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Zusammenfassung

Um eine Resistenzentwicklung des Maisziinslers gegeniiber B.1.-
Mais friihzeitig erkennen zu konnen, wurden Altlarven in B.t.-
Mais-Feldern im Oderbruch gesammelt und einem F,-Screening
unterzogen. In den Jahren 2001, 2002 und 2003 wurden insge-
samt ca. 1,8 Mio. Maispflanzen durchsucht und dabei 1855 Lar-
ven gefunden. Mit den resultierenden Faltern wurden Einzelpér-
chen (PG) gebildet, deren Nachkommen als isogene Linien wei-
tergeziichtet wurden, um mit den gewonnenen F,-Faltern Ge-
schwister-Paarungen anzusetzen. Die frisch geschliipften F,-Lar-
ven dieser Paarungen wurden einem Biotest unterzogen, um ihre
Reaktion gegeniiber dem B..-Toxin Cry1Ab festzustellen. Uber-
lebende F,-Larven wurden weitergeziichtet und in den Folge-Ge-
nerationen (z. T. bis F¢) weiteren Biotests unterzogen. Als Fazit
bleibt festzuhalten, dass unter den insgesamt 826 untersuchten
Ausgangslarven aus B.t.-Mais-Feldern keine resistenten Mais-
ziinsler gefunden wurden.
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Abstract

For the early detection of resistance development of the Euro-
pean corn borer to B.t.-corn, late instar larvae were collected in
B.t.-corn fields in a German area called Oderbruch and tested in
an F,-screening. In 2001, 2002 and 2003 a total of about 1.8 Mio.
maize plants were checked and 1855 larvae found. With the re-
sulting butterflies single pairs (PG) were formed, the progenies
were bred as isogenic strains and with the resulting F,-butterflies
pairs were formed. The early 1% instar F,-larvae of these pairs
were tested in bioassays for their reaction to the B.t.-toxin
CrylAb. Surviving F,-larvae were bred in the following genera-
tions (partly up to Fy) and tested in further bioassays. As a result,
it can be concluded, that among the 826 original larvae from B..-
corn-fields examined, no resistant European corn borer individ-
uals were found.

Key words: European corn borer, Ostrinia nubilalis, B.t.-corn,
B.t.-toxin Cry1Ab, resistance development, F,-screen, bioassay

1 Einleitung

Der Maisziinsler (Ostrinia nubilalis; Lepidoptera) ist bislang
der wirtschaftlich bedeutendste Schiddling im Maisanbau in
Deutschland. Um 1910 wurde er von Europa in die USA ver-
schleppt und fiihrt auch dort zu erheblichen Ertragsverlusten. Im
Gegensatz zu weiten Teilen der USA durchléduft der Maisziinsler
in Deutschland nur eine Generation im Jahr, wobeli er als Altlarve
in den Maisstoppeln iiberwintert.

Zur Bekdmpfung des Maisziinslers stehen dem Landwirt ver-
schiedene Moglichkeiten zur Verfiigung. Eine indirekte, aber
sehr wirkungsvolle Methode stellt die mechanische Bekdmpfung
der Altlarven durch Schlegeln und sauberes Unterpfliigen der
Erntertickstinde dar. Auch die Einhaltung eines weitrdumigen
Fruchtwechsels kann zur deutlichen Schadensminderung beitra-
gen. Fiir die direkte Bekdmpfung stehen chemische und biologi-
sche Moglichkeiten zur Verfiigung. Zur biologischen Bekidmp-
fung des Maisziinslers werden Bacillus thuringiensis-(B.t.-)
Préiparate aufgrund der geringeren Effizienz nur selten, Tricho-
gramma-Schlupfwespen zurzeit aber auf tiber 10 000 Hektar pro
Jahr eingesetzt.

Eine weitere Bekdmpfungsmoglichkeit stellt der Anbau von
B.t.-Mais dar. Bei dem hier relevanten B.z.-Mais handelt es sich
um transgenen Mais, auf den eine Gensequenz des insekten-
pathogenen Bacillus thuringiensis iibertragen wurde, die fiir die
Bildung des B.z.-Toxins Cry 1 Ab codiert. Dieses Toxin besitzt in-
sektizide Wirksamkeit gegen Larven zahlreicher Schmetterlings-
arten. Der B.t.-Mais produziert also sein eigenes Insektizid. Mit
dem Anbau von B.z.-Mais wichst jedoch auch die Gefahr, dass es
infolge des hohen Selektionsdrucks zur Resistenzentwicklung
des Maisziinslers gegentiber dem B.t.-Toxin Cry1Ab kommt.

