nachweiswahrscheinlichkeit bei einer Honigprobe an. Die daraus resultierenden
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Kreisflichen wurden zur Verdeutlichung in Abb. 3.2.6 auf das Untersuchungsgebiet der

Rapsversuche bei Sickte projiziert.
Die Auswertung ergab drei Sammelbereiche:

1. Primérer Sammelbereich: Hauptsammelgebiet bis ca. 500 m (ca. 0,8 km?),
Grenze im Allgemeinen gut definiert; GVO-Nachweis mit liber 95%iger

Sicherheit mit einer Honigprobe.

2. Sekundérer oder wirtschaftlicher Sammelbereich: bis ca. 2-4 km (13-50 km?),

Grenze variabler durch Umgebungsbedingungen; GVO-Nachweis moglich.

3. Ein dritter, noch weiter ausgedehnter Sammelbereich reicht bis etwa 6 — 8 km;

GVO-Nachweise mit einer Probe weniger wahrscheinlich (p<5%).

4. Jenseits dieser Grenze ist nur in Ausnahmeféllen mit Bienenflug und

Nachweisen zu rechnen.

Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit dem aus der Literatur bekannten typischen
Verhalten der honigsammelnden Biene (Seeley 1985). Aktuelle Ergebnisse aus
Feldversuchen in Schottland erbrachten Nachweise fiir Gentransfer bis zu 26 km

Entfernung, der auf Bienenflug zuriickgefiihrt wurde.

Fiir die Optimierung von Aufwand und Aussagesicherheit lassen sich fiir einen zu
tiberwachenden Untersuchungsraum die erforderlichen Fallzahlen in Abhédngigkeit der
erzielbaren Nachweiswahrscheinlichkeit abschitzen, indem die Raumgréfle durch die
FlachengroBen geteilt wird. Teilte man z.B. den Untersuchungsraum in Sickte mit einer
Grofle von 64 km? in Sammelbereiche mit 80%-Nachweissicherheit, so wiirden hierzu
fiinf Honigproben ausreichen, wenn die Bienenvolker entsprechend geschickt im Raum
verteilt wiirden. Dieser Ansatz liefert allerdings einen rein statischen Wert, da er
ausschlieBlich von einer flichigen Gesamtabdeckung ausgeht. Fiir die grobe
Abschitzung einer notwendigen GroBenordnung von Bienenvdlkern fiir das bundesweit
bzw. naturraumreprisentativ operierende Monitoring diirfte allerdings ein statisches

Auszihlen von Raumzellen mit den unterstellten Prifflachen ausreichen.
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Abb. 3.2.6: Sammelbereiche der Honigbiene fiir das GVO-Monitoring mit
Nachweiswahrscheinlichkeit von GVO-Raps per PCR, projiziert auf das
Untersuchungsgebiet in Sickte (Quadrat von 64 km?).
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3. Ergebnisse

3.3 Vergleich der Pollenspektren aus biologischem und

technischem Sammler

Die zusammenfassende Auswertung der mit den technischen und biologischen

Sammlern erfassten Pollenspektren geht aus den folgenden Abbildungen hervor:

Abb. 3.3.1 zeigt die Hiufigkeit der Funde in den Pollenproben aus der Friihlings- und
Sommerperiode. Die Anordnung der Pollen auf der X-Achse erfolgte nach der
prozentualen Haufigkeit der Funde an den Standorten iiber beide Bliihzeitraume und
geht aus der nachfolgenden Tab. 3.3.1 hervor. Insgesamt repridsentieren die
Pollensammler ein Spektrum von etwa 145 Pflanzenarten/Gattungen, wobei
Florenelemente mit Anteilen unter 0,2% nicht erfasst wurden. Aus der Abbildung geht

deutlich hervor, dass sich die technischen und biologischen Sammler gut erginzen.

Pollenspektrum in den Proben der technischen und biologischen Sammler

Héaufigkeit der Funde iiber Frithling- und Sommerperiode kombiniert
(84 PMF- und 52 Honigproben)

g @

Follerflora - Zuordnung nach Tabelle

Abb. 3.3.1: Pollenspektren der technischen und biologischen Sammler — Friihling- und
Sommerperiode. Zuordnung nach Tab. 3.3.1
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3. Ergebnisse

In den folgenden beiden Abbildungen sind die Funde in die beiden Erfassungsperioden
Friihling (Abb. 3.3.2) und Sommer (Abb. 3.3.3) aufgeteilt. Die Anordnung der Arten
auf der X-Achse ist die gleiche wie in der vorherigen Abb. 3.3.1.

Der Vergleich der Spektren zeigt deutlich die Unterschiede von Friihling- und
Sommerperiode und auch hier die Ergdnzung von technischen und biologischen
Sammlern. Die Abbildungen belegen die sich erginzende Kombination beider

Verfahren zur differenzierten Darstellung eines breiten Pollenspektrums.

Pollenspektrum in den Matrizes dertechnischen und bielogischen Sammler
Haufigkeit der Funde in 51 PMF- und 31 Honigproben, Rapsperiode (Friihling)

100%

B Honig
B PME

90%

80°%

70%

60°%

0%

30°%

20%

10%

-, om ;e LB - - - - < I =)
N N oM om [ R R T - T N S - - T

Pollenflora - Zuordnung siehe Tabelle

Abb. 3.3.2: Pollenspektrum in den Matrizes der technischen und biologischen
Sammler — Friihling (Rapsperiode). Zuordnung nach Tab. 3.3.1.
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Pollenspektrum in den Matrizes der technischen und biologischen Sammler
Haufigkeit der Funde in 33 PMF - und 21 Honigproben, Sommerperiode
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3.3.3: Pollenspektrum in den Matrizes der technischen und biologischen

Sammler — Sommerperiode. Zuordnung nach Tab. 3.3.1.

Pollenflora Frithling/Sommer
kombiniert

Angaben in Prozent Honig PMF komb.
Anzahl der Standortproben

Pinus* / Kiefer (Pin.) 71 100 100
Acer / Ahorn(Acer.) 100 35 100
Zea mays* / Mais (Poac.) 71 100 100
Picea* / Fichte (Pin.) 45 98 98
Poaceae* / StilRgraser 95 97 97
Artemisia* / Beiful3 (Ast.) 10 97 97
Cichorium-T. / Wegwarten-T. (Ast.) 5 97 97
Quercus* / Eiche (Fag.) 71 96 96
Trifolium repens / WeiRklee (Fab.) 95 15 95
Sinapis-T. / Senf-T. (Brass.) 95 27 95
Brassica / Raps(Brass.) 23 94 94
Pyrus-T. / Kernobst-T. (Ros.) 94 3 94
Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.) 94 37 94
Salix / Weide (Sal.) 94 80 94
Borago / Borretsch(Bor.) 90 3 90
Betula* / Birke (Bet.) 48 86 86
Persicaria maculosa (Polyg.) 86 12 86
Tilia / Linde (Til.) 86 67 86

Friihling

Sommer

Honig PMF Honig PMF

31
71
100
10
45
87

71
35
23
23
94
94
94
90
48
29
13

51
100
35
0
98
55
0
0
96
0
2
94
0
37
80
0
86
0

21
71
38
71
43
95
10

5
33
95
95
19
86
38
24
71
24
86
86

33
97
0
100
73
97
97
97
27
15
27
52
3
0
24
3
12
12
67
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Rang

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

Pollenflora

Friihling/Sommer

kombiniert

Friihling

Sommer

Angaben in Prozent Honig PMF komb. Honig PMF Honig PMF

Eupatorium-T. / Wasserdost-T.(Ast.)
Juglandaceae* / Walnussgewachse
Aesculus / Rosskastanie (Hip.)
Taraxacum-T. / Lowenzahn-T.(Ast.)
Serratula-T. / Scharten-T. (Ast.)
Filipendula* / MadesuR (Ros.)

Corylus / Hasel (Bet.)

Achillea-T. / Schafgarben-T. (Comp.)
Myosotis / Vergissmeinnicht (Bor.)
Convolvulus / Ackerwinde (Conv.)
Sambucus* / Holunder (Capr.)

Carpinus* / Hainbuche (Bet.)
Plantaginaceae* / Wegerichgewachse
Symphoricarpos / Schneebeere (Capr.)
Parthenocissus / Wilder Wein (Vit.)
Liliaceae / Liliengewachse Family
Heracleum mantegazzianum / Riesenbarenklau (Apiac.)
Helianthus annuus / Sonnenblume (Ast.)
Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.)
Asparagus / Spargel (Lil.)

Arctium / Klette (Ast.)

Lonicera / Heckenkirsche (Capr.)

Cornus sanguineum / Hartriegel (Corn.)
Castanea sativa / Edelkastanie (Fag.)
Centaurea montana / Bergflockenblume (Ast.)
Malvaceae / Malvengewachse Family
Chenopodiaceae* / Meldegewéachse
Papaver-T.* / Mohn (Pap.)

Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. (Apiac.)
Centaurea cyanus / Kornblume (Ast.)
Fragaria / Erdbeere (Ros.)

Echium / Natterkopf (Bor.)

Alnus* / Erle (Bet.)

Ligustrum / Rainweide (Oleac.)

Lotus / Hornklee (Fab.)

Senecio / Greiskraut (Ast.)

Hypericum* / Johanniskraut (Gutt.)
Trifolium incarnatum / Inkernatklee (Fab.)
Violaceae / Veilchengewachse

Phacelia tanacetifolia / Blischelschén (Hyd.)
Bryonia / Zaunriibe (Cuc.)

Epilobium / Weidenréschen (Onag.)
Viburnum / Schneeball (Capr.)

Rumex* / Ampfer (Polyg.)

Trifolium pratense / Rotklee (Fab.)

14

6
81
76
67
32

6
67
65
62
61

5
33
52
52
48
48
48
45
43
43
42
39
38
38
38
38
33
33
33
33
33
32
29
29
29
29
29
29
29
29
29
26
24
24

84
82
14
35
70
69
69
48

0

0
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55
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Rang

64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

Pollenflora

Friihling/Sommer
kombiniert

Friihling

Sommer

Angaben in Prozent Honig PMF komb. Honig PMF Honig PMF

Rhus typhina / Essigbaum (Anac.)

Vicia cracca / Vogelwicke (Fab.)

Calluna vulgaris / Besenheide (Eric.)
Dipsacaceae / Kardengewéachse
Veronica / Ehrenpreis (Capr.)

Sorbus-T. / Ebereschen-T. (Ros.)
Berberidaceae /Sauerdorngewachse
Morus* / Maulbeere (Mor.)

Ailanthus / Gétterbaum(Sim.)

Rosaceae / Rosengewachse

Rubus / Himbeere, Brombeere (Ros.)
Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. (Eric.)
Ranunculaceae* / Hahnenfulgewachse
Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee (Fab.)
Calystegia / Zaunwinde (Conv.)
Solanum-T. / Nachtschatten-T. (Sol.)
Gleditsia / Gleditschie (Fab.)
Typhaceae* / Rohrkolbengewachse
Taxaceae* / Eibengewachse
Caryophyllaceae / Nelkengewéachse
Campanulaceae / Glockenblumengewachse
Bistorta officinalis / Wiesenknéterich (Polyg.)
Ononis / Hauhechel (Fab.)

Sedum-T. / Fetthennen-T. (Crass.)
Ranunculus-T.* / HahnenfuRR-T. (Ran.)
Cistus / Zistrose (Cist.)

Genista-T. / Ginster-T. . (Fab.)
Urticaceae* / Nesselgewachse
Rhamnaceae / Kreuzdorngewachse
Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf (Ros.)
Alismataceae / Froschloffelgewachse
Fagus* / Buche (Fag.)

Robinia pseudoacacia / Scheinakazie (Fab.)
Chelidonium* / Schéllkraut (Pap.)
Erica-T. (Eric.)

Potentilla* / Fingerkraut (Ros.)
Helianthemum®* / Sonnenréschen (Cist.)
Impatiens / Springkraut (Bal.)

Begonia / Begonie (Beg.)

Origanum-T. / Majoran-T. (Lam.)
Buddleja / Schmetterlingsstrauch (Bud.)
Catalpa / Trompetenbaum (Big.)
Cucumis / Gurke (Cuc.)

Lavandula / Lavendel (Lam.)

Centaurea jacea-T. / Flockenblume (Ast.)

24
24
24
24
24
23
13
10
19
19
19
19
19
19
19
19
14

5

5
14
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Friihling/Sommer
kombiniert

Friihling

Sommer

Angaben in Prozent Honig PMF komb. Honig PMF Honig PMF

Rang Pollenflora

109 Brassicaceae / Kreuzblitler

110 Pastinaca sativa / Pastinak (Apiac.)
111 Lychnis / Lichtnelke . (Car.)

112 Datura inoxia / Stechapfel (Sol.)

113 Fraxinus excelsior* / Esche (Oleac.)
114 Cynoglossum / Hundszunge (Bor.)
115 Cyperaceae* / Sauergraser

116 Deutzia / Deutzie (Sax.)

117 Melilotus / Steinklee (Fab.)

118 Trifolium-T. / Klee-T. (Fab.)

119 Cornaceae / Hartregielgewachse
120 Ambrosia* / Taubenkraut (Comp.)
121 Moraceae* / Maulbeergewachse

122 Pisum-T. / Erbsen-T. (Fab.)

123 Eleagnus / Olweide (Eleag.)

124 Tussilago / Huflattich (Ast.)

125 Nymphaea* / Seerose (Nym.)

126 Anemone / Windréschen (Ran.)

127 Corydalis cava / Hohler Lerchensporn (Fum.)
128 Erodium / Reiherschnabel (Ger.)
129 Galium / Labkraut (Rub.)

130 Juncaceae* / Binsengewachse

131 Liriodendron / Tulpenbaum (Mag.)
132 Oenothera / Nachtkerze (Onagr.)
133 Pachysandra terminalis / Ysander (Bux.)
134 Ruta graveolens / Weinraute (Rut.)
135 Populus* / Pappel (Sal.)

136 Euphorbia-T. / Wolfsmilch-T (Euph.)
137 Allium / Lauch (Lil.)

138 Fagopyrum esculentum / Buchweizen (Polyg.)
139 llex aquifolium / Stechpalme (Aquif.)
140 Onagraceae / Nachtkerzengewachse
141 Symphytum / Beinwell(Bor.)

142 Syringa / Flieder (Oleac.)

143 Ulmaceae* / Ulmengewachse

144 Viscum / Mistel (Lor.)

145 Lythraceae / Weiderichgewachse
Tab. 3.3.1:
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Pollenspektrum der technischen und biologischen Sammler —Hdufigkeit

der Funde aus der Friihjahrs- und Sommerbeprobung sowie kombiniert

tiber die Bliihzeitrdume. Systematik der Pflanzennahmen nach Zander

(1993); T=Typus, * =nektarlos (vornehmlich windbliitig).
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3. Ergebnisse

34 PCR

34.1 Ergebnisse der Vorversuche

In Vorversuchen wurde iiber CTAB-DNA-Extraktion und qualitativer PCR mit
anschlieBender Gelelektrophorese auf das Vorhandensein von Raps-DNA (PEP-Gen)
und gentechnisch-verdnderte DNA  untersucht (s. 2.4.3). Dabei wurden
Nachweisgrenzen fiir dieses System von ca. 50 Pollen bestimmt. Zur Uberpriifung der
Ergebnisse wurden in einem Parallel-Versuch aus GVO-Rapssamen der Firma Aventis
Crop Science DNA isoliert und iiber entsprechende DNA Verdiinnungsreihen konnten

im Mittel 3 Pollen nachgewiesen werden.

34.2 Pollenproben aus den technischen Sammlern

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die ersten 53 Proben aus den Pollensammlern
(PMF) analysiert. Mit der CTAB-Methode (2.4.4.1) wurde aus diesen Proben die DNA
extrahiert und einer qualitativen PCR-Analyse (2.5.1) unterzogen. Die Ergebnisse sind

in Tab. 3.4.1 zusammengefasst.

Probe|Runde 1(Screening) [Runde 2 (Spezifisch) Probe|Runde 1(Screening) |[Runde 2 (Spezifisch)
SL- |LL- [RR- SL- |LL- |RR-

|Spike |[Raps |35S |[NOS |Raps |Raps |Raps |CaMV |[HMG Spike |Raps |35S |[NOS |Raps |Raps |Raps |CaMV [HMG

1 + + - - 13b [+ + + +

2a + + - - 14 + + + +

2b + + - - 15a |+ + + +

3 + 15b | + + +

4 + + - - 16 + + + +

6 + 17a | + -

5 + 17b | -

7 + + - - 18 + +

8 + 19a

9 + + + |- - + - - - 19b

10 + 20

11 + + + - - + - - - 21

12 + + |- - + - - - 22

13a |+ + - - 23 + n.d. |-
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3. Ergebnisse

Probe|Runde 1(Screening) [Runde 2 (Spezifisch) Probe|Runde 1(Screening) |[Runde 2 (Spezifisch)
SL- |LL- [RR- SL- |LL- |RR-

|Spike |[Raps |35S |[NOS |Raps |Raps |Raps |CaMV |[HMG Spike |Raps |35S |[NOS |Raps |Raps |Raps |CaMV [HMG
24 + nd. |- - 42 + + - -
25 - - - - 43a |+ + + | - + - - -
26 + - - - 43b |+ + - -
27 - - - - 43c |+ + - -
28 - - - - 43d |+ + - -
29 - - - - 43e |+ + - -
30 - - - - 44a |+ - - - - - -
31a | - - - 44b |+ - - - - - -
31b |- - - - 45a |+ + - -
32 - - - - 45b |+ + - -
33 - - - - 46 + + - -
34 - - - - 47 + + - -
35 + + + - - - - - 48 + + - -
36 + + + |- - - - - 49 + + - -
37 + + + |- - - - . R 50 + R R R
38 + + - - 51 + - - -
39 + + - - 52 + - - -
40 + - - - 53 + - - -
41 + - - -

+: nachgewiesen, -:

nicht nachgewiesen, Inhibiert: Analyse war nicht moglich, aufgrund von Stoffen, die bei der DNA-Extraktion mit

extrahiert wurden, die die Polymerase hemmen, n.d.: nicht detektiert

Tab. 3.4.1:

Ergebnisse der PCR-Analysen der Pollensammlerprobe aus der Rapsperiode: In
der 1. Runde wurden die Proben auf das Vorhandensein von Inhibitionen, Raps-,
35S8-Promotor und NOS-Terminator-DNA untersucht. Zum Test auf Inhibitionen
wurden in allen Analysen den extrahierten Proben-DNAs 10 Molekiile
gentechnisch-verdnderter DNA zugesetzt. Fillt der Test negativ aus, sind in der
Proben-DNA Stoffe vorhanden, die die Analyse inhibieren. In der 2. Runde
wurden alle positiven Proben der 1. Runde auf das Vorhandensein von LL-Raps
(Pat-Gen (LibertyLink-Raps), Seedlink-Raps (SL-Raps), RoundupReady-Raps
(RR-Raps), Mais-DNA (HMG) und auf den CauliflowerMosaic-Virus (CaMV)

untersucht.

Die Ergebnisse belegen, dass die PCR-Analysen in den PMF-Proben aus den

Freilandversuchen in der Rapsperiode prinzipiell und mehrheitlich funktionierten. Ein Teil der

Analysen war jedoch aufgrund von beobachteten Inhibitionen nicht auswertbar (15 von 53).
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3. Ergebnisse

Trotz diverser Aufreinigungen der extrahierten DNA und Wiederholungen der PCR-Analyse

konnten diese Inhibitionen nicht entfernt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das beim LFU Augsburg entwickelte Protokoll zur DNA-
Extraktion von Pollen mit dem DNeasy Tissue Kit von Qiagen in unserem Labor etabliert und
die DNA per quantitativer TagMan-PCR analysiert (s. 2.5.) Die Ergebnisse der Ringversuche
sind in Kap. 2.4.6 ausfiihrlich beschrieben.

Es wurde dann aus Riickstellmustern der Sigma-Pollensammlerproben mit dem Qiagen-
Tissue-Kit erneut DNA nach dem unter 2.4.4.1 beschriebenen Verfahren extrahiert und
mittels quantitativer TagMan-PCR (2.5.2) analysiert. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.4.2
zusammengefasst. Auch hier wurden bei einigen Proben Inhibitionen festgestellt, die bereits

bei den PMF-Proben aus der ersten Runde inhibiert waren (Tab. 3.4.1).

