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1. EinfUhrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Im Rahmen des Projekts wollten wir junge Honigbienenvélker gezielt in ihrer sensiblen Wachstumsphase diversen
Stressoren aussetzen, mit denen sie auch unter guter imkerlicher Praxis konfrontiert werden. Jungvolker bilden
das Riickgrat einer jeden Imkerei und eine gesunde Entwicklung ist entscheidend fiir ihre Bestdubungsleistung
und die Volksvitalitit. In einem bundesweit angelegten Feldversuch sollte sowohl auf individueller als auch auf
Volksebene ermittelt werden, wie sich Jungvélker im Vergleich zu Wirtschaftsvolkern unter Stress
(Nahrungsmangel, Pflanzenschutzmittel und deren Kombination) entwickeln und welche Faktoren maRgeblichen
Einfluss auf die Bienengesundheit haben kénnten. Der Erkenntnisgewinn aus dem Projekt lasst sich dazu nutzen,
MaRnahmen zu entwickeln, um die Rickstandsbelastung von Bienenvélkern sowie deren Bienenprodukten, vor
allem in Trachten mit einem hohen Grad an Kultivierung (z.B. Obstbau, Raps), zu verringern. Damit einher geht
nicht nur die Gesunderhaltung der Bienen, sondern auch die Aufrechterhaltung der Imkerei als Grundpfeiler der
Landwirtschaft in Deutschland. Um sowohl die Nahrungssituation der Bienenvélker, MalBnahmen des
bestauberfreundlichen Pflanzenschutzes, als auch einen mdglichen Pestizideintrag Uber Pollen erfassen und
untersuchen zu kénnen, sollte die Entwicklung eines automatisierten, zuverlassigen Hochdurchsatzverfahrens fir

die Pollenanalytik vorangetrieben werden, um dieses im grofReren Umfang einsetzen zu kdnnen.



1.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Bezug des Vorhabens zu den einschlagigen Zielen des BOL

oder zu konkreten Bekanntmachungen und Ausschreibungen

Die Ziele und Aufgabenstellungen des Projekts richteten sich nach den Zielen und Ausrichtungen der

»Bekanntmachung (ber die Foérderung von Forschungsvorhaben zum Schutz von Bienen und weiteren

Bestduberinsekten in der Agrarlandschaft“ vom 18. Juli 2019. Aus der Bekanntmachung gehen folgende Ziele

hervor, die in diesem Projekt Anwendung finden:

Erforschung der Wirkmechanismen und Einfllisse von Pflanzenschutzmitteln auf die Gesundheit von Bienen
Entwicklung von Anwendungen/Methoden/Techniken zur Feststellung akuter, subletaler und chronischer
Schéden, hervorgerufen durch Pflanzenschutzmittel, sowie deren mégliche Interaktionen

innovative, praxistaugliche Lésungen fir insektenschonende PflanzenschutzmalRnahmen, z. B. zur Minderung
von Risiken bis Vermeidung der Anwendung bestimmter Pflanzenschutzmittel, vornehmlich mit der
Zielstellung Beeintrachtigungen der Gesundheit von Bienen und anderen Bestauberinsekten zu vermeiden,
sowie Pflanzenschutzmittelriickstande in Bienenprodukten zu reduzieren

Untersuchung der Auswirkungen von durch Trachtliicken verursachtes unzureichendes Nahrungsangebot fur
Honigbienen

Verbesserung des Nahrungsangebots fir Honigbienen und die Starkung ihrer Widerstandskraft
Wissenstransfer von Forschungsergebnissen in Imkerei- und landwirtschaftliche Betriebe, Beratung, Praxis,

Bevdlkerung und Politik

Aus den Zielen der Bekanntmachung wurden folgende konkrete Ziele fur unser Projekt definiert:

MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker

Modulleitung: JKI, Kooperationspartner: CE, IBI, RUB, UHOH, FUB

o Ermittlung der Anpassungsféhigkeit von Jungvdlkern im Vergleich zu etablierten Wirtschaftsvolkern in
Bezug auf regionale Standortunterschiede und deren Ressourcenverfugbarkeit in Deutschland
(Nahrungsangebot, Krankheitsanfalligkeit, Exposition zu Pflanzenschmutzmitteln - PSM).

e  Gezielte manipulative Untersuchungen der Auswirkungen einer Kombination von Stressfaktoren auf die
Gesundheit und Uberwinterungsfahigkeit von Jungvélkern (z.B. PSM - Fungizide, Mangelernahrung -
Pollenunterversorgung), fiir die Strategieentwicklung zur Verbesserung der Bienengesundheit.

e Bestimmung der Verteilung von PSM im Bienenvolk, vor allem im Larvenfutter zukiinftiger
Arbeiterinnen, Drohnen und Kéniginnen, im Vergleich zum direkten Eintrag Uber Pollen und Nektar.

o  Entwicklung eines neuen standardisierten Testverfahrens zur Bestimmung der Kernmikroflora im Pollen
und Bienenbrot (Nahrungsqualitat), sowie in den Bienen selbst (Vitalitat). Dies erfolgte unter
Beriicksichtigung des Einflusses von praxisrelevanten Fungizidmischungen, um daraus Konsequenzen
fur die Bienengesundheit zu diagnostizieren.

e Vergleich von Jung- und Wirtschaftsvélkern vor, wéhrend und nach Interaktion mit den bereits genannten
Stressoren, mittels bestimmter molekularer Biomarker (BeePCRArray; mRNA von Kandidatengenen),

fur die Bestimmung des Bienengesundheitsstatus.



MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen

Modulleitung: UFZ, Kooperationspartner: CE, TUI, UHOH, JKI

Entwicklung eines automatisierten, zuverlassigen Hochdurchsatz-Verfahrens fir die Pollenanalytik, mit
dem Nahrpflanzen umfangreich identifiziert und bestiuberfreundlicher Pflanzenschutz und Pflanzenbau
grundlegend und sehr viel effizienter evaluiert werden kann.

Vergleich und Evaluierung von Pollenproben, die durch das Netzwerk von Praxispartnern gesammelt
werden, und die Pollenbestimmung mittels Kklassischer Lichtmikroskopie und bildbasierter
Durchflusszytometrie.

Weiterentwicklung der bildbasierten Durchflusszytometrie zur Identifizierung von Pollen aus
verschiedenen flir Honigbienen relevanten Matrizes (z.B. frischer Pollen — aus dem Haarkleid oder
Pollenhdschen, Honig, Gelée Royal, Futtersaft, Bienenbrot) und ggf. von anderen Bestéubern (z.B.

Hummeln, Solitarbienen - Osmia).



1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Die Ziele des Projektes wurden in verschiedene Arbeitspakete unterteilt und entsprechende Zeitplédne und Ablaufe
zur Erfillung erarbeitet (Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Gantt-Diagramm des Gesamtprojektverlaufs mit Darstellung der Module (1 und 2), Arbeitspakete, sowie
Verschiebungen im Rahmen der Projektverléngerung.

MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker
Arbeitspaket 1.1: Kunstschwarmbildung und Voranalyse der Darm-Mikroflora
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Im ersten Projektjahr (2021) wurden an den Standorten der Partner JKI, CE, RUB, UHOH und IBI jeweils 24
Jungvolker im Kunstschwarmverfahren aus vorhandenen eigenen Volkern gebildet und nach guter imkerlicher
Praxis bis zur Uberwinterungsfahigkeit (mind. 5.000 Bienen stark) herangepflegt. Die Nachzucht geschah aus dem
regionalen Genpool mit standbegatteten Geschwisterkdniginnen. Die Jungvdlker wurden nach dem Schlupf der
ersten Brut beprobt (Larven, Bienen, Pollen) und CE ermittelte nach der Bienensaison die Mikroflora in den
Proben. Dafur wurden die Bienen homogenisiert und die Mikroflora-DNA extrahiert. Einzelne mikrobielle
Biomarker (Kernmikrobiomvertreter: Snodgrassella alvi, Gilliamella apicola, Lactobacillus Firm-4/-5,
Bifidobacterium  asteroides, Frischella perrara) wurden anschlieBend mittels sehr sensitiver
Hochdurchsatzprotokolle quantifiziert. In Kooperation mit ortlichen Landwirten, wurden zwei geeignete Felder
im Abstand von ca. 2 km Luftlinie von einander je Partner (JKI, CE, RUB, UHOH, IBI) gesucht und im

August/September ca. 2-5 ha Winterraps (Brassica napus) ausgesat.

Arbeitspaket 1.2: Populations- und Brutentwicklung
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Fur das zweite Projektjahr wurden Jungvolker gebildet, sodass fur die Rapsbliite im zweiten Projektjahr (2022)
Wirtschaftsvélker und Jungvélker zur Verfiigung standen. Die insgesamt 24 Vélker pro Standort (12 Jungvolker,
12 Wirtschaftsvolker, JKI, CE, RUB, I1BI, UHOH) wurden Ende April/Anfang Mai auf je zwei Feldflachen
Winterraps aufgeteilt (Kontrolle - C, Fungizid - T). Die bestellten C-Felder blieben unbehandelt, die T-Felder
wurden mit einem Produkt (Pictor® Active) mit zwei reprasentativen Fungiziden — (Boscalid + Pyraclostrobin
(Klasse Strobilurin) — B4)) entsprechend guter landwirtschaftlicher Praxis einmal bei voller Bliite gespritzt (BBCH

65), um eine maximale Kontamination von Bienen und Bliten zu gewahrleisten. Die Auswahl der Fungizide
7



beruhte dabei auf Daten des Deutschen Bienen Monitorings (DeBiMo), in dem in jahrlichen Rickstandswerten
aus im Raps gesammeltem Pollen (sog. Bienenbrot) - (iber einen Zeitraum von uber 10 Jahren - Boscalid als das
am hdufigsten gefundene Fungizid identifiziert wurde. Eine Hélfte der Volker (C, T) wurde zusétzlich dauerhaft
mit Pollenfallen versehen, um kiinstlich Nahrungsstress durch Limitierung der Proteinversorgung zu erzeugen.
Mittels Pollenanalyse des Inhalts der Pollenfallen (CE) aller Standorte konnte der Nahrungsstress qualitativ und
quantitativ bestimmt und verglichen werden. Die Volksentwicklung sowie die Brutabbruchrate (BTR) wurde fiir
die Dauer der Exposition im Raps (Blihdauer) im Abstand von 21 (+/- 1) Tagen tberwacht. Fur die Zeit danach
(Monitoringphase), inkl. Uberwinterung, wurden regelméBige Populationsschitzungen an 3-4 Terminen
durchgeftihrt, um die Volksentwicklung mit den Eingriffen nicht zu sehr zu beeinflussen. Die
Populationsentwicklung wurde mittels der Liebefelder-Schatzmethode erfasst (Imdorf et al. 1987), die BTR wurde
an ausgewahlten Standorten (z.B. JKI, CE, HOH) nach der OECD Richtlinie Nr. 75 (OECD 2007) ermittelt.

Arbeitspaket 1.3: Wirkstoffverteilung in relevanten Matrizes
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Um die Unterschiede in der Wirkstoffverteilung in relevanten Matrizes (Pollen, Nektar, Bienenbrot, Honig,
Futterséfte) zu untersuchen, wurde die Probennahme im Feld um diesen Aspekt erweitert. D.h. es wurden
Blutensténde, Pollen- u. Nektarsammlerinnen, eingelagerter Honig und Bienenbrot, Koniginnen-, Arbeiterinnen-
und Drohnenfuttersafte in regelméRigen Absténden vor, wahrend und nach der Fungizidexposition entnommen
(JKI, CE, RUB, UHOH, IBI). Hierzu war es notig, eine ausreichende Zahl an Bienenvdlkern fir die
Ruckstandsverteilung zusétzlich als Beprobungsvolker vorzubereiten (ca. 2-3 10-15.000 Bienen starke
Beprobungsvolker pro Rapsfeld, inkl. Koniginnenzucht fir Weiselfuttersaft/Geleé Royal-Gewinnung). Die
komplexe Rickstandsanalytik in den unterschiedlichen Matrizes erfolgte beim Projektpartner JKI (G. Bischoff /
J. Kehmstedt), wobei die Methodik aus vorangegangenen Versuchen zum Einsatz kam (Béhme et al. 2017, 2018,
2019).

Arbeitspaket 1.4: Entwicklung des Mikrobioms unter Stressoreneinfluss
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Im zweiten Projektjahr (2022) wurden auBerdem Bienen aus den Jung- und Wirtschaftsvélkern (C und T)
beziglich der Entwicklung des Mikrobioms untersucht (CE) und miteinander verglichen. Hierzu wurden die
Volker vor, wahrend und nach der Applikation beprobt (JKI, CE, RUB, UHOH, IBI) und dem Projektpartner (CE)

zugearbeitet.



Arbeitspaket 1.5: Stressoren-Einfliisse anhand spezifischer Biomarker
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und FUB

In Zusammenarbeit mit ausgewdahlten Projektpartnern (JKI, CE, RUB, UHOH) wurden im zweiten Projektjahr
(2022) relevante Proben (Einzelindividuen fir adulte Bienen und Larven) ausgewahlter Entwicklungsstadien der
Bienen fir die Analyse der Genexpression unter den angegebenen Feldversuchs-Szenarien enthnommen und an den
Projektpartner (FUB) bei <-80 °C lbersandt. Der Partner FUB ermittelte, in Zusammenarbeit mit dem JKI, die
Stressoren-Einfllisse anhand spezifischer Biomarker, mittels Quantifizierung der mMRNA Expression (RT-gPCR;

BeePCRArray), und die verschiedenen Szenarien wurden miteinander verglichen.

Arbeitspaket 1.6: Uberwinterungserfolg und Verarbeitung der Daten
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH, IBI und FUB

Im dritten Projektjahr (2023) wurden alle eingewinterten Volker ausgewintert und einer letzten Bonitur
unterzogen. Dabei wurden letztmalig Proben in vollem Umfang gesammelt, um eine mdgliche Metabolisierung
der Fungizide zu dokumentieren und die Auswinterung zu beurteilen. Zudem wurden die umfangreich
gesammelten Proben und Projektdaten eingehend analysiert und die wichtigsten Erkenntnisse in einschldgigen
Fachjournalen, aber auch in Uberregionalen Imkerzeitschriften, publiziert bzw. befinden sie sich dafir in

Vorbereitung.

MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen
Arbeitspaket 2.1: Sammeln, Verifizieren, Validieren von Pollenproben flir den Aufbau einer Pollenbilddatenbank
Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE, UHOH und JKI

Der Projektpartner UHOH verfiigt mit den ,,Hohenheimer Gérten* iiber eine groBe Vielfalt an Pflanzen
(Pollenproben kdnnen (ber das ganze Jahr gesammelt werden), die als authentische Quellen fur die Etablierung
der Hochdurchsatzmethode zur Pollenanalytik genutzt werden konnten. Im ersten und zweiten Projektjahr wurde
auf Pollenproben aus den ,,Hohenheimer Gérten (UHOH) zuriickgegriffen, um diese aufzubereiten (UFZ) und
den Datensatz anzulegen und zu trainieren (TUI). Im selben Rahmen wurden die Auswertungen vom Partner CE

lichtmikroskopisch validiert, um ein Feintuning der KI zu erreichen.

Arbeitspaket 2.2: Aufbau einer bundesweiten Pollenbilddatenbank basierend auf Pollenhdschen-Proben
Beteiligte Partner: UFZ, TUI und UHOH

Im Rahmen eines vom Land Baden-Wirttemberg finanzierten Projekts ('Pollensammeln in Baden-Wurttemberg',
gefordert durch das Ministerium fir Erndhrung, L&ndlichen Raum und Verbraucherschutz) wurde in den Jahren
2018-2019 bereits ein flachendeckendes Netzwerk aus Pollensammlern in Baden-Wirttemberg etabliert. Dieses
bestehende Netzwerk konnte fur den Weiterausbau eines bundesweiten Netzwerks genutzt werden. Ausgewahlte
Proben wurden durchflusszytometrisch untersucht und mit den jeweiligen mikroskopischen Untersuchungen

verglichen.



Arbeitspaket 2.3: Erweiterung der Pollenbilddatenbank basierend auf verschiedenen Matrizes
Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE, UHOH und JKI

Sowohl im zweiten als auch im dritten Jahr wurden durch die Messung verschiedener Pollenmischproben aus
unterschiedlichen Matrizes (frischer Pollen, Bienenbrot, Honig, Futtersédfte, Honigblaseninhalt etc.) aus Modul 1
die praktischen Anwendungsfelder erweitert. So sollte die Methode fiir die Anwendung auf alle relevanten
Probenmatrizes modifiziert werden, die fur die Praxis und Forschung relevante Fragestellungen beantworten

kénnen.

Arbeitspaket 2.4: Evaluierung von Mafnahmen fur bestauberfreundlichen Pflanzenschutz und Pflanzenbau
Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE und JKI

Im Austausch mit zwei Verbundprojekten, die sich im Zusammenhang mit bestauberfreundlichem Pflanzenschutz
sowie der Nahrungsvielfalt in Agrarrdumen beschéftigen (namentlich dem Verbundprojekt ,,ComBee*, sowie dem

,.MonViA“-Projekt) wurden Pollenproben aufbereitet und vermessen.
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Modulibergreifendes Ziel: Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses

Da die Ergebnisse in einer Synergie entstanden sind, sollten sie zusammenhé&ngend in einschlégigen
wissenschaftlichen peer-reviewed Fachjournalen publiziert werden (dies ist teilweise abgeschlossen), sodass die
am Projekt beteiligten Doktoranden in der Lage sind, kumulativ zu promovieren. Auch die Vorstellung auf
nationalen (AG Bienentagung) sowie internationalen (bspw. EurBee, ICPPR, IPC-IOPC, IUSSI) Tagungen war
integrativer Bestandteil der Dissemination fur alle beteiligten Partner. Besonders die Férderung des an Modul 1
und 2 beteiligten wissenschaftlichen Nachwuchses stand hierbei im Vordergrund, damit dieser mit umfangreichen
Maglichkeiten fur die Netzwerkbildung und einem breiten Methodenspektrum im Fachgebiet FuB fassen kann.
Dies wurde ebenfalls realisiert durch die Teilnahme der Doktoranden an projektinternen Workshops zur
Weiterbildung bzw. Demonstration projektspezifischer Methoden. Zudem wurde auch die nationale Reichweite
und Sichtbarkeit des Instituts fur Bienenschutz und dessen Partner (CE, FUB, IBI, RUB, UHOH, TUI, UFZ) Uber
Beitrdge in deutschen Imkerzeitschriften abgedeckt und erhoht. Praxistipps fur Imker in Bezug auf die

Projektergebnisse runden die Dissemination ab (siehe auch Punkt 6).
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2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde
MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker

Reprasentative Forschungsarbeiten, die auf VVolksebene durchgefiihrt werden sind mit einem groRen technischen
und personellen Aufwand verbunden. Das Gelingen sogenannter ,,Feld- oder Freilandstudien* mit Honigbienen
ist nicht zuletzt durch variable Umweltfaktoren (Trockenheit, Nasse, Temperaturschwankungen,
Nahrungsangebot, Bienengesundheitsstatus, etc.) stets einem gewissen Restrisiko ausgesetzt und die
Versuchsdauer betragt unter Umstanden mehrere Jahre. Folglich finden sich in der aktuellen wissenschaftlichen
Literatur nur wenige wirklich aussagekraftige Versuche, die die Komplexitit des gesamten Bienenvolkes als
»,Superorganismus‘ mitberiicksichtigen (Straub et al. 2015, Sponsler & Johnson 2017). Zumeist wurden in solchen
Studien Bienenvdlker eingesetzt, die mit einer gewissen Volksstarke (5.000-10.000 Bienen) bereits etablierte
Einheiten darstellen. Diese Volker weisen meist schon eine gewisse Resilienz gegenilber Stressoren auf. Wenig
untersucht sind bisher Jungvélker (ugs. Ableger), die sich nach ihrer Bildung mit zum Teil nur wenigen Hundert
Bienen komplett neu aufbauen. Kaum etabliert, mussen sie sich somit denselben abiotischen und biotischen

Stressoren ihrer Umwelt stellen wie weitaus groRere Volker.