Lange Zeit wurde angenommen, dass sich gegeniiber B.f.-
Priparaten — wie sie in der biologischen Schidlingsbekdmpfung
eingesetzt werden — keine Resistenzen entwickeln wiirden, da sie
neben verschiedenen Toxinen auch wirksame Bakterien-Sporen
enthalten und meist zeitlich begrenzt eingesetzt werden. Doch
1985 berichtete MCGAUGHEY liber B.7.-Resistenzen im Vorrats-
schutz und kurz darauf wurde der erste Fall einer Lepidopteren-
Resistenz gegen B.t.-Priparate im Feld bekannt (TABASHNIK et
al.,, 1990). Auch im Labor wurden verschiedene Lepidopteren
nach fortgesetztem Selektionsdruck resistent gegen B.r.-Toxine
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(FERRE und VAN RIE, 2002). In den USA konnten mit einem B.z.-
Priparat im Labor sogar Resistenzen beim Maisziinsler provo-
ziert werden (HUANG et al., 1997, 1999).

Um eine Resistenzentwicklung des Maisziinslers infolge grof3-
flichigen Anbaus von B.t.-Mais zu vermeiden, wird in den USA
im Rahmen von Resistenzmanagement-Programmen die ,,Refu-
gien/Hoch Dosis“-Strategie verfolgt. Diese Strategie basiert auf
einer hohen Toxin-Expression im transgenen Mais (mindestens
25-mal hoher als die LCyy, empfindlicher Larven) und einer
moglichst groBen toxinfreien Refugienfldche (mindestens 20 %).
Auflerdem wird bei dieser Strategie vorausgesetzt, dass in der
Schédlingspopulation das Vorkommen von Resistenzallelen ein
sehr seltenes Ereignis darstellt (Resistenzallelfrequenz < 107)
und rezessiv vererbt wird (GouLD, 1998; ONSTAD und GUSE,
1999). Sobald Resistenzen auftreten, muss die ,,Refugien/Hoch
Dosis“-Strategie als nicht ausreichend gelten und die weitere
Vorgehensweise darauf abgestimmt werden. Eine angemessene
Reaktion setzt jedoch voraus, dass die Entwicklung von Resis-
tenzen so frith wie moglich erkannt wird. Das Vorkommen und
die Héufigkeit von Resistenzallelen in einer Maisziinsler-Popu-
lation kann mit dem so genannten F,-Screening erfasst werden
(ANDOW und ALSTAD, 1998; ANDOW et al., 1998).

Mit den hier vorgestellten Untersuchungen sollten im Rahmen
des BMBF-Projektes ,,Untersuchungen zur friihzeitigen Ent-
deckung einer Resistenzentwicklung des Maisziinslers gegen
B.t.-Toxine und zur Aufkldrung der Resistenzmechanismen® re-
sistente Larven selektiert werden. Dazu wurde nach dem F,-
Screening verfahren. Durch das Sammeln der Larven in B.z.-
Mais-Feldern sollte die Wahrscheinlichkeit fiir das Auffinden re-
sistenter Larven erhoht werden. Eine Berechnung der Resistenz-
hidufigkeit (ANDOW und ALSTAD 1998; ANDOW et al., 1998; VE-
NETTE et al., 2002) war somit kein vorrangiges Ziel der vorlie-
genden Untersuchungen.

2 Material und Methoden
2.1 Grundsétzliche Uberlegungen zur Vorgehensweise

Theoretisch miissten Maisziinsler, die in B.z.-Mais-Feldern iiber-
leben, resistent gegeniiber dem B.z.-Mais-Toxin CrylAb sein.
Das ist praktisch jedoch nicht zwangsldufig der Fall, weil zum
einen der Toxin-Gehalt der B.t.-Mais-Pflanzen schwanken kann
und zum anderen durch Saatgutverunreinigungen bis zu 2%
Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen im Bestand enthalten sein konnen. Da
die Larven aber teilweise ihre Wirtspflanzen wechseln, konnen
auch die in Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen gefundenen Tiere vorher an
B.t.-Mais gefressen haben. So ist bei den in B.7.-Mais-Feldern ge-
fundenen Maisziinsler-Larven aufgrund des Selektionsdrucks
am ehesten mit Resistenzen zu rechnen.