Probe [Spike |Raps |Pat |35S Probe [Spike |Raps |Pat |35S Probe [Spike |Raps |Pat |35S

1pur (26,2 |50,00 (50,00 |{50,00 121:5 (26,08 |40,31 (38,21 |38,11 24 pur 33,54 46,51 |50,00 50,00
115 26,08 140,02 50,00 50,00 13 pur (26,2 |42,60 (38,02 (38,21 24 1:5 32,84 |50,00 |50,00 (50,00

2pur 26,32 (40,32 |50,00 (50,00 131:5 [26,15 |42,53 (50,00 |50,00 25 pur 33,21 (42,24 50,00 |50,00
215 26,34 150,00 (50,00 50,00 14 pur 26,22 |39,03 (37,56 |37,66 251:5 [33,45 |50,00 |50,00 (50,00

3pur 26,1 (50,00 |50,00 (50,00 14 1:5 (26,34 |44,21 (50,00 |50,00 26 pur 26,15 [38,27 |50,00 (50,00
315 26,24 (50,00 50,00 |50,00 15 pur (26,31 |38,26 (50,00 |50,00 26 1:5 26,19 |39,67 50,00 (50,00

4 pur  [26,23 42,58 (50,00 50,00 151:5 (26,18 |42,46 (50,00 |50,00 27 pur 33,01 40,09 |50,00 (50,00
41:5 26,2 50,00 50,00 50,00 16 pur (26,29 (38,40 (38,09 |38,05 27 1:5 32,08 |50,00 |50,00 [50,00

5pur |26 50,00 (50,00 |50,00 16 1:5 [26,24 |46,48 (50,00 |50,00 28 pur 33,12 (39,21 50,00 |50,00
51:5 26,12 150,00 (50,00 50,00 17 pur 26,21 |40,73 (38,82 |38,99 28 1:5 33,41 |50,00 |50,00 (50,00

6 pur 26,1 (38,51 |50,00 (50,00 17 1:5 (26,33 |39,76 (50,00 |50,00 29 pur 33,12 42,78 |50,00 50,00
6 1:5 26,11 (50,00 |50,00 |50,00 18 pur 26,05 (38,16 |50,00 50,00 291:5 [33,2 42,15 |50,00 50,00

7 pur 26,35 (38,75 |50,00 (50,00 181:5 (26,11 |39,74 [50,00 |50,00 30 pur (33,01 (50,00 {50,00 (50,00
715 26,42 150,00 (50,00 50,00 19 pur 50 50,00 (50,00 |50,00 30 1:5 (33,04 (50,00 50,00 (50,00

8pur 26,5 (37,30 [50,00 |50,00 1915 50 50,00 (50,00 |50,00 31 pur [33,23 |39,20 (50,00 50,00
8 1:5 26,22 140,41 50,00 |50,00 20 pur 26,41 (33,39 |50,00 (50,00 311:5 [33,18 (50,00 {50,00 (50,00

9pur 26,11 (37,56 |39,24 (39,00 20 1:5 [26,37 (35,49 |50,00 (50,00 32 pur [26,09 (34,37 50,00 (50,00
91:5 26,21 39,17 [50,00 |50,00 21 pur [26,44 (39,58 |50,00 (50,00 321:5 [26,16 (38,21 |50,00 (50,00

10 pur [26 50,00 (50,00 |50,00 211:5 [26,27 (50,00 |50,00 (50,00 33 pur (33,2 (38,44 |50,00 (50,00
10 1:5 26,21 |50,00 (50,00 |50,00 22 pur 50 50,00 (50,00 |50,00 331:5 (33,33 (46,77 |50,00 (50,00

11 pur (26,2 (39,54 (37,34 |37,20 221:5 1[50 50,00 (50,00 |50,00 34 pur [33,12 |42,24 (50,00 [50,00
1115 (26,26 |42,42 (50,00 |50,00 23 pur [33,32 (42,45 |50,00 (50,00 34 1:5 (33,04 (50,00 {50,00 (50,00

12 pur (26,1 |37,99 (35,21 |35,30 23 1:5 [33,21 (42,21 |50,00 (50,00 35 pur (33,24 143,47 (50,00 50,00
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Probe [Spike |Raps |Pat |35S Probe [Spike |Raps |Pat |35S Probe [Spike |Raps |Pat |35S

351:5 [33,12 (50,00 |50,00 (50,00 40 1:5 26,04 |36,58 (50,00 |50,00 451:5 |26,04 |50,00 |50,00 [50,00

36 pur 33,26 (37,27 |50,00 (50,00 41 pur 26,12 |50,00 (50,00 |50,00 46 pur 25,95 |38,36 |50,00 (50,00
36 1:5 [33,37 (50,00 |50,00 (50,00 411:5 [26,04 50,00 (50,00 (50,00 46 1:5 26,07 42,78 |50,00 50,00

37 pur [31,24 (40,00 |50,00 (50,00 42 pur 26,2 150,00 (50,00 |50,00 47 pur [26,21 [35,74 |50,00 50,00
37 1:5 [29,12 (38,52 |50,00 (50,00 42 1:5 26,29 |50,00 (50,00 |50,00 47 1:5 [26,4 (38,81 |50,00 (50,00

38 pur 26,02 (37,93 |50,00 (50,00 43 pur 25,94 |50,00 50,00 (50,00 48 pur [26,28 |50,00 50,00 (50,00
38 1:5 [25,98 (39,57 |50,00 (50,00 43 1:5 26,05 50,00 (50,00 |50,00 48 1:5 26,25 |50,00 |50,00 [50,00

39 pur 26,2 (50,00 |50,00 (50,00 44 pur 26,11 150,00 (50,00 |50,00 49 pur 25,98 |50,00 |50,00 [50,00
39 1:5 [25,99 (50,00 |50,00 (50,00 44 1:5 26,18 |50,00 (50,00 |50,00 49 1:5 |25,98 |50,00 |50,00 (50,00

40 pur 25,89 [32,98 50,00 [50,00 | [451:5 [26,07 |50,00 (50,00 |50,00
Tab. 3.4.2: Ergebnisse der PCR-Analysen von Riickstellmustern der Sigma-2 Folien. Die
Proben  wurden mit dem  Qiagen-Tissue-Kit entsprechend dem
Extraktionsprotokoll vom LFU Augsburg extrahiert und auf das
Vorhandensein von Inhibitionen (Spike), Raps-, 35S-Promotor- und Pat-DNA
analysiert. Beim Spiken werden in allen Analysen der extrahierten Proben-
DNAs 40 Molekiile gentechnisch-verdnderter DNA zugesetzt. Die Menge an
Spike-DNA ist so eingestellt, dass bei der RealTime-PCR Werte von 26 — 27
ein inhibitionsfreies System anzeigen. Werte grofier als 27 zeigen Inhibitionen
der entsprechenden Proben-DNA an. DNA-Losung gesamt: 60 ul, eingesetzte
DNA-Lésung in PCR: 5 ul unverdiinnt und 5 ul einer 1:5 Verdiinnung,
Zyklen: 50.

Da es sich hierbei um die Sigma-2 — Folien handelte, war die Sensitivitit gegeniiber den
PMF-Proben auf Grund der geringeren Pollenzahlen deutlich vermindert. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die festgestellten Inhibitonsprobleme nicht spezifisch auf den PMF
bezogen sind, sondern vermutlich auf Verunreinigungen in der komplexen Matrix

Luftstaubprobe zusammenhéngen.

In Tab. 3.4.3 sind die Ergebnisse der PCR fiir die Pollensammlerproben des PMF aus der
Sommerperiode dargestellt, die nur auf Mais- und 35S- DNA analysiert wurden. Die DNA-
Extraktion erfolgte auch hier mit dem Qiagen-Tissue-Kit entsprechend dem

Extraktionsprotokoll vom LFU Augsburg mit anschlieBender TagMan-Analyse.
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Probe Spike Mais 35S Probe Spike Mais 358
58 pur 26,09 50,00 37,45 76 1:10 26,37 50,00 50,00
58 1:5 26,21 50,00 50,00 76 1:10 26,34 50,00 50,00
59 pur 26,41 50,00 50,00 77 1:10 26,43 50,00 50,00
59 1:5 26,22 50,00 40,38 77 pur 26,26 50,00 50,00
60 pur 26,47 50,00 50,00 78 1:10 26,30 50,00 50,00
60 1:5 26,48 50,00 50,00 78 1:10 26,32 50,00 50,00
61 pur 26,38 50,00 50,00 79 1:10 26,21 50,00 50,00
61 1:5 26,25 50,00 50,00 79 1:10 26,29 50,00 50,00
62 pur 26,54 50,00 50,00 80 1:10 26,32 50,00 47,12
62 1:5 26,34 50,00 50,00 80 1:10 26,25 50,00 50,00
63 pur 26,39 50,00 50,00 81 1:10 26,41 50,00 50,00
63 1:5 26,48 50,00 50,00 81 1:10 26,36 50,00 50,00
64 pur 26,41 50,00 50,00 82 1:10 26,21 50,00 50,00
64 1:5 26,38 50,00 50,00 82 1:10 26,20 50,00 50,00
65 pur 26,27 50,00 50,00 83 1:10 26,27 50,00 50,00
65 1:5 26,37 50,00 50,00 83 1:10 26,29 50,00 50,00
66 pur 26,55 50,00 50,00 90 1:10 26,51 41,28 50,00
66 1:5 26,49 50,00 50,00 90 1:10 26,47 50,00 50,00
67 pur 26,48 50,00 50,00 91 1:10 26,46 50,00 50,00
67 1:5 26,29 50,00 50,00 91 1:10 26,46 50,00 50,00
68 pur 26,12 50,00 50,00 92 1:10 26,34 50,00 50,00
68 1:5 26,18 50,00 50,00 92 1:10 26,38 50,00 50,00
70 1:10 26,24 50,00 38,19 93 1:10 26,32 50,00 50,00
70 1:10 26,14 50,00 50,00 93 1:10 26,22 50,00 50,00
71 1:10 26,20 50,00 50,00 94 1:10 26,33 50,00 50,00
711:10 26,34 50,00 50,00 94 1:10 26,44 50,00 50,00
72 1:10 26,39 50,00 50,00 95 1:10 26,51 50,00 50,00
72 1:10 26,35 50,00 42,05 95 1:10 26,57 50,00 50,00
73 1:10 26,24 50,00 50,00 96 1:10 26,18 50,00 50,00
73 1:10 26,50 50,00 50,00 96 1:10 26,22 50,00 50,00
74 1:10 26,38 50,00 50,00 97 1:10 26,34 50,00 50,00
74 1:10 26,44 50,00 50,00 97 1:10 26,30 50,00 50,00
75 1:10 26,54 50,00 50,00

75 1:10 26,60 50,00 50,00

Tab. 3.4.3: Ergebnisse der PCR-Analysen der PMF-Pollensammlerproben aus der

Sommerperiode. Die Proben wurden mit dem Qiagen-Tissue-Kit
entsprechend dem Extraktionsprotokoll vom LFU Augsburg extrahiert und
auf das Vorhandensein von Inhibitionen (Spike), Mais- und 35S-Promotor-
DNA analysiert. Beim Spiken werden in allen Analysen der extrahierten

Proben-DNAs 40 Molekiile gentechnisch-verdnderter DNA zugesetzt. Die
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343

Menge an Spike-DNA ist so eingestellt, dass bei der RealTime-PCR Werte

von 26 — 27 ein inhibitionsfreies System anzeigen. Werte grofer als 27

zeigen Inhibitionen der entsprechenden Proben-DNA an. DNA-Losung

gesamt: 60 ul, eingesetzte DNA-Losung in PCR: 5 ul unverdiinnt und 5 ul

einer 1:5 Verdiinnung, Zyklen: 50.

Bienenhonig

Die Ergebnisse aus den PCR-Analysen der Pollen-DNA in den Honigproben sind in den

Tab 3.4.4 und 3.4.5 zusammengefasst. In der Tab. 3.4.4 siecht man die Ergebnisse der

Honigproben aus der Rapsperiode, die nach dem unter 2.4.6.5 beschriebenen Verfahren

auf Raps-(ACCase) und Pat-DNA (LL-Raps) analysisert wurden. In Tab. 3.4.5 sind die

Ergebnisse der Honigproben aus der Sommerperiode, die zusitzlich noch auf Mais-

DNA untersucht wurden, dargestellt.

ACCase | LL-Raps ACCase | LL-Raps ACCase | LL-Raps
B 01 1:5 31,25 50,00 B 07 pur 29,10 50,00 B 21 a pur 30,11 50,00
B 011:5 31,66 50,00 B 07 pur 29,15 50,00 B 21 a pur 29,73 50,00
B 01 pur 50,00 36,83 B 08 1:5 33,37 50,00 B 21a 1:5 32,75 38,89
B 01 pur 27,85 50,00 B 08 1:5 33,51 50,00 B 21a 1:5 32,64 50,00
B 03 1:5 31,37 50,00 B 08 pur 31,03 50,00 B 22 pur 28,40 37,50
B 03 1:5 31,39 50,00 B 08 pur 31,11 50,00 B 22 pur 28,41 39,15
B 03 pur 29,11 50,00 B 101:5 32,47 50,00 B 231:5 32,26 50,00
B 03 pur 29,06 50,00 B 10 1:5 32,40 50,00 B 23 1:5 32,16 50,00
B 04 1:5 31,13 50,00 B 10 pur 29,92 50,00 B 23 pur 29,21 50,00
B 04 1:5 31,12 50,00 B 10 pur 29,69 50,00 B 23 pur 29,49 50,00
B 04 pur 28,16 50,00 B 13/1 pur 28,01 33,14 B 24 pur 28,02 37,56
B 04 pur 28,45 50,00 B 13/1 pur 28,19 32,97 B 24 pur 28,29 35,72
B 05 1:5 34,80 50,00 B 14 pur 27,77 32,39 B 25 1:5 30,45 50,00
B 05 1:5 34,16 50,00 B 14 pur 27,68 32,61 B 25 1:5 30,34 50,00
B 05 pur 31,50 50,00 B 14 1:2 28,76 33,58 B 25 pur 28,34 50,00
B 05 pur 31,42 50,00 B 14 1:2 28,73 | 33,65 B 25 pur 28,21 37,91
B 06 pur 28,96 38,89 B 14 1:10 30,9 | 3583 B 26 pur 32,02 50,00
B 06 pur 2836 | 9788 B141:10 | 3091 | 3524 B 26 pur 3248 | 5000
B 07 1:5 31,29 50,00 B 20 pur 28.44 38,58 B 27 1:5 30,51 50,00
B 07 1:5 31,28 50,00 B 20 pur 29,01 39,17 B 27 1:5 30,48 50,00
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ACCase | LL-Raps ACCase | LL-Raps ACCase | LL-Raps

B 27 pur 28,04 50,00 B 32 1:5 30,92 50,00 B 43 pur 33,01 50,00
B 27 pur 28,09 50,00 B 32 pur 28,41 38,66 B 43 pur 32,92 50,00
B 28 1:5 30,96 50,00 B 32 pur 28,48 50,00 B 45 1:5 33,55 50,00
B 28 1:5 31,04 50,00 B 40 1:5 33,47 50,00 B 45 1:5 33,50 50,00
B 28 pur 28,23 50,00 B 40 1:5 33,65 50,00 B 45 pur 30,96 50,00
B 28 pur 27,27 50,00 B 40 pur 31,47 50,00 B 45 pur 31,00 50,00
B 29 1:5 31,43 50,00 B 40 pur 31,37 50,00 B 46 1:5 37,25 50,00
B 29 1:5 31,24 50,00 B 41 1:5 36,18 50,00 B 46 1:5 50,00 50,00
B 29 pur 28,90 50,00 B 41 1:5 36,42 50,00 B 46 pur 35,10 50,00
B 29 pur 28,79 50,00 B 41 pur 34,15 50,00 B 46 pur 34,15 50,00
B 30 1:5 30,52 37,63 B 41 pur 33,67 50,00 B 47 pur 31,59 50,00
B 30 1:5 30,39 37,22 B 42 1:5 34,46 50,00 B 47 pur 31,51 50,00
B 311:5 31,86 50,00 B 42 1:5 34,11 50,00 B 48 1:5 50,00 50,00
B 311:5 31,76 50,00 B 42 pur 32,31 50,00 B 48 1:5 50,00 50,00
B 31 pur 30,35 50,00 B 42 pur 32,31 50,00 B 48 pur 42,79 50,00
B 31 pur 30,39 50,00 B 43 1:5 34,89 50,00 B 48 pur 50,00 50,00
B 32 1:5 30,97 38,08 B 43 1:5 35,09 50,00

Tab. 3.4.4: Ergebnisse der PCR-Analysen der Honigproben aus der Rapsperiode. Die

DNA der Proben wurden mit dem Qiagen-Tissue-Kit extrahiert und auf

das Vorhandensein von Inhibitionen (Spike), Raps-, 35S-Promotor- und

Pat-DNA analysiert. Inhibitionen wurden hierbei nicht festgestellt. DNA-

Losung gesamt: 60 ul, eingesetzte DNA-Losung in PCR: 5 ul, Zyklen: 50.

Die Ergebnisse belegen, dass mit dem ausgearbeiteten PCR-Verfahren Rapspollen-

DNA in 29 von 30 untersuchten Honigproben aus der Rapsperiode erfolgreich

nachzuweisen war.

Diese Proben enthielten nach den melissopalynologischen

Untersuchungen nachweislich Rapspollen. Die einzige Honigprobe, die in der PCR kein

Signal fiir Raps-DNA zeigte, stammt von dem vom Rapsanbau weit entfernten Standort

48 im Bayer. Wald, die auch nach der mikroskopischen Pollenanalyse keine Rapspollen

enthielt.
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Sample [Spike |Raps |LL 35S Mais
B62 pur [26,41 (41,79 |50,00 |50,00 (50,00
B62 pur 26,12 [42,03 |50,00 |50,00 (50,00
B64 pur [26,48 |[50,00 |50,00 |50,00 (50,00
B64 pur [26,29 [50,00 |50,00 |50,00 (50,00
B66 pur [26,42 (35,28 |50,00 |50,00 (50,00
B66 pur (26,38 |33,34 |50,00 |50,00 |50,00
B67 pur [26,6 37,24 (50,00 |50,00 |50,00
B67 pur 26,52 (37,19 |50,00 |50,00 (50,00
B68 pur 26,41 [50,00 |50,00 |50,00 (50,00
B68 pur 26,37 [50,00 |50,00 |50,00 (50,00
B70 pur [26,52 (38,47 |50,00 |50,00 (36,99
B70 pur (26,60 |39,25 |50,00 |50,00 |36,54
B71 pur [26,71 (34,73 |50,00 |50,00 (37,65
B71 pur [26,64 (34,38 |50,00 |50,00 (37,81
B72 pur [26,58 (36,86 |50,00 |50,00 (50,00
B72 pur [26,69 (36,58 |50,00 |50,00 (50,00
B74 pur [26,49 (37,20 |50,00 |50,00 (50,00
B74 pur [26,44 |36,88 |50,00 |50,00 |50,00
B76 pur 26,38 (33,38 |50,00 |50,00 (35,00
B76 pur [26,54 (33,74 |50,00 |50,00 (35,62
B77 pur [26,64 (37,29 |50,00 |50,00 (37,03
Tab. 3.4.5::

Die in der Tab. 3.4.5 enthaltenen Ergebnisse aus den PCR-Analysen der Honigproben
aus der Sommerperiode zeigen, dass in diesen Proben der PCR-Nachweis von Pollen-

DNA erfolgreich gefiihrt werden konnte. Hierbei wurde sowohl Raps- als auch Mais-

Ergebnisse der PCR-Analysen der Honigproben aus der Sommerperiode.
Die DNA der Proben wurden mit dem Qiagen-Tissue-Kit extrahiert und
auf das Vorhandensein von Inhibitionen (Spike), Raps-, Mais-, 35S-
Promotor- und Pat-DNA analysiert. Beim Spiken werden in allen Analysen
der extrahierten Proben-DNAs 40 Molekiile gentechnisch-verdnderter
DNA zugesetzt. Die Menge an Spike-DNA ist so eingestellt, dass bei der
RealTime-PCR Werte von 26 — 27 ein inhibitionsfreies System anzeigen.
Werte grosser als 27 zeigen Inhibitionen der entsprechenden Proben-DNA

an. DNA-Losung gesamt: 60 ul, eingesetzte DNA-Losung in PCR: 5 ul,

Zyklen: 50.