Innerhalb des letzten Jahrzehnts war in Deutschland ein kontinuierlicher Rickgang der Anbauflache fur
Winterraps von etwa 1,40 Mio. auf 0,89 Mio. ha zu verzeichnen (Union zur Férderung von Ol und Proteinpflanzen
- UFOP). Dies konnte einen Einfluss auf die Honigproduktion in Deutschland haben und auch auf die
Nahrungsversorgung vieler Bienenvolker. Ein weiter Riickgang bienenrelevanter Trachtpflanzen, insbesondere im
Frihling, wirde eine ausreichende Nahrungsversorgung an diversen deutschen Standorten mdéglicherweise in
Gefahr bringen. Wie Dolezal et al. (2019) jingst zeigen konnten, ist die Art der Erndhrung ein mafigeblicher Faktor
fir die Bienengesundheit und ein Mangel oder eine Einseitigkeit kann drastische Konsequenzen fiir die
Anfélligkeit gegenuiber anderer Stressoren haben. Aus unserer eigenen Forschung ist bekannt, dass beispielsweise
als B4 (bienenungefahrlich) eingestufte PSM, wenn in einer Tankmischung kombiniert, einen synergistischen bzw.
additiven Effekt erreichen konnen und unter diesen Umsténden als bienengefahrlich einzustufen sind (Wernecke
et al. 2019). Dieser Umstand wurde aktuell in einer Meta-Analyse mittels Dosis-Wirkungs-Analyse eindricklich
veranschaulicht. In 218 PSM-Mischungen stellte man 72 % Synergien und 17 % additive Wirkverstarkungen fest
(Carnesecchi et al. 2019). In Uber der Halfte der Synergien ist die Storung der Detoxifikation fiir diese
Wirkverstarkungen verantwortlich (55 % Cytochrom P450s Inhibition). Hieran haben wir angeknupft und uns auf
die Auswirkungen von Fungizidmischungen fokussiert, mit denen Bienenvolker im Freiland regelmaRig in

Kontakt kommen.

Uberdies miissen neue Messparameter (sog. Biomarker) fiir eine moglichst breite Abbildung der Gesundheit und
Fitness von Einzelbienen, als auch des gesamten Bienenvolkes, fiir solche Experimente getestet werden. Zukiinftig
stehen dann jene Biomarker fur alle Forschungsprojekte mit Bezug auf die Bienengesundheit zur Verfligung.
Neben Bienen-spezifischen Markern wurden in den letzten Jahren auch vermehrt die Mikroorganismen des
Verdauungstraktes (insbesondere Mittel- und Enddarm) der Honigbiene als bakterielle Biomarker thematisiert,
beispielsweise im Zusammenhang mit den Auswirkungen von PSM (bisher meist Glyphosat: Blot et al. 2019, Dai
et al. 2018, Motta et al. 2018). Wechselwirkungen zwischen dem bakteriellen Besatz im Darm der Biene und
dessen Einfluss auf deren Gesundheit, auf individueller sowie auf VVolksebene, konnten wichtige Indikatoren fur
die Vitalitat und folglich fiir Schadeinwirkungen auf ganze Bienenvolker darstellen. Bisher wurden jedoch kaum

detaillierte Zusammenhénge beschrieben. Nicht zuletzt, weil sich der groite Teil der wissenschaftlichen Literatur
12



auf Ergebnisse aus Laborversuchen, also auf individueller und meist nicht auf VVolksebene, stiitzten (Romero et al.
2019). Die Frage ist somit, lassen sich Auswirkungen auf die Bienengesundheit durch Beeinflussung des
Mikrobioms ablesen. Um dies zu beantworten, wurde hier bewusst ein feldrealistischer Freilandansatz gewdhlt.
Eine Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Laborversuchen ins Freiland ist erfahrungsgeméag nicht immer gegeben,
zumal sich Honigbienen als komplexe soziale Insekten nicht auf einzelne Individuen reduzieren lassen (Straub et
al. 2015). Es besteht folglich ein groRer Forschungsbedarf, sich Ebenen tbergreifend mit der Entwicklung und
Beeinflussung des Mikrobioms in der Biene und im Bienenvolk auseinander zu setzten, um Stressoren und

Umwelteinflisse aus diesem Blickwinkel betrachten und einschétzen zu kénnen.

Wie bereits erwéhnt besteht das Kernmikrobiom des Bienendarms hauptsachlich aus funf verschiedenen
Bakterienstdammen/Stammgruppen (Lactobacillus Firm-4, Firm-5, B. asteroides, G. apicola und S. alvi). Andere
Vertreter wurden ebenfalls beschrieben, sind jedoch mit sehr groRer Varianz anzutreffen (A. adventoris, B. apis,
F. perrara, und P. apium) (Kwong & Moran et al. 2018). Dieses Kernmikrobiom bzw. dessen Vertreter stellen die
Grundlage fiir mikrobielle Biomarker der Honigbiene dar, d.h. es werden gezielt nur einige Vertreter analysiert
(Qualitat und Quantitat). Die zunehmende Anzahl an Publikationen zeigt eindeutig die thematische Relevanz in

diesem Bereich (Romero et al. 2019).

Die verhéltnisméBig simple Zusammensetzung des Kernmikrobioms und die gut studierten und einfach
umzusetzenden standardisierten Haltungsbedingungen flir Honigbienen, stellen ein ideales Modellsystem flr den
nachsten Schritt zur Erforschung von Effekten externer Stressoren auf das Honigbienenvolk dar. Aufgrund ihrer
kurzen Entwicklungsdauer, der Existenz nahezu ,,bakterienfreier adulter Bienen nach dem Schlupf, sowie die
mdgliche in vitro Aufzucht von Larven, unterstreichen zusétzlich die Eignung der Honigbiene als exemplarisches
Modellsystem zur Untersuchung dieser Mikrobiom-Wirt-Beziehungen. Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen
(Modul 1) kénnten eine breitere Abdeckung insbesondere von subletalen Effekten auf die Bienengesundheit
darstellen. Uberdies hinaus ist es heute mittels moderner Sequenzierungstechniken méglich, Einsicht in
molekulare Funktionen der Mikrobiota selbst, aber auch die des Wirts, zu erlangen (Zheng et al. 2018). Eine
Ableitung des ,,Mode-of-Action®, also der Wirkungsweise eines PSM, wére denkbar und kdnnte wichtige
Erkenntnisse zu entstehenden Schadigungen am Organismus liefern - wére damit also konkret auch auferhalb des

Projektes in den Bereichen Diagnostik und Gefahrenabschétzung einsetzbar.

Eine weitere existente Wissensliicke betrifft die Wirkstoffverteilung spezifischer Gruppen von PSM im
Bienenvolk. Eine hypothetische Beschreibung erfolgte im Jahr 2017 von Sponsler & Johnson, die jedoch in der
Praxis bisher noch nicht bestétigt wurde — zumal individuelle chemische Eigenschaften der Wirkstoffe in jener
Arbeit keine konkrete Beriicksichtigung fanden. Bisherige praktische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich
PSM in Pollen eher anreichern und in Nektar leichter verdinnt vorkommen, dadurch kdénnen unterschiedliche
Expositionswege im Bienenvolk selbst entstehen. Umweltgifte, inklusive PSM, werden von Honigbienen tber die
Nahrung (Nektar und Pollen) aufgenommen, darliber in das Bienenvolk eingebracht, eingelagert und vermutlich
auch verteilt. Jedoch liegen hierfir zu wenige Daten vor, welche unter feldrealistischen Bedingungen erhoben
wurden. Die Masse der bisherigen Arbeiten zu chemischen Substanzen und Bienenlarvenfutter basieren auf der
Analyse von kommerziellen Gelée Royal-Proben. Derzeit konnten Antibiotika (Verboten in der EU), Akarizide,
Fungizide und ein Insektizid nachgewiesen werden (Wueppenhorst et al. 2022). Nur wenige Arbeiten untersuchten
den PSM-Transfer unter feldrealistischen Bedingungen. Zwei Halbfreilandstudien gelang der Nachweis von

Fungiziden und ihrer Metabolite in Gelée Royal, von Bienenvolkern welche behandelten Kulturen ausgesetzt
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waren (Li et al. 2017a, b). Haufiger wird jedoch kontaminierter Pollen an die Bienenvélker verfittert. Dabei
wurden bisher im Halbfreilandversuch entweder keine PSM gefunden (DeGrandi-Hoffman et al. 2013, Pilling et
al. 2013) oder Mengen, welche wesentlich geringer waren als die applizierte Konzentration (Béhme et al. 2018).
Nur eine Studie hat sich bisher nicht nur mit dem Futter von Koniginnenlarven beschéftigt, sondern auch mit dem
der Arbeiterinnen. Béhme und Kollegen (2019) konnten zeigen, dass die ermittelten PSM-Konzentrationen im
Arbeiterinnenfutter erheblich hoher waren als im Kdéniginnenfutter. Dies kdnnte mit der erhéhten Beimengung
von Pollen in Zusammenhang stehen (Bohme et al. 2019). Jedoch ist immer noch unklar wie PSM im Bienenvolk
verteilt werden und welche Auswirkungen sie auf Kéniginnen, Arbeiterinnen und Drohnen unter feldrealistischen
Bedingungen haben. Die Pollenzusammensetzung liefert wichtige Hinweise auf mogliche Eintragspfade der PSM
und koénnte durch die methodische Weiterentwicklung (Modul 2) detailliert fiir verschiedene Proben innerhalb des

Bienenvolks (Pollenhdschen, Honig, Futtersaft, etc.) analysiert werden.

Sogenannte Biomarker (Metabolit-basierte und/oder molekulare DNA-, RNA-, Protein-Marker) haben sich in den
letzten Jahren als Werkzeug etabliert, um gezielt den physiologischen Zustand von Bienen (z.B. nach
Pathogeninfektion oder Intoxikation mit PSM oder anderen Umweltgiften) zu charakterisieren. Dabei werden
Biomarker Ebenen (bergreifend angewandt, vom Individuum, Uber die Volksebene, bis hin zu lokalen
Honigbienenpopulationen (Lopez-Uribe et al. 2020). Derzeit werden verschiedene Markersysteme bzw. Methoden
genutzt, z.B. die Erfassung von Enzymaktivitdten, die verdnderte Genexpression von Markergenen,
Proteomanalysen etc. (Badiou- Bénéteau et al. 2012, Carvalho et al. 2013, Erban et al. 2019, Tauber et al. 2019).
Einige wenige Studien kombinierten verschiedene Metabolitgruppen (Aminoséuren, Zucker, Carbonséuren usw.)
mit komplexen Analyse- und Auswertungsmethoden (verschiedene Algorithmen fur maschinelles Lernen) (Wang
et al. 2019). Jedoch sind Kosten und Arbeitszeit zur Erstellung solcher ,,metabolischen Fingerabdruckprofile*
derzeit noch sehr hoch, was eine routineméfige Anwendung stark einschrankt. Um einen ausreichend grof3en
Probenumfang analysieren und auswerten zu konnen, konzentrierten wir uns hier auf einen Hochdurchsatz-
Kandidaten-Markeransatz (BeePCRArray). Das heilit, es wurde eine vorher ausgewdahlte Gruppe von
Kandidatengenen (in unserem Projekt u.a. Immungene, antioxidative Enzyme, Entgiftungsstoffwechsel, Kablau et
al. 2020) identifiziert, dann Proben aller Gruppen diesbeziiglich analysiert. Valide molekulare Vitalitats-
Erfassungssysteme sind fur die Honigbiene bislang noch nicht routinemdRig im Einsatz - ein von uns aktuell
entwickelter Honigbienen-Vitalitats-Array (BeePCRArray ca. 100 Einzelparameter qPCR Array) wurde bereits
bzgl. der Toxizitatsbestimmung von PSM evaluiert (Kablau et al. 2020). Von besonderem Interesse sind hierbei
Korrelationen zwischen den biologischen Variationen von Einzelindividuen in verschiedenen
Entwicklungsstadien (meist in vitro) im Vergleich zur beobachteten Vitalitdt des Gesamtbienenvolks in der

natdrlichen Umgebung (in vivo).

14



MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen

Derzeit wird der Pollenursprung, die botanische Herkunft von Pollen in verschiedenen Matrices (z.B. Haarkleid
von Bienen, Pollenhdschen, Bienenbrot, Honig), bzw. die Pollenzusammensetzung, durch wenige Spezialisten in
Deutschland lichtmikroskopisch differenziert. Eine Unterscheidung auf Gattungs-, Familien- oder Artebene ist
durch den Vergleich mit einer Pollenvergleichssammlung méglich (Horn & Lallmann 2017, von der Ohe 2000)
und fiir manche Familien und Gattungen mit lichtmikroskopischen Verfahren sehr anspruchsvoll oder gar nicht
mdglich. Die Differenzierung basiert auf verschiedenen morphologischen Eigenschaften der unterschiedlichen
Pflanzenpollen, wie beispielsweise Grofe (<10-200 um), Form, Symmetrie, Details der Aperturen
(Keimungsdffnungen) und der Exine (&4uRBere Sporopolleninwand) (Horn & Lullmann 2017, Louveaux et al. 1978,
von der Ohe 2000). Die qualitative und die quantitative Auswertung sind dabei sehr zeitaufwéandig; die Analyse
eines einzelnen Probenpréparates kann je nach Komplexitat des Pollenspektrums zwischen mehreren Minuten und
mehreren Stunden in Anspruch nehmen. Durch den damit verbundenen Personalaufwand betragen die
Analysekosten fiir beispielsweise eine Honiganalyse etwa 40-80 €. Fiir die Ausbildung von Pollenexperten werden
nur wenige Fachseminare angeboten (Pollenseminar, LAVES Institut fur Bienenkunde Celle), die Ausbildung
erfolgt oft Uber Jahre anhand der Untersuchung von Feldproben. Auch wenn die lichtmikroskopische
Pollenanalyse nach standardisierten Analyseprotokollen erfolgt (DIN 10760: 2002-05, von der Ohe et al. 2004),
ist die Qualitat des Ergebnisses durch die Expertise des Pollenexperten bestimmt (Behm et al. 1996). Aufgrund
der zeitaufwédndigen Analysetechnik und der begrenzten Zahl an Pollenanalytikexperten ist der Umfang der
Probenzahlen, die analysiert werden kdnnen, stark limitiert. Flr viele Fragestellungen aus Forschung und Praxis
liefert die Pollenanalyse allerdings wertvolle Informationen in Hinblick auf die von Bestdubern aufgesuchten
Nahrungspflanzen und deren Relevanz. Abgesicherte Ergebnisse liefern zudem auch in der Regel nur die Analysen
grofer Probenzahlen. Als Beispiele seien Fragestellungen in Bezug auf bestauberfreundlichen Pflanzenschutz und
Pflanzenbau, sowie in Bezug auf praktisch imkerliche Anwendungen, insbesondere fur die Abschatzung der
Trachtauswahl und Gesundhaltung der Bienenstdcke mit Fokus auf nachhaltigen Landbau, genannt. Fir viele
Nicht-Experten ist diese Art der Pollenanalyse jedoch ein limitierender Faktor mit Hinsicht auf Machbarkeit und

Kosten.

Derzeit dringend benétigt wird ein innovatives, automatisiertes und standardisiertes Verfahren um die Identitét
von Pollen qualitativ und quantitativ im Hochdurchsatzverfahren zuverlassig analysieren zu kdnnen. Um dies zu
realisieren wurden zwei der modernsten Techniken verknipft - bild-basierte Durchflusszytometrie und kiinstliche
Intelligenz (KI) (Dunker et al. 2021). Das bild-basierte Durchflusszytometer erlaubt die mikroskopische
Vermessung von bis zu 1.000 Partikeln pro Sekunde (Abbildung 2.1). Hierfiir wird eine Vereinzelung von
Partikeln durch hydrodynamische Flusse hervorgerufen. Durch die Vereinzelung der Partikel kénnen im Anschluss
fur jedes einzelne Partikel nicht nur Hellfeld-mikroskopische Aufnahmen, sondern auch Fluoreszenzaufnahmen

fur unterschiedliche Spektralbereiche erfasst werden (Abbildung 2.1).
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Multispektrale bild-basierte Durchflusszytometrie & Deep learning
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des kombinierten Messsystems.

Die Methode findet urspriinglich in der Medizin fur die Blutzellanalyse ihre Anwendung und wurde
dementsprechend auch mit hohen MaRstében fiir standardisierte Messungen entwickelt. Die Nutzung dieses Bild-
basierten Durchflusszytometers flir Pollen wurde erstmalig von Frau Dr. Dunker untersucht und die daflr bendtigte
spezifische Geratekonfiguration zum Patent angemeldet (Dunker 2017). Fur die Erkennung und Quantifizierung
verschiedener Pflanzenpollen wird eine Datenbank benétigt, fir die von mdglichst allen relevanten entomophilen
Bluhpflanzen (ca. 500) in Deutschland Pollenmessungen durchgefiihrt werden sollen. Diese Datenbank wird mit
KI trainiert und soll spéter, dhnlich wie die App ,,Flora Incognita®, verschiedene Pollen aus Feldproben mit
vielfaltig zusammengesetzten Pollenspektren identifizieren (Abbildung 2.1). Mit der App ,,Flora Incognita“

kdénnen mit dem Smartphone aufgenommene Pflanzenarten bestimmt werden (https://floraincognita.com/de/)

(Waldchen & Mader 2019). Im Vergleich zu der bereits vielfaltig genutzten App, besteht bei den standardisierten

Messungen mit dem Bild-basierten Durchflusszytometer nicht die Schwierigkeit einen komplexen Hintergrund zu
berlcksichtigen.