Je nach genetischem Charakter der gesammelten Ausgangs-
population kénnen verschiedene Szenarien zugrunde gelegt wer-
den. Wenn kein Resistenzgen in der gesammelten Population
eingefangen wiirde, wiren alle Nachkommen anfillig. Wenn je-
doch mindestens ein Resistenzgen in der gesammelten Popula-
tion vorhanden wire, so kime es zur Aufspaltung von resisten-
ten Individuen.

Der einfachste Fall wire gegeben, wenn die Resistenz mono-
gen vererbt wiirde. Je nach Vererbungsmodus des Resistenzgens
wiren dann unterschiedliche Szenarien zu erwarten. Wiirde es
sich um ein dominantes Resistenzgen handeln, so konnte sich die
Resistenz relativ schnell in der Population durchsetzen. Auch bei
einem intermedidren Erbgang kidme es rasch zur Durchsetzung
von resistenten Individuen, weil die Heterozygoten einen Selek-
tionsvorteil gegeniiber den homozygot Anfilligen hitten. Wenn
die Resistenz dagegen, wie angenommen, auf einem rezessiven
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Gen beruhen wiirde, konnte sich der potentielle Selektionsvorteil
in den Heterozygoten nicht auswirken und trite nur bei Homo-
zygoten phénotypisch in Erscheinung, sodass sich resistente
Tiere nur langsam durchsetzen wiirden. Im ungiinstigsten Fall,
im Hinblick auf die Nachweisbarkeit, wiirde bei einer Kreuzung
im Labor nur ein Resistenzallel in nur einem Elternteil vorliegen.
Dann wiirden erst durch Geschwisterkreuzungen tiber zwei Ge-
nerationen Homozygote und damit phénotypisch nachweisbare
resistente Larven auftreten. In der F,-Population kiime es dann zu
einer Aufspaltung von 16:1, d.h. von 16 F,-Larven wire eine
Larve homozygot resistent (vgl. Abb. 1).

Zum Auffinden solcher homozygot resistenten Tiere (rr) sind ver-
schiedene Vorgehensweisen denkbar. Wenn in der Ausgangspopu-
lation schon eine gewisse Anreicherung an Resistenzgenen vor-
handen wire, konnte eine freie Paarung aller Falter aus Larven vom
B.t.-Mais-Feld mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit zum ge-
wiinschten Ziel fiihren. Die frisch geschliipften Larven wiirden dann
mittels Biotest sofort einer Selektion auf Resistenz unterzogen.

Da der genetische Hintergrund der Ausgangspopulation je-
doch nicht bekannt war, bestand der sicherste und gleichzeitig
aufwendigste Weg zur Erkennung vorhandener Resistenzen
darin, die gesammelten Larven einem F,-Screening zu unterzie-
hen. Dazu wurden mit den Faltern der ersten Generation (Eltern-
Generation) zunichst Einzelpaare gebildet. Die daraus resultie-
renden Larven (F,-Generation) wurden als isogene Linien wei-
tergeziichtet, um mit den F,-Faltern Geschwister-Paarungen vor-
zunehmen. Die daraus wiederum hervorgehenden Larven (F,-
Generation) wurden mittels Biotest auf Resistenz getestet (Bil-
der zur Methodik siehe unter hitp://www.biosicherheit.de/
mais/212.doku.html).

2.2 Sammlung von Altlarven in B.t.-Mais-Feldern

Im Rahmen der Sortenzulassung und zur Ermoglichung wissen-
schaftlicher Untersuchungen durfte B.t.-Mais in den vergange-
nen Jahren in Deutschland auf einigen hundert Hektar angebaut
werden. Da im Oderbruch zurzeit der intensivste Maisziinsler-
Befall in Deutschland auftritt, dort aber auch in einzelnen Lagen
in jedem Jahr B.t.-Mais angebaut wurde, erfolgten im Rahmen
der vorliegenden Untersuchungen umfangreiche Maisziinsler-
Sammelaktionen in dieser Region. So wurden im Herbst der
Jahre 2001, 2002 und 2003 B.t.-Mais-Felder auf Altlarven abge-
sucht (Tab. 1).