Sample [Spike |Raps |LL 35S |Mais
B77 pur [26,42 (38,51 |50,00 (50,00 (37,25
B78 pur 26,80 (35,07 |50,00 (50,00 (38,54
B78 pur 26,65 (34,73 |50,00 (50,00 (38,43
B90.1 pur 26,57 (35,77 |50,00 [50,00 (50,00
B90.1 pur 26,39 (36,42 |50,00 (50,00 (50,00
B81 pur (26,49 42,91 |50,00 |50,00 |50,00
B81 pur [26,55 (39,84 |50,00 (50,00 (50,00
B82 pur [26,66 (35,96 |50,00 (50,00 (50,00
B82 pur 26,60 (35,72 |50,00 (50,00 (50,00
B92 pur 26,51 (31,34 |50,00 (50,00 (50,00
B92 pur 26,43 (31,01 |50,00 [50,00 (50,00
B94 pur (26,47 |38,40 |50,00 |50,00 |50,00
B94 pur [26,54 (38,00 |50,00 [50,00 (50,00
B95 pur 26,32 (30,86 |50,00 (50,00 (50,00
B95 pur 26,81 (30,77 |50,00 (50,00 (50,00
B96 pur 26,72 (29,82 |50,00 (50,00 (35,74
B96 pur [26,66 (30,42 |50,00 (50,00 (35,55
B97 pur 26,54 31,31 |50,00 |50,00 |50,00
B97 pur 26,69 (30,11 |50,00 (50,00 (50,00
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DNA festgestellt sowie der 35S-Promoter nachgewiesen. Probleme mit

Totalinhibitionen, wie die Ergebnisse zum Spiking belegen, traten hier nicht auf.
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4. Bewertung

4 Bewertung
4.1 Technische Pollensammler

4.1.1 Sigma-2

Die Verfahrenspriifungen belegten fiir den Sigma-2 eine signifikante Sensitivitit,
Reproduzierbarkeit und Nachweisgrenze. Damit liegen wesentliche Kenndaten zur
Standardisierung des Sigma-2 vor. Die Resultate belegen die Eignung des Sigma-2 zur

Erfassung des Eintrages luftbiirtiger Pollen fiir das GVO-Monitoring.

Der Sigma-2-Sammler zeigte sich mit hohen Depositionswerten sowohl zum
Monitoring von Raps wie auch von Zuckerriibenpollen geeignet. Bei den ebenfalls
untersuchten Maispollen ergaben sich zwar Nachweise, hingegen noch keine statistisch
auswertbaren Befunde, so dass dies noch genauer abzukldren wére. Weitere
Erkenntnisse werden sich dazu aus dem zur Zeit stattfindenden Folgeprojekt in Bayern
(Beismann et al. 2003) ergeben. Nachgewiesen ist die Eignung fiir zahlreiche
Pollenarten, wie Griser, Beifuss, Hasel, Erle, Birke, Pinus.'” Eine systematische

Erfassung des mit dem Sigma-2 erfassbaren Pollenspektrums steht allerdings noch aus.

Fiir molekularbiologische Analysen bestdtigte sich, dass die Pollenanzahlen beim
Sigma-2 selbst bei vierwdchiger Exposition zu gering ausfallen, um als geeignet gelten

zu konnen.

Fiir die Feststellung eines Polleneintrages im GVO-Monitoring reichte jedoch die
Ermittlung  der  direkt erfassbaren  Pollendeposition im  Sigma-2  als

Konventionsverfahren aus.

Im Hinblick auf die Einhaltung einer optimalen Belegungsdichte fiir die

rechnergestiitzte Bildanalyse einerseits und andererseits auch um eine mdglichst

1% Befunde des DWD Freiburg aus den Routinemessungen an den Kurorten
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niedrige Probenfrequenz in einem GVO-Monitoring zu ermdglichen, empfiehlt sich aus
den Ergebnissen eine Erfassungszeit beim Sigma-2 von zwei bis vier Wochen. Noch
kiirzere Zeiten wéren auf Grund der dann zu geringen Pollenanzahlen (Nachweisgrenze)
und des hohen Aufwandes fiir Probenwechsel und Analyse ungiinstig, da die Proben
nicht zusammengefasst, sondern einzeln betrachtet und ausgewertet werden miissen. Bei
groBeren Zeitriumen kann es hingegen zur Uberbelegung der Hafttriger kommen,
insbesondere wenn die Standorte im intensiv bewirtschafteten Agrarraum mit hoher
Einflussdichte und/oder im niheren Einflussbereich stark windbliitiger Kulturpflanzen,

wie z.B. Getreide, Mais, oder pollenreiche Baumarten (Koniferen, Birke etc.) liegen.

Insgesamt erwies sich der Passivsammler Sigma-2 in der Praxis als gut zu
handhabendes und kostengiinstiges'® Verfahren, mit dem zuverlissig aussagefihige

Resultate zu erzielen sind.

4.1.2 PMF

Die Ergebnisse aus den Freilandpriifungen belegten auch fiir die Rapspollenanzahl des
PMF signifikante Beziige zu den Gradienten der Ausbreitungsrechnungen. Sensitivitit,
Nachweisgrenze und Reproduzierbarkeit wurden als wesentliche KenngroBen zur

Standardisierung des PMF auf statistisch hohem Signifikanzniveau ermittelt.

Von den fiir das GVO-Monitoring prioritdren Pflanzenarten wurden eindeutig Pollen fiir
Raps, Mais und Zuckerriibe im PMF nachgewiesen. Die Rapspollen fanden sich in allen
Proben aus dem Agrar- und Siedlungsraum, selbst inmitten der Stddte Bremen und
Freiburg. Dasselbe galt fiir Maispollen. Lediglich der weit vom Agrarraum entfernte
Standort im Nationalpark Bayerischer Wald lag unter der relativen Nachweisgrenze von

0,2% Anteil an den Gesamtpollen.

Die vom PMF erfassten Pollenanzahlen pro Probe lagen bei gleicher Expositionszeit um
den Faktor 10-100 hoher als beim Sigma-2. Mit Gesamtpollenanzahlen von 500.000 bis
600.000 pro Probe im Mittel und bei Raps von 5.000 (Median), 50.000 (Mittelwert) und

1% siche Kap. 4.3 Kosten des Pollenmonitorings
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560.000 im Maximum ist die Pollenmenge als ausreichend fiir molekularbiologische

105
Analysen zu bewerten .

Die Ergebnisse zur PCR belegten, dass DNA- und GVO-Nachweise in den
Pollenproben des PMF aus dem Freiland mdglich sind. Von insgesamt 52 PMF-Proben
gelang bei 37 der DNA-Nachweis. Raps-DNA konnte in 23 Proben festgestellt werden,
DNA von GVO (PAT, 35S) in 11 Fillen. Bei einem Teil der Proben (15) traten jedoch
Inhibitionsprobleme bei der PCR auf, die DNA — Nachweise verhinderten. Dies
bedeutet, dass noch weitere Verbesserungen der PCR-Methodik im Hinblick auf ein
ausreichend reproduzierbares Verfahren fiir das GVO-Monitoring erforderlich sind.

Entsprechende Arbeiten hierzu wurden in Folgevorhaben begonnen.'*

Nach den Ergebnissen aus den Freilandversuchen sind fiir den PMF Erfassungszeiten
von einer Woche bis zu sechs Wochen mdglich, als optimal fiir das GVO-Monitoring
werden zwei bis vier Wochen empfohlen. Beim PMF ist ein Zusammenlegen von
Einzelproben mdglich. Dies eroffnet einen breiten Spielraum im Hinblick auf die

effiziente Gestaltung von Probenahme und Analytik im Monitoring.

In den PMF-Proben wurden zusitzlich systematisch alle bestimmbaren Pollenarten
analysiert. Die Ergebnisse belegten ein Spektrum von ca. 100 weiteren windbliitigen
Pollenarten, wie z.B. Griser, Beifuss, Hasel, Erle, Birke, Pinus etc.. Damit eignen sich
die technischen Sammler im GVO-Monitoring weit {iber Raps, Mais und Zuckerriibe

hinausgehend.

Bei einem regelméBig durchgefiihrten Monitoring lassen sich daher mit dem
Pollenmonitoring retrospektiv Entwicklungen flir bestimmte, erst spiter in den Fokus
kommende GVO nachzeichnen. Das Pollenmonitoring weist damit wichtige Vorteile fiir

eine modulartige Monitoringstrategie bei GVO auf.

195 gefordert waren fiir die PCR 100 Pollen der Zielart pro Probe
1% 5. Kap. 4.3
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Der Passivsammler PMF erwies sich als ein in der Praxis einfach zu handhabendes
Verfahren, mit dem hohe Pollenausbeuten und reproduzierbare Resultate gewonnen

werden konnten.

4.2 Biologische Pollensammler: Matrix Bienenhonig

Die Ergebnisse fiir den biologischen Pollensammler weisen Bienenhonig als geeignete
Matrix fiir das Umweltmonitoring von GVO aus. Bienenbrot und Abstreifer hingegen
empfehlen sich nicht, da sich diese fiir das Monitoring wenig praktikabel zeigten und

keine ausreichend repriasentativen Aussagen zulieen.

Die Ergebnisse der Pollenanalysen im Honig belegten, dass der Rapsanteil im Honig auf
einem vergleichsweise gleichbleibend hohen Niveau gehalten wurde. Der Rapsanteil im
Honig (Gesamt = GVO + konventionell) ergab keinen mit der Entfernung vom
Versuchsfeld abfallenden Gradienten und keinen, mit den technischen Sammlern
vergleichbaren Zusammenhang zur Ausbreitungsrechnung. Dies ist Ausdruck der hohen
Trachtattraktivitit dieser Pflanze im Frithjahr. Die Biene iiberbriickt dafiir

gegebenenfalls auch Distanzen zu umliegenden Rapsfeldern.

Der iiber PCR quantitativ ausweisbare GVO-Anteil der Rapspollen im Honig zeigte
hingegen den Einfluss der beiden untersuchten transgenen HR-Rapsfelder als deutlichen
Gradienten. Der Anteil war im Nahbereich des Feldes am groften und nahm mit
weiterer Distanz ab. Hierbei konnten GVO-Rapspollen in Honigproben bis an den Rand
des Untersuchungsgebietes in 4 km Entfernung nachgewiesen werden, obschon
zahlreiche andere und weitaus grolere Rapsfelder in der Umgebung vorhanden waren.
Von 23 Honigproben wiesen insgesamt 11 die transgenen Rapspollen auf. Bis 500 m
Entfernung zu den HR-Rapsfeldern waren alle Honigproben GVO-positiv; mit
zunehmender Entfernung nahm die Wahrscheinlichkeit einer Identifizierung im Honig
ab. Die statistische Analyse lie hierbei einen signifikanten Zusammenhang der
Nachweiswahrscheinlichkeit von GVO im Honig zur Entfernung und GroBe der

transgenen Rapsfelder erkennen.
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Die Ergebnisse aus diesem Vorhaben belegten, dass sich GVO-Einfliisse mit der
biologischen Sammlerin Honigbiene iiber die Matrix Honig in einer bestimmten
Entfernung zwischen Freisetzung und Bienenstandort detektieren lassen. Mit Hilfe eines
mathematischen Modells wurden Aussagen zur Nachweiswahrscheinlichkeit von
pollenfreisetzenden gentechnisch verdnderten Pflanzen erzielt. Daraus wurden
Fallzahlen abgeleitet, mit denen die Anzahl der nétigen Bienenstandorte fiir die
Uberwachung eines Raumes mit einer bestimmten GroBe bei einer angestrebten

Aussagesicherheit ermittelt werden kann.

Die Ergebnisse belegen eine hohe Raumreprésentativitit im Sammelverhalten der Biene
gegeniiber den technischen Punktsammlern. Durch die aktive Sammeltitigkeit der Biene
lasst sich ein relativ groBer Raum flachendeckend im Hinblick auf GVO-Quellen und
Einfliisse liberwachen. Als Einschrinkung gilt: Die Honigbiene konzentriert sich auf
attraktive Trachtpflanzen. Solange diese vorhanden und fiir ein GVO-Monitoring
notwendig sind, lassen sich gut identifizierbare Signale entsprechend leicht bis in einen

Radius von ca. 4 km Entfernung wiederfinden.

Die Uberwachung anderer GVO hiingt entscheidend von der Hiufigkeit der Pollenart im
Honig sowie dem erzielbaren Detektionslimit der eingesetzten Analysesysteme ab. Fiir
hiufige Arten diirften die Ergebnisse vom Raps als Anhaltspunkt dienen. Fiir
Beimischungen wie Mais, die im Honig durchaus bis ca. 5% vorhanden sein konnen,
gilt folgendes: Zur visuellen Bestimmung der Pollenart reicht standardméBig ein Anteil
von iber 0,2% aus, wobei dies leicht auf 0,1% und darunter durch hohere
Auszihlraten'”” verbesserbar ist. Die derzeitigen Grenzen der molekularbiologischen
Identifizierung diirften absolut bei ca. 30-40 Pollen pro g Honig liegen. Als relative
Angaben bedeutet dies ca. 0,5-1% GVO-Anteil an den Gesamtpollen.

Daraus folgt, dass sich die Biene mit ihrer Sammelmatrix Honig in Verbindung mit der
mikroskopischen Honiganalyse und PCR fiir ein GVO-Monitoring sehr gut eignet.

Beim derzeitigen Stand der Analysetechniken kann rechnerisch durch reprisentativ

197 siche Kap. 2.3.5
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verteilte Bienenstandorte im Durchschnitt ein Raum von 13 km? pro Standort iiberwacht
werden.'®™ Hierbei lassen sich sowohl Reprisentanz und RaumgroBe mit
Weiterentwicklung der molekularbiologischen Nachweissysteme noch steigern. In
Deutschland sind ca. 90.000 Imker mit ca. 1 Mio. Bienenvélkern titig'®”, so dass
durchschnittlich 2 Volker/km? vorhanden sind. Legt man die Raumreprédsentanz von 13
km?/Volk zugrunde, so wiirden 5% der vorhandenen Bienenvdlker ausreichen, um ein
bundesweites GVO-Monitoring grof3tenteils basierend auf den bereits titigen Imkern zu
realisieren. Durch Anwendung geeigneter statistisch begriindeter Probenahmestrategien,
die Kenntnisse iiber Anbaugebiete von GVO, Ausbreitungsmodelle und weitere
Informationen miteinbeziehen, liee sich die notwendige Anzahl fiir ein reprasentatives
Monitoring noch deutlich reduzieren. Als Proben geniigen 1 Glas Honig pro Standort
und Ernte, die zum normalen Preis erworben werden kénnen. Erkennbare Liicken in der
Raumreprésentativitit und Sonderstandorte, die in geringem Umfang anzunehmen sind,
konnen erfahrungsgemiB3 durch Wanderimker und / oder durch die Landes-

Bieneninstitute gut ergéinzt werden.

Die Ergebnisse belegten den Nachweis von iiber 140 Pollenarten in der Matrix
Bienenhonig. Das Pollenspektrum ergidnzte sich hierbei gut zu den technischen
Sammlern, da von der bliitenbesuchenden Honigbiene vor allem die insektengetragenen
Pollen erfasst wurden. Die Matrix Bienenhonig eignet sich fiir ein GVO-Monitoring,
das ebenfalls weit liber Raps, Mais und Zuckerriibe hinausgeht und zukiinftig relevant
werdende Arten mit einschlieBen kann. Retrospektive Aussagen sind in einem
regelmiBig durchgefiihrten Monitoring im Bedarfsfall jederzeit machbar, wobei die gute

Lagerfihigkeit von Honig zukiinftige PCR-Analysen erleichtert.'"

Ein GVO-Monitoring mit der biologischen Sammlerin Honigbiene ist durch die

technischen und logistischen Voraussetzungen als direkt umsetzbar zu werten. Eine

1% Bei einer anzustrebenden Nachweissicherheit von ca. 80% pro Einzelprobe.
19 Angabe von der Ohe
"0 Eady et al 1995
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entsprechende Standardisierung der Vorgehensweise fiir das GVO-Monitoring wird

derzeit als VDI-Richtlinie 4330 BI. 5 unternommen.

43 PCR

Die Ergebnisse zeigten, dass mit den entwickelten PCR-Verfahren (s. Kap 2.5) der
Nachweis von Pollen-DNA und GVO in den Freilandproben der technischen Sammler
und im Bienenhonig vollzogen werden konnte. Die Ringversuche ergaben eine
Nachweisgrenze von ungefdhr 100 Pollen der zu bestimmenden Art in der Probe. Die
Analyse der Freilandproben belegte, dass der Nachweis von Pollen-DNA und GVO bei
einem Grofteil der Proben beider Matrizes gelang, jedoch noch Schwierigkeiten mit der
Zuverléssigkeit und Empfindlichkeit des PCR-Nachweises auftraten, die z.T. auf
Inhibition der PCR zurilickzufiihren waren. Fiir die Matrix Bienenhonig konnte noch im
Verlaufe des Vorhabens eine Verfahrenslosung gefunden werden, so dass am Ende alle
Bienenhonigproben erfolgreich analysiert wurden. Fiir die Proben aus den technischen
Sammlern gelang dies bei 16 Proben nicht. Als Griinde wurden vor allem hemmende
Substanzen aus den beteiligten Luftstduben vermutet. Einer entsprechenden Losung

wird derzeit in Folgevorhaben nachgegangen.'"!

Die relativ neuen PCR-Verfahren zum Nachweis von GVO in Pollen und allgemein
Pflanzenmaterial stellen fiir absehbare Zeit das Mittel der Wahl dar (Bonfini et al.
2001). Beim derzeitigen Stand ist die PCR als das limitierende Glied in der
Verfahrenskette zu bewerten. Die PCR-Verfahren befinden sich jedoch stark in
Entwicklung, so dass hier weitere Fortschritte zu erwarten sind. Zur Qualitdtssicherung
und Standardisierung der PCR-Verfahren fiir das GVO-Monitoring wurde jlingst ein

Fachausschuss beim VDI eingerichtet.

Ul Beismann et al. (2002); Impetus, Bremen; GeneScan, Freiburg
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S Schlussfolgerungen

5.1 Monitoring der Umweltwirkungen von GVO

Die Ergebnisse aus diesem Projekt brachten Belege fiir die Sensitivitit,
Reproduzierbarkeit und Repriasentanz des Pollenmonitorings, in dem technische und
biologische Sammler kombiniert wurden. Wenngleich das Verfahren fiir vielfdltige
Aufgaben in Frage kommt, steht primér die Anwendung fiir das Umweltmonitoring von
GVO im Vordergrund. Nachdem die Grundvoraussetzungen durch dieses Vorhaben
gepriift wurden, sollen hier die Schlussfolgerungen zur Umsetzung des
Pollenmonitorings fiir das Monitoring der Umweltwirkungen von GVO gezogen
werden. Dies beinhaltet die Skizzierung einer effizienten Gesamtstrategie und der Rolle,

die das Pollenmonitoring darin einnehmen kann.

Hierbei ist zunichst das Ziel zu vergegenwirtigen:''? In der EU-Richtlinie 2001/18/EG
wird fiir GVO, die die vorgeschalteten Risikopriifungen bestanden haben und in
Verkehr gebracht werden sollen, als MaBnahme zum ,risk assessment & risk
management das Langzeitmonitoring der Umweltwirkungen vorgeschrieben. Dies
erfolgt vor allem im Bewusstsein der begrenzten Prifmoglichkeiten und den
Erkenntnis- und Sicherheitsliicken, die trotz der vorgeschalteten, raum-zeitlich
begrenzten Risikoforschung verbleiben. Da wegen dieser Liicken dem gesetzlichen
Vorsorgeprinzip nicht ausreichend Rechnung getragen werden kann, ist bei
Inverkehrbringen von GVO verpflichtend eine begleitende Umweltliiberwachung
vorgeschrieben. Die Hoffnung ist, potenzielle Umweltverdanderungen von GVO
friihzeitig genug zu identifizieren, um gegensteuern zu kénnen. Die Uberwachung soll
moglichst umfassend im Hinblick auf gesetzlich definierte Schutzgiiter erfolgen: Zu
beriicksichtigen sind die Merkmale des eingebrachten Genmaterials, des entstandenen

Organismus, des Aufnahmemilieus sowie die Wechselwirkung zwischen dem GVO und

"2 Siehe Kapitel 1
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der Umwelt. Bewertet werden direkte oder indirekte, unmittelbare oder spétere
Wirkungen, wobei alle kumulativen und langfristigen Auswirkungen der absichtlichen
Freisetzung oder der Vermarktung der GVO auf die menschliche Gesundheit und die
Umwelt zu beriicksichtigen sind.'"”> Diese Vorgaben verlangen die Dokumentation der
gegenwartigen GVO-Exposition als Grundlage fiir die Untersuchung auch solcher
Risikofragestellungen, die zur Zeit noch gar nicht absehbar sind, sondern erst in der

Zukunft deutlich werden.

Da die Umwelt natiirlicherweise einem Wandel unterliegt, der sich in komplexen
Zusammenhdngen mit  verschiedensten Ursachen  vollzieht, besteht eine
Hauptschwierigkeit im GVO-Monitoring darin, plausibel festzustellen, ob
gegebenenfalls eintretende Umweltveranderungen mit dem eingebrachten Genmaterial
und GVO in Zusammenhang stehen, oder ob es sich um Umweltveranderungen handelt,
die auch ohne das GVO ablaufen wiirden. Aus Erfahrung in anderen Umweltbereichen
sind derartige Aufgabenstellungen mit einzelnen Parametern oder Parametergefiigen
nicht zu 16sen. Vielmehr ist eine integrierende Monitoringstrategie notwendig, in der
ausgewdhlte Parameter iiber die verschiedenen erforderlichen Erkenntnisbereiche mit
einander verkniipft werden. Hier ist es von Vorteil, wenn die Parameter einen hohen

systemischen Indikationswert aufweisen.