Erste vorlaufige Ergebnisse von trainierten Pollen zeigen, dass 35 Arten mit einer Genauigkeit von 96 %
unterschieden werden kénnen (Dunker et al. 2021). Diese Vorarbeiten zeigen die prinzipielle Machbarkeit des
innovativen Ansatzes auf. Im Modul 2 ging es spezifisch darum, am Projektende eine matrix-spezifische
Pollenerkennung (frisch gesammelter Pollen, Bienenbrot, Honig, Futtersafte, Honigblaseninhalt, etc.) fir
Honigbienen durchfihren zu kénnen. Hierfir wurde ein matrix-spezifisches Probenvorbereitungs- und
Analyseprotokoll entwickelt, welches fir die zytometrische Messung geeignet ist. Durch die matrix-spezifische
Analyse und den Fokus auf die ,,Honigbiene* ergibt sich bereits eine deutliche Abgrenzung zum aktuellen Stand
des Pollenanalyseverfahrens. Die Arbeitsgruppe von Frau Dr. Dunker arbeitet in anderen aktuellen Projekten an
einem Pollenanalyseverfahren fiir wind-bestéubte Pollen, die in der Luft verbreitet werden und eine medizinische
Relevanz haben, sowie an einer Datenbank flir wilde Bestauber, bei denen Matrices wie Honig und Futterséfte
keine Rolle spielen. Im Artikel ,,Pollen analysis using multispectral imaging flow cytometry and deep learning*
(Dunker et al. 2021) wurden Pflanzenpollen von ruménischen Flachen gesammelt, vermessen, klassifiziert und
vorhergesagt. Als geeignete Referenzdatenbank sind diese Proben jedoch nicht geeignet, da die geographische
Komponente einen entscheidenden Einfluss auf die Pollenmorphologie, hauptsachlich auf die PollengréRe und
damit einhergehend auf die Genauigkeit der Klassenvorhersage haben kann. Die Ploidie von Pflanzen und damit
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einhergehend auch die Pollengréfie unterscheidet sich teilweise erheblich in unterschiedlichen Regionen
Deutschlands, gerade im Osten und Stidwesten Deutschlands sind starke Unterschiede in der Ploidie zu erwarten

(http://chromosomes.senckenberg.de/index.php). Es war deshalb zu erwarten, dass die in der AG von Frau Dr.

Dunker bisher erhobenen Referenzdaten nicht fir Honig-spezifische und nur sehr eingeschrénkt fur
deutschlandweite Analysen verwendbar sind. Zur Vorhersage der Pollenzusammensetzung lokaler Proben wurde
demzufolge im Projekt der Aufbau einer Honigbienen-spezifischen Referenzdatenbank vorangetrieben, also deren
wichtigste Trachtpflanzen-Pollen vermessen. Basierend auf dieser Referenzdatenbank wurden dann Analysen
unterschiedlicher Matrices vorgenommen, wobei auch hier zunachst geprift wurde, inwieweit die Qualitat der
Klassifizierung von abweichender Pollenmorphologie der Pollen direkt von der Bliite gesammelt und im Honig
beeinflusst war. Es war bereits aus vorherigen Testversuchen bekannt das Pollen in Honigproben beispielsweise
ein sehr starkes Fluoreszenzsignal aufweisen, welches ebenfalls Einfluss auf die korrekte Artbestimmung durch
das Deep Learning verursachen wiirde. Dies war ebenfalls ein zentraler Punkt der Arbeitspakete und erforderte

eine zusétzliche aufwendigere Referenz-Annotation der Honigproben.

Neben der reinen Bestimmung der Pflanzenart, konnen die Messungen in sehr viel kirzerer Zeit durchgefiihrt
werden. Hier zeigte sich bereits, dass bei einer recht einfachen Probenmatrix von 1-6 unterschiedlichen Partikeln
die Messungen mindestens 12x schneller als lichtmikroskopische Auswertungen prozessiert werden konnten
(Dunker et al. in prep.). Es ist zu erwarten, dass bei komplexeren Proben die Zeitunterschiede noch starker sind.
Im Vergleich zur Lichtmikroskopie, kann mittels des Bild-basierten Durchflusszytometers deshalb ein sehr viel
héherer Probenumfang mit einem Preis von etwa 5-20 €/Probe prozessiert werden. Ein qualitativer und
quantitativer Vergleich der Untersuchung von Feldproben aus unterschiedlichen geographischen Regionen,
komplex zusammengesetzter Pollenspektren, und der Vergleich verschiedener Ursprungsmatrizes der

Pollenproben wurden im Rahmen des Projektes evaluiert.
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3. Material und Methoden
MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker
Arbeitspaket 1.1: Kunstschwarmbildung und Voranalyse der Darm-Mikroflora

Die Kunstschwarme wurden im Juni 2021 nach dem Protokoll der Bayerischen Landesanstalt fiir Weinbau und
Gartenbau (IBI) erstellt. In Abweichung dessen wurden alle Volker mit 3,5 %-iger Oxalsaure gegen Varroa
behandelt, entweder sobald erste Brutzellen vor der Verdeckelung standen, oder direkt bei der Bildung der
Kunstschwirme bespriiht. Pro Standort wurden 30 Kunstschwérme erstellt, sodass nach Uberwinterung die

Mindestanzahl von 24 Vélkern fur den Versuch 2022 gewahrleistet werden konnte.

Zur Voranalyse der Darm-Mikroflora wurden weiterhin vier Wochen nach der Bildung der Kunstschwérme an
allen Standorten Proben der Arbeiterinnen, Larven, und des Bienenbrots genommen. Dabei wurden je 30-40
Arbeiterinnen, je 10 Rundmaden des Stadiums L4 in Einzelgefaen, und mindestens 1 g Bienenbrot pro Volk
gesammelt. Die Proben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -20°C gelagert. Die Analyse des
Darmmikrobioms erfolgte aus Poolproben der Honigbienenddrme der gesammelten Arbeiterinnen zu je 5

Individuen pro Volk.

Die Quantifizierung der Kernmikrobiomvertreter erfolgte nach dem in Steinigeweg et al. (2023) und
Wueppenhorst et al. (2024a) beschriebenen Protokoll. In Kirze, die genomische DNA wurde mithilfe des
NucleoMag® VET Kits extrahiert und anschlieBend unter Verwendung spezifischer Primerpaare mittels
quantitativer PCR (gPCR) quantifiziert. Als Referenzgen wurde g-Actin verwendet. Alle Messungen erfolgten in

technischen Triplikaten.

Arbeitspaket 1.2: Populations- und Brutentwicklung
Eine detaillierte Versuchsbeschreibung findet sich in der zugehorigen Publikation Wueppenhorst et al. (2024a).

Zusammenfassend, wurden die im Jahr 2021 gebildeten Kunstschwére im Frihjahr 2022 erfolgreich ausgewintert.
Um die Entwicklung unterschiedlich starker Bienenvolker vergleichen zu kénnen, wurden aus der Hélfte der
Kunstschwarme sogenannte Ableger (im Weiteren: Jungvélker) gebildet. Im Versuch wurden damit 12 Jungvélker
und 12 Wirtschaftsvolker untersucht. Die Jungvolker wurden durch Schropfen auf 5.000 (+/- 1.000) Bienen mit
alter Konigin gebildet. Das Brutverhaltnis wurde weiterhin auf 1 offene Brutzelle/Biene (dementsprechend ca.
5.000 Zellen) reduziert. Verdeckelte Brut wurde bei maximal 12,5 Einheiten (5.000 Zellen) belassen. Zeitpunkt
der Bildung war Tag -14 (+/- 2 Tage) in Bezug auf den Tag der Pflanzenschutzmittelapplikation. Die ubrigen 12
Volker wurden fortan als Wirtschaftsvolker gefiihrt. Die Wirtschaftsvolker hatten eine Starke von 12.000 (+/-
3.000) Bienen. In die Wirtschaftsvolker wurde nicht zusétzlich eingegriffen. Weiterhin wurden alle Pollenwaben

entnommen und den VVolkern nur der Pollenkranz Uiber der Brut belassen.

Nach der Populationsschatzung und Ablegerbildung am Tag -14 wurden die Volker entsprechend ihrer
Volksstarke (Jung- vs. Wirtschaftsvolk) in die Kontroll- und Treatmentgruppe (C und T) eingeteilt. Die Volker
wurden ca. 10 Tage vor Pflanzenschutzmittelapplikation an die Felder angewandert. Der genaue Zeitpunkt der
Anwanderung war das BBCH-Stadium 59-60 (Beginn der Rapsbliite). Die VVélker wurden in zwei Gruppen jeweils

in einer Reihe mit mindestens einem Meter Abstand zwischen den Vélkern randomisiert aufgestellt. Die zwei
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Gruppen ergaben sich aus den Wirtschaft- und Jungvélkern, zwischen denen ein gréRerer Abstand von ca. 10
Metern gewéhlt wurde (siehe Abbildung 3.1).

Control site
Oil seed rape (Brassica napus)

10
H H HEE B~ @@ @ ==

>1.8km

1m
=P

Treatment site
Oil seed rape (Brassica napus)

I rull-sized colonywithout pollen trap - Nucleus colony without pollen trap

I Full-sized colony with pollen trap . Nucleus colony with pollen trap

Abbildung 3.1: Aufstellung und Zuteilung der VVélker an den Versuchsflachen (Abbildung entnommen aus Wueppenhorst et
al. 2024a).

Um die Volksentwicklung wahrend des Versuches bewerten zu kdénnen, wurde mit Beginn der Saison in
regelmaRigen Absténden eine Populationsschatzung durchgefiihrt. Die Populationsentwicklung erfolgte nach der
Liebfelder-Methode in 0,5-er Einheiten. Die erste Schatzung erfolgte kurz vor der Aufstellung im Feld an Tag -16
(+/- 3 Tage) vor Applikation. Die weiteren Schatzungen fanden im Abstand von jeweils 21 Tagen statt. Die letzte
Schétzung wurde vor der Einwinterung im September/ Oktober durchgefihrt.

Neben der Populationsschidtzung wurde an den Standorten Braunschweig, Celle und Hohenheim noch eine
Brutfotographie wahrend der Feldphase durchgefiihrt. Das Prozedere richtete sich nach der OECD Guideline 75.
Gestartet wurde an Tag -3 mit dem BFD (Brood fixing day) Termin 0. Die Bezeichnung ,.BFD 0 bezieht sich
dabei nicht auf den Versuchstag (hier Tag -3), sondern auf das Entwicklungsstadium der Brut. Tag 0 = Tag der
Eiablage. Ziel der Brutfotographie ist es, die Erfolgsrate der Brutentwicklung zu dokumentieren, sprich zu
ermitteln, wie viele der urspringlichen bestifteten Zellen nachher auch verdeckelt wurden und aus wie vielen
adulte Bienen schliipften. Die Bezeichnung BFD X bezieht sich also auf den Stand der Brutentwicklung, begonnen
mit der Bestiftung (Eiablage). Fur jedes der 24 Vélker im Versuch wurde eine Brutwabe (keine Randwabe) mit
Vorder- und Ruckseite fotografiert. Die Brutwabe des ersten Termins wurde so gewdhlt, dass mdglichst
uberwiegend frisch bestiftete Zellen auf der Wabe zu finden waren. Die ausgewdhlten Waben wurden tber die

nachsten Termine weiterverfolgt und die Brutabbruchrate (BTR) mithilfe der Software HiveAnalyzer bestimmt.
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Arbeitspaket 1.3: Wirkstoffverteilung in relevanten Matrizes

Neben den Versuchsvélkern wurden auch noch mindestens jeweils 2 Beprobungsvolker an den Standorten
aufgestellt. Aus diesen wurden die Proben fur die anschlielende Riickstandsanalytik entnommen. Dafur wurden
vor, wahrend und nach Applikation Pflanzen-, Bienen- und Stockproben genommen. Im Detail wurden an jedem
Zeitpunkt und Versuchsfeld: 10 Blitenstande, ca. 100 heimkehrende Sammelbienen (Nektar- und
Pollensammlerinnen), 100 Stockbienen direkt von den Waben, ca. 1 g frische eingelagerter Pollen sowie Nektar,
je ca. 1 g Larvenfuttersaft der Kdniginnen, Arbeiterinnen und Drohnen, sowie alle dazugehérigen Larven
(Kéniginnen, Arbeiterinnen und Drohnen) gesammelt. Die Riickstandsanalytik erfolgte anschlieend am Standort
Berlin des JKIs und wurde nach dem Protokoll von Bischoff et al. (2020) durchgefihrt. Eine detaillierte
Beschreibung findet sich in Wueppenhorst et al. (2024b).

Arbeitspaket 1.4: Entwicklung des Mikrobioms unter Stressoreneinfluss

Zur weiteren Analyse der Veranderungen des Mikrobioms der Honigbienen unter Stressoreneinfluss, wurden wie
bereits im Spatsommer 2021 (siehe AP 1.1) erneut Stockbienen, Bienenbrot und Sammlerinnen beprobt. Insgesamt
wurde die Beprobung aller Versuchsvolker 3x durchgefiihrt: vor, wahrend und nach der Applikation. Die Proben
wurden bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Analog zur Vorgehensweise im Jahr 2021, wurden die Darme

der Stock- und Sammelbienen zu je funf Individuen gepoolt. Die Quantifizierung erfolgte wie oben beschrieben.

Arbeitspaket 1.5: Stressoren-Einflusse anhand spezifischer Biomarker

Ahnlich der Probenentnahme fir die anschlieRende Mikrobiomanalyse wurden zur Biomarkeranalyse Larven,
Stockbienen und Sammlerinnen von den Versuchsvolkern beprobt. Die Beprobungstermine fanden an Tag -4 (+/-
1), an Tag +2 sowieso an Tag +5 und an Tag +9 statt. Da fur die Biomarkeranalyse Larven der Stadien L2 und L5
beprobt werden sollten, erfolgte in diesem Fall wahrend der Exposition eine geteilte Beprobung an Tag +2 (L2)
und Tag +5 (L5). Die gesammelten Proben wurden bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Ein Array aus 24
Genen wurde in Anlehnung an Kablau et al. (2020) erstellt und erweitert. Die Kandidatengene wurden
entsprechend ihrer Funktion ausgewahlt, um als potentielle Biomarker zur Bestimmung von Stressreaktionen der
im Projekt untersuchten Stressoren (Fungizidbehandlung und Nahrungslimitierung) zu agieren. Eine Ubersicht der
Gene samt der Primersequenzen findet sich in Tabelle 3.1. Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte nach
Kablau et al. (2020).
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Tabelle 3.1: Ubersicht der genutzten Kandidatengene, mit Zielgen, Primerbezeichnung und Sequenz.

Zielgen Primer Sequenzen (5°-3¢)
Phenoloxidase activating enzyme ame PPOact fw GTTTGGTCGACGGAAGAAAA
ame PPOact rev CCGTCGACTCGAAATCGTAT
Hexamerin 110 ame Hex110 fw CTGCAAGGAGTGCAACAAGTATT
ame Hex110 rev CGTTTGACCACCACTCTGCC
Ecdysone receptor ame Ecr fw AAGGCGCAAAAGGAGAAGGA
ame Ecr rev GGGCTGATCGGTTTCACGTA
Ecdysone-induced protein 75 ame E75 fw CAATCGGCCCAGGTCTGTTA
ame E75 rev AGAATCCCTTGCATCCCTCG
Peptidoglycan-recognition protein LC ame PGRP-LC fw GTGTGAGTGCGTTGGTATGG
ame PGRP-LC rev ATGCTGACCGCGCTATCTTT
Defensin 1 ame Defl fw TGCGCTGCTAACTGTCTCAG
ame Def1 rev AATGGCACTTAACCGAAACG
Cytochrome c oxidase subunit 5b ame COX5b fw TGTCGACGAACATTCTCTTGC
ame COX5b rev CGTTTTTCCAATCCCGTAGCA
Cytochrome c oxidase subunit 17 ame COX17 fw TAGAGGCGCTGAAACTGGTG
ame COX17 rev TCAGGACAAGCACAACAAGGT
Juvenile hormone acid O- ame Jhamt fw CGGGGAATTCGCAGAAGAGA
methyltransferase
ame Jhamt rev CGATAAGCGTTCCTCGTCGT
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 ame NDUFB-7 fw TAGAGAACGCAATAGGC
beta subcomplex subunit 7
ame NDUFB-7 rev TGCTCTTTCACAATCTAATC

Insulin-like peptide 1
Alpha-glucosidase

Major royal jelly protein 1
Major royal jelly protein 2
Cytochrome P450 9e2
Cytochrome P450 9e2
Catalase

Gluthatione s-transferase-
detoxification

CAMP - dependent kinase type 1
Cytochrome P450 9s1
Enolase

40S ribosomal protein S1

ame llpl fw

ame llpl rev

ame HBG3 fw
ame HBG3 rev
ame Mrjp 1 fw
ame Mrjp 1 rev
ame Mrjp 2 fw
ame Mrjp 2 rev
ame CYP 9Q1 fw
ame CYP 9Q1 rev
ame CYP 9Q2 fw
ame CYP 9Q2 rev
ame Catalase fw
ame Catalase rev
ame GST-D1 fw

ame GST-D1 rev
ame PKA-C1 fw
ame PKA-C1 rev
ame CYP9S1 fw
ame CYP9SL1 rev
ame Enolase fw
ame Enolase rev
ame RPS18 fw
ame RPS18 rev

GCTCAGGCCTGTGCTCGAAAAGT

CGTTGTATCCACGACCCTTGC
TACCTGGCTTCGTGTCAAC

ATCTTCGGTTTCCCTAGAGAATG

CACAGCCCAAGATGGAATTT
AAGAAGACGCCACTCTTTGA
GGAAAGGGAGGGCTAGTCTC
TCGATCGTCAATTTTGGCATA
TCGAGAAGTTTTTCCACCG
CTCTTTCCTCCTCGATTG
GATTATCGCCTATTATTACTG
GTTCTCCTTCCCTCTGAT
GGCGGGTGAATTAAGTGCTA
TTGCGTTGTGTTGGAGTCAT
GCCGCTTCAAAAGAAGTACG

GTGGCGAAAACAAGGATGAT
TCCATTTTTGGTCTCCTTGC
GTAAAAGCGCGAATGTGGTT
GGACATTCACAGCACTCCGA
GCTTCCTTGCTCACCAGACT
GGTGATGAAGGTGGTTTTGC
GATGCAGCAACATCCATACC
GATTCCCGATTGGTTTTTG
CCCAATAATGACGCAAACCT
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MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen
Arbeitspaket 2.1: Sammeln, Verifizieren, Validieren von Pollenproben fiir Aufbau einer Pollenbilddatenbank

Die Sammlung von frischen Antheren-Proben fiir den Aufbau einer Pollenbilddatenbank (Referenzdatenbank)
erfolgte im Rahmen des NutriBee-Projektes im Zeitraum von 2021-2023 in Leipzig-UFZ (im Botanischen Garten
und Umgebung), Hohenheim-UHOH (im Botanischen Garten) und in Braunschweig-JKI (im Botanischen Garten,
Arzneipflanzengarten, JKI Gelande und Umgebung). An allen Standorten erfolgte die Sammlung nach einem
speziell dafiir entwickelten Sammelprotokoll. Die relevantesten Punkte beinhalteten: 1) die Abschatzung des
richtigen Reifezeitpunktes (mdglichst nur reife, sichtbar an deutlichem Blutenstaub, Antheren beproben); 2)
Antheren mdglichst direkt in Eppendorf-Tubes mit Pinzette sammeln oder in Papiertiiten und spéter in Eppendorf-
Tubes Uberfuhren; 3) es werden mindestens 3 Eppendorf-Tubes bzw. minimal 20 Bliiten pro Art benétigt; 4)
Proben mdglichst zeitnah bei -20°C einfrieren; 5) Sammeldaten in der Metadatentabelle dokumentieren
(Beantwortung der W-Fragen); 6) Artbestimmung Uber die App ,Flora Incognita® oder mithilfe eines
Pflanzenbestimmungsbuch. Bei der Sammlung dieser Antheren-Proben sollte der Fokus auf die 500 Bienen-
relevantesten Arten gelegt werden. Es wurde aus diesem Grund eine Sammelliste erstellt, die auf den 500
haufigsten gefundenen Arten im Honig im LAVES-Celle basiert. Alle gesammelten Proben wurden anschlieRend
nach Leipzig-UFZ geschickt, wo sie im Labor aufbereitet wurden.