Bei den ersten dieser Sammelaktionen in B.t.-Mais-Feldern im
Oderbruch wurden im Herbst 2001 ca. 190 000 Pflanzen durch-
sucht und 141 Larven gefunden (vgl. MEISE, 2003). Die Befalls-
kontrolle in einem benachbarten Nicht-B.t.-Mais-Feld wies mit
durchschnittlich 0,5 Larven pro Pflanze auf einen mittleren Be-
fallsdruck hin.

PG: SS x Sr
FiG: F,G:

S | r S| s|s]r
S | SS | Sr S |SS|SS|SS| Sr
S | SS | Sr S |SS|SS|SS| Sr
S |SS|SS|SS| Sr

S = anfillig
r =resistent r | St | Sr | Sr | rr

Abb. 1. Vererbung einer rezessiven Resistenz in einem Elternteil mit
einem Allel.
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Tab. 1. Bilanz der Maisziinsler-Sammelaktionen in B.t.-Mais-
Feldern im Oderbruch

2001 2002 2003 Gesamt
Durchsuchte Pflanzen 191410 760000 800000 1751410
Gesammelte Larven 141 805 909 1855
Anzahl Larven/ 0,74 1,06 1,14 1,06

1000 Pflanzen

Im Herbst 2002 folgte eine weitere Maisziinsler-Sammelak-
tion. In den Sorten ,MEB307BT* (Ausgangssorte ,,Monumen-
tal“) und ,,Novelis*“ (Ausgangssorte ,,Nobilis*; beide Event
MON 810) wurden insgesamt ca. 760000 Pflanzen durchsucht
und dabei 805 Larven gefunden. Obwohl die durchsuchten
Pflanzenzahlen bei beiden Sorten etwa gleich hoch waren, wur-
denin,,MEB307BT* 26 % und in ,,Novelis* 74 % der Larven ge-
funden. Der Befall in benachbarten Nicht-B.z.-Mais-Feldern war
mit durchschnittlich 3,1 Larven pro Pflanze sehr hoch.

Die Maisziinsler-Sammelaktion im Herbst 2003 wurde in ei-
nem B.t.-Mais-Feld durchgefiihrt, das in direkter Nachbarschaft
zu den Feldern des Vorjahres lag und mit der Sorte ,, MEB307
BT* bestellt war. In den schitzungsweise 800 000 durchsuchten
Pflanzen wurden 909 Larven gesammelt.

Die Bilanz aller Maisziinsler-Sammelaktionen in B.t.-Mais-
Feldern im Oderbruch zeigt, dass insgesamt ca. 1,8 Millionen
Pflanzen durchsucht und dabei 1855 Larven gefunden wurden.
Im Durchschnitt mussten also ca. 1000 Pflanzen durchsucht wer-
den, um eine Larve zu finden (Tab. 1).

Von jeder Pflanze, in der Larven gefunden wurden, wurde
auch eine Blattprobe genommen und nach spitestens 24 h
beim Institut fiir integrierten Pflanzenschutz der Biologischen
Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft in Kleinmachnow
eingefroren. Die Vorgehensweise beruht weitestgehend auf den
Versuchen mit den Larven aus 2001, die bei MEISE (2003) be-
schrieben sind. Aus den Erfahrungen von 2001 wurde aber das
Verfahren zum Teil abgeidndert, sodass sich die im Folgenden
beschriebenen Details hauptséchlich auf die in 2002 und 2003
gesammelten Larven beziehen. Auf die Unterschiede zwischen
den Versuchen von 2001 bzw. 2002 und 2003 wird nur einge-
gangen, wenn dadurch die Aussagen zur Resistenzermittlung
betroffen sind.

2.3 Uberwinterung der Altlarven im Gewéchshaus

In einem Maisfeld sind mit vertretbarem Aufwand nur Altlarven
zu sammeln. Diese sind bereits auf eine Diapause eingestimmt
und miissen deshalb zunichst iiberwintert werden. Dazu wurden
die Larven tiber Winter in einem unbeheizten Gewéchshaus ein-
zeln in Bellaplast-Doschen mit Handtuchpapier und gelochten
Deckeln gehalten.

Nach Abzug der Larven, die beim Auffinden bereits tot waren
bzw. beim Freilegen aus den Maisstingeln zerschnitten wurden,
sowie den kleinen Larven, die kurz nach der Sammelaktion star-
ben, lebten vor Winter noch 661 Larven von der Sammelaktion
im Herbst 2002 und 737 Larven von der Sammelaktion im Herbst
2003. Im darauf folgenden Friihjahr lebten von den Maisziinslern
aus 2002 noch 589 Larven und von denen aus 2003 noch 531
Larven (Tab. 6).