Der Beitrag einzelner Verfahren, wie des Pollenmonitorings, hingt letztlich von einer
Gesamt-Strategie flir das Monitoring der Umweltwirkungen von GVO ab. Um ein
solches Konzept wird derzeit jedoch sowohl wissenschaftlich als auch politisch noch

gerungen, ein praxistauglicher Konsens scheint hier noch fern.

Aus unserer Sicht der Monitoring-Praxis kdnnen wir uns als erfolgversprechend die in
Abb. 5.1.1 skizzierte Strategie vorstellen, die bereits in Kap. 1 angesprochen wurde. Der
Ansatz basiert auf einer iterativen, auf Optimierung der Beobachtungsmdglichkeiten

ausgerichteten stufigen Vorgehensweise, die aus dem Integrierten Monitoring und Risk

'3 Siehe D. Byrne, EU-Commissioner in Consumers Voice 5/03 und den dortigen Erliuterungen zu den anstehenden
Novellierungen der EU-Rechstvorschriften sowie N6h (2003)
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Assessment von Umweltwirkungen stammt''.

Fiir die Plausibilitdtspriifung von
Zusammenhdngen werden hierbei die verschiedenen Ebenen des Wirkungspfades von
der Quelle bis in die biologisch-6kologische Wirkungsebene hinein exemplarisch iiber
geeignete Indikatoren abgedeckt und miteinander verkniipft. Als wesentliche Elemente
sind die Eintrittswahrscheinlichkeiten von Exposition und potentiellen Wirkungen unter
Nutzung der Kenntnisse iiber die Quellen abzuschétzen und im Freiland iiber geeignete
GroBen zu priifen. Die Plausibilitdt von beobachteten Umweltverdnderungen mit dem
Einbringen von GVO lédsst sich dann nachvollziehbar {iiber raum-zeitliche
Zusammenhénge priifen. Die Aussagesicherheit ergibt sich aus der Stimmigkeit der
Ergebnisse. Gegebenenfalls ldsst sich evaluieren, inwieweit sich StellgroBen zur
Regulierung des GVO-Einflusses in Bezug auf Intensitit oder rdumliche Zonierung
(Stichwort: Koexistenz) anbieten. Im Unterschied zu reinen Beobachtungsinstrumenten
ist das Monitoring der Wortbedeutung'” und gesetzlichen Definition in der
Freisetzungsrichtlinie entsprechend ein Uberwachungsinstrument, das den Vergleich

von Ist- mit Sollwerten (z.B. Baselines, Richt-, Grenzwerte) anstrebt, somit bewertende

Elemente beinhaltet und auf Handlungskonsequenzen ausgerichtet ist.

Der nachfolgend beschriebene konzeptionelle Rahmen verdeutlicht exemplarisch die
Voraussetzungen fiir die Ziel- und Aufgabenbestimmung und macht den Beitrag, den

das Pollenmonitoring hierzu leisten kann, transparent:

a) Als primidr wird die Kenntnis iiber Art, Lage und Grofle der GVO- Quellen
angesehen (Anbauregister; Stichproben im Freiland fiir GVO- und
konventionellen Anbau); ein Anbauregister wird als Voraussetzung fiir ein

effizientes Monitoring angesehen.

b) Die niichste Ebene betrifft die Verbreitung des Genmaterials (Exposition). Uber
Ausbreitungsmodelle ldsst sich aus Kenntnis der Quellen eine fliachige

Abschédtzungen der Exposition vornehmen, die dann stichprobenartig im

!!* Matthis & Klein 1994, US EPA 1998, Hofmann et al. 1998, Mauriello & Park 2002
"5 monitor (lat.): Warner, Ermahner, Erinnerer; technisch: Uberwachung mit Vergleich von Soll und Istwerten.
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Freiland iiber geeignete Akkumulationsindikatoren gepriift und korrigiert

werden kann. An dieser Stelle setzt das Pollenmonitoring ein.

Umweltmonitoring von GVO

Verbreitung und Eintrag der
GVO-Konstrukte in der Umwelt

. | Anbauregister |
Freisetzungsquellen | |
Anbaukontrolle
von GVO
| Produktkontrolle |
o Ausbreitungs- und Expositionsmodelle
EXpOSlthIl Meteorol. Ausbreitungsmodelle fiir Pollen; GVO-

Verbreitungsmodelle iiber Insekten, Samen, Pflanzen
etc.

Wirkungen

L_|  Beobachtung spezifischer und
allgemeiner Effekte

Messen der GVO-Verbreitung in der

Umwelt
getationsproben; Losung von
‘Wildtieren; Sedimente

P itoring; Vi

Erfassung
Vollstindig und zeitnah

Stichprobenkontrollen
im Feld

Stichproben im
‘Warenstrom

Flichendeckende
Vorhersagewerte

Konstruktiibergreifen
turraumreprisentatiy,
expositionsgerichtet

Regelinstrumente

Konstruktspezifische Wirkungen
z.B: HR-Programm an Standortbereichen mit hoher HR-
Raps-Exposition; Raumanalyse; Kartierung und PCR-

Analyse von Raps-Kr tnern; S banken

Risikobewertung

Expos.-Wirkungs-Modelle

’ Allgemeine, systemische Wirkungen

Referenzuntersuchungen

GV(Q-seleltiv an
Standort¢n mit
unterschiedlich hoher
Expgsitign und
BeobacHtungs-
wahrschejnlichkeit

Verfahrensreferenzierung
dkosy

e Unter

Beurteilung von Umweltverinderungen
und GVO-Einfluss;
Bewertung

Festlegung entsprechender
Regelgrofien und -werte

Abb. 5.1.1:

Vorschlag fiir eine Strategie zum Monitoring der Umweltwirkungen von
GVO: Die Umweltiiberwachung von GVO verkniipft die Ebenen des
Wirkungspfades von der Freisetzungsquelle tiber Exposition und Wirkung
hin zur Risikobewertung. Den relativ gut erfassbaren Ebenen der Quellen
fiir

Wirkungsuntersuchungen zu, die schwieriger zu beobachten sind. Zur

und Exposition kommen hierbei Lenkungsfunktion
Risikoabschdtzungen von Effekten, die sich einer direkten Beobachtung
entziehen, stellen Expositionsdaten dariiber hinaus die wesentliche Basis
dar. Aus der Risikobewertung erfolgen die Ableitung konkreter
Handlungsempfehlungen, wie die Festlegung einzuhaltender Sollwerte, die

im Monitoring kontrolliert werden.
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¢)

d)

g)

Aus den Erkenntnissen des Pollenmonitorings lassen sich direkt Riickschliisse
zu Eintrag und Verbreitung von GVO iiber Pollen in Deutschland gewinnen.
Diese Daten, die fiir die Risikoabschitzungen von GVO von erheblicher
Bedeutung sind, liegen bis dato nicht vor und konnen aus anderen

Messprogrammen nicht abgeleitet werden.

Weiter erfolgt aus den Expositionsdaten dann die Abschdtzung von potentiellen
Wirkungen und deren Eintritts- und Beobachtungswahrscheinlichkeiten. Hierbei
konnen Kenntnisse zur Verteilung sensitiver oder besonders schiitzenswerter
Okosysteme oder bestimmte, als kritisch bekannte Aufnahmemilieus (z.B:
Biotope mit Kreuzungspartnern etc.) optimierend einflieBen. Die aus
entsprechenden Modellen gewonnenen Aussagen bediirfen wiederum im
Gelinde einer stichprobenartigen und gezielten Uberpriifung. Die Kenntnis zur
Expositionsverteilung erleichtert hierbei die Festlegung eines geeigneten,
effizienten Probenahmedesigns, in dem eine Lenkung GVO-spezifischer
Wirkungsuntersuchungen an Orte mit moglichst guter
Beobachtungswahrscheinlichkeit erfolgt. Dadurch wird die Umsetzung des
Monitorings von GVO trotz einer Vielfalt an Konstrukten und potentiellen

Wirkungen und einem entsprechenden Methodenficher' ' erst praktikabel.

Die Risikobewertung integriert die Erkenntnisse der verschiedenen Ebenen,

wobei die Stimmigkeit der Resultate ein wichtiges Kriterium darstellt.

SchlieBlich lassen sich Handlungsempfehlungen ableiten sowie gegebenenfalls

geeignete Regelgrofien festlegen.

Dartiiber hinaus kénnen Erkenntnisse iiber die Exposition auch zur Zonierung
von Anbaugebieten und GVO-freien/armen Gebieten sowie zu deren Kontrolle
dienen. Die Moglichkeit einer Koexistenz von GVO und konventionellem
Anbau sowie Okolandbau hiingt entscheidend von Reichweite und AusmalB der

Transgenverbreitung sowie der Dynamik im Landbau (Fruchtwechsel) ab. Daher

116 siche Methodendarstellung bei Ziighardt & Breckling 2003

249



5. Schlussfolgerungen

h)

)

sind entsprechend weitrdumig gefasste Zonierungen unerlésslich, fiir manche
GVO ist Koexistenz gar nur unter striktem Containment vorstellbar.''” Da
sowohl der Anbau einem Wandel unterliegt, als auch Modelle zu Verbreitung
von GVO mit grofBen Unsicherheiten behaftet sind, wird es notwendig sein, die
Exposition von GVO f{iber Freilandmessungen zu kontrollieren. Andernfalls
wird es nicht mdglich sein, das politisch definierte Ziel der Wahlfreiheit von
EU-Biirgern in Bezug auf GVO-freie Lebensmittel fiir nachfolgende

. . . 11
Generationen zu gewihrleisten.'®

Die Vorgehensweise fiihrt zu nachvollziehbaren, rdumlichen Zonierungen mit
GVO-spezifischen  Schwerpunkt- und Referenzbereichen. Beobachtete
Umweltverdnderungen kdnnen dann auf raum-zeitliche Zusammenhénge mit der
Freisetzung und Einflussintensitit der GVO gepriift werden. Auffillige Bereiche
oder solche mit besonders unklaren oder widerspriichlichen Ergebnissen werden
hierbei identifiziert und empfehlen sich gezielt fiir weitergehende, vertiefende
Untersuchungen. Damit lésst sich auch im Einzelfall besonderen Konstellationen
von eingebrachtem Genmaterial und Aufnahmemilieu (regionale, dkologische

oder sonstige Besonderheiten) gerecht werden.'"’

Fiir das GVO-Monitoring sind hohe Qualitdtsanforderungen an die Verfahren zu
stellen. Die Verfahren miissen zu wissenschaftlich nachvollziehbaren und iiber
Léndergrenzen hinweg vergleichbaren Ergebnissen fiihren. Es muss moglich
sein, Sollwerte (Baselines, Richt-, Leit-, Schwellen-, Grenzwerte) zu definieren,
so dass bei Abweichungen der Ist-Werte Handlungskonsequenzen abzuleiten

sind. Dies erfordert hinreichend standardisierte Verfahren.

Das Monitoring weist hier bei effizienter Umsetzung zahlreiche Schnittstellen zu

anderen Uberwachungsbereichen im Bereich GVO auf, die als Synergien

"7 siehe Feil & Schmid (2002), Treu & Emberlin (2000)

118

siche Byrne, Consumer Voice (2003)

"% das Instrument der Sonderfallpriifung hat sich in anderen Regelbereichen sehr bewihrt (TA Luft, siche Kloke et al.

1987)
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genutzt werden konnen. Es kann z.B. Hinweise fiir die Uberwachung im

Hinblick auf Verstofe bei der Freisetzung oder illegalen Anbau geben.

GVO-Pollenmonitoring
Technische und biologische Pollensammler mit PCR-Screening

Cuantifizierung des

Polleneintrages =
iiber mikroskopische Pollenanalvse o Aigrad
Honig ;
\ Ermittlung des y
GVP - Anteils &= N TME

ither PCR- Analyse

Biologischer Pollensammler Technische
Honigbhiene Pollensammler

Abb. 5.1.2: Technische und biologische Pollensammler zur Erfassung der Exposition
fiir das Monitoring der Umweltwirkungen von GVO

5.2 Die Rolle des Pollenmonitorings

Beim gegenwirtigen Stand der Technik bietet sich das Pollenmonitoring iiber
technische und biologische Pollensammler als Indikator fiir die Expositionsebene des
GVO-Monitorings an. Beide Verfahren ergéinzen sich und sind im Zusammenhang zu

sehen.

Uber die technischen Pollenpassivsammler, die iiber lingere Zeitriume Pollen integrativ

sammeln und standortbezogene Aussagen erlauben, lassen sich Eintrag und Verbreitung
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von GVO tiber den Luftpfad via Pollen ermitteln. Erfasst wird hierbei der Pollenfluss an

einem Standort (Punktsammler, aerogener Eintrag).

Dies wird ergédnzt durch biologische Pollensammler, wie die Honigbiene, die blithende
Pflanzen anfliegen und deren Pollen sammeln. Uber die Pollenanalyse im Honig lassen
sich dann flachenreprisentative Aussagen zur Verbreitung bliihender, pollen-

freisetzender Pflanzen im Raum und damit der Verbreitung von GVO gewinnen.

Diese Parameter dienen dann, wie in der Monitoringstrategie allgemein dargelegt, als
Indikator fiir die Exposition von GVO. Modellaussagen zur Verbreitung von GVO
konnen so im Freiland iberpriift und korrigiert werden. Unter dem Aspekt eines
anzunehmenden stetigen Wandels von Anbaufldchen, sprich der raum-zeitlichen
Dynamik im Anbau, sind fiir entsprechend sichere Aussagen Expositionspriifungen im

Freiland unerlisslich.

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Pollenmonitoring ein Spektrum von ca. 150
Pollenarten nachgewiesen wurde. Das Pollenmonitoring bietet damit die Moglichkeit,
bereits jetzt, iiber Raps, Mais und Zuckerriibe hinausgehend, ohne besonderen
Zusatzaufwand Informationen iiber zahlreiche weitere Arten zu gewinnen, die als
Langzeitarchive retrospektiv iiber Entwicklungen bestimmter GVO Auskunft geben
konnen. Dariiber lassen sich beispielsweise die Entwicklung der Verbreitung
nachzeichnen, die Variation in Raum und Zeit feststellen und daraus Baselines und
Schwellenwerte ableiten. Diese Erkenntnisse sind besonders wertvoll, damit
zukiinftigen Entwicklungen von GVO und deren Freisetzungen Rechnung getragen

werden kann.

5.3 Die Umsetzung des Pollenmonitorings in der Praxis -

Probenahmedesign

Das in diesem Projekt angewandte Untersuchungsdesign diente der Methodenpriifung.
Fir die Umsetzung des Pollenmonitoring im GVO-Monitoring auf regionaler,

bundesweiter oder gar EU-Ebene sind andere Probenahmestrategien zu verwenden. Das
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Ziel besteht darin, moglichst effizient, d.h. mit moglichst wenigen Standorten, die

Verteilung des GVO-Einflusses iiber Pollen hinreichend genau zu erfassen.

Die Anzahl notwendiger Standorte hidngt von den Genauigkeitsforderungen, den
verwendeten Sammeltechniken und dem Probenahmedesign, also der Strategie der

Sammler-Standortwahl ab.

Die Prézisierung der Genauigkeitsforderungen héngt von politischen Entscheidungen
ab, die noch nicht vorliegen. Von Bedeutung wird beispielsweise die Einhaltung
bestimmter Grenz- bzw. Schwellenwerte fiir unbeabsichtigte Kontamination im Saatgut

sein, Uiber deren Hohe in Kiirze auf EU-Ebene entschieden werden soll.

Als Sammeltechnik kommen wie unter 4.2 dargelegt als biologische Sammler die
Honigbiene mit der Matrix Honig und als technische Sammler die Sigma-2 / PMF —

Kombination in Frage.

Fir die Standortwahl sind grundsitzlich mehrere Verfahren moglich, die sich
hinsichtlich des damit verbundenen technischen und planerischen Aufwands
unterscheiden. Reine Zufallsbeprobungen oder regelméfBige Kataster erfordern geringen
Planungsaufwand, jedoch eine hohe Anzahl von Sammlern sowie einen hohen
technischen Aufwand bei der Aufstellung der Sammler. Die Beschrinkung bei der
Standortwahl auf einzelne Modellregionen und zufillige Anordnung bzw. regelméBiges
Kataster reduziert zwar die Sammler-Anzahl, ldsst jedoch keine hinreichend
reprisentativen Aussagen flir die librigen Gebiete zu. Insgesamt sind rein zufdllige oder
auf vollstindigen regelmédBigen Gittern angeordnete Sammleraufstellungen als

ineffizient anzusehen.

Effizienter sind solche Probenahmedesigns, bei denen die Positionen der Sammler unter
Verwendung von bereits vorhandener Information iiber erwartete Pollenexposition
festgelegt werden. Auch das Wissen iiber schiitzenswerte Bereiche oder sensitive
Wirkorte sollte die Sammler-Positionierung (mit-) steuern. Die zur Planung notwendige
Basis-Information ist in Form von Kartenmaterial, Anbauregistern, Feldstichproben,

Fernerkundung und GIS-Daten entweder ohnehin schon vorhanden oder beschaffbar.
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Ausbreitungsmodelle verkniipfen diese Basis-Information zu Vorhersagewerten fiir die
Pollenexposition iiber groe Fldchen bis hin zur gesamten Bundesrepublik. Aus den
Vorhersagewerten ergeben sich sowohl Hinweise auf Verdichtungsbereiche (,,areas of
concern®), die genauer untersucht werden sollten, wie auch ganz generell Empfehlungen
fiir die Sammler-Positionierung: Fiir die Herstellung eines kartendhnlichen
Gesamtbildes der Pollenexposition sollten Sammler so positioniert werden, dass
Gebiete mit einem ausgeprigten Gradienten in der erwarteten Pollenexposition
bevorzugt beprobt werden, ebenso besonders schiitzenswerte Gebiete oder andere ,,areas
of concern®. Diese grundsitzliche Strategie der geschichteten Stichprobe (stratified
sampling) sollte erginzt werden durch eine Uberpriifung der in die Planung
eingegangenen Grundlagen, insbesondere der Angaben des Anbauregisters, aber auch
der Ausbreitungsrechnung. Fiir eine solche Uberpriifung ist der Einsatz von technischen
Sammlern (Sigma-2 kombiniert mit PMF) vorzuschlagen. Deren Anzahl kann relativ
gering gehalten werden, da sie nur der Uberpriifung der Annahmen dienen, nicht der

Herstellung eines fldchigen Gesamtbildes.

Die geographische Anordnung der Probenahmeorte im Rahmen einer geschichteten
Stichprobe sollte zunédchst auf Grund der oben genannten Grundlagen entworfen
werden. Die ZweckméBigkeit dieses Entwurfs sollte in einer rechnergestiitzten
Simulationsstudie tiberpriift werden, in der die erwarteten Expositionen mit zufélligen
Storungen iiberlagert werden. Auch Variationen in den Grundannahmen (z.B andere
klimatische Verhiltnisse, Verschiebungen der Anbaugebiete) kdnnen im Sinne einer
Sensitivitdtsanalyse in die Simulation eingehen. Innerhalb eines Simulationslaufs wird
dann festgestellt, welches Expositionsbild die Sammleraufstellung des Entwurfs
erwarten ldsst, wobei die in diesem Projekt ermittelten Sammlereigenschaften eingehen.
Ein Vergleich den in der Studie als ,,wahr* angesetzten Verhiltnissen und dem sich
ergebenden Expositionsbild erlaubt eine Beurteilung des anfanglichen Entwurfs der
Sammler-Anordnung und gibt Empfehlungen fiir eventuelle Korrekturen. Auf diese
Weise wird aufwendiges Experimentieren im Freiland fiir Planungszwecke weitgehend

durch preisgiinstige und flexible Rechnersimulation ersetzt.
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Zur Steigerung der Effizienz des Monitorings durch die Einbeziechung von
Informationen zu Anbaufldchen und Fernerkundung sowie Ausbreitungsmodelle liegen

 Der oben beschricbene Ansatz eines effizienten

bereits Erfahrungen vor'?
geschichteten Probenahmedesigns unter Ausnutzung der verfiigbaren Vorinformationen
mit simulationsgestiitzer Planung ist dariiber hinaus in Richtung auf die Einbeziehung
von Wirkungsdaten ausbaubar. Die Kopplung und der Abgleich der Quellen- und
Expositionsdaten mit der raum-zeitlichen Verteilung von Wirkungsbeobachtungen lédsst
die Priiffung zu, inwieweit bestimmte Wirkungen mit der Freisetzung von GVO
verbunden sein konnen und mit welchen Eintrittswahrscheinlichkeiten zu rechnen ist.
Fiir Langzeitwirkungen, die sich einer zeitnahen Beobachtung entziehen, konnen

Risikoabschédtzungen praktisch nur aus Kenntnis der Verteilung der Exposition und

entsprechend anzunehmender Dosis-Wirkungszusammenhénge vorgenommen werden.