Die Probenaufbereitung erfolgte nach dem in Dunker et al. (2021) beschriebenen Extraktionsprotokoll.
Zusammenfassend wurde zu den Proben Pollenisolationspuffer gegeben, anschlieBend wurden die Proben
gevortext und ins Ultraschallbad gelegt. Daraufhin wurden die Proben filtriert, wobei ein Filter entsprechend der
PollengroRe gewahlt wurde. Die PollengréRe wurde durch verschiedenen Pollendatenbanken ermittelt (Beug 2015,
Pollenwiki, PalDat). Die letzten Schritte beinhalten das Zentrifugieren der Proben, den Uberstand abzunehmen
und das Hinzuftigen eines weiteren Puffers (PBS).

Die so aufbereiteten Proben wurden anschlieBend mit einem ImageStream X MKk Il bildbasierten multispektralen
Durchflusszytometer vermessen. Die dazugehorigen Parameter/Einstellungen sind in Dunker et al. (2021)
beschrieben. Eine zytometrische Messung lauft wie folgt ab. Zunéchst wird die Probe mittels eines Eppendorf-
Tubes in das Gerdt gegeben und die Partikel bzw. Pollen werden aufgrund der hydrodynamischer Strémung
vereinzelt. Zwei Kameras hehmen dann von den vereinzelten Pollen zwei zytometrische Hellfeldbilder pro Pollen
auf. Zusatzlich trifft ein 488 nm Laser auf die Pollen, wobei das Laserlicht von den Pollen absorbiert und
Fluoreszenz emittiert wird und so neun zytometrische Fluoreszenzbilder unterschiedlicher spektraler Emission
sowie ein Streuungsbild pro Pollen aufgenommen werden. Somit erhélt man pro Pollen insgesamt 12 Bilder. Eine
zytometrische Messung dauert abhangig von der Probenkonzentration maximal 10 min und wird beendet, wenn
5.000 Partikel gemessen wurden. Die so entstandenen Pollenbilder wurden fur die Pollenbilddatenbank in der
geréatespezifischen Software durchgeschaut und manuell Fremdpollen und Schmutz heraussortiert. Insbesondere
dieser Arbeitsschritt der Qualitatssicherung war bei der hohen Anzahl der Messungen und Bilder pro Messung
sehr umfangreich.

Fur einen Teil der Proben erfolgte zusatzlich noch ein Probensplit. Dies bedeutet, dass bei Proben mit viel
Probenmaterial die Probe wéhrend der VVorbereitung in zwei gleich grof3e Teile aufgeteilt wurde. Der eine Teil der
Probe wurde wie bereits beschrieben fir die zytometrische Messung aufbereitet. Der andere Teil der Probe

hingegen wurde fiir die mikroskopische Verifizierung verwendet. Diese Aufbereitung glich der zytometrischen
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Aufbereitung bis zum letzten Schritt, nur, dass anstatt des PBS Puffers 96 % Ethanol hinzugegeben wurde. Diese

Préaparatanfertigung und Verifizierung erfolgte am LAVES-CE.

An der TU llmenau erfolgte die Validierung der Kl basierend auf den gesammelten Proben. Die Bildverarbeitung
beinhaltete mehrere Vorverarbeitungsschritte einschlieflich Histogramm-Normalisierung, Hintergrundentfernung
und kanalweise Skalierung. Das Open Microscopy Environment (OME)-Format, in dem die Bilder gespeichert
werden, bewahrt dabei wichtige Metadaten uber Bildgebungsbedingungen sowie experimentelle Parameter und

erhélt gleichzeitig die relativen Intensitatsunterschiede zwischen den Bildgebungskandlen.

Erprobt wurden auBerdem ein neuartiger Entzerrungsprozess der auf einer GAN (Generative Adversarial
Network)-basierte  Architektur mit einem Encoder-Decoder-Framework mit spezialisierten Anti-Bias-
Komponenten basiert, sowie ein neuartiger Ansatz zur spektralen Mischung um Zugang zu RGB-
Bildaufbereitungstechniken zu erhalten. Dies wurde durch verschiedene von biologischen Systemen inspirierte
Regularisierungstechniken ergéanzt, einschliellich synaptischer Skalierung und spontaner Spine-Remodellierung,
die eigens dafir entwickelt wurden (Hofmann and Mader 2022, sowie https://openreview.net/pdf?id=6vSDzn-

AFIW (preprint link - under review in Nature Communications)). Die neuronale Netzwerkarchitektur wurde unter
Verwendung von drei Hauptframeworks implementiert: ResNext50_32x4d, ResNet50 und VGG, wobei die

ResNext50_32x4d-Konfiguration die beste Leistung zeigte.

Fur die Variationsstudie der Pollenmerkmale im Hinblick auf rdumlich-zeitliche Variabilitdt wurden im Rahmen
der Auswertung mittels maschineller Datenverarbeitungstechniken insgesamt 61.250 Pollenbilder von vier
verschiedenen Arten (Achillea millefolium, Lamium album, Lathyrus vernus und Lotus corniculatus) an vier
Standorten in Deutschland (Berlin, Halle (S.), Leipzig und Jena) tiber einen Zeitraum von vier Jahren (2019-2022)
gesammelt (u.a. aus verschiedenen studentischen Projekten im Rahmen des Phenobs_Netzwerkes (PhenObs),
sowie des NutriBee-Projektes). Fir die Charakterisierung der Pollen wurden mehrere morphologische Merkmale
wie Kompaktheit, L&nge, Langlichkeit und Rundheit sowie die Fluoreszenzintensitat in verschiedenen
Spektralbereichen erfasst. Die Datenverarbeitung beinhaltete RGB-Transformationen der multispektralen Daten,
wobei die Bilder nach ihrer Erkennungswahrscheinlichkeit in verschiedene Qualitatskategorien (leicht, mittel,
schwierig) eingestuft wurden. Zur Validierung der Proben wurden die Bilder sowohl zytometrisch als auch
mikroskopisch untersucht, wobei insgesamt 101 Beobachtungen durchgefiihrt wurden. Die groRten Bildermengen
stammten aus Leipzig (29.730 Bilder) und Jena (25.172 Proben), wahrend in Berlin (595 Bilder) und Halle (5.750
Bilder) weniger Bilder aus den Messungen vorlagen. Die Analyse wurde durch ein vielschichtiges neuronales
Faltungsnetzwerk-basiertes Klassifizierungssystem durchgefiihrt, das fiur das Sammeln, Verifizieren und
Validieren von Pollenproben entwickelt wurde, um die verschiedenen Pollentypen automatisch zu identifizieren

und zu kategorisieren.

Arbeitspaket 2.2: Aufbau einer bundesweiten Pollenbilddatenbank basierend auf Pollenhdschen-Proben

Im Rahmen eines vom Land Baden-Wdrttemberg finanzierten Projekts wurden bereits Pollenhdschen-Proben
gesammelt. Ein Teil dieser Proben wurden nach Leipzig-UFZ zur zytometrischen Messungen und Auswertung
geschickt. Die Aufbereitung dieser Proben erfolgte nach dem leicht angepassten Extraktionsprotoll der Antheren-
Proben. Dabei wurden die Pollenhdschen gemérsert und die Filtration erfolgte immer mit einem 100 pm Filter.

Die anschlieBende Messung mit dem Zytometer wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Fur einige Proben
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war eine Verdinnung mit PBS aufgrund der hohen Pollenkonzentration notwendig. Fir den anderen Teil der

Pollenhdschen-Proben erfolgte an der UHOH die mikroskopische Aufbereitung und Auswertung.

Die Pollenhdschen-Proben wurden einer umfassenden Datenbereinigungspipeline unterzogen, um beschadigte
oder fehlerhafte Bilddaten zu entfernen, die beim automatisiertem Bildexport vereinzelt entstehen und die die
Eingangsstatistik verfalschen kénnten. Dies umfasste die automatische Erkennung und Entfernung unvollstandiger
Kanaldaten, die Korrektur von Metadaten-Inkonsistenzen und die Validierung der Kanalausrichtung tber den
gesamten Spektralbereich. Pollenbilder mit signifikanten Artefakten oder fehlenden Kanalinformationen wurden
aus dem Datensatz ausgeschlossen, um die statistische Integritdt zu wahren. Die Datenbank umfasst insgesamt
1.076.566 Pollenbilder von 120 verschiedenen Taxa mit jeweils 8 Qualitatsstufen aus 352 Proben. Die initiale

Testdatenbank umfasste 10.000 Pollenbilder mit je einer Probe pro Taxon.

Arbeitspaket 2.3: Erweiterung der Pollenbilddatenbank basierend auf verschiedenen Matrizes

Fur die Erweiterung der Pollenbilddatenbank wurden neben den Pollenhdschen-Proben noch Honigproben
verwendet. Von den Projektpartnern (UHOH, LAVES-CE, JKI) oder von lokalen Imkern erhielt das UFZ
verschiedene Sorten- und Mischhonige. Die Aufbereitung der Honigproben erfolgte nach der angepassten DIN
10760. Die einzelnen sich wiederholenden Schritte sind dabei das Einwiegen der Probe, das Hinzufligen von
destilliertem Wasser oder PBS, das Dekantieren und Filtrieren mit 100 pm Filtern. Bei der Messung mit dem
Durchflusszytometer gibt es keine Unterschiede zu den vorherigen Proben. Fir alle Honigproben liegen ebenfalls
mikroskopischen Auszéhlungen vor, welche an der UHOH oder am LAVES-CE durchgefiihrt wurden.

Die Honigproben wurden derselben Datenbereinigungspipeline wie die der Pollenhdschen-Proben unterzogen,
konnten aber noch nicht final fur die Pollenklassifikation der Honigproben getestet werden.

Zusatzlich fihrten das UFZ, die UHOH und das LAVES-CE einen Ringversuch durch, um den aktuellen Stand
der Vergleichbarkeit zwischen der mikroskopischen und der zytometrischen Pollenanalyse zu ermitteln. Zu diesem
Zweck wurden funf Masterpollenmischungen angefertigt, bestehend aus drei Antherenpollenmischungen mit
verschiedenen Anteilen von Acer, Brassica, Prunus, Taraxacum und Robinia und zwei Pollenhdschenmischungen
mit verschiedenen Anteilen von Acer, Aesculus, Pyrus, Taraxacum und Salix. Die Sammlung und Aufbereitung
dieser Proben erfolgte nach dem Sammel- und Extraktionsprotokoll des Probensplits. Die Mastermischungen
wurden dadurch gleichméaBig aufgeteilt und fir die jeweilige Analysemethode entsprechend vorbereitet. Der eine
Teil der Proben wurde verwendet, um gemeinsam mit einer Mitarbeiterin des LAVES-CE fur sieben
Ringversuchsteilnehmer ein  mikroskopisches Prdparat pro Mischung herzustellen. Die sieben
Ringversuchsteilnehmer (fiinf Personen am LAVES-CE und zwei Personen an der UHOH) wurden gebeten, bei
der mikroskopischen Pollenanalyse jeweils 500 Pollenkdrner auszuzéhlen und einem Pollentyp/Art zuzuordnen.
Die auszuzéhlenden 500 Pollenkdrner entsprechen den Vorgaben der DIN 10760 (Bestimmung der relativen
Pollenhdufigkeiten). Bei der Auszéhlung hatten die Teilnehmer zumindest davon Kenntnis, dass es sich bei der
Pollenmischung um insgesamt fiinf Pollentypen pro Mischung handelt. Mit dem anderen Teil der Proben wurden
pro Mischung sieben durchflusszytometrische Messungen durchgefuhrt. Nach der Annotation der Pollen, wurde
mit dem KI-Modul die Identifizierungsgenauigkeit eines Classifiers getestet, welcher die jeweiligen und eine

zusatzliche Art enthielt.
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Arbeitspaket 2.4: Evaluierung von MalRnahmen fiir bestauberfreundlichen Pflanzenschutz und Pflanzenbau

Fiir andere Projekte wie ,,ComBee®, ,MonViA“ oder ,,PhenObs* wurden bereits Antheren-Proben nach dem
beschriebenen Sammelprotokoll und Extraktionsprotokoll wéhrend der Projektlaufzeit gesammelt, aufbereitet und
zytometrisch am UFZ gemessen. Diese Proben konnten noch nicht weitergehend auf die Pollenzusammensetzung
untersucht werden. Zudem hat das UFZ Pollenhdschen-Proben aus dem Pflanzenschutzmittelversuch aus Modul
1 erhalten. Diese Proben sollen verwendet werden, um mdogliche Auswirkungen von Pflanzenschutzmitteln auf
Pollenmerkmale zu untersuchen und ggf. die Pollenbilddatenbank mit diesen Proben zu erweitern. Aus diesem

Grund wurden diese Pollenhdschen wie die bereits genannten anderen Pollenhdschen aufbereitet und gemessen.
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4. Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt geordnet nach den im Projekt definierten Arbeitspaketen und ihren
entsprechenden Zielen und Abldufen. Abweichungen von den in den Arbeitspaketen definierten Zielen und

Ablédufen werden weiterfilhrend unter Punkt 5 (,,Diskussion der Ergebnisse®) diskutiert.

MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker
Arbeitspaket 1.1: Kunstschwarmbildung und VVoranalyse der Darm-Mikroflora [ ]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

In Vorbereitung auf die Versuchsdurchfiihrung im Frihjahr 2022 wurden im Juni/Juli 2021 jeweils 24
Kunstschwarme mit Schwesterkéniginnen an den jeweiligen Standorten gebildet. Weiterhin wurden Proben von
Stockbienen, Larven (Stadium L5) und Bienenbrot im August 2021 aus jedem der Voélker entnommen und die
Bestimmung der lokalen bakteriellen Mikroflora am LAVES in Celle durchgefuhrt. Mithilfe sensitiver
Hochdurchsatzprotokolle (qPCR-Analysen) wurde die Abundanz der Kernmikrobiomvertreter bestimmt.
Weiterfiihrend wurden die gemessenen Abundanzen je Art auf das zusétzlich gemessene Referenzgen f-actin der
Honigbiene normalisiert und so die relative Abundanz ermittelt.

Die Ergebnisse der beprobten Stockbienen (aus 2021) zeigen das zu erwartende Bild, dass sich die Abundanzen
zwischen den einzelnen Kernmikrobiomvertretern unterscheiden (Abbildung 4.1A). Es finden sich jedoch kaum
Unterschiede in der Abundanz der jeweiligen Arten zwischen den einzelnen Standorten. Dies passt zu den
Ergebnissen, die bereits durch andere Autoren in der Vergangenheit beschrieben worden sind, dass das
Kernmikrobiom der Honigbiene im Hinblick auf die vorkommenden Arten konstant ist, sich die Abundanzen
jedoch lokal unterscheiden kénnen (Hroncova et al. 2015).

Die Ergebnisse des Bienenbrotes zeigen, dass das Bienenbrot von Laktobazillen dominiert wird und die tbrigen
Arten stark unterreprasentiert sind, wobei S. alvi gar nicht detektiert werden konnte (Abbildung 4.1B). Lokale
Unterschiede sind wie auch schon bei den adulten Tieren (Stockbienen) zu erkennen, jedoch entsprechen sie dem
Erwartungswert. Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass vor allem Laktobazillen fiir die Prozesse der
Fermentierung des Bienenbrotes verantwortlich sind (Smutin et al. 2022). Bisher wurde in anderen Studien das
Mikrobiom des Bienenbrotes ausschlieBlich mithilfe von Breitbandscreenings analysiert und die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sich auch Vertreter des Kernmikrobioms der Honigbiene im Bienenbrot finden lassen
(Smutin et al. 2022). Eine Einzelanalyse der 0.g. Arten wurde nach aktuellem Kenntnisstand im Bienenbrot bisher
nicht durchgefihrt.

Das Kernmikrobiom der L5-Larven zeichnete sich durch eine tbergreifende, sehr geringe Abundanz der einzelnen
Vertreter, sowie die Abwesenheit von S. alvi, aus (Abbildung 4.1C). Wie bereits bei den Stockbienen und dem

Bienenbrot beobachtet, gab es lokale Unterschiede, jedoch entsprechen auch diese dem Erwartungswert.
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Abbildung 4.1: Relative Abundanzen der Kernmikrobiomvertreter in den einzelnen Proben, die im August 2021 gesammelt
wurden. Aus jedem der gebildeten Kunstschwarmvélker (n = 24 Vélker pro Standort, N = 5 Standorte) wurden Proben der
Stockbienen (A), des Bienenbrotes (B) und der L5-Larven (C) enthommen. Dargestellt ist die Abundanz der
Mikrobiomvertreter relativ zur gemessenen Referenz pro Standort (BO: Bochum, BS: Braunschweig, CE: Celle, HO:
Hohenheim, VH: Veitshdchheim). Unterschiedliche Buchstaben entsprechen signifikanten Unterschieden zwischen den
Standorten (LMM: p < 0.05).

Arbeitspaket 1.2: Populations- und Brutentwicklung [ ]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Der Versuch fand wie geplant im Frihjahr 2022 statt und die Ergebnisse der Populationsschdtzungen (Mérz-
September) und der Brutfotographie wurden detailliert ausgewertet. Es hat sich gezeigt, dass der kombinierte
Stressoreneinfluss aus Fungizidexposition und Nahrungslimitierung einen Effekt auf die Entwicklung von
Jungvolkern hatte. Dieser Effekt zeichnete sich durch eine verringerte Bienenmassezunahme (Abbildung 4.2A, B)
und einem Peak in der Brutrate der Jungvolker wahrend der Expositionsphase aus (Abbildung 4.2C, D). Jedoch
ist hervorzuheben, dass dieser Effekt von den Jungvoélkern iber die Versuchszeit kompensiert werden konnte. Ein
Effekt auf die Brutentwicklung bzw. die Brutabbruchrate (BTR) konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 4.3).
Die BTR liegt mit einem Maximum von 19 % in der zu erwartenden Abbruchrate von 15-20 % von

Wirtschaftsvélkern unter Feldbedingungen (Lickmann & Tanzler 2020).