2.4 Identifikation von B.t.-Mais-Pflanzen mit einem
Schnelltest

Um festzustellen, ob die Pflanzen, in denen Larven gefunden
wurden, das B.t.-Toxin tatsidchlich exprimieren, wurde mit den
eingefrorenen Blattproben ein B.z.-Schnelltest der Firma ,,Gene-
Scan Analytics GmbH* durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass
30 % der 465 Blattproben aus 2002 und 88 % der 389 Blattpro-

ben aus 2003 von Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen stammten. Die in
2003 gefundenen Larven lebten also hauptsichlich auf Nicht-
B.t.-Mais-Pflanzen.

2.5 Zuchtarbeiten im Frihjahr

Da die Larven Wasser aufnehmen miissen, um sich verpuppen zu
konnen, wurde das Handtuchpapier in den Uberwinterungs-
doschen befeuchtet. Die Larven aus 2002 wurden bei steigenden
AuBentemperaturen und einer einsetzenden Regenperiode am
28. 04. 03 alle gleichzeitig befeuchtet. Aufgrund der zeitlichen
Begrenzung des Forschungsprojektes mussten die Zuchtarbeiten
mit den Larven aus 2003 friiher einsetzen. Wegen der relativ ho-
hen AuBlentemperaturen (ca. 12—15 °C) und dem vorhergesagten
erneuten Kilteeinbruch wurden sie am 06. 02. 04 aus dem Ge-
wichshaus in einen Klimaschrank mit 15 °C iiberfiihrt. Ab dem
09. 02. 04 wurde dann jeweils im Abstand von einer Woche ein
Viertel der Larven befeuchtet und in einem Klimaschrank mit
25 °C gehalten, sodass im Laufe von vier Wochen alle Larven aus
2003 gestaffelt ,,aufgeweckt* wurden.

Die ersten Puppen der Maisziinsler aus 2002 wurden am 23.
05. 03, die ersten Puppen von Maisziinslern aus 2003 — aufgrund
des vorzeitigen ,,Aufweckens® — bereits am 23. 02. 04 beobach-
tet. Bei Ersteren hatten sich bereits eine Woche spiter fast alle
Larven verpuppt, wihrend sich die Verpuppungsphase bei Letzte-
ren durch das gestaffelte ,,Aufwecken* tiber einen Monat hinzog.

Nach dem Ubergang in die Verpuppungsphase wurde das
Handtuchpapier entfernt, der Boden des Ddschens mit einem
Rundfilter bedeckt und ein Einzeldoschen, das mit zehnprozen-
tiger Zuckerlosung getrinkte Watte enthielt, dazugestellt, sodass
die Falter direkt nach dem Schlupf trinken konnten.

2.6 Einzelparchen in der Eltern-Generation

Als Vorbereitung fiir die Paarungen wurden Pflanzschalen mit
Wasser gefiillt, Drahtgitter in die Pflanzschalen gelegt und Hand-
tuchpapier darauf ausgebreitet. Die Zuchtzylinder (Hohe
19,5 cm; Durchmesser 11,5 cm) wurden innen mit Filterpapier
ausgekleidet und zusammen mit Zuckerlosung auf die vorberei-
teten Gitter gestellt. Die zu paarenden Falter wurden mit CO, ru-
hig gestellt, ziigig in die Zuchtzylinder iiberfiihrt und diese dann
mit Klarsichtfolie iiberspannt.

In der Eltern-Generation (Parental-Generation, PG) wurden
Einzelpaarzuchten vorgenommen, d. h. je ein Médnnchen und ein
Weibchen wurden zusammen gehalten. Bei der Auswahl der
Kreuzungspartner wurde so vorgegangen, dass in erster Prife-
renz Falter aus Larven von B.t.-Mais-Pflanzen zusammengefiihrt
wurden. Auf diese Weise wurde eine Rangfolge erstellt, bei der
im ungiinstigsten Fall wenigstens ein Falter aus B.t.-Mais an der
Kreuzung beteiligt sein sollte. Bei den Maisziinslern aus 2002
konnten zusitzlich auch alle Paarungen mit Faltern von Larven
aus Nicht-B.t.-Mais-Pflanzen durchgefiihrt werden.