5.4 Kosten des Pollenmonitoring

Das Pollenmonitoring wurde nicht zuletzt unter dem Aspekt entwickelt, ein

kostengiinstiges Verfahren fiir das GVO-Monitoring zur Verfligung zu stellen.

Die technischen Pollensammler Sigma-2 und PMF fallen als Passivsammler deutlich
kostengiinstiger als Aktivgerdte aus. Abhidngig von der Stiickzahl koénnen die
Geritekosten um 1.000 € pro Standort realisiert werden, gegeniiber Aktivgeriten, die ab
5.000 € aufwirts beginnen fiir die Pollenzédhlung (z.B. Burkard-Falle) und ab 20.000 €
fiir High-Volume-Sammler zur Erzielung der notwendigen Pollenmengen. Besondere
Installationen (Strom, Gebdude) und Standortsicherungen wie bei Aktivgerdten sind
nicht erforderlich. Die Gerdte konnen praktisch iiberall an geeigneten Standorten

aufgestellt werden.

Die Kosten fiir die Durchfiihrung, wie Probenanalysen, PCR und Bildanalysen, hingen
stark vom Probenahmedesign und der Stiickzahl ab. Insbesondere bei der PCR und der

Bildanalyse ist die Methodenentwicklung stark im Fluss. Bei ausreichendem

120 Hidalgo et al. 2002
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Probendurchsatz (>1000/Jahr) sind Kostenreduzierungen pro Probe und Standort durch
apparative Automatisierungen und spezielle Routinen erheblich (je nach Verfahren

Drittel bis Zehntel), was unter Effizienzgesichtspunkten zu beachten wire.

Die Kosten fiir den biologischen Pollensammler Honigbiene sind denkbar giinstig. In
der Regel geniigt die Einbindung von ortsansdssigen Imkern und der Erwerb eines
500g-Honigglases. Der Preis pro Probe diirfte mit Begleitkosten unter 100 € / Probe bei
asureichender Stiickzahl zu realisieren sein. Nur im Ausnahmefall miissen zusétzliche
Standorte von den Bieneninstituten bestiickt werden. Fiir die Kosten der Probenanalyse
gilt ebenfalls die Abhédngigkeit von den Stiickzahlen. Die melissopalynologischen
Untersuchungen sind als Standardverfahren eingefiihrt und nur geringfiigig zu ergénzen,
die Kosten liegen bei ausreichender Stiickzahl unter 100 € pro Probe. Fiir die PCR gilt

oben Gesagtes.

Das kombinierte Pollenmonitoring stellt sich damit als sehr kostengiinstiges Verfahren
dar, mit dem sich notwendige und wertvolle Aussagen erzielen lassen und mit dem auch

in die Flache gehende Umsetzungen mit hohen Standortzahlen moglich sind.

5.5 Bedeutung der Ergebnisse fiir Abstandsregelungen und

Koexistenz von GVO und konventionellem/Biolandbau

In Abb. 5.5.1 werden die Ergebnisse der Ausbreitungsrechnungen von Raps und Mais
fiir den Sickter Versuch vergleichend gezeigt. Die Ergebnisse weisen deutlich auf die
Abhingigkeit der Polleneinwirkung an einem Standort von der Pollenart und den
jeweilig herrschenden Windverhéltnissen hin. Das Ausmal} des Polleneintrages variiert
bei gleicher Distanz zum Feld um GroBenordnungen abhédngig von der Pollenart, der

Windrichtung und —geschwindigkeit.

In 10m Abstand vom 0,3ha groen Rapsfeld schwankte der an 8 Stellen per PMF
gemessene Rapspollenfluss wihrend der Rapsbiite im Frithling zwischen 5.800.000 und
72.000.000, die rechnerisch ermittelten Minima lagen hierbei unter 1.000.000 und die

Maxima tiber 100.000.000. Der Unterschied zwischen Minima und Maxima beim
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Maispollenfluss in 500m Abstand vom Feld ergab nach der Ausbreitungsrechnung fiir
die Sommersituation wihrend der Maisbliite (rechte Abbildung) einen Faktor von {iber
1.000. Bei gleichem Pollenfluss (250.000 Maispollen/m? entsprechend 0,05 Pollen/m?)

variiert die Entfernung von 150m bis 4 km.

Fiir die Kennzeichnung und Regelung der Einflussstirke von Pollenflug ist daher die
Entfernung von der Quelle in Meter oder Kilometer, (wie es bei derzeitig intendierten
Abstandsregelungen im Hinblick auf Vermeidung moglicher Effekte bei GVO oder zur
Erzielung von Koexistenz von GVO-Anbau, konventionellem und Biolandbau diskutiert
wird) ein ungeeigneter Parameter, wenn nicht hohe Sicherheitsfaktoren bei den
Feldabstinden angelegt werden, die ungiinstige meteorologische und topografische

Situationen einschliessen.

AR filr 2001, Raps, vai=0.01mis, &= 10° Pollenitha x h) AR fiir 2001, Mais, veli=0.2mis, Q=10° Pallen(ha x k)
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Abb. 5.5.1: Ergebnisse der Pollen-Ausbreitungsrechnungen fiir Raps und Mais: Die
Abbildungen zeigen die unterschiedliche Ausbreitungscharakteristik der
beiden Pollenarten und die Abhdngigkeit von Windrichtung und —
verteilung an. Bei gleicher Distanz um das Feld variiert der Polleneinfluss

mit der Windrichtung um GroéfSenordnungen.
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Die Ergebnisse von Lavigne et al. (2002), Eastham & Sweet (2002) sowie Befunde aus
den groBangelegten ,,Field Trials* in GroBbritannien'?' weisen darauf hin, dass fiir Raps
und Zuckerriibe Abstinde von 1.000m nicht ausreichend sind und groBrdumige
Zonierungen auf Landschaftsniveau erforderlich sein werden. Zu vergleichbaren
Ergebnissen kommen auch Feil & Schmid (2002) nach Auswertung von (weltweiten)
Erkenntnissen aus der Pflanzenziichtung. Erfahrungen aus Kanada und den USA, wo
transgener Raps und Mais seit geraumer Zeit frei angebaut wird, zeigen, dass unter
liberaler Handhabung Koexistenz fiir diese GVO nicht moglich ist.'** In diese Richtung
zeigen auch unsere Ergebnisse: Der Eintrag von Raps- und Maispollen wurde fiir alle
Standorte aus dem Agrar- und Siedlungsraum belegt, d.h. auch an Standorten, die km-
weit von Anbaufldchen entfernt lagen. Dies ist leicht erkldrbar, da Pollenwolken bei
kréaftigeren, turbulenten Windlagen oder bei thermischen Aufwinden in hohere
Luftschichten gelangen und mit diesen in hoher Dichte iiber kilometerweite Distanzen

verfrachtet werden koénnen (Helbig et al. 2004).

Fiir GVO empfehlen sich daher Regelungen, die direkt an der Einflussstirke, hier vom
Pollenflug als Indikator fiir potenzielle Wirkungen, ansetzen (DiGiovanni & Larsen
2002). Das kann unter Einbeziehung von  Ausbreitungsmodellen und
Expositionsmessungen im Freiland erfolgen, wie es auch in anderen Bereichen der
Umweltiiberwachung léngst {iblich ist (TA Luft 2002). Fiir N-Immissionen aus
Stallanlagen beispielsweise wurde ein Weg gefunden, der fiir die Anwendung im
Allgemeinen Sicherheitsabstinde festlegt, die so weit sind, dass auch unter ungiinstigen
Situationen keine unerwiinschten Wirkungen zu erwarten sind. Will jemand diese
unterschreiten, ist eine spezifische Begutachtung unter Einbeziehung von u.a.
Ausbreitungsrechnungen,  relative  Lage zu den  Schutzgiitern  und
Immissionsmessungen gefordert. Entsprechende Ansétze liessen sich auf GVO
iibertragen (Lavigne et al. 1996; Lavigne et al. 2002; Richter & Seppelt 2002; Laredo
2003).

2! The Royal Society (2003)
122 Friesen et al. (2003); Marvier (2002)
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Wir erachten derartige Ansdtze flir notwenig, um zu wissenschaftlich
nachvollziehbaren, GVO-spezifischen Zonierungen zu gelangen, die die Eigenschaften
der GVO und die regionalen Gegebenheiten beriicksichtigen, damit die gesetzlich
vorgegebenen Grenzen fiir unbeabsichtigte Kontamination'*® in der Praxis eingehalten
werden konnen. Hidalgo et al. (2002) zeigten am Beispiel von Olea in Spanien, dass mit
geeigneten Modellansitzen entsprechend grofraumige Aussagen zur
Polleneinflussstirke zeitnah zu gewinnen sind. Ausbreitungsrechnungen liefern hierzu
ein mathematisch definiertes, damit allgemein und iiberall nachvollziehbares
Bezugssystem. Vergleichbares ist mit technischen Messverfahren derzeit alleine nicht
zu erzielen. Da sowohl der Anbau einem Wandel unterliegt als auch Modelle zur Aus-
und Verbreitung von GVO mit groBen Unsicherheiten behaftet sind, wird es allerdings
stets notwendig sein, die Exposition von GVO iiber Freilandmessungen zu
kontrollieren. Andernfalls wird es kaum mdglich sein, die EU-weit politisch definierten
Ziele der Koexistenz von GVO-Anbau und konventionellem/6kologischem Anbau
sowie der Wahlfreiheit der EU-Biirger in Bezug auf GVO-freie Lebensmittel auch fiir

nachfolgende Generationen zu gewihrleisten.'**

Welche Langzeitwirkungen eine Gesellschaft auf sich nehmen will, ist Gegenstand
eines gesellschafts-politischen Entscheidungsprozesses. Aufgabe des Monitoring ist es,
entsprechende Uberwachungsinstrumente bereitzuhalten, damit das AusmaB von
Wirkungen frithzeitig eingeschitzt und bewertet werden kann und gegebenenfalls
korrigierende Eingriffe moglich sind. Das Pollenmonitoring bietet auf der
Expositionsebene die Moglichkeit, entsprechend aussagefahige Daten zu erheben, die

als Entscheidungsgrundlagen genutzt werden konnen.

' Bei der Novellierung der EU-Rechtsvorschriften mit nationaler Umsetzung (siche Novellierung des Gentechnik-
Gesetzes in 2004) werden fiir die unbeabsichtigte Kontamination mit GVO Grenzen im Bereich von 0,1-1%
diskutiert..

124 siehe Byrne, Consumers Voice (2003)
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6 Weitere Schritte zur Umsetzung des GVO-

Pollenmonitorings

Aus den hier dargestellten Ergebnissen lassen sich folgende Handlungsempfehlungen fiir die

Realisierung eines Pollenmonitorings als Teil des GVO-Monitorings ableiten:

1.

Priifung der verbleibenden offenen Fragen zur PCR und zur Raumreprisentativitét bei

den technischen Sammlern.

Systematische Ermittlung des erfassbaren Pollenspektrums beim Sigma-2 mit

Erweiterung der Referenzdatenbak fiir die Bildanalyse.

Erstellung von Richtlinien zur Standardisierung fiir das Pollenmonitoring sowie

sukzessive flir alle Verfahren im Monitoring.

Anpassung/Weiterentwicklung  geeigneter  Ausbreitungsmodelle (z.B. LASAT,
KAMM/DRAIS) fir die Anwendung im GVO-Monitoring: Dies beinhaltet die
Ermittlung von Sink- und Depositionsgeschwindigkeit fiir die relevanten Pollenarten,
die stufenskalige und modulartige Vorgehensweise fiir iiberregionale Anwendungen mit
zahlreichen Flidchenquellen, entsprechende Schnittstellen zu GIS mit Verteilung der
Anbauflichen  und  sensitiven  Bereiche  (Anbauregister,  Fernerkundung,
Zonierungsvorgaben etc), Festlegung empirische priifbarer Vorhersageparameter,

Sensitivitdtsstudien im Hinblick auf empirisch nicht priifbare Parameter und Annahmen.

Durchfiihrung einer Machbarkeitsstudie fiir das kombinierte Pollenmonitoring mit
technischen und biologischen Sammlern unter groBerem Raumbezug und statistischem

Probenahmekonzept (Testlauf auf regionaler Ebene).

Ermittlung und Auswertung des erfassbaren Pollenspektrums mit statistischen
Auswertungen im Hinblick auf artspezifische Beobachtungswahrscheinlichkeiten fiir
ein bundesweites Monitoring aus naturraumreprésentativer Sicht, Ermittlung regionaler
raum-zeitlicher Variation, Baselines und Schwellenwerte im Hinblick auf Sollwerte fiir
die Bewertung, Ausarbeitung eines effizienten statistischen Probenahmedesigns fiir das

Pollenmonitoring im GVO-Monitoring (bundesweiter Testlauf).
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Al: Standortmerkmale

Stand- | Pollen- Unter- Aufsteller | Anzahl
suchungs- GVO Bienen- | Bienen- | Standort und nihere Umgebung
ort sammler N
raum stand volker

1 BT Sickte HR-Raps SI 7 Hausgarten, Siedlung

2 T Sickte HR-Raps Ruderalflache, kl. Wall, Schuttflache

3 BT Sickte HR-Raps SI k.A. | Obstgarten, Gemengelage

4 BT Sickte HR-Raps SI 8 Garten, Siedlung, Wald

5 BT Sickte HR-Raps SI 5 Garten, Siedlung, Landwirtschaft

6 BT Sickte HR-Raps SI 5 Waldrand, Landwirtschaft

7 BT Sickte HR-Raps SI 7 Obstplantage, Siedlung, Landwirtschaft

8 BT Sickte HR-Raps SI 4 Wald, Landwirtschaft

9 T Sickte HR-Raps Ruderalflache, kl. Wall, Schuttflache

10 BT Sickte HR-Raps SI 4 Hausgarten, Siedlung

11 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

12 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

13 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft, Volk 42
14 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft, Volk 53
14 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

15 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

16 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

17 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

18 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

19 T Sickte HR-Raps Ruderalflache, kl. Wall, Schuttflache

20 BT Sickte HR-Raps WI 5 Obstplantage, Feldgehdlz, Landwirtschaft
21a BT Sickte HR-Raps SI k. A. | Hausgarten, Siedlung, Wald

22 BT Sickte HR-Raps LfB 1 Freiflache, Landwirtschaft, Siedlung

23 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Griinland, Landwirtschaft, Ubungsgelinde
24 BT Sickte HR-Raps WI 1 Feldgeholz, Landwirtschaft

25 BT Sickte HR-Raps LfB 1 Freiflache, Friedhof, Landwirtschaft

26 BT Sickte HR-Raps SI 4 Hausgarten, Siedlung, Landwirtschaft

27 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Feldgeholz, Landwirtschaft

28 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Landwirtschaft, Wald

29 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Feldgeholz, Landwirtschaft

30 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Landwirtschaft, Feldgeholz, Ubungsplatz
31 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Landwirtschaft, Feldgeholz

32 BT Sickte HR-Raps L{B 1 Landwirtschaft, freistehend

33 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

34 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

35 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

36 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

37 T Sickte HR-Raps Raps-Versuchsfeld, Landwirtschaft

38 T Nort.-Hard. | Referenz Siedlung, Landwirtschaft, Wald

39 T Bremen Referenz Blank

40 BT Kelheim Referenz SI 20 Wiesen, Griinland

41 BT Kelheim Referenz SI 3 Wald, Griinland, Acker

42 BT Kelheim Referenz SI/WI 70 Acker, Griinland, Obstbau

43 BT Kelheim Referenz SI 9 Landwirtschaft, Wald

44 T Kelheim Referenz Landwirtschaft, Griinland, Wald, Obstbau
45 BT Kelheim Referenz SI 22 Wald, Obstbau, Garten

46 BT Kelheim Referenz SI 10 Landwirtschaft, Griinland, Wald, Obstbau
47 BT Kelheim Referenz SI 24 Siedlung, Landwirtschaft, Wald

48 BT Bay. Wald | Referenz SI 4 Wald, Siedlung, Griinland, Bergland

49 T Bremen Referenz Siedlung, Dach

50 T Bremen Referenz Siedlung, Dach

58 T Freiburg Referenz Siedlung, Dach

59 T Freiburg Referenz Siedlung, Dach

60 T Aachen VR-Riibe/ SI 1 Versuchsfeld, Griinland, Feldgeholze,

BT-Mais Universitit/Klinik
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Al: Standortmerkmale

Stand- | Pollen- Unter- Aufsteller | Anzahl
suchungs- GVO Bienen- | Bienen- | Standort und nihere Umgebung
ort sammler .
raum stand volker
61 T Aachen VR-Riibe/ SI 1 Versuchsfeld, Griinland, Feldgehdlze,
BT-Mais Universitit/Klinik
62 BT Aachen VR-Riibe/ SI 1 Versuchsfeld, Griinland, Feldgehdlze,
BT-Mais Universitit/Klinik
63 T Aachen VR-Riibe/ Versuchsfeld, Griinland, Feldgehdlze,
BT-Mais Universitit/Klinik
64 BT Aachen VR-Riibe/ SI 1 Versuchsfeld, Griinland, Feldgeholze,
BT-Mais Universitit/Klinik
65 T Aachen VR-Riibe/ 1 Versuchsfeld, Griinland, Feldgeholze,
BT-Mais Universitit/Klinik
66 BT Aachen VR-Riibe/ SI 1 Griinland, Landwirtschaft, Siedlung,
BT-Mais Gemengelage, Universitit/Klinik
67 BT Aachen VR-Riibe/ SI 1 Griinland, Wald, Landwirtschaft,
BT-Mais Gemengelage, Univresitit/Klinik

68 BT Aachen VR-Riibe/ SI 1 Griinland, NSG (Feuchtfl),

BT-Mais Universitit/Klinik, Landwirtschaft
70 BT Sickte HR-Mais SI 7 s. 1
71 BT Sickte HR-Mais LfB 1 s. 29
72 BT Sickte HR-Mais LfB 1 Mais-Versuchsfeld, Landwirtschatft,
Ubungsgelinde

73 T Sickte HR-Mais Mais-Versuchsfeld, Landwirtschatft,
Ubungsgelinde

74 BT Sickte HR-Mais LfB 1 Mais-Versuchsfeld, Landwirtschatft,
Ubungsgelinde

75 T Sickte HR-Mais Mais-Versuchsfeld, Landwirtschatft,
Ubungsgelinde

76 BT Sickte HR-Mais LfB 1 s. 22

77 BT Sickte HR-Mais LfB 1 s. 23

78 BT Sickte HR-Mais LfB 1 Landwirtschaft, Siedlung

79 BT Sickte HR-Mais LfB 1 s. 25

80 T Sickte HR-Mais s. 33

81 BT Sickte HR-Mais LfB 1 Landwirtschaft, Weihnachtsbaumkultur,

Siedlung, Wald

82 BT Sickte HR-Mais WI 5 s. 20

83 T Sickte HR-Mais s. 31
90/1 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Mainaue, Pappelanlagen
90/2 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Mainaue, Pappelanlagen,

Parallelpr.

91 T Schwarzenau | BT-Mais Landwirtschaft, Obstplantage, Wald
92/1 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Mainaue, Pappelanlagen
92/2 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Mainaue, Pappelanlagen,

Parallelpr.

93 T Schwarzenau | BT-Mais Landwirtschaft, Obstplantage, Wald

94 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Obstplantage, Wald

95 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Griinland

96 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Landwirtschaft, Griinland, Mainaue

97 BT Schwarzenau | BT-Mais BLB 1 Siedlung, Landwirtschaft

Sammler: T

B

Technischer Sammler Sigma-2/PMF

Biologische Sammlerin Honigbiene

Aufsteller Bienenstand:

SI
LfB
WI
BLB

Standortimker
Landesinstitut fiir Bienenkunde Celle
Wanderimker

Bayer. Landesanstalt fiir Bienenzucht/Bienenpriifhof Schwarzenau
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A2: Pollenanzahldeposition Sigma-2

Frihlings-/Rapsperiode
Probe Pollenanzahldeposition Vertikale Pollenanzahldeposition
Zanl- Sigma-2 Haftfolie (4.225 mm?) Sigma-2 pro mz
flache
Brassica Koniferen Gesamt Brassica Koniferen Gesamt

Nr| mm2 :;ct)lflsl?é ;;(:lfl(;?é r;anct)Ifl‘;eI?; n Pollen / m? n Pollen / m? n Pollen / m?