Die Ergebnisse und Interpretationen der Daten wurden bereits in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift

verdffentlicht und finden sich unter Wueppenhorst et al. (2024a).
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A) Bienenmasseentwicklung B) Bienenmasseentwicklung C) Brutverhaltnis D) Brutverhatnis
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Abbildung 4.2: Entwicklung der Honigbienenvolker unter kombiniertem Stressoreneinfluss, gemessen an der
Bienenmasseentwicklung (A, B) und dem Brutverhaltnis (C, D). Jung- (A, C) und Wirtschaftsvolker (B, D) wurden im 3-
wochigen Rhythmus geschétzt und ihre Entwicklung dokumentiert. Wahrend der Expositionsphase waren ein Teil der Vélker
einer Fungizidexposition und/oder einer Nahrungslimitierung (Pollenfalle) ausgesetzt. Unterschiedliche Buchstaben
entsprechen signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen (n = 3 Vélker pro Gruppe, N =5 Standorte) (LMM: p < 0.05)
(Abbildung entnommen aus Wueppenhorst et al. 2024a).
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Abbildung 4.3: Brutabbruchrate der Jung- (A) und Wirtschaftsvolker (B) innerhalb des ersten Brutzyklus nach
Expositionsstart. Wahrend der Expositionsphase waren ein Teil der Volker einer Fungizidexposition und/oder einer
Nahrungslimitierung (Pollenfalle) ausgesetzt. Unterschiedliche Buchstaben entsprechen signifikanten Unterschieden zwischen
den Gruppen (n = 3 Volker pro Gruppe, N = 3 Standorte) (LMM: p < 0.05) (Abbildung entnommen aus Wueppenhorst et al.
20243).

Mittels Pollenanalyse wurde der Inhalt der Pollenfallen aller Standorte bestimmt und verglichen. Zwischen den
Kontrollfeldern und denen der Pflanzenschutzmittelapplikation waren keine groReren Unterschiede zu beobachten.
Vor Applikation lag der Rapspollenanteil bei durchschnittlich 54,2 %, wéhrend der Applikation bei 46,9 % und
nach Applikation bei 34,7 %. Somit ist zu schlussfolgern, dass die Sammelbienen auch wirklich im Raps Pollen

gesammelt haben.
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Arbeitspaket 1.3: Wirkstoffverteilung in relevanten Matrizes [ ]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Die Analyse der Rickstande der beiden verwendeten Fungizide (Boscalid und Pyraclostrobin) hat gezeigt, dass
die Konzentrationen der beiden Wirkstoffe ber die Zeit von acht Tagen in den Blitenstdnden, den Honigblasen
und Pollenhdschen und dem eingelagerten Pollen und Nektar abnehmen (Abbildung 4.4). Weiterhin zeigen die
Ergebnisse, dass die Ammenbienen als eine Art Filter im weiteren Transfer fungieren. Sowohl in den Képfen der
Ammenbienen als auch im Gelée Royal wurden nur sehr geringe Konzentrationen der Fungizide gemessen
(Abbildung 4.5). Die hoheren Riickstdnde, die im Larvenfuttersaft der Arbeiterinnen und Drohen detektiert
wurden, resultieren am wahrscheinlichsten von dem hinzugefiigten Pollen, der im Gelée Royal nicht vorkommt
(Bohme et al. 2019). Alle detektierten Konzentrationen lagen mindestens um den Faktor 2 unter dem
Schwellenwert flir akute bzw. chronische Toxizitatslevel. Bei Betrachtung des gesamten Transferwegs von den
Blitenstanden, Uber die Sammelbienen, den eingelagerten Pollen und Nektar, hin zu den Ammenbienen, dem
produzierten Futtersaft und schlieBlich den Larven, zeigt sich, dass die Konzentrationen im Median von einem
Schritt zum anderen abnehmen. Die Ausnahme dabei bildet die Einlagerung des Pollens und Nektars sowie die

Hinzugabe von Pollen zu den Larvenfuttersaften von Arbeiterinnen und Drohnen (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.4: Fungizidriickstdnde in Pflanzenmaterial bzw. eingelagertem Pollen und Nektar (iber den Versuchszeitraum.
Gemessene Riickstande von Boscalid (A) und Pyraclostrobin (B) in Blutenstanden, Pollenhéschen und Honigblasen (A, B),
dargestellt als Regressionsgerade ab dem Zeitpunkt der Applikation. Rickstande beider Substanzen in eingelagertem Pollen
bzw. Nektar (C). Unterschiedliche Buchstaben entsprechen signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen (LMM: p <
0.05). Die Proben stammen ausschlieBlich von Voélkern an den Felder der Fungizidexposition. (BO, Bochum; BS,
Braunschweig; CE, Celle; HO, Hohenheim; VH, Veitshéchheim) (Abbildung entnommen aus Wueppenhorst et al. 2024b)
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Abbildung 4.5: Fungizidriickstande (Boscalid und Pyraclostrobin) gemessen in Arbeiterinnenkdpfen und Larvenfuttersaften
(A) und Larven (B) Uber den Versuchszeitraum. Unterschiedliche Buchstaben entsprechen signifikanten Unterschieden
zwischen den Gruppen (LMM: p < 0.05). Die Proben stammen ausschlieflich von Volkern an den Felder der
Fungizidexposition. (BO, Bochum; BS, Braunschweig; CE, Celle; HO, Hohenheim; VH, Veitshéchheim) (Abbildung

entnommen aus Wueppenhorst et al. 2024b)
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Abbildung 4.6: Transferwege der Fungizidrickstande (Boscalid und Pyraclostrobin) von der Feldapplikation zu den

Honigbienenlarven. Gezeigt sind die Transferfaktoren von der jeweiligen Matrix zur nachsten (Werte an den Pfeilen).
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Zusatzlich sind die gemessenen Konzentrationen (Mediane (ber alle Zeitpunkte) mit angegeben. (Hellblau: Boscalid;

Dunkelblau: Pyraclostrobin) (Abbildung entnommen aus Wueppenhorst et al. 2024b)

Die Ergebnisse und Interpretationen der Daten wurden bereits in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift

verdffentlicht und finden sich unter Wueppenhorst et al. (2024b).
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Arbeitspaket 1.4: Entwicklung des Mikrobioms unter Stressoreneinfluss [abgeschlossen, publiziert]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH und IBI

Alle Probenmatrizes (Stock- und Sammelbienen, sowie Bienenbrotproben) wurden 2022 gesammelt, 2023

prapariert und beim Projektpartner LAVES-CE analysiert.

Die Ergebnisse der Stock- und Sammelbienen wurden mithilfe multidimensionaler Skalierungsmethoden (NMDS)
auf Grundlage der bakteriellen Zusammensetzungen (Abundanz und relative Haufigkeiten) analysiert (Abbildung
4.7A). Es zeigte sich, dass kein expositionsbedingter Effekt nachgewiesen werden konnte, weder durch die
Fungizidbehandlung noch durch die Nahrungslimitierung. Jedoch konnten signifikante Unterschiede zwischen den
Standorten und den Probenarten (Stock- und Sammelbienen) beobachtet werden. Diese waren jedoch zu erwarten.
Lokale Effekte wurden bereits in mehreren Arbeiten beschrieben und durch die unterschiedlichen Umwelteinflusse
und Nahrungspréferenzen der Honigbienenarbeiterkasten (Stock- und Sammelbienen mit unterschiedlichen
Aufgaben, wie der Brutpflege oder das Sammeln von Pollen und Nektar) waren Unterschiede zwischen den

Probenarten ebenfalls zu erwarten.

Durch die Kooperation mit dem Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (Dr. A. Yurkov) konnten zuséatzlich Effekte auf das Umweltmikrobiom untersucht werden.
Dazu wurde das Mikrobiom des floralen Nektars der Rapspflanzen analysiert. Auch hier zeigte sich, dass nur ein
Standortunterschied festzustellen war und kein Effekt auf die Fungizidexposition zuriickzufiihren war (Abbildung
4.7B).

Die Ergebnisse und Interpretationen der Daten wurden bereits in einer wissenschaftlichen Fachzeitschrift
veroffentlicht und finden sich unter Wueppenhorst et al. (2024a).
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Abbildung 4.7: Mikrobiomanalysen unter kombiniertem Stressoreneinfluss im Honigbienendarm (A) und des floralen Nektars
(B). Im Honigbienendarm wurde eine Kernmikrobiomanalyse durchgefiihrt und die Gemeinschaft mithilfe einer NMDS
Analyse dargestellt. Es konnten keine signifikanten Effekte bezogen auf die Fungizidexposition und/oder die
Nahrungslimitierung (Pollenfalle) festgestellt werden (PERMANOVA, p < 0.05). Das Mikrobiom des Nektars wurde mithilfe
einer PCoA dargestellt und es konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf die Fungizidexposition zuriickgefiihrt
werden (PERMANOVA, p > 0.05). (Abbildungen entnommen aus Wueppenhorst et al. 2024a)
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Arbeitspaket 1.5: Stressoren-Einfliisse anhand spezifischer Biomarker [abgeschlossen, in Bearbeitung]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOHund FUB

Alle Proben wurden wie geplant im Jahr 2022 gesammelt und zur weiteren Analyse an die FUB versendet. Die
Ergebnisse der Genexpressionsmessungen wurden anschlieBend mithilfe einer NMDS ausgewertet, um ein
ganzheitliches Bild zu erlangen und die Qualitat der ausgewahlten Kandidatengene als Biomarker bewerten zu

kénnen.

Die Betrachtung aller Biomarker ergab, dass sowohl die Fungizidexposition als auch die Zeit (vor, wéahrend, nach
Exposition) keinen signifikanten Effekt auf die Bienen hatten (PERMANOVA, p > 0.05) (Abbildung 4.8 A, C).
Es zeigte sich lediglich ein zu erwartender Unterschied zwischen den Sammel- und Stockbienen (PERMANOVA,
p = 0.001) (Abbildung 4.8 B), der sich im speziellen durch die Gene Hex110, MRJP-1, MRJP-2, llp-1, PPOact,
Defl sowie Vg zu ergeben schien. Eine genauere Betrachtung der relativen Expressionen dieser Gene bestatigte

den jeweiligen signifikanten Unterschied zwischen Sammel- und Stockbienen (Abbildung 4.9 A, B).
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Abbildung 4.8: Ergebnisse der Biomarkeranalyse durch eine NMDS Darstellung mit allen gemessenen Kandidatengenen. Es
erfolgte eine Darstellung der verschiedenen Einflussfaktoren: Fungizidexposition (A), Bienenart (B), und Zeit (C). Es handelt
sich bei den drei Abbildungen jeweils um dieselbe Analyse, zur besseren Interpretation der Ergebnisse wurden lediglich die
Punkte entsprechend des Einflussfaktors eingefarbt. Weiterhin sind der Stress-Faktor (stress), die Anzahl der Dimensionen fur
die Analyse (k = 4) und der Signifikanzwert (p-value) der PERMANOVA angegeben.
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Abbildung 4.9: Detaillierte Darstellung des relativen Expressionslevels ausgewéhlter Kandidatengene. A) Betrachtung der
Unterschiede zwischen Sammel- (blau) und Stockbienen (orange) pro Zeitpunkt innerhalb der Gene, B) Betrachtung des
zusétzlichen Faktors Pollenfalle fur die relativen Expressionslevel des Gens Vitellogenin (Vg). Unterschiedliche Buchstaben

entsprechen signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen (n = 24 Vélker pro Gruppe, N = 4 Standorte) (LMM: a =
0.05).

Ahnlich den Ergebnissen des Mikrobioms der Honigbienen konnten mithilfe der ausgewéhlten
Kandidatenbiomarker ebenfalls keine Einflisse der Stressoren Fungizidexposition oder Nahrungslimitierung
festgestellt werden. Unterschiede zwischen den Sammler- und Stockbienen ergaben sich besonders bei den Genen
Hex110, MRJP-1, MRJP-2, lIp-1, PPOact, Defl sowie Vg, sodass diese auch in Zukunft als Biomarker zur

Unterscheidung von adulten Bienen unterschiedlicher Aufgabentypen genutzt werden kénnten.

Arbeitspaket 1.6: Uberwinterungserfolg und Verarbeitung der Daten [abgeschlossen, publiziert]
Beteiligte Partner: JKI, CE, RUB, UHOH, IBI und FUB

Der Uberwinterungserfolg der Volker aus dem Versuchsjahr 2022 wurde im Friihjahr 2023 anhand von
Populationsschatzungen ermittelt. Zusétzlich wurden Proben (Stockbienen, Bienenbrot und Honig) fur die
Rickstandsanalyse gesammelt, um die etwaig verbliebenen Riickstdnde der Fungizidexposition bewerten zu
konnen. Insgesamt lag der Uberwinterungserfolg der Honigbienenvélker bei 94 % (110/117 Vélker iiberwinterten
erfolgreich). Innerhalb der Jungvélker konnten keine Unterschiede in der Volksstarke gemessen werden, und nur
die sehr starken Wirtschaftsvolker der Kontrollflachen ohne Nahrungslimitierung unterschieden sich von den

ubrigen Wirtschaftsvolkern, die mindestens einem Stressor ausgesetzt waren.

Die Ergebnisse und Interpretationen der Daten wurden bereits in wissenschaftlichen Fachzeitschriften
verdffentlicht und finden sich unter Wueppenhorst et al. (20244, b).
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MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen

Arbeitspaket 2.1: Sammeln, Verifizieren, Validieren von Pollenproben fiir Aufbau einer Pollenbilddatenbank
[ ]
Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE, UHOH und JKI

Wahrend der Projektlaufzeit konnten von den Projektpartnern (UFZ, UHOH, JKI) insgesamt 4.434 Antheren-
Proben fir den Aufbau der Pollenbilddatenbank gesammelt werden. Die Proben umfassen 696 Pflanzenarten,
welche bienenrelevante Arten wie u.a. Brassica napus, Phacelia tanacetifolia, Lavandula angustifolia, Tilia
cordata, Malus sylvestris oder Salix caprea darstellen. Alle 4.434 Antheren-Proben wurden am UFZ aufbereitet.
Von allen Proben aus Leipzig und Hohenheim erfolgte mindestens eine zytometrische Messung. Fur die
zusétzlichen Proben aus Braunschweig aus 2023 erfolgte zunédchst die zytometrische Messung von knapp 100
Arten, die besonders relevant fiir die Pollenbilddatenbank war. Mit 120 dieser Arten wurde ein grofer Classifier
trainiert, welcher bereits eine recht hohe Accuracy (~ 80 %) erreicht. Die verbleibenden Proben sind eingelagert
und kénnen bei Bedarf noch gemessen werden. Die manuelle Qualitatssicherung ist ebenfalls fur die wichtigsten
Proben der Datenbank erfolgt. Fir 172 der Antheren-Proben aus Hohenheim erfolgte wahrend der Aufbereitung
ein Probensplit zur Verifizierung der Art. Bei 18 dieser Proben konnte die Zielpflanze nicht verifiziert werden, da

sich nur Pollenhillen finden lieBen oder die Pollenkdrner schon eingefallen waren.

Der Versuch zur Variabilitdt von Pollenmerkmalen, die an vier verschiedenen Arten durchgefiihrt wurde,
untersuchte sechs Pollenmerkmale im zeitlich-rdumlichen Kontext. Dabei wurden sowohl reife als auch unreife
Pollen analysiert. Es zeigte sich, dass selbst in diesem kleinen Datensatz teilweise eine groRe Variation in den
Pollenmerkmalen einer Art vorhanden ist (Abbildung 4.10, 4.11).
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Abbildung 4.10: Hauptkomponentenanalyse von sechs ausgewéhlten Pollenmerkmalen der vier untersuchten Arten (A.
millefolium - rot, L. album - griin, L. vernus - blau, L. corniculatus - lila) und dem Jahr der Sammlung (Symbole). Die Pfeile
zeigen die Polleneigenschaften, die die Hauptunterscheidung bestimmen, und die Bilder in den entsprechenden Rechtecken
zeigen ein reprasentatives mikroskopisches Bild des Pollens, welches mit bildbasierter Durchflusszytometrie aufgenommen
wurde.
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Abbildung 4.11: Netzdiagramme sechs ausgewahlter Merkmale fiir drei untersuchte Arten (Achillea millefolium, Lamium
album, Lathyrus vernus), unterteilt in rAumliche Untersuchung (Standort der Sammelorte: J-Jena, B-Berlin, H-Halle, L-Leipzig,
BG-Botanischer Garten, SDG-Halbtrockenrasen, MPG-mesophiles Grunland) und zeitliche Untersuchung (Sammeljahr). Die
ausgewdhlten Merkmale sind Rundheit (Cir), Kompaktheit (Comp), Lange (Len), La&nglichkeit (Elon), Intensitét Ch 02 (grune
Fluoreszenzintensitét) (Int Ch02) und Intensitit Ch 05 (rote Fluoreszenzintensitét) (Int Ch05). Sternchen markieren statistisch
signifikante Ergebnisse (p < 0,05), die mittels ANOVA und anschlieBender Post-hoc-Tests ermittelt wurden. Die Skalierung
der Achsen fiir jede Art basiert auf dem minimalen und maximalen Messwert fur jedes Merkmal, die durch die entsprechenden
Zahlenstrahlen unter den Netzdiagrammen gekennzeichnet sind.

Die erste Evaluation des Datensatzes erfolgte mit verschiedenen Deep Learning Architekturen. Die Modelle
ResNext50_32x4d, ResNet50 und VGG wurden mit allen verfligbaren Kandlen trainiert, zusétzlich wurde
ResNext50_32x4d mit einer reduzierten Kanalauswahl (0, 1, 2, 3, 4, 5, 8) getestet. Die initiale Klassifikation
erreichte eine auBergewodhnlich hohe Genauigkeit von 99.998 % bei der Verwendung der Kanale 1, 2, 3, 4, 6, 7,
9,10, 12, 15, 16, 18, 20, 21. Diese ungewdhnlich hohe Genauigkeit flihrte zur Entdeckung eines statistischen Bias.
Bei einer neuen Aufteilung der Daten nach Messungen fiel die Accuracy auf etwa 56 %. Zur Verbesserung wurden
verschiedene Regularisierungstechniken implementiert, darunter rdumliche Transformationen, Kanal-Rauschen
und Kanal-Reduktion zur Entropieminimierung. Zusétzlich kamen Techniken wie Sharpness-Aware
Minimization, synaptische Skalierung und multi-synaptische Konnektivitat zum Einsatz. Die speziell entwickelten
Anti-Bias-Mechanismus erreichte schlieRlich eine Genauigkeit von 96.8 %. Die finale Validierung auf statistisch

unabhéngigen Daten ergab eine robuste Klassifikationsgenauigkeit von 98.6 %.

Die Analyse der Datenqualitat und Klassifikationsgenauigkeit zeigte, dass die Komplexitat der Daten einen
signifikanten Einfluss auf die Klassifikationsergebnisse hatte. Bei der Verwendung des vollen Spektrums wurden
Genauigkeiten von bis zu 100 % erreicht, was allerdings auf einen weiteren moéglichen Bias hindeutete. Die RGB-
Transformation reduzierte die Genauigkeit, wahrend multispektrale Bilder hthere Genauigkeiten lieferten. Bei der

Klassifikation nach Arten wurden unterschiedliche Genauigkeiten erreicht: Lotus corniculatus (100 %), Lathyrus
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vernus (95 %), Achillea millefolium (83 %) und Lamium album (73 %). Die Gesamtgenauigkeit lag bei 93 % mit

einer balancierten Genauigkeit von 88 %.