Die erste Eiablage wurde meist 2 bis 5 Tage nach dem Anset-
zen der Paarungen abgenommen. Die Eiabnahme erfolgte min-
destens zweimal pro Woche in moglichst gleichmédBigem Ab-
stand. Nach der Eiabnahme wurden die Zuchtzylinder wieder mit
frischem Filterpapier ausgekleidet und mit Folie iiberspannt. Die
Eigelege wurden aus den Folien und Filterpapieren ausgeschnit-
ten, in Petrischalen gelegt, Ndhrmedium zugegeben, mit leicht
befeuchtetem doppeltem Handtuchpapier und Deckel abgedeckt
und bei 25 °C und 18 Stunden Langtag im Klimaschrank gehal-
ten.

Bei den Maisziinslern aus 2002 schliipften die ersten Falter am
04. 06. 03. Anfangs schliipften erwartungsgemif} hauptséchlich
Minnchen. An Pfingsten (8./9. 06. 2003) war der Hohepunkt des
Falterschlupfs und damit der Paarungen. Aufgrund der anhaltend
hohen AuBentemperaturen (z. T. weit tiber 30 °C) verlief der Fal-

Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 57. 2005



RENATE KAISER-ALEXNAT u. a., Untersuchungen zur frihzeitigen Entdeckung einer Resistenzentwicklung des Maisziinslers

147

terschlupf innerhalb eines sehr kurzen Zeitraums, sodass die Paa-
rungen sehr gut koordiniert werden konnten. Mit den Maisziins-
lern aus 2002 wurden insgesamt 271 Zuchtzylinder mit Einzel-
pérchen angesetzt, von denen 40 keine Eiablage hatten. Unter
Beriicksichtigung sonstiger Verluste (17 Falter sind z.B. trotz
Vorsichtsmaflnahmen weggeflogen) gab es 214 Einzelpirchen
mit Fiablage.

Aufgrund des verkiirzten Versuchszeitraums und der stark
reduzierten Arbeitskapazitit musste mit den Maisziinslern aus
2003 in der Eltern-Generation abweichend vorgegangen wer-
den. Die Falter aus Larven, die erwiesenermallen aus B.f.-
Mais-Pflanzen stammten (Schnelltest), wurden untereinander
als Einzelparchen gepaart. Wenn fiir diese ,,wichtigen Falter*
drei Tage nach ihrem Schlupf kein gleichwertiger Partner vor-
handen war, wurde auf einen Partner aus Nicht-B.r.-Mais-
Pflanzen — ebenfalls vom B.r.-Mais-Feld — zuriickgegriffen. In
der Zeit vom 08. 03. 04 bis 29. 03. 04 konnten so insgesamt
33 Einzelpdrchen angesetzt werden, wobei aus 4 Einzelpir-
chen keine Eiablagen und aus einem Einzelpdrchen nur eine
geringe Eiablage hervorgingen.

Bei den Maisziinslern aus 2003 wurden die verbleibenden Fal-
ter aus Nicht-B.r.-Mais-Pflanzen in Gruppen zu je 20 Weibchen
und 20 Minnchen zusammengelegt. Vom 23. 03. 04 bis 31. 03.
04 wurden 8 Gruppenpaarungen (A bis H) angesetzt. Um mogli-
cherweise vorhandene dominante und intermedidre Resistenz-
gene sowie eine Anreicherung von rezessiven Resistenzen er-
kennen zu konnen, wurden die resultierenden Larven (F,-Lar-
ven) sofort einem Biotest unterzogen.

2.7 Weiterzucht von isogenen Linien in der F,-Generation

Im weiteren Zuchtverlauf wurden alle Larven einer Kreuzungs-
kombination als isogene Linien gehalten, wobei die Zucht
zunidchst in Petrischalen und spiter in Gerda-Dosen erfolgte. Die
zeitaufwendige Versorgung der Larven umfasste mindestens
zweimal wochentlich das Fiittern mit Ndhrmedium, die Be-
feuchtung des Papiers, die Kontrolle auf Pilzbewuchs sowie das
regelméBige Absammeln von Puppen bzw. Faltern. Aulerdem
wurden tote Larven auf Befall mit Mikrosporidien untersucht.
Das verwendete Ndhrmedium enthielt in 680 ml Wasser, 2 g
Benzoesiure, 1 g Nipagin, 1 g Sorbinséure, 16 g Agar-Agar, 28 g
Weizenkeime, 30 g Hefe, 112 g Maisgriel3, 6 g Ascorbinséure, 2 g
Vitamine und 2 g eines Antibiotikums (zunéchst ,,Frisomycin®,
spiter ,,Terramycin-Hen N*).