1 110 310 15.500 44.500 7.300 366.400 1.053.600

2[ 110 1.200 16.100 41.000 27.300 381.800 970.000

3| 110 380 22.000 45.900 9.100 520.900 1.086.400

4 120 210 21.300 48.900 5.000 505.000 1.156.700

5[ 120 70 22.600 42.100 1.700 535.800 995.800

6 120 320 17.400 35.800 7.500 412.500 847.500

7( 120 180 18.100 38.900 4.200 428.300 920.000

8| 120 140 17.000 55.200 3.300 401.700 1.307.500

9 110 350 16.800 38.200 8.200 397.300 903.600
10| 120 350 21.100 39.500 8.300 500.000 934.200
11| 110 2.800 19.200 41.500 67.300 454.500 982.700
12| 110 3.000 16.700 37.800 70.900 395.500 893.600
13| 110 1.100 18.100 39.200 26.400 428.200 927.300
14 120 2.500 18.600 38.700 60.000 439.200 915.800
15| 110 1.800 18.100 40.100 42.700 427.300 950.000
16| 120 1.600 19.000 40.100 37.500 450.000 949.200
17| 110 2.400 29.900 56.300 57.300 708.200 1.331.800
18| 120 1.900 20.100 42.700 44.200 475.800 1.010.000
19| 110 1.100 18.600 44.800 25.500 440.900 1.060.000
20| 120 3.600 18.700 49.100 85.000 441.700 1.162.500
21| 120 140 10.400 38.000 3.300 245.000 898.300
22| 120 600 20.300 46.100 14.200 480.800 1.090.000
23| 120 350 16.300 35.500 8.300 386.700 840.000
24| 120 110 15.300 34.900 2.500 361.700 825.800
25| 120 140 20.900 53.700 3.300 495.800 1.270.800
26| 120 390 40.500 64.400 9.200 958.300 1.524.200
27| 120 180 18.400 43.300 4.200 435.800 1.024.200
28| 120 280 22.200 53.900 6.700 525.800 1.275.000
29| 120 920 22.300 57.600 21.700 526.700 1.364.200
30| 110 770 11.100 34.800 18.200 261.800 823.600
31| 110 610 19.900 43.600 14.500 470.900 1.031.800
32| 110 4.300 18.700 55.200 102.700 441.800 1.307.300
33| 110 150 17.100 38.600 3.600 403.600 913.600
34| 110 350 22.200 44.300 8.200 525.500 1.049.100
35| 110 580 20.300 40.400 13.600 480.000 956.400
36| 110 310 17.200 36.800 7.300 406.400 871.800
37| 110 920 19.000 47.700 21.800 449.100 1.128.200
38| 120 420 8.600 23.200 10.000 204.200 550.000
40| 120 1.400 48.600 93.600 33.300 1.149.200 2.215.800
41| 120 110 71.900 113.900 2.500 1.702.500 2.696.700
42| 120 2.100 24.800 82.500 49.200 587.500 1.951.700
43| 120 280 49.200 83.600 6.700 1.164.200 1.979.200
44| 120 20 40.100 74.700 560 948.300 1.767.500
45| 120 110 28.000 66.500 2.500 663.300 1.575.000
46| 120 740 37.400 96.600 17.500 884.200 2.287.500
47| 120 2.000 34.800 67.900 47.500 823.300 1.606.700
48| 120 70 22.400 68.600 1.700 530.000 1.623.300
49| 120 110 15.700 63.300 2.500 370.800 1.499.200
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A2: Pollenanzahldeposition Sigma-2

Sommer periode
Probe Pollenanzahldeposition Vertikale Pollenanzahldeposition
Sigma-2 Haftfolie (4.225 mm?) Sigma-2 pro m2
Zahl- Zea Zahl- Beta Zahl- Gesamt Zea Beta Gesamt
fliche flache flache
Nr| mm? :;‘:Iflg:é mm? E;?lflc:?; mm? :;‘:Iflg:é n Pollen / m? n Pollen / m? n Pollen / m?
60| 324 nd 28| 21.600 nd nd 510.700 nd
61| 324 nd 28| 14.500 nd nd 342.900 nd
62| 324 nd 28| 16.700 nd nd 396.400 nd
63| 324 nd 28| 21.300 nd nd 503.600 nd
64| 324 nd 28| 4.500 nd nd 107.100 nd
65| 324 nd 28| 3.800 nd nd 89.300 nd
66| 324 13 28 300 nd 310 7.100 nd
67| 324 nd 28 15 nd nd 360 nd
68| nicht bestimmbar wegen Insektenbel egung
70| 324 nd - 145 1.600 nd - 37.200
71| 324 nd - 145 3.000 nd - 70.300
72| 324 509 - 145 6.100 12.000 - 145.100
73| 324 143 - 145 2.800 3.400 - 66.800
74| 324 26 - 145 nd 620 - -
75| 324 nd - 145 3.700 nd - 87.600
76| 324 nd - 145 8.100 nd - 191.700
77| 324 nd - 145 2.400 nd - 55.900
78| 324 65 - 145 3.200 1.500 - 74.600
79| 324 nd - 145 6.500 nd - 153.100
80| 324 nd - 145 5.300 nd - 124.800
81| 324 nd - 145 7.200 nd - 170.300
82| 324 nd - 145 5.600 nd - 133.100
83| 324 nd - 145 2.200 nd - 53.100
90| 324 39 - 145 7.800 930 - 184.400
91| 324 13 - 145/  10.600 310 - 252.000
92| 324 nd - 145 5.000 nd - 117.900
93| 324 13 - 145 4.300 310 - 101.000
94| 324 13 - 145 2.100 310 - 49.300
95| 324 nd - 145 3.200 nd - 75.900
96| 324 nd - 145 4.200 nd - 99.300
97| 324 nd - 145 3.200 nd - 76.600
nd = nicht detektiert
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A3: Pollenanzahlen der PMF-Proben und Pollenfluss

Probe i Pollenanzahlmenge in Probe Horizontaler Pollenfluss
wehnite |
Brassica-Pollen Zea- Pollen = Beta- Pollen = Gesamt-Pollen Brassica-Pollen Zea-Pollen Beta-Pollen Gesamt-Pollen
Nr % n Pollen/Probe | n Pollen/Probe | n Pollen/Probe @ n Pollen/Probe n Pollen / m? n Pollen / m* n Pollen / m* n Pollen / m?
Friihlings-/Rapsperiode

1 091 880 - - 109.900 109.900 - - 13.736.300

2 091 41.200 - - 443.100 5.151.100 - - 55.388.200

3 091 6.000 - - 503.700 755.500 - - 62.957.900

4 091 1.300 - - 65.900 164.800 - - 8.241.800

5 091 3.700 - - 747.300 467.000 - - 93.406.600

6 091 12.600 - - 702.100 1.579.700 - - 87.759.500

7 091 550 - - 109.900 68.700 - - 13.736.300

8 091 4.000 - - 1.318.700 494.500 - - 164.835.200

9 091 102.200 - - 1.098.900 12.774.700 - - 137.362.600
10 091 2.000 - - 219.800 247.300 - - 27.472.500
1 091 575.800 - - 2.117.000 71.978.000 - - 264.625.100
12 091 265.400 - - 1.078.800 33.173.100 - - 134.849.900
13 091 102.700 - - 600.900 12.843.400 - - 75.107.600
14 091 165.900 - - 887.300 20.741.800 - - 110.918.500
15 091 46.700 - - 346.000 5.837.900 - - 43.243.800
16 091 142.300 - - 906.400 17.788.500 - - 113.302.300
17 091 67.000 - - 558.600 8.379.100 - - 69.826.000
18 091 81.300 - - 1.161.700 10.164.800 - - 145.211.900
19 091 46.700 - - 631.100 5.837.900 - - 78.890.700
20 091 6.200 - - 77.900 769.200 - - 9.737.100
21 091 1.500 - - 170.900 192.300 - - 21.367.500
22 091 15.400 - - 427.400 1.923.100 - - 53.418.800
23 091 5.200 - - 1.033.000 645.600 - - 129.120.900
24 091 1.800 - - 195.400 219.800 - - 24.420.000
25 091 2.400 - - 268.600 302.200 - - 33.577.500
26 091 1.100 - - 157.000 137.400 - - 19.623.200
27 091 4.300 - - 476.200 535.700 - - 59.523.800
28 091 5.700 - - 238.100 714.300 - - 29.761.900
29 091 11.500 - - 576.900 1.442.300 - - 72.115.400
30 091 28.000 - - 667.200 3.502.700 - - 83.398.700
31 091 5.200 - - 737.800 645.600 - - 92.229.200
32 091 191.200 - - 861.300 23.901.100 - - 107.662.600
33 091 1.400 - - 238.100 178.600 - - 29.761.900
34 091 4.300 - - 857.100 535.700 - - 107.142.900
35 091 57.100 - - 2.040.800 7.142.900 - - 255.102.000
36 091 52.700 - - 976.800 6.593.400 - - 122.100.100
37 091 161.000 - - 1.257.700 20.123.600 - - 157.215.800
38 091 1.200 - - 134.300 151.100 - - 16.788.800
40 091 46.700 - - 934.100 5.837.900 - - 116.758.200
41 091 70 - - 1.648.400 9.200 - - 206.044.000
42 091 8.400 - - 2.087.900 1.044.000 - - 260.989.000
43 091 8.200 - - 2.060.400 1.030.200 - - 257.554.900
44 091 70 - - 1.153.800 9.200 - - 144.230.800
45 091 2.300 - - 769.200 288.500 - - 96.153.800
46 091 4.900 - - 494.500 618.100 - - 61.813.200
47 091 25.300 - - 337.000 3.159.300 - - 42.124.500
48 091 220 - - 109.900 27.500 - - 13.736.300
49 091 660 - - 94.200 82.400 - - 11.773.900
50 091 550 - - 137.400 68.700 - - 17.170.300
51 091 70 - - 660 9.200 - - 82.400
52 091 7.800 - - 776.100 978.500 - - 97.015.700
53 091 6.300 - - 779.200 789.100 - - 97.405.800

1von2




A3: Pollenanzahlen der PMF-Proben und Pollenfluss

Probe i Pollenanzahlmenge in Probe Horizontaler Pollenfluss
wehnite |
Brassica-Pollen Zea- Pollen = Beta- Pollen = Gesamt-Pollen Brassica-Pollen Zea-Pollen Beta-Pollen Gesamt-Pollen
Nr % n Pollen/Probe | n Pollen/Probe | n Pollen/Probe @ n Pollen/Probe n Pollen / m? n Pollen / m* n Pollen / m* n Pollen / m?
Sommerperiode
58 1,8% - 380 - 12.800 - 48.100 - 1.602.600
59 1,8% - 270 - 5.500 - 34.300 - 686.800
60 1,8% - 1.900 164.000 504.600 - 240.400 20.501.400 63.081.100
61 1.8% - 3.700 326.100 433.100 - 460.200 40.762.400 54.137.000
62 1.8% - 3.200 155.800 450.200 - 398.400 19.471.200 56.275.000
63 1.8% - 6.800 73.600 639.400 - 851.600 9.203.300 79.926.200
64 1,8% - 600 <20 302.200 - 75.500 <2.500 37.774.700
65 1.8% - 1.000 1.600 33.000 - 130.500 206.000 4.120.900
66 1,8% - 660 660 22.000 - 82.400 82.400 2.747.300
67 1.8% - 550 30 18.300 - 68.700 3.400 2.289.400
68 1.8% - 1.600 <20 824.200 - 206.000 <2.500 103.022.000
70 1,8% - 50 - 4.600 - 6.900 - 572.300
71 1.8% - 770 - 45.200 - 96.200 - 5.656.100
72 1.8% - 25.000 - 69.400 - 3.125.000 - 8.680.600
73 1.8% - 9.400 - 46.500 - 1.174.500 - 5.814.100
74 1,8% - 2.900 - 34.700 - 364.000 - 4.333.500
75 1.8% - 2.600 - 50.600 - 322.800 - 6.329.500
76 1,8% - 1.300 - 48.600 - 158.000 - 6.075.700
77 1.8% - 380 - 24.000 - 48.100 - 3.004.800
78 1.8% - 1.700 - 24.000 - 212.900 - 2.998.800
79 1.8% - 270 - 91.600 - 34.300 - 11.446.900
80 1.8% - 820 - 63.400 - 103.000 - 7.924.800
81 1.8% - 220 - 31.400 - 27.500 - 3.924.600
82 1.8% - 820 - 68.700 - 103.000 - 8.585.200
83 1.8% - 2.000 - 47.100 - 247.300 - 5.887.000
90 1.8% - 1.900 - 160.300 - 240.400 - 20.032.100
91 1.8% - 1.400 - 158.700 - 178.600 - 19.841.300
92 1.8% - 1.500 - 45.200 - 192.300 - 5.656.100
93 1.8% - 1.300 - 37.200 - 158.000 - 4.646.100
94 1,8% - 110 - 18.300 - 13.700 - 2.289.400
95 1,8% - 160 - 82.400 - 20.600 - 10.302.200
96 1,8% - 160 - 11.800 - 20.600 - 1.471.700
97 1,8% - 710 - 102.000 - 89.300 - 12.755.100
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A4: Quantitative Pollenbestimmung in Bienenhonig und -brot

Frihlings- Brassica- | Brassica - Gesamt - Sommer- Zea - Beta - Gesamt- || Bienen - Btl)ergte_n- Zea - Beta - Gesamt-

honige pollen Anteil pollen honige pollen Pollen pollen brot menge pollen Pollen pollen
PoIIer.1/ % (n=500) PoIIer.1/ PoIIen( PoIIen( Pollen / . 10 9 Pollen /0,01 Pollen/ | Pollen/ 0,01
g Honig g Honig 10 g Honig 10 g Honig g Honig Bienenbrot g 0,019 g