Die Analyse der Variabilitat zwischen verschiedenen Standorten und Jahren zeigte deutliche Unterschiede. Die
Variabilitat der Merkmale war standortabhangig, wobei Berlin (2.44), Halle (2.50) und Jena (2.50) &hnliche Werte
aufwiesen, wahrend Leipzig (1.70) eine geringere Variabilitat zeigte. Bei den Arten zeigte Achillea millefolium
die héchste Variabilitat (3.82), gefolgt von Lamium album (2.60), Lathyrus vernus (2.25) und Lotus corniculatus
(1.66). Die zeitliche Variabilitat war im Jahr 2021 am héchsten (3.93), gefolgt von 2019 (2.21), 2020 (1.96) und
2022 (1.60). Dabei wurde zwischen "leichten™ (1.55), "mittleren” (1.84) und "schwierigen" (3.39) Trainingsdaten
unterschieden. Diese Erkenntnisse kénnen genutzt werden um anhand von klassischen Merkmalen den Wert neuer

Daten abzusehen und gezielt Daten zu bestimmen, die dem Datensatz nutzen.

Fur Daten, die innerhalb einer Bliihsaison aufgenommen wurden, konnten ebenfalls Variation in PollengréRe, -
form und -fluoreszenz festgestellt werden, die auf unterschiedliche phéanologische Entwicklungsstadien der
Pollenkdrner zurlickzufuhren sind (Abbildung 4.12). Diese beobachteten Variationen sind nicht nur von
Okologischer Bedeutung, sondern auch entscheidend fiir eine gute automatisierte Pollenidentifizierung mittels
bildgestiitzter Analysemethoden. Schlussfolgernd kann man aus dieser Vorstudie festhalten, dass fiir eine robuste
Klassifikation der Pollenbilder eine umfassende Pollendatenbank notwendig ist, die es notwendig macht, fur jede

Art von Probenmaterial unterschiedliche Standorte und Zeitpunkte zu beriicksichtigen.
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Abbildung 4.12: Dichte- und Punktdiagramme zweier ausgewahlter Merkmale sind fiir zwei untersuchte Arten (a) L. album,
(b) L. vernus auf der linken Seite zu sehen. Boxplots mit dem Prozentsatz der entwickelten Pollen sind fir das
Phanologiestadium auf der rechten Seite dargestellt. Die ausgewahlten Merkmale sind Pollenlange und Intensitat Ch 02 (griine
Fluoreszenzintensitét). Abgebildet sind die Verteilungen an verschiedenen Probenahmetagen wéhrend der phanologischen
Entwicklung (Erster Blutentag (FFD) - rot, Hauptbliitentag (PFD) - griin, Letzter Bliitentag (LFD) - blau) pro Art. Die
gestrichelte Linie zeigt den Schwellenwert, der die Populationen voneinander trennt. Die mikroskopischen Bilder der
entwickelten Pollen, die mit MIFC fiir jeden der drei Sammeltagen aufgenommen wurden, sind im Hellfeld- und im griinen
Fluoreszenzkanal dargestellt und in der Grafik mit einem Stern gekennzeichnet. Ebenso werden mikroskopische Bilder von
unentwickelten Pollen von denselben Sammeltagen fir beide Kanéle gezeigt und mit einem Dreieck im Diagramm markiert.
Ein gepaarter t-Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den phénologischen Stadien, weder fur L. album noch
fur L. vernus.

Um die Variabilitdt von Pollenmerkmalen innerhalb einer Art noch weiter zu untersuchen, wurden am JKI 112
Proben von 28 Brassica napus-Sorten gesammelt. Diese Proben wurden, wie in Kapitel 3 (Arbeitspaket 2.1)
beschrieben, gesammelt, aufbereitet und mithilfe des Durchflusszytometers gemessen. Fir eine erste Analyse
wurden zunéchst die Pollenmerkmale GroRe, Form und Fluoreszenz untersucht. Die vorldufigen Ergebnisse deuten
dabei auf Sortenunterschiede in diesen Pollenmerkmalen hin (Abbildung 4.13, 4.14). Dies ist insbesondere
interessant, da die Proben anders als bei der anderen Vorstudie zu den Pollenmerkmalen alle am gleichen Standort

und in einem ahnlichen Zeitraum gesammelt wurden.
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Abbildung 4.13: Netzdiagramme fiir ausgewéhlte Brassica napus-Sorten. Die dargestellten Merkmale sind Grol3e (Diameter),
Rundheit (Circularity), Intensitdit Ch 02 (grune Fluoreszenzintensitdt) (Intensity Ch02) und Intensitdt Ch 05 (rote
Fluoreszenzintensitét) (Intensity Ch05). Statistische Tests wurden noch keine durchgefiihrt.
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Abbildung 4.14: Boxplot flr alle Brassica napus-Sorten fiir das Pollenmerkmal GroRe (in pm).

Arbeitspaket 2.2: Aufbau einer bundesweiten Pollenbilddatenbank basierend auf Pollenhdschen-Proben
[abgeschlossen, Publikation in Bearbeitung]

Beteiligte Partner: UFZ, TUI und UHOH

149 Pollenhdschen-Proben aus dem vom Land Baden-Wirttemberg finanzierten Projekt wurden am UFZ
vollstdndig im Labor aufbereitet und anschlieBend mindestens einmal mit dem Zytometer gemessen. VVon allen
Proben erfolgte zudem die mikroskopische Auszéhlung in Hohenheim (UHOH). Fir die ersten Auswertungen
wurde sich auf 10 Proben konzentriert, die hauptsachlich ,,Brassica napus“-Pollen enthielten. Die Identifizierung

der Pollen aus den Pollenhdschen-Proben mit dem grof3en Classifier, welcher 120 Arten enthélt, fiihrte jedoch zu
unerwarteten Fehlklassifikationen.

Fur Rapspollen wurden die Pollenmerkmale in verschiedenen Matrices (direkt von der Pflanze, in Pollenhdschen
und im Honig) verglichen (Abbildung 4.15). Hier wird deutlich, dass sich die Pollenmerkmale insbesondere im
Honig stark von den Merkmalen der Pollen direkt von der Pflanze unterscheiden kdnnen, was eine automatisierte

Erkennung erschwert. Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen wurde begonnen matrix-spezifische Classifier zu
etablieren.
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Abbildung 4.15: Dichte- und Punktdiagramm fir zwei Pollenmerkmale von Brassica napus-Pollen aus verschiedenen Quellen.
Die dargestellten Merkmale sind die Pollenl&nge und die Intensitét von Kanal 05 (rote Fluoreszenzintensitét). Gezeigt werden
die Verteilungen der Merkmale von Pollen aus Antheren (blau), Pollenhdschen (PH, griin) und Honig (rot).

Arbeitspaket 2.3: Erweiterung der Pollenbilddatenbank basierend auf verschiedenen Matrizes [abgeschlossen,
Publikation in Bearbeitung]

Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE, UHOH und JKI

Zuséatzlich zu den Pollenhdschen-Proben, wurden 89 verschiedene Honig-Proben zur Erweiterung der
Pollenbilddatenbank verwendet. Auch diese Proben wurden alle am UFZ aufbereitet und mindestens zweimal
zytometrisch gemessen. Da die mikroskopischen Auszahlungen von 80 Honigen aus Hohenheim (UHOH) oder
Celle (LAVES) vorlagen, wurde bei allen Sortenhonigen der Hauptpollen manuell annotiert.

Fir eine Studie, die Uberpriifen soll inwieweit sich die Zytometrie in Verbindung mit maschinellem Lernen fiir die
Identifizierung der Hauptpollen in Sortenhonigen eignet, wurden 12 Sortenhonige (u.a. Raps-, Edelkastanie- und
Sonnenblumenhonig) ausgewéhlt. Aufgrund der Uberraschenden Ergebnisse der Pollenhgschen-Proben
(Abbildung 4.15), wurden verschiedene Modelle/Classifier basierend auf den Pollenbildern aus verschiedenen
Quellen mit dem gerate-spezifischen Software-KI-Modul des Zytometers trainiert und getestet. Es stellte sich

dabei heraus, dass sich die Pollen im Honig am besten mit Pollenbildern aus anderen Sortenhonigen bestimmen
lassen (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Confusion-Matrix fiir das Classifier-Training basierend auf Pollenbildern aus Sortenhonigen. Die
Pollenklassen in diesem Training sind Raps (Brassica), Edelkastanie (Castanea), Sonnenblume (Helianthus), keine Pollen (z.B.
Schmutzpartikel), andere Pollen (z.B. Bellis perennis). Auf der x-Achse sind die vorhergesagten Pollenklassen und auf der y-
Achse die vorgegebenen Pollenklassen. An der Schnittstelle der Achse erkennt man die Identifierungswahrscheinlichkeit.

Ein erster direkter Vergleich der Zytometrie Ergebnisse mit den Mikroskopieergebnissen zeigt, dass sich vor allem
Rapshonigpollen vergleichbar gut mittels Zytometrie bestimmen lassen (Abbildung 4.17). Aber auch bei
Edelkastanien- und Sonnenblumenpollen aus Honigen kommt der Classifier auf ahnliche Pollenanteile, wie bei
der klassischen Mikroskopie (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Balkendiagramm fir den Anteil des jeweiligen Hauptpollens in 7 Sortenhonigen (3 Rapshonige, 3
Edelkastanienhonige, 1 Sonnenblumenhonig) identifiziert mittels Mikroskopie (dunkelblau) und Zytometrie (hellblau).
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Die vorlaufigen Ergebnisse des in Kapitel 3 (AP 2.3) beschriebenen Ringversuchs zeigen, dass sowohl bei der
mikroskopischen als auch bei der zytometrischen Pollenanalyse Schwankungen zwischen den
Versuchsteilnehmern bzw. zwischen den Messungen pro Mischung auftreten kdnnen (exemplarisch hierfir
Abbildung 4.18), wobei jedoch bei den manuellen mikroskopischen Auswertungen die Variation der
Messergebnisse groler war, als zwischen der gleichen Anzahl an zytometrischen Messungen. Mischungen 1 bis 3
bestanden aus Antherenpollen mit variierenden Anteilen der Arten Acer, Brassica, Prunus, Taraxacum und
Robinia. Im Gegensatz dazu enthielten Mischungen 4 und 5 Pollenhdschen, in denen die Anteile von Acer,
Aesculus, Pyrus, Taraxacum und Salix unterschiedlich zusammengesetzt waren. In den Mixen 1 bis 3 konnten die
direkt von den Antheren gesammelten Acer negundo-Pollen von keinem Teilnehmer korrekt zugeordnet werden

(sie wurden entweder als "unbekannt" oder als "weitere" Klassifiziert). In Mix 4-5 ist dies nicht vorgekommen.

Fur die Zytometrie wurde zunéchst der einfachste Fall eines Modells bei Bekanntsein aller Pollenklassen trainiert,
d.h. nur mit den Einzelproben der fiinf Pflanzen das Modell trainiert. In weiteren Schritten soll auch ein gréferes
Modell getestet werden, bei dem die Identitdt der Pollen nicht als vorausgesetzt angenommen wird. Der
Methodenvergleich fir beispielsweise Mix 5 mit diesem einfachsten Modell verdeutlicht jedoch, dass dabei beide
Verfahren bei den meisten Pollenarten zu &hnlichen Pollenanteilen in den Proben mit unterschiedlichen
Pollenzusammensetzungen fiihren (Abbildung 4.18). Im néchsten Schritt soll ein erweitertes Modell trainiert
werden, unter Einbeziehung zusatzlicher Acer-, Aesculus- und Pyrus-Proben, die im Rahmen des NutriBee-

Projekts gesammelt wurden. Dies sollte zur Verbesserung der Identifizierung dieser Proben beitragen.
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Abbildung 4.18: Balkendiagramm, beispielhaft fiir Mix 5 (Pollenhdschen) des Ringversuches. Es ist der gemittelte Pollenanteil
in Prozent der jeweiligen Art fiir die mikroskopische (hellblau) und zytometrische (dunkelblau, MIFC) Pollenanalyse
abgebildet. Die Buchstaben verdeutlichen signifikante Unterschiede zwischen den Methoden innerhalb einer Art, basierend auf
einer ANOVA mit anschlieRend durchgefilhrtem Tukey-Test. Unterschiedliche Buchstaben weisen auf signifikante
Differenzen hin, wéhrend identische Buchstaben anzeigen, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede vorliegen.
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Arbeitspaket 2.4: Evaluierung von MalRnahmen fiir bestduberfreundlichen Pflanzenschutz und Pflanzenbau [

]

Beteiligte Partner: UFZ, TUI, CE und JKI
Aus dem Pflanzenschutzmittelversuch aus Modul 1 hat das UFZ 30 gepoolte Pollenhdschen-Proben erhalten,
welche alle aufbereitet und einmal zytometrisch gemessen wurden. Mit diesen Daten soll Gberprift werden, ob

Pflanzenschutzmittel die Pollenmorphologie verandern. Zusatzlich zu den gepoolten Proben sollen noch

ungepoolte Proben analysiert werden. Diese Auswertung befindet sich noch in Bearbeitung.
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Modulibergreifendes Ziel: Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses

Im Zeitraum des Projektes wurden verschiedene Methodenworkshops veranstaltet, um die im Projekt beteiligten

Nachwuchswissenschaftlerlnnen zu fordern.

e  Berlin- Workshop zu Modul 1 - Rickstandsanalytik — 21.-22.02.2022, organisiert durch Dr. Gabriela Bischoff
(JKI)

e Berlin - gPCR/Genexpression — Training projektspezifischer Methodik zu Modul 1 im Bereich
Molekularbiologie und Datenauswertung fur K. Wippenhorst (JKI, 13.06.-01.07.2022, 18.07.-12.08.2022)
und E. Friedrich (UHOH, 07.11.-18.11.2022), organisiert durch M. Mating (FUB)

e Leipzig - Workshop zu Modul 2 - Hochdurchsatzanalytik und Deep Learning (Titel: Von der Pollenprobe zur
Pollenerkennung) — 29.11.2022, organisiert durch Dr. S. Dunker und F. Walther (UFZ)

e  Celle - Weiterbildung Pollenanalyse - Vorstellung projektspezifischer Methodik fur Dr. S. Dunker und F.
Walther (UFZ) zu Modul 2 im Bereich Honiganalyse und vor allem der Pollenanalyse — 30.-31.05.2023,
organisiert durch M. Janke (CE).

e Hohenheim - Workshop zu Modul 1 — Honiganalytik, klassische Pollenbestimmung und Imkerei —
07.11.2023, organisiert durch E. Friedrich (UHOH)

Einige Ergebnisse wurden, wie bereits in der detaillierten Darstellung zu den einzelnen Arbeitspaketen aufgefihrt,
durch die Doktoranden in einschlagigen peer-reviewed Fachzeitschriften verdffentlicht (siehe Punkt 10), sodass

fur sie die Moglichkeit besteht kumulativ zu promovieren.

Die DoktorandInnen bekamen weiterhin die Mdoglichkeit die Ergebnisse ihrer Arbeiten auf nationalen sowie
internationalen Tagungen vorzustellen und so mit einem breiten Fachpublikum in Diskurs zu kommen und sich
ein eigenes Netzwerk aufzubauen. Eine detailliere Ubersicht iber alle Tagungsbeitrage und damit verbundenen

Teilnahmen an Tagungen und anderen Fachveranstaltungen findet sich unter Punkt 10.
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5. Diskussion der Ergebnisse

MODUL 1: Vergleichende Stressorenwirkung auf Jung- und Wirtschaftsvolker

Die Ergebnisse des Versuchs wurden umfassenden vor dem Hintergrund der aktuellen Forschung diskutiert und
interpretiert. Die Diskussion ist den entsprechenden Publikationen zu entnehmen und im Folgenden wird nur auf

zusétzliche projektbezogene Diskussionspunkte eingegangen.

Arbeitspaket 1.1: Kunstschwarmbildung und Voranalyse der Darm-Mikroflora

Die Abundanzen der einzelnen Mikrobiomvertreter der Larven fielen sehr gering bis nahezu fehlend aus
(Abbildung 4.1C). Aus der wissenschaftlichen Literatur ist auerdem bekannt, dass Bienen nach dem Schlupf
nahezu ,,mikrobiomfrei“ sind und sich das Mikrobiom nach dem Schlupf neu etabliert. Da sich gezeigt hat, dass
auch die in unserem Versuch beprobten Larven ein Mikrobiom mit geringen Abundanzen aufweist, wurde
daraufhin entschieden auf die weitere Beprobung der Larven im Versuchsjahr 2022 zu verzichten und stattdessen
Sammelbienen zu untersuchen. Es war zu erwarten, dass sich aufgrund der unterschiedlichen Umwelteinfliisse und
Expositionsbedingungen stérkere und relevantere Unterschiede zwischen den Stockbienen und Sammelbienen

zeigen werden, die flr die Bewertung der Fitness der Honigbienen von Bedeutung sind.

Arbeitspaket 1.2: Populations- und Brutentwicklung

Die Diskussion der Ergebnisse im Fachkontext ist der Publikation Wueppenhorst et al. (2024a) zu entnehmen.

Abweichungen vom Versuchsplan wurden nicht vorgenommen und bedirfen daher keiner weiteren Diskussion.

Arbeitspaket 1.3: Wirkstoffverteilung in relevanten Matrizes

Die Diskussion der Ergebnisse im Fachkontext ist der Publikation Wueppenhorst et al. (2024b) zu entnehmen.

Abweichungen vom Versuchsplan wurden nicht vorgenommen und bedurfen daher keiner weiteren Diskussion.

Arbeitspaket 1.4: Entwicklung des Mikrobioms unter Stressoreneinfluss
Die Diskussion der Ergebnisse im Fachkontext ist der Publikation Wueppenhorst et al. (2024a) zu entnehmen.

Auf eine weitreichende Auswertung der Bienenbrotdaten wurde im Projektverlauf abgesehen. Die Beprobung des
Bienenbrotes fand an allen Standorten wie geplant statt und die Proben wurden im Verlauf 2023 vollstdndig mittels
Hochdurchsatzmethoden am LAVES-CE gemessen. Nach technischer Umstrukturierung der dortigen Labore
wurden alle technischen Analyseschritte entsprechend neu etabliert und validiert. Insgesamt wurden 360
Bienenbrotproben gesammelt und mittels qPCR die fiinf Vertreter des Mikrobioms sowie die Referenz
quantifiziert. In Abbildung 5.1A sind die mittleren Cycle Threshold (Ci)-Werte der technischen Replikate der
Proben aufgefihrt. Hierbei féallt bereits auf, dass eine Quantifizierung von S. alvi nicht méglich war. In Abbildung
5.1B sind die verbliebenen Ci-Werte nach Filterung der Ergebnisse fiir die passenden Schmelztemperaturen der
resultierten Amplifikate aufgetragen. In Rot dargestellt sind hierbei zusétzlich alle Datenpunkte tber einem Ci-
Wert von 35, die aus biologisch-technischer Sicht als nicht quantifizierbar eingestuft werden. Dies fiihrt dazu, dass
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schlussendlich nur maximal ca. zwei Drittel bzw. keine (Lactobacillus Firm 4/5 und S. alvi) Messdaten pro Art fiir

die weitere Analyse hdtten herangezogen werden kdnnen. Von einer weiterfhrenden Analyse wurde daher

abgesehen.
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Abbildung 5.1: Cycle Threshold (Ct)-Werte der Bienenbrotproben. Die Datenpunkte bilden hierbei die mittleren C-Werte der
technischen Replikate pro Volk und Zeitpunkt. A) Ungefilterte Rohdaten. B) Rohdaten gefiltert nach passender
Schmelztemperatur der Amplifikate, C) Vollstandig gefilterte Daten nach biologisch-technischen Standards (Ct < 35). Zahlen
oberhalb der Datenpunkte geben die Anzahl der Datenpunkte (Stichprobengrdfle) pro Boxplot (Art) an.

Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass bisherige Analysen des Mikrobioms im Bienenbrot ausschlieflich mit
Hilfe von Next Generation Sequencing (NGS) Methoden (wie bspw. Illumina MiSeq oder lon Torrent)
durchgefuhrt wurden (Tabelle 5.1). Hierbei werden die gesamten im Bienenbrot vorkommenden DNA-
Informationen sequenziert und anschlielend die quantifizierten Gensequenzen mit einer Datenbank abgeglichen
und bestimmt. Die Bestimmung der im Bienenbrot gefundenen Organismen reicht dabei in den meisten Féllen nur
bis auf die Gattungs- oder Familienebene. Eine Bestimmung auf Artebene ist hierbei nach aktuellem Stand meist
nicht mdglich. Unsere verwendete Methode zielte direkt auf die Quantifizierung der erwarteten Organismen auf
Artebene ab. Obwohl die Literatur Hinweise darauf gibt, dass es sich bei den auf Gattungsebene bestimmten
Organismen um die hier untersuchten Arten des Kernmikrobioms handeln kénnte, konnten wir diese mithilfe
unserer Methodenart nicht hinreichend quantifizieren. Wir schliefen daraus, dass sich die hier verwendete
Methode zwar fir die Quantifizierung der Kernmikrobiomarten im Darm der Adulten sowie der Larven der

Honigbiene eignet, nicht aber fiir das des Bienenbrotes.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der verwendeten Methoden und Ziele zur Analyse des Mikrobioms im Bienenbrot.

Methodology

Target

References

Illumina MiSeq, denaturing gradient gel
electorphoresis (DGGE)

16S rRNA pyrosequencing

16S rRNA lon Torrent NGS platform

Illumina MiSeq
16S rRNA Illumina MiSeq platform
TruSeqTM

16S rRNA Illumina MiSeq
Illumina MiSeq
Illumina MiSeq

16S rRNA Illumina
lon Torrent PGM
Plate cultivation
identification

gPCR (only overall copy number using
dilution series of known plasmid
standard)

16S rRNA sequencing

and isolate

bee bread microbiome and its relationship with land
use

active  bacterial communities in
diverse/uniform colonies

microbiome differences between africanized bee and
bee bread

differences in microbiome of different land-use pattern
A. mellifera + A. cerana microbiome changes from
corbicular pollen to bee bread

environmental factor (land-use) on microbiome of
different bee hive niches

comparing microbiome of bee pollen and bee bread
Vairimorpha (Nosema) ceranae infection on bee bread
microbiome

layer comparison of bee bread

differences between hives and apiculture practice
antibacterial potential of lacid acid and Bifidobacteria
from honey bee and products

genetically

microbiome changes in bee bread over time

microbiome of bee products and transmission

Donkersley et al. 2018
Mattila et al. 2012

Saraiva et al. 2015
Munzo-Colmenro et al. 2020

Disaathanoowat et al. 2020

Gorrochategui-Ortega et al. 2022
Gosh et al. 2022
Geordi et al. 2022

Wang et al. 2023
Santorelli et al. 2023

Ben-Miled et al. 2023

Anderson et al. 2023

Anderson et al. 2013

Arbeitspaket 1.5: Stressoren-Einfliisse anhand spezifischer Biomarker

Die Diskussion der Ergebnisse im Fachkontext ist derzeit nur bedingt mdéglich, da der komplette Datensatz noch
nicht zusammenhéangend ausgewertet werden konnte. Aktuell sind die letzten Proben gemessen und die Ergebnisse
werden noch nach biologisch-technischen Standards gefiltert (siehe Diskussion zu AP 1.4). Abweichungen vom

Versuchsplan wurden bereits in Abschnitten zur Methodik und Projektdurchfiihrung erléutert.

Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, kann man anhand der vorlaufigen Ergebnisse &hnliche Beobachtungen
wie zum Mikrobiom der Honigbienen erkennen. Die ausgewdéhlten Kandidatenbiomarker waren geeignet
Unterschiede zu detektieren, jedoch hatten die Stressoren Fungizidexposition oder Nahrungslimitierung keinen
Einfluss auf die Gesamtheit der Genexpression. Lediglich die im Ergebnisteil beschriebenen Unterschiede
zwischen den Sammler- und Stockbienen waren eindeutig. Hervorzuheben ist der Unterschied fiir den Biomarker
Vitellogenin, welcher perfekt zur Unterscheidung von adulten Bienen mit unterschiedliche Aufgaben im
Bienenstock, als auch zur Beschreibung des Erndhrungszustands der Bienenvolker geeignet ist. VVolker, die einer
Pollenlimitierung ausgesetzt waren, zeigten bei den Stockbienen durchweg eine geringere Expression von
Vitellogenin im Vergleich zu den Sammelbienen. Dies ist nachvollziehbar, da die Stockbienen den Pollen fur die
Entwicklung der Futterdriisen und zur Produktion des Larvenfutters bendtigen. Eine weitere Diskussion der
Ergebnisse erfolgt nach finaler Auswertung der Daten und im Zusammenhang mit der Erstellung der

dazugehdrigen Fachverdffentlichung.
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MODUL 2: Entwicklung eines pollenanalytischen Verfahrens zur Bestimmung von Nahrungspflanzen

Die Ergebnisse der Studien werden detailliert betrachtet und im Rahmen der aktuellen Forschung in den
entsprechenden Publikationen interpretiert und diskutiert. Im Folgenden werden ausschlieBlich zusétzliche,

projektbezogene Diskussionsaspekte betrachtet.

Arbeitspaket 2.1: Sammeln, Verifizieren, Validieren von Pollenproben fiir Aufbau einer Pollenbilddatenbank

Mit knapp 700 Pflanzenarten konnte eine umfassende Pollenbilddatenbank erstellt werden. Damit wurde das
urspriingliche Ziel, die 500 fiir Bienen-relevantesten Arten abzudecken, deutlich Gbertroffen. Allerdings konnten
nicht alle der urspriinglich geplanten 500 Arten gesammelt werden, da einige Pflanzen aufgrund ihrer speziellen
Lebensraume schwer zuganglich waren. Gleichzeitig wurde die Liste um zusétzliche Arten erweitert, die leichter
zugénglich waren, sowie weitere insektenrelevante Arten. Die mikroskopische Validierung représentativer Proben
zeigte Uberwiegend eine gute Ubereinstimmung der im Projekt gesammelten Proben mittels mikroskopischer
Analysen in Celle. Die Proben wurden in Botanischen Gérten gesammelt, da dort kontrollierte Bedingungen
herrschen und die Artenzugehdrigkeit eindeutig dokumentiert ist. Die Diskussion der Variationsstudie fiir einen
kleinen Datensatz von Pollenmerkmalen wird der Publikation Walther et al. (2025, in revision) zu entnehmen sein.
Die moglichen Variationen der Pollenmerkmale weiterer Arten in der Pollenbilddatenbank wurden durch die
Sammlung an verschiedenen Orten und innerhalb verschiedener Jahre abgedeckt. Die vorlaufigen Ergebnisse der
Variationsstudie der Rapssorten unterstiitzen die Ergebnisse der Variationsstudie in einem kleinen Datensatz und

bestérken den Aufbau einer mdglichst vielfaltigen Referenzdatenbank.

Die finale Evaluation der Daten aus KI-Sicht zielte darauf ab, die Klassifikationsgenauigkeit von Pollenproben
unter Verwendung verschiedener Datensétze (Referenz, Honig, Mix) und unterschiedlicher Kanalkonfigurationen
zu testen. Dabei wurden multiple Trainings- und Testszenarien mit variantem Kanalumfang (1-12 Kanale),
verschiedenen Datensatzen und unterschiedliche statistische Vorverarbeitungen durchgefiihrt, um die optimale
Methode zur Pollenidentifikation zu ermitteln. Die Ergebnisse dieses komplexen Experiments offenbaren eine
zentrale Herausforderung und gleichzeitig eine entscheidende Strategie in der Pollenklassifikation. Die
Klassifizierungsgenauigkeit steigt signifikant, wenn gemischte Trainingsdatensitze verwendet werden. Die
Analyse zeigt deutlich, dass weder reine Referenzdaten noch ausschlieBlich Honigproben eine hochprazise
Identifikation ermdglichen. Stattdessen erweisen sich gemischte Datensitze als geeignete Option, mit
Klassifikationsgenauigkeiten von bis zu 46 %. Obwohl die Klassifikationsgenauigkeit — abhdngig vom
verwendeten Testdatensatz — insgesamt vergleichsweise niedrig ausfallt, erreicht das Modell bei unbekannten
Proben eine hohere Erkennungsrate als ein Modell, das auf einem sehr homogenen Datensatz mit hoher
Klassifikationsgenauigkeit trainiert wurde. Das Design dieses Experiments wurde so gewahlt, dass mdglichst viele
Daten getestet werden und die Klassifikationsgenauigkeit niedrig genug ist, um signifikante Ergebnisse zu
erhalten. Das Ergebnis impliziert, dass die Vielfalt und Komplexitat der Pollenproben nur durch ein umfassendes,
heterogenes Trainingsmaterial addquat erfasst werden kann. Die Forschungsergebnisse unterstreichen die
Notwendigkeit, Trainingsdaten aus verschiedenen Quellen — Referenzproben, Honigproben und deren
Mischungen — zu kombinieren, um robuste und prézise Klassifikationsmodelle zu entwickeln. Diese Erkenntnis
ist nicht nur methodisch bedeutsam, sondern markiert einen wichtigen Fortschritt in der automatisierten

Pollenidentifikation.
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Arbeitspaket 2.2: Aufbau einer bundesweiten Pollenbilddatenbank basierend auf Pollenhéschen-Proben

Die Pollenbilddatenbank, welche mit Pollen von Antheren erstellt worden ist, eignete sich nur begrenzt fiir die
Identifizierung der Pollenhdschen-Proben. Die unterschiedlichen Ausprdgungen der verschiedenen
Pollenmerkmale erschweren die ldentifizierung, sodass es zu Fehlklassifikationen kommen kann. Um diese
Fehlklassifikationen zu vermeiden, sollte die Pollenbilddatenbank um die Pollenhdschen-Bilder erweitert werden.
Basierend auf den Erkenntnissen aus der Modellentwicklung wurde ein System zur kontinuierlichen Erweiterung
der Pollenbilddatenbank implementiert. Es ermdglicht eine effiziente Integration neuer Proben. Dies reduziert den
Arbeitsaufwand fir die Datenbankpflege erheblich. Das trainierte Modell kann durch seine modulare Architektur
mit neuen Pollenarten erweitert werden, ohne ein vollstdndiges Neutraining zu erfordern. Die implementierten
Debiasing-Mechanismen und Regularisierungstechniken gewahrleisten dabei die Robustheit der Klassifikation
auch bei neuen Proben. Die Datenbankerweiterung erfolgt in einem standardisierten Prozess. Neue Proben werden
zunachst durch das bestehende Modell Klassifiziert, bei Unsicherheiten erfolgt eine manuelle Uberpriifung, und
nach ausreichender Akkumulation neuer Daten wird ein gezieltes Nachtraining durchgefiihrt. Dieser iterative
Ansatz ermdglicht eine kontinuierliche Verbesserung der Klassifikationsgenauigkeit bei gleichzeitiger
Minimierung des manuellen Aufwands. Die Pollenbilddatenbank wird dadurch zu einem dynamischen System,
das sich an neue Anforderungen und Pollenarten anpassen kann. Die weitere Diskussion der zytometrischen

Pollenhdschenidentifizierung wird der Publikation Walther et al. (in revision) zu entnehmen sein.

Arbeitspaket 2.3: Erweiterung der Pollenbilddatenbank basierend auf verschiedenen Matrizes

Fir die Identifizierung von Pollen aus Honigen sind ahnliche Ergebnisse wie bei den Pollenhéschen-Proben mit
dem  Antheren-Classifier ~zu erwarten. Die entsprechende  Diskussion der  zytometrischen

Honigpollenidentifizierung wird der Publikation Walther et al. (in revision) zu entnehmen sein.

Fir einen kleinen Pollendatensatz konnte der Ringversuch zeigen, dass die zytometrische Pollenanalyse bei
Antheren und Pollenhdschen-Proben zu &hnlichen Ergebnissen kommt wie die Kklassische Mikroskopie. Ein

umfassenderer Datensatz, der die Praxis widerspiegelt, muss jedoch noch getestet werden.

Arbeitspaket 2.4: Evaluierung von Mafinahmen fur bestauberfreundlichen Pflanzenschutz und Pflanzenbau

Die Pollenanalyse des Pflanzenschutzmittelversuchs aus Modul 1 war zu Beginn des Projekts noch nicht geplant,
jedoch fanden sich Studien, die zeigen, dass Pflanzenschutzmittel Pollenmerkmale beeinflussen kénnen (Del
Hierro & Guerra 2016, Padilla et al. 2017). Die finalen Auswertungen der gepoolten und bereits vermessenen
Pollenproben aus dem Pflanzenschutzmittelversuch in Modul 1 stehen noch aus. Die ungepoolten Proben sollen
noch auf dieselbe Weise untersucht werden. Die Analyse diesbeziglich steht ebenfalls noch aus, aufgrund eines
Defekts am Zytometer. In einem néchsten Schritt soll getestet werden, ob ein Classifier in der Lage ist, behandelte

und unbehandelte Pollen zu identifizieren.
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6. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und zur Verwertbarkeit der Ergebnisse. Wurden im Projekt
praxisrelevante Ergebnisse erzielt? Falls nein, bitte begriinden, falls ja: erldutern, inwiefern diese

Ergebnisse direkt praktisch anwendbar sind.

Die erzielten Ergebnisse aus dem Projekt wurden in Fachzeitschriften publiziert (s. Punkte 4 und 5). Weiterhin
wurde das Projekt und dessen Ergebnisse in verschiedenen Berichten sowie Veranstaltungen der Offentlichkeit

und dem Fachpublikum présentiert und zuganglich gemacht (s. Punkt 10).

Fur Modul 1 wurde eine Pilotstudie in einem bundesweiten Freilandversuch nach guter landwirtschaftlicher und
imkerlicher Praxis mit Jung- und Wirtschaftsvélkern durchgefiihrt. Dabei wurden zwei zentrale Stressoren
getestet: Fungizidapplikation (Pictor® Active) in die Trachtpflanze (Brassica napus) bei Vollblite und
Nahrungslimitierung durch Pollenentzug. Beides sind Worst-Case-Szenarien der imkerlichen bzw.
landwirtschaftlichen Routine. Die gewonnenen Ergebnisse von Modul 1 basieren auf einer Durchfiihrung
(einmalig) mit einem spezifischen Fungizid-Produkt (Inhaltsstoffe: Boscalid und Pyraclostrobin) und dienen dem
grundlegenden wissenschaftlichen Verstandnis der Interaktion von Honigbienen und Pflanzenschutzmitteln in der
Agrarlandschaft, am Beispiel eines Fungizidproduktes. Basierend auf diesen Ergebnissen lassen sich keine
generellen Praxisempfehlungen fur die Imkerei bzw. Landwirtschaft ableiten. Die Ergebnisse kénnen nicht auf

andere Fungizide bzw. Pflanzenschutzmittelanwendungen pauschalisiert werden.

Modul 2 ist immer noch im Stadium der Vorlaufforschung bzw. Entwicklung der automatisierten
Hochdurchsatzmethodik. Solange das System nicht marktreif ist, lassen sich damit auch keine Praxisempfehlungen

ableiten.

Nach Riicksprache mit den wichtigsten Vertretern der Imkerei in Deutschland, Frau Annette Seehaus-Arnold
(Présidentin des Deutschen Berufs und Erwerbs Imker Bund e.V. (DBIB)) und Torsten Ellmann (Président des
Deutschen Imkerbund e.V. (D.1.B.)), zu den aktuellen Ergebnissen und der Relevanz fir die Imkerei, haben wir

uns entschieden auf die Erstellung von Praxismerkblattern zu verzichten.

7. Gegenuberstellung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen; Hinweise auf

weiterfuhrende Fragestellungen

Die Ziele des Projektes wurden mit projektbedingten tblichen Abweichungen erreicht. Eine detaillierte Ubersicht
der erreichten Ziele und Ergebnisse findet sich unter Punkt 4 und eine Diskussion (iber die entstandenen

Abweichungen unter Punkt 5.
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8. Zusammenfassung

Im Rahmen des Projektes wurden junge Honigbienenvdlker gezielt in ihrer sensiblen Wachstumsphase diversen
Stressoren (Fungizid, Pollenmangel) aussetzen, mit denen sie auch unter guter imkerlicher Praxis konfrontiert
werden. In einem bundesweit angelegten Feldversuch mit mehrfachen Replikaten konnte gezeigt werden, dass
Jungvolker sich im Vergleich zu Wirtschaftsvélkern unter Stress (Nahrungsmangel, Pflanzenschutzmittel und
deren Kombination) ahnlich entwickeln und dass die Stressoren nur kurzzeitig einen Einfluss auf die
Volksentwicklung der Jungvolker hatten. Riickstande der genutzten Fungizide wurden entlang des Weges von der
Applikation im Feld bis hin zu den Larven in immer geringeren Konzentrationen gefunden. Ammenbienen
scheinen hierbei eine besondere Rolle zu haben und die Riickstande bis zur Larve herauszufiltern. Weder auf den
Uberwinterungserfolg, noch das Darmmikrobiom der Arbeiterinnen und auch nicht auf ausgewdhlte
physiologische Zielgene der Biene konnte ein Einfluss durch die Pflanzenschutzmittelanwendung beobachtet

werden.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass Pollen eine hohe Variabilitét fur unterschiedliche
Standorte, Jahre und Sorten aufweisen, was ein Hauptfaktor fir die Identifizierungsgenauigkeit ist. Im Rahmen
des Projektes konnte die Referenzdatenbank flir Bienen-relevante Pollen und die Erkennung durch verschiedene
Classifier signifikant erweitert werden. Verschiedene Matrices (z. B. Honig, Pollenhéschen) miissen zukiinftig
durch spezifische Referenzpollen und Classifier analysiert werden, da ausschliellich Antherenpollen dafr
ungeeignet sind. Erste Tests mit monofloralen Honigen zeigten eine vielversprechende Genauigkeit in der
Pollenerkennung, was mittels klassischer Mikrokopie in einem Ringversuch bestétigt werden konnte.
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10. Ubersicht tiber alle im Berichtszeitraum vom Projektnehmer realisierten Veroffentlichungen zum
Projekt (Printmedien, Newsletter usw.), bisherige und geplante Aktivitaten zur Verbreitung der
Ergebnisse

Publikationen (peer-reviewed):

Dunker S, Boyd M, Durka W, Erler S, Harpole S, Henning S, Herzschuh U, Hornick T, Knight T, Lips S,
Mider P, Motivans Svara E, Mozarowski S, Rakosy D, Romermann C, Schmitt-Jansen M, Stoof-Leichsenring
K, Stratmann F, Treudler R, Virtanen R, Wendt-Potthoff K, Wilhelm C (2022) The potential of multispectral
imaging flow cytometry for environmental monitoring. Cytometry Part A, 101 (9): 782-799. DOI:
10.1002/cyto.a.24658 — Special Issue: ‘Best Practices in Plant Cytometry Part 2’

Walther F, Plos C, Deilmann T, Lenk A, Rémermann C, Rakosy D, Harpole WS, Hofmann M, Hornick T,
Dunker S (2025) Multispectral imaging flow cytometry for spatio-temporal pollen trait variation
measurements of insect-pollinated plants. Cytometry Part A, (minor revision)

Waueppenhorst K, Eckert JH, Steinert M, Erler S (2022) What about honey bee jelly? Pesticide residues in
larval food jelly of the Western honey bee Apis mellifera. Science of the Total Environment, 850: 158095.
DOI: 10.1016/j.scitotenv.2022.158095

Wueppenhorst K, Alkassab AT, Beims H, Ernst U, Friedrich E, Illies I, Kirchner WH, Seidel K, Steinert M,
Yurkov A, Erler S, Odemer R (2024) Honey bee colonies can buffer short-term stressor effects of pollen
restriction and fungicide exposure on colony development and the microbiome. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 282: 116723. DOI: 10.1016/ecoenv.2024.116723.