B 1 4.875 91,0 5.357 B 62 2 <0,2% 20.000 B 62 9,2 <0,2% <0,2% 112.500
B 3 7.770 81,2 9.569 B 64 3 <0,2% 15.000 B 64 9,9 <0,2% <0,2% 135.000
B 4 4.450 80,6 5.521 B 66 <0,2% <0,2% 48.000 B 66 15,8 <0,2% <0,2% 180.000
B 5 2.385 84,6 2.819 B 67 2 <0,2% 20.000 B 67 5,9 <0,2% <0,2% 180.000
B 6 2.890 95,0 3.042 B 68 1 <0,2% 10.000 B 68 8,2 <0,2% <0,2% 225.000
B 7 8.850 94,0 9.415 B 70 <0,2% <0,2% 27.000 B 70 34,8 <0,2% 225.000
B 8 885 80,6 1.098 B 71 3 <0,2% 30.000 B 90/1 26,7 601 315.000
B 10 3.065 42,2 7.263 B 72 238 <0,2% 23.800 B 90/2 12,9 825 360.000
B 13 5.505 91,4 6.023 B 74 3 <0,2% 100.000 B 92/1 9,8 230 135.000
B 14 3.285 84,8 3.874 B 76 <0,2% <0,2% 54.000 B 92/2 13,2 5.425 135.000
B 20 3.930 94,0 4.181 B 77 <0,2% <0,2% 54.000 B 94 4,6 1 135.000
B2la 2.340 50,0 4.680 B 78 <0,2% <0,2% 19.800 B 95 12,9 2.750 112.500
B 22 2.135 87,6 2.437 B 81 <0,2% <0,2% 15.300 B 96 13,9 618 90.000
B 23 4.180 95,4 4.382 B 90/1 148 <0,2% 14.800 B 97 38,6 73 225.000
B 24 5.160 95,3 5.414 B 90/2 15 <0,2% 15.000
B 25 2.450 68,2 3.592 B 92/1 10 <0,2% 3.333
B 26 2.550 18,7 13.636 B 92/2 a7 <0,2% 23.500
B 27 3.355 84,8 3.956 B 94 50 <0,2% 25.000
B 28 3.095 87,8 3.525 B 95 59 <0,2% 11.800
B 29 2.290 91,0 2.516 B 96 1.968 <0,2% 19.294
B 30 6.440 93,2 6.910 B 97 <0,2% <0,2% 4.500
B 31 2.415 87,4 2.763
B 32 3.005 69,0 4.355
B 40 3.270 91,2 3.586
B 41 1.015 67,4 1.506
B 42 8.080 90,2 8.958
B 43 5.840 90,4 6.460
B 45 11.230 91,0 12.341
B 46 1.955 79,2 2.468
B 47 4.985 57,6 8.655
B 48 <0,2% <0,2 26.000
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AB5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr [Pollenart/Gattung in PMF-Proben Fruhling (Rapsperiode) Sommerperiode Gesamt Probe 9| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19 21{ 22| 23| 24| 25| 26|
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
51 33 84
1|Acer / Ahorn / maple (Acer.) 18 35% 0 0% 18 21% 1 1
2|Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.) 4 8% 16 48% 20 24% 1
3|Aesculus / Rosskastanie / horse chestnut (Hip.) 7 14% 1 3% 8 10% 1 1
4/ Ailanthus / Gétterbaum / tree of heaven (Sim.) 0 0% 7 21% 7 8%
5| Alismataceae / Froschloffelgewachse / Water Plantain Family 5 10% 0 0% 5 6% 1
6/|Allium / Lauch (Lil.) 0 0% 0 0% 0 0%
7|Alnus* / Erle / alder (Bet.) 13 25% 4 12% 17 20% 1 1 1] 1 1 1 1
8| Ambrosia* / Taubenkraut / ragweed (Comp.) 0 0% 2 6% 2 2%
9|Anemone / Windrdschen / wind rose (Ran.) 0 0% 0 0% 0 0%
10| Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.) 9 18% 7 21% 16 19% 1]
11|Arctium / Klette / burdock (Ast.) 0 0% 5 15% 5 6%
12| Artemisia* / Beifuf3 / mugwort (Ast.) 0 0% 32 97% 32 38%
13|Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.) 0 0% 0 0% 0 0%
14|Begonia / Begonie (Beg.) 0 0% 0 0% 0 0%
15|Beta-T./ Ruben-T. / beet-T. (Chen.) 0 0% 7 21% 7 8%
16|Betula* / Birke / birch (Bet.) 44 86% 4 12% 48 57% i 1} 1 1 1} 1f 1 1} 1 1 1 1 1 1
17|Bistorta officinalis / Wiesenknoterich / meadow bistort (Polyg.) 0 0% 0 0% 0 0%
18|Borago / Borretsch / borage (Bor.) 0 0% 1 3% 1 1%
19|Brassica / Raps / rape (Brass.) 48 94% 17 52% 65 T1% i 1 1 1 14 1f 12 1/ 1 1 1 | 1| 1/ 1} 1| 1
20|Brassicaceae / Kreuzbliitler / Mustard Family 1 2% 3 9% 4 5%
21|Bryonia / Zaunribe / bryony (Cuc.) 0 0% 1 3% 1 1%
22|Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.) 0 0% 0 0% 0 0%
23| Calluna vulgaris / Besenheide / ling (Eric.) 0 0% 0 0% 0 0%
24|Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.) 0 0% 2 6% 2 2%
25|Campanulaceae / Glockenblumengewéchse / Bellflower Family 0 0% 0 0% 0 0%
26|Carpinus* / Hainbuche / hornbeam (Bet.) 31 61% 0 0% 31 37% 1] 1 1 1 1) 1 1f 1 1
27|Caryophyllaceae / Nelkengewachse / Pink Family 2 4% 1 3% 3 4% 1
28|Castanea sativa / Edelkastanie / sweet chestnut (Fag.) 0 0% 3 9% 3 4%
29|Catalpa / Trompetenbaum / catalpa (Big.) 0 0% 0 0% 0 0%
30|Centaurea cyanus / Kornblume / comnflower (Ast.) 0 0% 1 3% 1 1%
31|Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.) 2 4% 3 9% 5 6%
32|Centaurea montana / Bergflockenblume / perennial cornflower (Ast.) 0 0% 1 3% 1 1%
33|Cerastium / Hornkraut / chickweed (Car.) 3 6% 0 0% 3 4%
34|Chelidonium* / Schéllkraut / greater celandine (Pap.) 0 0% 0 0% 0 0%
35|Chenopodiaceae* / Meldegewachse / Goosefoot Family 0 0% 32 97% 32 38%
36/|Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.) 0 0% 1 3% 1 1%
37|Cistus / Zistrose / rock rose (Cist.) 0 0% 0 0% 0 0%
38|Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.) 0 0% 2 6% 2 2%
39|Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.) 3 6% 6 18% 9 11% 1 1
40|Corydalis cava / Hohler Lerchensporn / hollowroot (Fum.) 0 0% 0 0% 0 0%
41|Corylus / Hasel / hazel (Bet.) 35 69% 0 0% 35 42% 1 1| 1 1 1/ 1] 1 1 1 1) 1 1/ 1 1
42|Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.) 0 0% 0 0% 0 0%
43| Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.) 0 0% 0 0% 0 0%
44|Dipsacaceae / Kardengewéchse / Scabious Family 0 0% 0 0% 0 0%
45| Echinops / Kugeldistel /globe thistle 0 0% 1 3% 1 1%
46|Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.) 0 0% 0 0% 0 0%
47|Eleagnus / Olweide / oleaster (Eleag.) 0 0% 0 0% 0 0%
48| Epilobium / Weidenrdschen / fire weed (Onag.) 0 0% 1 3% 1 1%
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AB5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr [Pollenart/Gattung in PMF-Proben Fruhling (Rapsperiode) Sommerperiode Gesamt Probe 9| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19 21{ 22| 23| 24| 25| 26|
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
49|Erica-T. (Eric.) 2 4% 0 0% 2 2%
50| Erodium / Reiherschnabel / heron's bill (Ger.) 0 0% 0 0% 0 0%
51|Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.) 4 8% 3 9% 7 8% 1
52| Fagopyrum esculentum / Buchweizen / buckwheat (Polyg.) 0 0% 0 0% 0 0%
53|Fagus* / Buche / beech (Fag.) 43 84% 2 6% 45 54% 1 1 1f 11 1 1 1] 1 1 1 1 1f 11 1
54| Filipendula* / Madesuf / dropwort (Ros.) 0 0% 1 3% 1 1%
55|Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.) 0 0% 0 0% 0 0%
56| Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.) 1 2% 2 6% 3 4%
57|Fraxinus excelsior* / Esche / ash (Oleac.) 35 69% 0 0% 35 42% 1 11 1 1 1 1] 1 1 1 1 1f 1 1
58|Galium / Labkraut / bedstraw (Rub.) 0 0% 0 0% 0 0%
59|Genista-T. / Ginster-T. / broom-T. (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
60|Geranium / Storchschnabel / cranesbill (Ger.) 0 0% 1 3% 1 1%
61|Gleditsia / Gleditschie / honey locust (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
62| Helianthemum®* / Sonnenréschen / sun rose (Cist.) 0 0% 0 0% 0 0%
63|Helianthus annuus / Sonnenblume / sunflower (Ast.) 0 0% 6 18% 6 7%
64|Helianthus-T. / Sonnenblumen-T. / sunflower-T. (Ast.) 0 0% 2 6% 2 2%
65|Heracleum / Barenklau / hogweed (Apiac.) 0 0% 14 42% 14 17%
66|Heracleum mantegazzianum / Riesenbarenklau / giant hogweed (Apiac.) 1 2% 1 3% 2 2%
67|Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Guitt.) 0 0% 0 0% 0 0%
68| llex aquifolium / Stechpalme / common holly (Aquif.) 0 0% 0 0% 0 0%
69|Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.) 0 0% 1 3% 1 1%
70|Juglandaceae* / Walnussgewachse / Walnut Family 42 82% 1 3% 43 51% 1] 1] 1 1 1 1f 1 1] 1 | 1| 1/ 1} 1| 1
71|Juncaceae* / Binsengewachse / Rush Family 0 0% 0 0% 0 0%
72|Lavandula / Lavendel / lavender (Lam.) 0 0% 0 0% 0 0%
73|Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.) 2 4% 7 21% 9 11%
74|Liliaceae / Liliengewéchse / Lily Family 1 2% 1 3% 2 2%
75|Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.) 0 0% 0 0% 0 0%
76| Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.) 0 0% 2 6% 2 2%
77|Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
78| Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee / greater bird's foot trefoil (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
79|Lychnis / Lichtnelke / pink-T. (Car.) 0 0% 0 0% 0 0%
80| Lythraceae / Weiderichgewéachse / Loosestrife Family 0 0% 1 3% 1 1%
81|Malvaceae / Malvengewachse / Mallow Family 0 0% 2 6% 2 2%
82| Melilotus / Steinklee / melilot (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
83|Moraceae* / Maulbeergewachse / Mulberry Family 3 6% 1 3% 4 5%
84|Morus* / Maulbeere / mulberry (Mor.) 0 0% 7 21% 7 8%
85|Myosotis / Vergissmeinnicht / forget-me-not (Bor.) 0 0% 0 0% 0 0%
86|Nymphaea* / Seerose / water lily (Nym.) 0 0% 1 3% 1 1%
87|Oenothera / Nachtkerze /evening primrose (Onagr.) 0 0% 0 0% 0 0%
88|Onagraceae / Nachtkerzengewéchse / Evening Primrose Family 0 0% 0 0% 0 0%
89|Ononis / Hauhechel / restharrow (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
90|Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.) 0 0% 1 3% 1 1%
91|Pachysandra terminalis / Ysander / Spurge (Bux.) 0 0% 0 0% 0 0%
92| Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.) 0 0% 0 0% 0 0%
93|Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.) 0 0% 3 9% 3 4%
94| Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.) 0 0% 3 9% 3 4%
95|Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.) 0 0% 4 12% 4 5%
96| Phacelia tanacetifolia / Buischelschon / fiddle neck (Hyd.) 1 2% 1 3% 2 2%
97|Picea* / Fichte / spruce (Pin.) 50 98% 24 73% 75 89% i 1 1 1 14 1f 1 1} 1 1 1 i 1) 1} 1] 1} 1
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AB5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr [Pollenart/Gattung in PMF-Proben Fruhling (Rapsperiode) Sommerperiode Gesamt Probe 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24| 25| 26|
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
98|Pinus* / Kiefer / pine (Pin.) 51 100% 32 97% 84 100% i 1, 1} 1 1} 12 1 12 1} 1 1 1 1f 1f 1 1] 1
99|Pisum-T./ Erbsen-T. / pea-T. (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
100|Plantaginaceae* / Wegerichgewéchse / Plantain Family 7 14% 18 55% 25 30% 1]
101|Poaceae* / StuRgraser / Grass Family 28 55% 32 97% 60 71% ] 1) 1 1 1 14 1
102|Populus* / Pappel / poplar (Sal.) 2 4% 1 3% 3 4% 1 1
103|Potentilla* / Fingerkraut / cinquefoil (Ros.) 0 0% 0 0% 0 0%
104|Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.) 19 37% 0 0% 19 23% 1] 1] 1] 1] 1 1] 1
105|Pyrus-T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.) 0 0% 1 3% 1 1%
106|Quercus* / Eiche / oak (Fag.) 49 96% 9 27% 59 70% i 1} 1 1 1} 1f 1 1} 1 1 i 1) 1} 1] 1 1
107|Ranunculaceae* / Hahnenfu3gewéchse / Buttercup Family 4 8% 1 3% 5 6%
108|Ranunculus-T.* / HahnenfuB-T. / buttercup-T. (Ran.) 0 0% 0 0% 0 0%
109/ Rhamnaceae / Kreuzdorngewéchse / Buckthorn Family 0 0% 0 0% 0 0%
110|Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.) 0 0% 0 0% 0 0%
111|Robinia pseudoacacia / Scheinakazie / locust (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
112|Rosaceae / Rosengewéachse / Rose Family 0 0% 0 0% 0 0%
113|Rubus / Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.) 0 0% 0 0% 0 0%
114|Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.) 6 12% 4 12% 10 12%
115|Ruta graveolens / Weinraute / rue (Rut.) 0 0% 0 0% 0 0%
116/ Salix / Weide / willow (Sal.) 41 80% 8 24% 49 58% 1 i 1] 1 1 1 1 1} 1 1 1l 1 1} 1
117|Sambucus* / Holunder / elder (Capr.) 1 2% 0 0% 1 1% 1
118|Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf / small burnet (Ros.) 0 0% 0 0% 0 0%
119|Sedum-T. / Fetthennen-T. / stonecrop (Crass.) 0 0% 0 0% 0 0%
120|Senecio / Greiskraut / groundsel (Ast.) 0 0% 1 3% 1 1%
121|Serratula-T. / Scharten-T. / saw wort-T. (Ast.) 0 0% 23 70% 23 27%
122|Sinapis-T. / Senf-T. / mustard-T. (Brass.) 1 2% 9 27% 10 12%
123|Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.) 0 0% 0 0% 0 0%
124|Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.) 0 0% 0 0% 0 0%
125| Symphoricarpos / Schneebeere / snowberry (Capr.) 1 2% 0 0% 1 1%
126|Symphytum / Beinwell / comfrey (Bor.) 0 0% 0 0% 0 0%
127| Taraxacum-T. / Léwenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.) 18 35% 11 33% 29 35% 11 1 1 14 1 1 1
128|Taxaceae* / Eibengewéchse / Yew Family 8 16% 3 9% 11 13% 1] 1
129|Tilia / Linde / lime (Til.) 2 4% 22 67% 24 29%
130| Trifolium incarnatum / Inkernatklee / crimson clover (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
131 Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.) 0 0% 4 12% 4 5%
132|Trifolium repens / Weiklee / white clover (Fab.) 0 0% 5 15% 5 6%
133| Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
134|Tussilago / Huflattich / coltsfoot (Ast.) 2 4% 0 0% 2 2%
135| Typhaceae* / Rohrkolbengewéchse / Cattail Family 0 0% 6 18% 6 %
136|UImaceae* / Uimengewachse / ElIm Family 0 0% 0 0% 0 0%
137|Urticaceae* / Nesselgewachse / Nettle Family 0 0% 0 0% 0 0%
138|Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. / blueberry-T. (Eric.) 0 0% 0 0% 0 0%
139|Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 0 0% 0 0% 0 0%
140|Viburnum / Schneeball / viburnum (Capr.) 1 2% 1 3% 2 2%
141|Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 0 0% 0 0% 0 0%
142|Violaceae / Veilchengewachse / Violet Family 0 0% 1 3% 1 1%
143|Viscum / Mistel / mistletoe (Lor.) 0 0% 0 0% 0 0%
144|Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 0 0% 33 100% 33 39%
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A5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr | 27| 28| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40| 41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50| 51| 52| 53| 58| 59| 60| 61| 62| 63| 64| 65 66| 67| 68| 70| 71| 72| 73| 74
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A5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr | 27| 28| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40| 41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50| 51| 52| 53| 58| 59| 60| 61| 62| 63| 64| 65 66| 67| 68| 70| 71| 72| 73| 74

BLS RLSIB 2 E(&

59

61

62

63, 1

65 1 1 1) 1 1 1 1 1 1

67

69 1

70 1 1 1/ 1) 14 1 1f 1 1| 1f 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

71

72

73 1) 1 1 1 1 1 1 1

74

75

76 1 1

7

78

79

81

BB RRBI

89

90

91

92

93

95 1

96,

97 1 1 1 1 1 1 1 14 1 1} 1} 1} 1 1 1 1 1 1 1 1) 1 1 1} 1 1 1 1] 1 1 1, 1} 1/ 1f 1f 1 1} 1} 1
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A5: Pollenartenspektrum in den PMF-Proben

Nr | 27| 28| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36| 37| 38| 39| 40| 41| 42| 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50| 51| 52| 53| 58| 59| 60| 61| 62| 63| 64| 65 66| 67| 68| 70| 71| 72| 73| 74

9 1 1 1 1 1} 1f 1f 1} 1 1f 1f 1} 1} 1} 1} 1 1} 1 1 1} 1} 1] 1 1| 1 1 1 1 1) 14 14 14 1} 1f 1f 1f 1} 1} 1} 1} 1] 1

99

100 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

101 1 1 1 1 1 1 1 1 1) 1 1 1 i 1 1 1 1) 1 14 14 1f 12 1 1 1f 1f 1

102 1

103;

104, 1) 1 1 1 1 1]

105 1]

06 1 1 1 1) 1) 1} 1} 1} 1} 1f 1 1f 1 1 1 1 1 1) 1) 1} 1} 1} 1} 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1

107, 1 1) 1 1 1

108;

109

110

111

112

113

114 1] 1 1 1 1 1 1] 1

115

116 1 1 14 14 1 1 1 1 1f 1 1 1 1) 1) 1] 1 1 1 11 1 1] 1 1 1 1

117

118

119

120

121 1 1 1) 10 1) 14 1 1f 1 1 1]

122 1 1 1

123

124

125 1

126

127 1] 1 1 1 1 1) 1 1 1 1 1 1 1

128 1 1 1 1 1] 1 1

129 1 1 1) 1) 11 11 1 1 1 1 11 1 1 1]

130

131 1 1 1

132 1 1 1

133

134 1 1

135 1 1 1 1 1 1

136

137

138

139

140 1] 1

141

142

143

144 1 1 1 1) 14 1 1} 1f 1f 1f 1} 1} 1} 1] 1] 1
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben

Nr Pollenart/Gattung Frahhonig Sommerhonig Gesamt Probe 10| 13| 14| 20| 21a| 22| 23| 24| 25| 26| 27
Funde % Funde % Funde %
Anzahl Honigproben 31 22 53
1|Acer / Ahorn / maple (Acer.) 31 100% 8 36% 39 74% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2|Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.) 8 26% 14 64% 22 42% 1 1 1
3|Aesculus / Rosskastanie / horse chestnut (Hip.) 25 81% 5 23% 30 57% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4|Ailanthus / Gotterbaum / tree of heaven (Sim.) 0 0% 4 18% 4 8%
5|Alismataceae / Froschloffelgewéachse / Water Plantain Family 4 13% 0 0% 4 8% 1 1
6|Allium / Lauch (Lil.) 1 3% 0 0% 1 2% 1
7|Alnus* / Erle / alder (Bet.) 10 32% 2 9% 12 23% 1 1 1 1
8|Anemone / Windréschen / wind rose (Ran.) 0 0% 1 5% 1 2%
9|Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.) 4 13% 7 32% 11 21% 1
10|Arctium / Klette / burdock (Ast.) 0 0% 9 41% 9 17%
11|Artemisia* / BeifuR / mugwort (Ast.) 0 0% 2 9% 2 4%
12|Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.) 3 10% 9 41% 12 23% 1
13|Begonia / Begonie (Beg.) 1 3% 2 9% 3 6% 1
14|Berberidaceae /Sauerdorngewéchse / Barberry Family 4 13% 0 0% 4 8% 1 1 1
15|Betula* / Birke / birch (Bet.) 15 48% 5 23% 20 38% 1 1 1 1
16|Bistorta officinalis / Wiesenknéterich / meadow bistort (Polyg.) 2 6% 3 14% 5 9%
17|Borago / Borretsch / borage (Bor.) 28 90% 15 68% 43 81% 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18|Brassica / Raps / rape (Brass.) 7 23% 4 18% 11 21% 1 1 1
19|Brassicaceae / Kreuzblitler / Mustard Family 0 0% 1 5% 1 2%
20(Bryonia / Zaunrube / bryony (Cuc.) 0 0% 6 27% 6 11%
21[Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.) 0 0% 2 9% 2 4%
22|Calluna vulgaris / Besenheide / ling (Eric.) 0 0% 5 23% 5 9%
23[Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.) 0 0% 4 18% 4 8%
24[Campanulaceae / Glockenblumengewéchse / Bellflower Family 3 10% 3 14% 6 11% 1 1
25[Carpinus* / Hainbuche / hornbeam (Bet.) 0 0% 1 5% 1 2%
26[Caryophyllaceae / Nelkengewéchse / Pink Family 4 13% 3 14% 7 13% 1 1
27[Castanea sativa / Edelkastanie / sweet chestnut (Fag.) 2 6% 8 36% 10 19% 1
28[Catalpa / Trompetenbaum / catalpa (Big.) 0 0% 2 9% 2 4%
29[Centaurea cyanus / Kornblume / cornflower (Ast.) 2 6% 7 32% 9 17% 1 1
30[Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.) 1 3% 0 0% 1 2%
31[Centaurea montana / Bergflockenblume / perennial cornflower (Ast.) 1 3% 8 36% 9 17% 1
32[Chelidonium* / Schéllkraut / greater celandine (Pap.) 3 10% 0 0% 3 6% 1 1
33[Chenopodiaceae* / Meldegewéchse / Goosefoot Family 0 0% 8 36% 8 15%
34|Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.) 0 0% 1 5% 1 2%
35(Cistus / Zistrose / rock rose (Cist.) 0 0% 3 14% 3 6%
36[Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.) 1 3% 13 59% 14 26% 1
37[Cornaceae / Hartregielgewachse / Dodwodd Family 1 3% 0 0% 1 2%
38[Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.) 12 39% 2 9% 14 26% 1 1 1 1 1
39|Corydalis cava / Hohler Lerchensporn / hollowroot (Fum.) 0 0% 1 5% 1 2%
40|Corylus / Hasel / hazel (Bet.) 2 6% 0 0% 2 4% 1
41|Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.) 0 0% 2 9% 2 4%
42|Cynoglossum / Hundszunge / hound's tong (Bor.) 2 6% 0 0% 2 4% 1
43|Cyperaceae* / Sauergraser / Sedge Family 2 6% 0 0% 2 4%
44|Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.) 2 6% 0 0% 2 4% 1
45|Deutzia / Deutzie / snow flower (Sax.) 2 6% 0 0% 2 4% 1 1
46|Dipsacaceae / Kardengewachse / Scabious Family 0 0% 5 23% 5 9%
47|Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.) 1 3% 7 32% 8 15% 1
48|Eleagnus / Olweide / ol (Eleag.) 0 0% 1 5% 1 2%
49| Epilobium / Weidenrdschen / fire weed (Onag.) 0 0% 6 27% 6 11%
50(Erica-T. (Eric.) 2 6% 2 9% 4 8% 1 1
51[Erodium / Reiherschnabel / heron's bill (Ger.) 0 0% 1 5% 1 2%
52[Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.) 2 6% 3 14% 5 9% 1 1
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben

Nr Pollenart/Gattung Frihhonig Sommerhonig Gesamt Probe 10| 13| 14| 20| 21a| 22| 23| 24| 25| 26| 27
Funde % Funde % Funde %

53[Euphorbia-T. / Wolfsmilch-T / spurge-T. (Euph.) 1 3% 0 0% 1 2% 1

54[Fagopyrum esculentum / Buchweizen / buckwheat (Polyg.) 1 3% 0 0% 1 2%

55[Fagus* / Buche / beech (Fag.) 4 13% 0 0% 4 8% 1

56|Filipendula* / MadesR / dropwort (Ros.) 10 32% 4 18% 14 26% 1 1 1 1

57|Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.) 2 6% 7 32% 9 17% 1

58|Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.) 14 45% 9 41% 23 43% 1 1 1

59(Fraxinus excelsior* / Esche / ash (Oleac.) 2 6% 0 0% 2 4%

60[Galium / Labkraut / bedstraw (Rub.) 0 0% 1 5% 1 2%

61[Genista-T. / Ginster-T. / broom-T. (Fab.) 0 0% 3 14% 3 6%

62[Gleditsia / Gleditschie / honey locust (Fab.) 0 0% 3 14% 3 6%

63[Helianthemum* / Sonnenrdschen / sun rose (Cist.) 1 3% 2 9% 3 6%

64[Helianthus annuus / Sonnenblume / sunflower (Ast.) 0 0% 10 45% 10 19%

65|Heracleum mantegazzianum / Riesenbarenklau / giant hogweed (Apiac.) 1 3% 10 45% 11 21%

66[Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Gutt.) 3 10% 6 27% 9 17% 1 1

67|llex aquifolium / Stechpalme / common holly (Aquif.) 1 3% 0 0% 1 2%

68[Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.) 1 3% 2 9% 3 6%

69[Juglandaceae* / Walnussgewéchse / Walnut Family 2 6% 0 0% 2 4% 1

70[Juncaceae* / Binsengewéchse / Rush Family 0 0% 1 5% 1 2%

71[Lavandula / Lavendel / lavender (Lam.) 0 0% 2 9% 2 4%

72[Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.) 5 16% 6 27% 11 21% 1 1 1

73|Liliaceae / Liliengewéchse / Lily Family 2 6% 10 45% 12 23% 1

74|Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.) 0 0% 1 5% 1 2%

75([Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.) 13 42% 3 14% 16 30% 1 1 1 1 1 1

76(Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.) 4 13% 6 27% 10 19% 1 1 1

77|Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee / greater bird's foot trefoil (Fab.) 1 3% 4 18% 5 9% 1

78[Lychnis / Lichtnelke / pink-T. (Car.) 2 6% 1 5% 3 6%

79[Malvaceae / Malvengewachse / Mallow Family 0 0% 8 36% 8 15%

80[Melilotus / Steinklee / melilot (Fab.) 2 6% 0 0% 2 4% 1

81[Morus* / Maulbeere / mulberry (Mor.) 1 3% 2 9% 3 6%

82[Myosotis / Vergissmeinnicht / forget-me-not (Bor.) 20 65% 0 0% 20 38% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

83[Nymphaea* / Seerose / water lily (Nym.) 0 0% 1 5% 1 2%

84[Oenothera / Nachtkerze /evening primrose (Onagr.) 0 0% 1 5% 1 2%

85[Onagraceae / Nachtkerzengewéchse / Evening Primrose Family 1 3% 0 0% 1 2%

86[Ononis / Hauhechel / restharrow (Fab.) 2 6% 3 14% 5 9%

87[Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.) 0 0% 2 9% 2 4%

88[Pachysandra terminalis / Ysander / Spurge (Bux.) 0 0% 1 5% 1 2%

89[Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.) 8 26% 7 32% 15 28% 1 1 1 1

90(Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.) 0 0% 11 50% 11 21%

91[Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.) 0 0% 1 5% 1 2%

92[Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.) 9 29% 18 82% 27 51% 1 1 1 1