Wueppenhorst K, Alkassab AT, Beims H, Bischoff G, Ernst U, Friedrich E, Illies I, Janke M, Kehmstedt J,
Kirchner WH, Odemer R, Erler S (2024) Nurse honey bees filter fungicide residues to maintain larval health.
Current Biology, 34(23): 5570-5577. DOI: 10.1016/j.cub.2024.10.008

Vorstellung des Projektes in Form eines Berichtes:

Kinstliche Intelligenz fiir die Honiganalyse? In: bienen&natur (06/2021, Seiten 32-33)

Pollenanalyse mit kinstlicher Intelligenz. In: Schweizerische Bienen-Zeitung (Vol. 145, 07/2022, Seiten 28-
29)

Pistorius J, und Mitarbeitende (2022) Jahresbericht 2021, Institut fur Bienenschutz. Seite 1-37

Rosenkranz P, und Mitarbeiter (2022) Bericht der Landesanstalt fur Bienenkunde der Universitdt Hohenheim
fur das Jahr 2021. Bienenpflege, 2022(03): 125-133

Beims H, Boecking O, Janke M, Odemer F, Traynor K (2022) Institut fir Bienenkunde (I1B) Celle, Bundeweite
Tatigkeit und internationale Anerkennung. LAVES Tatigkeitsbericht 2021, Seite 92-97

Pistorius J, und Mitarbeitende (2023) Jahresbericht 2022, Institut fir Bienenschutz. Seite 1-38

(https://www.julius-kuehn.de/bs/informationsmaterial)

Traynor K, und Mitarbeiter*innen (2023) Bericht der Landesanstalt fir Bienenkunde der Universitét
Hohenheim fur das Jahr 2022. Bienenpflege, 2023(04): 198-206

Boecking O, Campell S, Dunker S, Janke M, von Kolson K, Kister L, Odemer F, Wéhlke A (2023) Institut
fur Bienenkunde (IB) Celle, Bundeweite Téatigkeit und internationale Anerkennung. LAVES Tatigkeitsbericht

2022, Seite 100-105
53


https://www.julius-kuehn.de/bs/informationsmaterial

e Bergs, lllies I, Heidinger 1 (2023) Forschung in Veitshdchheim. bienen&natur, 2023(03): 32-35

e Berg S, lllies I, Heidinger I, Jager R, Kammerer A, Wehner L (2024) Forschung in Veitshdchheim.
bienen&natur, 2024(03): 32-35

e 4 Beenovation Projekte. In: Deutsches Bienen-Journal (01/2025, Seite 18-19)

e Von der Blite in den Stock. In: Deutsches Bienen-Journal (02/2025, Seite 17)

e  Ammenbienen als Schadstofffilter. In: bienen&natur (02/2025, Seite 09)

Vorstellung des Projektes im Rahmen eines Vortrages:

e  Veitshdchheimer Imkerforum (05.02.2022, Online, ca. 600 Teilnehmer)

e  Zichterschulungen (Multiplikatorenfortbildung) am 02.04.2022 (Schwarzenau), 09.05.2022 (Guglhdr),
10.05.2022 (Kringell)

e Vorstellung auf den WVerbandstagen (Landesverband Bayerischer Imker am 10.09.2022 in Bad
Aibling, Verband Bayerischer Bienenziichter am 18.09.2022 in Teising, Bayerische
Imkervereinigung am 17.09.2022 in Weiden)

e Schulung der Fachwarte und Bienensachverstandige am 12. und 20.11.2022 (Online, gesamt 380
Teilnehmer)

e  Veitshdchheimer Imkerforum 2023 (Hybrid, 200 Teilnehmer in Présenz, ca. 500 online)

e  Zichterschulungen (Mulitplikatorenfortbildung) am 02.05.2023 (Schwarzenau), 08.05.2023 (Guglhdr) und

09.05.2023 (Kringell)

e Beenovation Auftaktveranstaltung (01.03.2023, Berlin), Prasentation des Verbundvorhabens durch PD Dr. S.
Erler, weitere Teilnehmende: Dr. S. Dunker, Prof. R. Einspanier, Dr. K. Fechner, M. Janke, Prof. W.H.
Kirchner, F. Walther.

o Vorstellung des Projektes im Rahmen eines Vortrags fur das Schulprojekt "Ab in die Dolden™ (Interview mit
Franziska Walther (UFZ) zum Thema "Biodiverstitét erforschen!", 20.06.2023,
https://www.teachtoday.de/Aktuelles/Aktionen/Challenge_Ab_in_die Dolden/3301_Live mit Expertinnen.
htm)

e Schulung der Fachwarte und Bienensachverstdndige am 11.11.2023 in Veitshdchheim (Présenz und Online),
18.11.2023 in Regensburg, 25.11.2023 in Landsberg am Lech

o Weissacher Imkertag (10.03.2023), Hohenheimer Tag (12.03.2023), Badischer Imkertag (18.03.2023),
Bezirksverein flr Bienenzucht Besigheim e.V. (19.04.2023), Bezirksimkerverein Goppingen (21.09.2023),
Bezirks-Imkerverein Biberach an der RiR3 e.V. (10.10.2023), Bezirksbienenzuchtverein Alb Lautertal e.V.
(14.10.2023)

e Beenovation Vortragsreihe (Onlineveranstaltung): 24.10.2023 Vortrag von Dr. R. Odemer zum Thema
,.Bienen, Bits und Bytes: Digitales Honigbienenmonitoring*, inkl. Vorstellung und Einbindung von NutriBee

e 4. Beenovation Podcast-Folge ,,Einfluss von Pflanzenschutzmittel auf die Bienengesundheit und alternativer
Pflanzenschutz“,  Beitrag von PD Dr. S.  Erler (Aufzeichnung am  26.10.2023)

https://beenovation.podigee.io/5-new-episode

o Referententagung des Landesverbands Wiirttembergischer Imker (12.11.2023)
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Besuchstage an der Landesanstalt fir Bienenkunde: Fihrung Unibund (27.04.2023), Besuchertage der
Imkervereine (23.04.2023, 10.09.2023), Fihrung Fachschaft AGRAR (05.05.2023), Besuch des
Verkehrsministers Winfried Hermann (10.09.2023)

Présentation des Projektes auf der DAFA (Deutsche Agrarforschungsallianz) Strategiekonferenz: Fachforum
Bienen und Landwirtschaft (17.-18.01.2024, Berlin); Austausch mit verschiedenen Interessenvertretern aus
den Bereichen Imkerei, Landwirtschaft, Pflanzenbau und Forschung

Veitshéchheimer Imkerforum (03.02.2024, Hybrid, 150 Teilnehmer in Prasenz, ca. 370 online)

Beenovation Abschlussveranstaltung der Vernetzungs- und Transfermafinahme ,,Zum Schutz von Bienen und
Bestduberinsekten in der Agrarlandschaft*: 17.10.2024 (Berlin), Prisentation der Ergebnisse durch PD Dr.
Silvio Erler (Modul 1) und Frau Franziska Walther (Modul 2) durch je einen Vortrag und Frau Walther

zuséatzlich durch ein Poster

Tagungsbeitrége:

Walther F, Plos C, Friedrich E, Hornick T, Hofmann M, Lahr D, Schroeder A, Janke M, Melching A, Méder
P, Dunker S: First results on the identification of insect-pollinated pollen. — 69. Jahrestagung der
Arbeitsgemeinschaft der Institute fiir Bienenforschung e.V. (04/2022, Bad Uberkingen-Oberbdhringen)
Wippenhorst K, Eckert JH, Steinert M, Erler S: Pesticide residues in larval food jelly of the Western honey
bee Apis mellifera — a review. — 69. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fiir Bienenforschung
e.V. (04/2022, Bad Uberkingen-Oberbohringen)

Wippenhorst K, Eckert JH, Steinert M, Erler S: A review about pesticide residues in larval food jelly of the
Western honey bee Apis mellifera. — 9th European Congress of Apidology (EurBee 9) (09/2022, Belgrad,
Serbien)

Wouppenhorst K, Eckert JH, Steinert M, Erler S: Reviewing pesticide residues in larval food jelly of the
Western honey bee Apis mellifera. — 15th International Symposium on Hazard of Pesticides to Bees (10/2022,
York, UK)

Wauppenhorst K, Eckert JH, Steinert M, Erler S: Pesticide residues in larval food jelly of the Western honey
bee Apis mellifera — a review. — 14th Young Scientists Meeting (11/2022, Berlin)

Walther F, Plos C, Deilmann T, Lenk A, Rmermann C, Rakosy D, Harpole WS, Hornick T, Dunker S:
Intraspecific temporal and spatial variability of zoophilous pollen traits. — 70. Jahrestagung der
Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. (03/2023, Potsdam)

Wippenhorst K, Alkassab A, Beims H, Friedrich E, Illies I, Kirchner WH, Odemer R, Erler S: Combined
effects of fungicide exposure and limited pollen resources on honey bee colony development. — 70.
Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. (03/2023, Potsdam)

Erler S, Eckert JH, Steinert M, Wueppenhorst K: Food jelly, a potential source for pesticides to harm honey
bee larvae? — SETAC Europe 33rd Annual Meeting (05/2023, Dublin, Irland)

Walther F, Plos C, Deilmann T, Lenk A, Rémermann C, Rakosy D, Harpole WS, Hornick T, Dunker S:
Spatio-temporal variation of zoophilous pollen traits within species - How diverse are pollen of insect-
pollinated plants in space and time? — HIGRADE Konferenz 2023 (05/2023, Leipzig)
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Walther F, Plos C, Deilmann T, Lenk A, Rémermann C, Rakosy D, Harpole WS, Hornick T, Dunker S: How
diverse are pollen of insect-pollinated plants in space and time? — 52. Jahrestagung der Gesellschaft fur
Okologie e.V. (09/2023, Leipzig)

Wueppenhorst K, Alkassab A, Einspanier R, Ernst U, Friedrich E, lllies I, Janke M, Kirchner WH, Mating M,
Odemer R, Yurkov A, Erler S: Combined stressors in the agriculture — Investigating more effects than honey
bee colony development — 7th Central European Section Meeting of the International Union for the Study of
Social Insects (09/2023, Cluj-Napoca, Ruménien)

Wueppenhorst K, Alkassab AT, Einspanier R, Ernst U, Friedrich E, Illies I, Janke M, Kirchner WH, Mating
M, Odemer R, Yurkov A, Erler S: Combined stressors in the agriculture — Investigating more effects than
honey bee colony development — 15th Young Scientists Meeting — Conference 2023 (11/2023, Dossenheim)
Wueppenhorst K, Alkassab AT, Beims H, Friedrich E, Illies I, Kirchner WH, Erler S, Odemer R: Kombinierter
Effekt einer Fungizidexposition und Nahrungslimitierung auf die Volksentwicklung der Honigbiene. —
Beenovation-Workshop ,,Verbesserung der Bienengesundheit®, 31. Apisticus-Tag (02/2024, Munster)
Friedrich E, Weimer M, Ernst U, Steiner R, Wippenhorst K, Erler S, Illies I: Does pollen availability and
fungicide exposure during the larval stages influence the life span of adult honey bees? — 71. Jahrestagung der
Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. (03/2024, Miinster)

Ilies I, Kaci S, Schierling A, Scheiner R: Effect of pollen traps on pollen foraging behavior of honeybees. —
71. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. (03/2024, Miinster)
Walther F, Plos C, Deilmann TJ, Lenk AK, Romermann C, Friedrich E, Schroeder A, Campbell S, Janke M,
Rakosy D, Harpole S, Hofmann M, Hornick T, Dunker S: Image-based multispectral flow cytometry — A new
approach for fast and efficient pollen analysis. — 71. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fur
Bienenforschung e.V. (03/2024, Miinster)

Wueppenhorst K, Alkassab AT, Beims H, Bischoff G, Ernst U, Friedrich E, lllies I, Janke M, Kehmstedt J,
Kirchner WH, Odemer R, Erler S: What are the transfer routes of fungicide residues from field to the hive? —
71. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft der Institute fir Bienenforschung e.V. (03/2024, Miinster)
Walther F, Dunker S, Janke M, Campbell S, Erler S, Hornick T, Rakosy D, Harpole S, Friedrich E, Schroeder
A: Image-bases multispectral flow cytometry — a new analytical approach for fast and efficient pollen
determination. — 6th International Symposium on Bee Products & Annual Meeting of the International Honey
Commission (04/2024, Cluj-Napoca, Ruménien)

Walther F, Plos C, Deilmann TJ, Lenk AK, Rdmermann C, Friedrich E, Schroeder A, Campbell S, Janke M,
Rakosy D, Harpole S, Hofmann M, Hornick t, Dunker S: Image-based multispectral flow cytometry — A new
approach for fast and efficient pollen analysis. — XV International Palynological Congress & XI International
Organization of Palaesobotany Conference (05/2024, Prag, Tschechien)

Wueppenhorst K, Alkassab AT, Beims H, Bischoff G, Ernst U, Friedrich E, Illies I, Janke M, Kehmstedt J,
Kirchner WH, Odemer R, Erler S: What are the transfer routes of fungicide residues from field to the hive? —
10th Congress of Apidology (EurBee 10) (09/2024, Tallinn, Estland)

Walther F, Dunker S, Janke M, Campbell S, Erler S, Hornick T, Rakosy D, Harpole S, Friedrich E, Schroeder
A: Image-based multispectral flow cytometry — a new analytical approach for fast and efficient pollen
determination. — 16th International Symposium of the Bee Protection Group Hazards of Pesticides to Bees
(ICPPR) (10/2024, Sevilla, Spanien)
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e  Walther F, Dunker S, Janke M, Campbell S, Erler S, Hornick T, Rakosy D, Harpole S, Friedrich E, Schroeder
A: Image-based multispectral flow cytometry — a new analytical approach for fast and efficient pollen
determination. — iDiv Conference 2024 (11/2024, Leipzig)
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Abschlussarbeiten:
Bachelorarbeiten:

e Christina Leicht — ,,.Die Auswirkungen des Fungizids Pictor Active auf das Lern- und Erinnerungsvermdgen
der Westlichen Honigbiene (Apis mellifera).* (Bachelor of Science, Ruhr- Universitat Bochum) (2022)

¢ Rieke Steiner —, Einfluss von Fungizidbehandlung und Pollenlimitierung auf die Entwicklung der Honigbiene
und ihre Lebenserwartung“ (Bachelor of Science im Studiengang Biologie, Technische Universitét
Braunschweig und JKI) (2022)

Masterarbeiten:

e Till Deilmann — ,Patterns in phenology and functional traits of herbaceous plant species from Botanical
gardens and natural habitats“ (Master of Science im Studiengang Evolution, Okologie und Systematik,
Friedrich-Schiller-Universitat Jena und UFZ) (2022)

e Annalena Lenk —, Site-specific patterns in the seasonal variation in flowering and growth phenology* (Master
of Science im Studiengang Evolution, Okologie und Systematik, Friedrich-Schiller-Universitit Jena und UFZ)
(2022)

e  Marina Weimer — ,,Einfluss einer reduzierten Pollenversorgung und Fungizidbehandlung an Rapsbliiten auf
die Lebensdauer von Honigbienen und die Entwicklung der Futtersaftdriisen bei Wirtschafts- und
Jungvélkern® (Master of Education im Studiengang Lehramt Biologie und Chemie, Universitdt Hohenheim)
(2022)

Praktika:

e Britta Bock (M.Sc.) — ,,Differences in nectar and pollen collection in honeybees (Apis mellifera) located at
fields (Brassica napus) treated with fungicides and stressed with pollen traps* (Praktikumsbericht, Master of
Science, Ruhr-Universitdt Bochum und LAVES-Institut fur Bienenkunde Celle) (2022)

e Til Bottner (B.A.)) — ,Untersuchung der Flexibilitit in der Arbeitsteilung von Apis mellifera (L.)
Sammelbienen unter polleninduzierter Malnutrition® (Praktikumsbericht, Bachelor of Science, Ruhr-
Universitat Bochum) (2022)

e Aleksandr Dmitriev (M.Sc) — ,,Survey on generative adversarial networks to debias multispectral image data.
“ (Master of Science im Studiengang Research in Computer & Systems Engineering, Technische Universitat
IImenau) (2023)

e Johanna Gustke (M.Sc.) — ,,Forschungspraktikum® (Masterstudiengang Landscape Ecology and Nature
Conservation, Universitat Greifswald und UFZ) (2023)

e Diana Schneider (B.Sc.) — ,,Wirkstoffgehalte in Bienenmatrizes nach einer fungiziden Spritzmalinahme in
blihenden Winterraps* (Bachelor of Science im Studiengang Agrarwissenschaften, Universitdt Hohenheim)
(2022)

e  Marie-Christine Seidel (M.Sc.) —,,Synergistische Effekte von induziertem Proteinmangel und Pestiziden auf
die Brutentwicklung von Apis mellifera“ (Praktikumsbericht, Master of Science, Ruhr-Universitdt Bochum)
(2022)
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e Saskia SuB (B.Sc.) — Berufspraktikum am UFZ Leipzig (Bachelorstudiengang Biologische Diversitat und
Okologie, Georg-August Universitat-Gottingen) (2022)

e Anastasiia Volgina (M.Sc.) —,,Design, implementation and testing of an interactive active learning workflow
in a distributed active leaning pipeline for multispectral datasets* (Master of Science im Studiengang Research
in Computer & Systems Engineering, Technische Universitét limenau) (2023)

Zulassungsarbeiten:

e Sarah Kaci — ,Untersuchungen zum Pollensammelverhalten von Honigbienen (Apis mellifera L.) im
Winterraps® (Lehramt Sek. 11 fir Biologie und Chemie, Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg und LWG)
(2023)

Online Medien:

e  https://www.researchgate.net/project/NutriBee-2 (nur bis Mitte des Jahres 2023, danach wurden alle Projekte

durch ResearchGate entfernt)

e  https://nutribee.julius-kuehn.de/

e https://www.beenovation.de/

e Twitter bzw. X: @AskDrODR
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