93[Phacelia tanacetifolia / Biischelschon / fiddle neck (Hyd.) 0 0% 6 27% 6 11%

94[Picea* / Fichte / spruce (Pin.) 14 45% 9 41% 23 43% 1 1 1 1

95(Pinus* / Kiefer / pine (Pin.) 22 71% 15 68% 37 70% 1 1 1 1 1 1 1

96[Pisum-T. / Erbsen-T. / pea-T. (Fab.) 1 3% 1 5% 2 4% 1

97[Plantaginaceae* / Wegerichgewachse / Plantain Family 6 19% 7 32% 13 25% 1 1

98[Poaceae* / SuRgraser / Grass Family 27 87% 20 91% 47 89% 1 1 1 1 1 1 1 1 1

99(Potentilla* / Fingerkraut / cinquefoil (Ros.) 2 6% 2 9% 4 8% 1
100(Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.) 29 94% 8 36% 37 70% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
101 [Pyrus-T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.) 29 94% 18 82% 47 89% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
102[Quercus* / Eiche / oak (Fag.) 22 71% 7 32% 29 55% 1 1 1 1 1 1
103[Ranunculaceae* / HahnenfuBgewachse / Buttercup Family 1 3% 4 18% 5 9%
104[Ranunculus-T.* / HahnenfuB-T. / buttercup-T. (Ran.) 1 3% 3 14% 4 8% 1
105[Rhamnaceae / Kreuzdorngewéchse / Buckthorn Family 4 13% 2 9% 6 11% 1
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben

Nr Pollenart/Gattung Frihhonig Sommerhonig Gesamt Probe 1 10| 13| 14| 20| 21a| 22| 23| 24| 25| 26| 27
Funde % Funde % Funde %

106|Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.) 6 19% 5 23% 11 21% 1 1 1 1

107 [Robinia pseudoacacia / Scheinakazie / locust (Fab.) 3 10% 2 9% 5 9% 1

108|Rosaceae / Rosengewachse / Rose Family 2 6% 4 18% 6 11% 1 1

109[Rubus / Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.) 2 6% 4 18% 6 11% 1

110|Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.) 6 19% 5 23% 11 21% 1 1 1 1

111[Ruta graveolens / Weinraute / rue (Rut.) 0 0% 1 5% 1 2%

112(Salix / Weide / willow (Sal.) 29 94% 5 23% 34 64% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

113[Sambucus* / Holunder / elder (Capr.) 19 61% 5 23% 24 45% 1 1 1 1 1 1 1 1

114|Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf / small burnet (Ros.) 4 13% 1 5% 5 9% 1 1

115[Sedum-T. / Fetthennen-T. / stonecrop (Crass.) 2 6% 3 14% 5 9% 1

116{Senecio / Greiskraut / groundsel (Ast.) 3 10% 6 27% 9 17% 1 1

117(Serratula-T. / Scharten-T. / saw wort-T. (Ast.) 2 6% 14 64% 16 30% 1

118(Sinapis-T. / Senf-T. / mustard-T. (Brass.) 7 23% 20 91% 27 51% 1 1

119(Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.) 0 0% 4 18% 4 8%

120[Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.) 7 23% 0 0% 7 13% 1 1

121 [Symphoricarpos / Schneebeere / snowberry (Capr.) 4 13% 11 50% 15 28% 1

122[Symphytum / Beinwell / comfrey (Bor.) 1 3% 0 0% 1 2% 1

123([Syringa / Flieder/ lilac (Oleac.) 1 3% 0 0% 1 2% 1

124|Taraxacum-T. / Léwenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.) 18 58% 16 73% 34 64% 1 1 1 1 1 1 1 1

125|Taxaceae* / Eibengewéchse / Yew Family 0 0% 1 5% 1 2%

126(Tilia / Linde / lime (Til.) 4 13% 18 82% 22 42% 1

127|Trifolium incarnatum / Inkernatklee / crimson clover (Fab.) 2 6% 6 27% 8 15% 1

128(Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.) 6 19% 5 23% 11 21%

129(Trifolium repens / WeilRklee / white clover (Fab.) 11 35% 20 91% 31 58% 1 1 1

130(Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.) 2 6% 0 0% 2 4%

131 |Tussilago / Huflattich / coltsfoot (Ast.) 0 0% 1 5% 1 2%

132[Typhaceae* / Rohrkolbengewéchse / Cattail Family 0 0% 1 5% 1 2%

133[Ulmaceae* / Uimengewéchse / ElIm Family 1 3% 0 0% 1 2% 1

134|Urticaceae* / Nesselgewéachse / Nettle Family 0 0% 3 14% 3 6%

135|Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. / blueberry-T. (Eric.) 2 6% 4 18% 6 11%

136(Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 0 0% 5 23% 5 9%

137|Viburnum / Schneeball / viburnum (Capr.) 8 26% 0 0% 8 15% 1 1

138|Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 3 10% 5 23% 8 15% 1 1

139|Violaceae / Veilchengewéachse / Violet Family 1 3% 6 27% 7 13%

140(Viscum / Mistel / mistletoe (Lor.) 1 3% 0 0% 1 2% 1

141(Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 3 10% 15 68% 18 34%
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben
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A6: Pollenartenspektrum in den Honigproben

Nr 28| 29| 30| 31| 32| 40| 41| 42| 43| 45| 46| 47| 48| 62| 64| 66| 67| 68 70| 71 72| 74| 76| 77| 78| 81| 82/90,1|90,2 92,1|92,2| 94| 95| 96| 97
106 1 1 1 1 1 1 1

107 1 1 1 1

108 1 1 1 1

109 1 1 1 1 1

110 1 1 1 1 1 1 1

111 1

112 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
113 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

114 1 1 1

115 1 1 1

116 1 1 1 1 1 1 1

117 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
118 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
119 1 1 1 1
120 1 1 1

121 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
122

123

124 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
125 1

126 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
127 1 1 1 1 1 1 1

128 1 1 1 1 1 1 1 1
129 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
130 1 1

131 1

132 1
133

134 1 1 1

135 1 1 1 1 1 1

136 1 1 1 1 1

137 1 1 1 1 1

138 1 1 1 1 1 1
139 1 1 1 1 1 1 1

140

141 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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A7: Pollenartenspektrum in den Bienenbrotproben

Nr Pollenart/Gattung Funde| % |Probe|B 62|B 64|B 66|B 67|B 68 B 70 B 90/1|B 90/2|B 92/1|B 92/2|B 94/B 95|B 96B 97|
Anzahl Proben| 14 14

1|Acer / Ahorn / maple (Acer.) 2 14% 1 1]
2|Achillea-T. / Schafgarben-T. / yarrow (Comp.) 9 64% 1] 1) 1 1 1 1 1] 1| 1
3|Aesculus / Rosskastanie / horse chestnut (Hip.) 0 0%
4]Ailanthus / Gotterbaum / tree of heaven (Sim.) 1 7% 1]
5|Alismataceae / Froschloffelgewachse / Water Plantain Family 1 7% 1
6|Allium / Lauch (Lil.) 0 0%
7|Alnus* / Erle / alder (Bet.) 0 0%
8|Anemone / Windroschen / wind rose (Ran.) 0 0%
9|Anthriscus-T. / Wiesen-Kerbel-T. / cow parsley-T. (Apiac.) 1 7% 1]
10| Araliaceae / Efeugewéchse / Ginseng Family 1 7% 1
11|Arctium / Klette / burdock (Ast.) 7 50% 1 1 1 1 1 1 1
12|Artemisia* / Beifuld / mugwort (Ast.) 2 14% 1 1]
13|Asparagus / Spargel / asparagus (Lil.) 8 57% 1] 1 1 1 1 1 1 1]
14|Begonia / Begonie (Beg.) 2 14% 1 1]
15|Berberidaceae /Sauerdorngewéchse / Barberry Family 0 0%
16|Betu|a*l Birke / birch (Bet.) 0 0%
17|Bistorta officinalis / Wiesenknéterich / meadow bistort (Polyg.) 0 0%
18|Borago/ Borretsch / borage (Bor.) 2 14% 1| 1
19|Brassica / Raps / rape (Brass.) 6 43% 1l 1 1 1 1 1]
20|Brassicaceae / Kreuzbliitler / Mustard Family 2 14% 1 1
21|Bryonia / Zaunrtibe / bryony (Cuc.) 4 29% 1) 1) 1] 1
22|Buddleja / Schmetterlingsstrauch / butterfly bush (Bud.) 1 7% 1]
23| Calluna vulgaris / Besenheide / ling (Eric.) 0 0%
24| Calystegia / Zaunwinde / great bindweed (Conv.) 7 50% 1 1 1 1 i 1) 1.
25|Campanulaceae / Glockenblumengewachse / Bellflower Family 1 7% 1]
26| Carpinus* / Hainbuche / hornbeam (Bet.) 0 0%
27|Caryophyllaceae / Nelkengewéchse / Pink Family 1 7% 1
28| Castanea sativa / Edell e / sweet chestnut (Fag.) 6 43% 1 1) 1f 1] 1 1]
29| Catalpa / Trompetenbaum / catalpa (Big.) 0 0%
30| Centaurea cyanus / Kornblume / cornflower (Ast.) 5 36% 1 1 1 1| 1
31|Centaurea jacea-T. / Flockenblume / knapweed (Ast.) 11 79% 1] 1 1] 1 1 1 1 1 1f 1 1
32|Centaurea montana / Bergflockenblume / perennial cornflower (Ast.) 0 0%
33| Cerastium / Hornkraut / chickweed (Car.) 2 14% 1] 1
34| Chelidonium* / Schoéllkraut / greater celandine (Pap.) 1 7% 1
35|Chenopodiaceae* / Meldegewéchse / Goosefoot Family 10 71% 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1
36| Cichorium-T. / Wegwarten-T. / chicory-t. (Ast.) 3 21% 1 1 1
37|Cistaceae / Zistrosengewéachse / Rockrose Family 1 7% 1]
38|Cistus / Zistrose / rock rose (Cist.) 0 0%
39| Convolvulus / Ackerwinde / bindweed (Conv.) 10 71% 1 1) 1 1] 1 1 1 1f 1 1
40|Cornaceae / Hartregielgewéchse / Dodwodd Family 1 7% 1]
41|Cornus sanguineum / Hartriegel / dogwood (Corn.) 5 36% 1] 1 1 1 1]
42| Corydalis cava / Hohler Lerchensporn / hollowroot (Fum.) 0 0%
43|Corylus / Hasel / hazel (Bet.) 0 0%
44| Cucumis / Gurke / cucumber (Cuc.) 1 7% 1]
45| Cucurbita / Ktrbis / pumpkin (Cuc.) 1 7% 1]
46| Cynoglossum / Hundszunge / hound's tong (Bor.) 0 0%
47|Cyperaceae* / Sauergréser / Sedge Family 0 0%
48| Datura inoxia / Stechapfel / thornapple (Sol.) 1 7% 1
49| Deutzia / Deutzie / snow flower (Sax.) 0 0%
50| Dipsacaceae / Kardengewachse / Scabious Family 1 7% 1
51|Echinops / Kugeldistel /globe thistle 2 14% 1 1
52| Echium / Natterkopf / bugloss (Bor.) 3 21% 1 1 1]
53|Eleagnus / Olweide / oleaster (Eleag.) 0 0%
54|Epilobium / Weidenrdschen / fire weed (Onag.) 5 36% 1 1 1 1 1
55|Erica-T. (Eric.) 0 0%
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A7: Pollenartenspektrum in den Bienenbrotproben

Nr Pollenart/Gattung Funde| % |Probe|B 62|B 64|B 66|B 67|B 68 B 70 B 90/1|B 90/2|B 92/1|B 92/2|B 94/B 95|B 96B 97|
Anzahl Proben| 14 14
56|Erodium / Reiherschnabel / heron's bill (Ger.) 0 0%
57|Eryngium / Edeldistel / holly (Apiac.) 1 7% 1]
58|Eupatorium-T. / Wasserdost-T. / hemp agrimony-T. (Ast.) 2 14% 1| 1
59|Euphorbia-T. / Wolfsmilch-T / spurge-T. (Euph.) 1 7% 1]
60| Fagopyrum esculentum / Buchweizen / buckwheat (Polyg.) 0 0%
61|Fagus* / Buche / beech (Fag.) 0 0%
62|Filipendula* / MadesuR / dropwort (Ros.) 7 50% 1| 1 1 1 1 1] 1]
63|Fragaria / Erdbeere / strawberry (Ros.) 4 29% 1 1 1 1]
64|Frangula / Faulbaum / buckthorn (Rham.) 4 29% 1 1 1] 1]
65| Fraxinus excelsior* / Esche / ash (Oleac.) 0 0%
66|Galium / Labkraut / bedstraw (Rub.) 0 0%
67|Genista-T. / Ginster-T. / broom-T. (Fab.) 0 0%
68|Geranium / Storchschnabel / cranesbill (Ger.) 5 36% 1 1 1] 1| 1
69|Gleditsia / Gleditschie / honey locust (Fab.) 0 0%
70| Helianthemum* / Sonnenréschen / sun rose (Cist.) 0 0%
71|Helianthus annuus / Sonnenblume / sunflower (Ast.) 10 71% 1| 1 1 1 1 i 1 1 1 1
72|Heracleum / Bérenklau / hogweed (Apiac.) 6 43% 1 1) 1f 1] 1 1]
73|Heracleum mantegazzianum / Riesenbérenklau / giant hogweed (Apiac.) 0 0%
74|Hypericum* / Johanniskraut / St. John's Wort (Gutt.) 2 14% 1 1]
75| llex aquifolium / Stechpalme / common holly (Aquif.) 0 0%
76|Impatiens / Springkraut / balsam (Bal.) 3 21% 1 1] 1
77[Juglandaceae* / Walnussgewéchse / Walnut Family 0 0%
78|Juncaceae* / Binsengewéchse / Rush Family 2 14% 1 1]
79|Lavandula / Lavendel / lavender (Lam.) 0 0%
80| Ligustrum / Rainweide / privet (Oleac.) 4 29% 1 1) 1] 1
81|Liliaceae / Liliengewachse / Lily Family 2 14% 1| 1
82|Liriodendron / Tilpenbaum / tulip tree (Mag.) 2 14% 1| 1
83|Lonicera / Heckenkirsche / honeysuckle (Capr.) 4 29% 1 1 1] 1
84|Lotus / Hornklee / bird's foot trefoil (Fab.) 2 14% 1] 1
85|Lotus uliginosus / Sumpf-Hornklee / greater bird's foot trefoil (Fab.) 0 0%
86|Lychnis / Lichtnelke / pink-T. (Car.) 0 0%
87| Lythrum / Weiderich / Loosestrife (Lythr.) 2 14% 1 1
88|Malvaceae / Malvengewéchse / Mallow Family 8 57% 1 1] 1 1 1 1l 1) 1
89|Me|i|otus / Steinklee / melilot (Fab.) 1 7% 1
90|Morus* / Maulbeere / mulberry (Mor.) 0 0%
91|Myosotis / Vergissmeinnicht / forget-me-not (Bor.) 0 0%
92|Nymphaea* / Seerose / water lily (Nym.) 0 0%
93|Oenothera / Nachtkerze /evening primrose (Onagr.) 0 0%
94|Onagraceae / Nachtkerzengewachse / Evening Primrose Family 0 0%
95|Ononis / Hauhechel / restharrow (Fab.) 0 0%
96|Origanum-T. / Majoran-T. / marjoram-T. (Lam.) 3 21% 1 1 1
97|Pachysandra terminalis / Ysander / Spurge (Bux.) 0 0%
98| Papaver-T.* / Mohn / poppy (Pap.) 7 50% ) 1f 1] 1 1 1| 1
99|Parthenocissus / Wilder Wein / woodbine (Vit.) 11 79% 1] 1] 1 1 1 1 1 1 1f 1 1
100| Pastinaca sativa / Pastinak / parsnip (Apiac.) 1 7% 1
101|Persicaria maculosa / Flohknéterich (Polyg.) 1 7% 1
102|Phacelia tanacetifolia / Buischelschon / fiddle neck (Hyd.) 4 29% 1] 1 1 1]
103|Picea* / Fichte / spruce (Pin.) 2 14% 1 1
104|Pinus* / Kiefer / pine (Pin.) 4 29% 1] 1 1 1]
105|Pisum—T. / Erbsen-T. / pea-T. (Fab.) 3 21% 1] 1 1]
106|Plantaginaceae*/ Wegerichgewéchse / Plantain Family 9 64% 1| 1 1 1 1 1l 1 1 1]
107|Poaceae* / SuRgraser / Grass Family 2 14% 1 1]
108|Potentilla*/ Fingerkraut / cinquefoil (Ros.) 1 7% 1
109|Prunus-T. / Steinobst-T. / stone fruits (Ros.) 1 7% 1
llOlerus—T. / Kernobst-T. / pomaceous fruits (Ros.) 9 64% 1 1 1 1 1 1 1 1 1]
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A7: Pollenartenspektrum in den Bienenbrotproben

Nr Pollenart/Gattung Funde| % |Probe|B 62|B 64|B 66|B 67|B 68 B 70 B 90/1|B 90/2|B 92/1|B 92/2|B 94/B 95|B 96B 97|
Anzahl Proben| 14 14

111|Quercus* / Eiche / oak (Fag.) 3 21% 1] 1 1

112|Ranunculaceae* / HahnenfuRgewachse / Buttercup Family 1 7% 1
113|Ranunculus-T.* / HahnenfuB3-T. / buttercup-T. (Ran.) 1 7% 1
114|Rhamnaceae / Kreuzdorngewéchse / Buckthorn Family 0 0%

115|Rhus typhina / Essigbaum / sumac (Anac.) 3 21% 1 1 1

116|Robinia pseudoacacia / Scheinakazie / locust (Fab.) 0 0%

117|Rosaceae / Rosengewachse / Rose Family 0 0%

118|Rubusl Himbeere, Brombeere / raspberry (Ros.) 1 7% 1
119|Rumex* / Ampfer / sorrel (Polyg.) 4 29% 1 1 1 1]
120|Ruta graveolens / Weinraute / rue (Rut.) 0 0%

121|Salix / Weide / willow (Sal.) 0 0%

122|Salvia-T. / Salbei-T. / sage-T. (Lam.) 1 7% 1]
123|Sambucus* / Holunder / elder (Capr.) 0 0%

124|Sanguisorba minor* / Kleiner Wiesenknopf / small burnet (Ros.) 0 0%

125|Sanguisorba off.* / Gr. Wiesenknopf / great burnet (Ros.) 1 7% 1
126|Sedum-T. / Fetthennen-T. / stonecrop (Crass.) 2 14% 1 1
127|Senecio / Greiskraut / groundsel (Ast.) 2 14% 1] 1

128|Serratula-T. / Scharten-T. / saw wort-T. (Ast.) 11 79% 1 1) 1f 1] 1 1 1 1 1] 1] 1
129|Sinapis-T. / Senf-T. / mustard-T. (Brass.) 10 71% 1 1l 1 1 1 1 1 1 1 1]
130|Solanum-T. / Nachtschatten-T. / nightshade-T. (Sol.) 2 14% 1 1

131|Sorbus-T. / Ebereschen-T. / mountain ash (Ros.) 2 14% 1] 1

132|Symphoricarpos / Schneebeere / snowberry (Capr.) 0 0%

133|Symphytum / Beinwell / comfrey (Bor.) 0 0%

134|Syringa / Flieder/ lilac (Oleac.) 0 0%

135|Taraxacum-T. / Lowenzahn-T. / dandelion-T. (Ast.) 8 57% 1 1 1 1 1 1 1| 1
136| Taxaceae* / Eibengewéchse / Yew Family 0 0%

137|Tilia / Linde / lime (Til.) 5 36% 1] 1 1] 1] 1]
138|Trifolium incarnatum / Inkernatklee / crimson clover (Fab.) 0 0%

139|Trifolium pratense / Rotklee / red clover (Fab.) 1 7% 1]

140| Trifolium repens / Weiklee / white clover (Fab.) 13 93% i 1) 1 1] 1f 1 1 1 1 1| 1 1| 1
141|Trifolium-T. / Klee-T. / clover-T. (Fab.) 1 7% 1]

142|Tussilago / Huflattich / coltsfoot (Ast.) 0 0%

143| Typhaceae* / Rohrkolbengewéchse / Cattail Family 0 0%

144]|UImaceae* / Uimengewachse / EIm Family 0 0%

145|Urticaceae* / Nesselgewachse / Nettle Family 0 0%

146|Vaccinium-T. / Heidelbeer-T. / blueberry-T. (Eric.) 0 0%

147|Veronica / Ehrenpreis / speedwell (Capr.) 2 14% 1 1

148|Viburnum / Schneeball / viburnum (Capr.) 0 0%

149|Vicia cracca / Vogelwicke / tufted vetch (Fab.) 4 29% 1 1 1 1]

150 Vicia faba / Ackerbohne / broad bean (Fab.) 1 7% 1

151 Violaceae / Veilchengewéchse / Violet Family 2 14% 1 1]
152|Viscum / Mistel / mistletoe (Lor.) 0 0%

153|Zea mays* / Mais / corn (Poac.) 9 64% 1 1 1 1 i 1 1 1 1
154] Anzahl Funde gesamt| 94
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