Bei den Maisziinslern aus 2002 wurden am 14. 07. 03 und bei
denen aus 2003 am 24. 04. 04 die ersten Puppen beobachtet. Die
Puppen wurden in Bellaplast-Doschen gesammelt. Nach dem
Schliipfen wurden die ménnlichen und weiblichen Falter einer
isogenen Linie bis zur Paarung — ebenfalls in Bellaplast-Doschen
— getrennt gehalten.

Die F,-Generation umfasste bei den Maisziinslern aus 2002
insgesamt 191 und bei denen aus 2003 weitere 37 Zuchtlinien,
von denen 29 auf Einzelparchen und 8 auf Gruppenpaarungen
basierten.

2.8 Ansetzen von F,-Geschwister-Paarungen

Fiir das F,-Screening wurden Resistenztests mit 100 F,-Larven
angestrebt, die von 10 F,-Paaren stammen sollten. Daher wurden
10 Weibchen und 10 Ménnchen einer Zuchtlinie in einem Zucht-
zylinder zusammengefiihrt.

Am 30. 07. 03 wurde der erste Zuchtzylinder mit F,-Faltern
von Maisziinslern aus 2002 angesetzt. Fiir jede Linie der F,-Ge-
neration sollte moglichst nur ein Zuchtzylinder angelegt werden.
Weil aber die Zuchten zeitweise ins Stocken gerieten, wurden
auch Zuchtzylinder mit weniger als 10 Ménnchen und 10 Weib-
chen angesetzt. Um dennoch Biotests mit F,-Larven von der an-
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gestrebten Falterzahl durchfiihren zu kénnen, wurden insgesamt
430 Zuchtzylinder erforderlich.

Mit den F,-Faltern von Maisziinslern aus 2003 wurden je zwei
Zuchtzylinder bei den 29 Linien aus Einzelpdrchen und je drei
Zuchtzylinder bei den 8 Linien aus Gruppenpaarungen angesetzt,
sodass insgesamt weitere 82 Zuchtzylinder in dieser Saison an-
gesetzt wurden.

Bei den Maisziinslern aus 2002 wurden am 04. 08. 03 und bei
denen aus 2003 am 11. 05. 04 die ersten Eigelege von F,-Faltern
abgenommen. Die Eipapiere wurden zweimal wochentlich ent-
nommen. Auch diese Eigelege, die fiir den Biotest vorgesehen
waren, wurden in Petrischalen {iberfiihrt und mit leicht befeuch-
tetem, doppeltem Handtuchpapier und Deckel verschlossen. Sie
wurden jedoch nicht mit Ndhrmedium gefiittert, da dies die Wir-
kung des Toxins entscheidend beeinflussen wiirde. Ein gleich-
méiBiger Schlupf der Larven wurde durch Aufteilen der Eigelege
in Klimaschrinke mit abgestuften Temperaturen (z.B. 18°C,
21°C und 25 °C) angestrebt. Am 08. 08. 03 schliipften die ersten
F,-Larven von Maisziinslern aus 2002 und am 21. 05. 04 die von
2003.

2.9 Biotests mit F,-Larven

Die frisch geschliipften Larven der F,-Generation wurden einem
Biotest unterzogen, um ihre Reaktion gegeniiber dem B.z.-Toxin
CrylAb zu iiberpriifen. Von jeder isogenen Linie sollten 100 F,-
Larven auf Toxin getestet werden und zusétzliche Larven als
Kontrolle mitgefiihrt werden. Dazu wurden Raster der Firma
,»Color-Dec* (Italien) verwendet, die Testmoglichkeiten fiir 8
Quadrate 2 16 Larven bieten. Wegen der Ubersichtlichkeit und
besseren Handhabbarkeit wurden 6 Quadrate (96 Larven) fiir das
Screening auf Resistenz und die restlichen 2 Quadrate (32 Lar-
ven) fiir die Kontrolle eingesetzt.

Die Einzeltopfchen wurden zundchst mit 1 ml Ndhrmedium
befiillt. Beim Kochen des Nahrmediums wurde im Gegensatz zur
Anzucht der Larven die Agar-Menge auf 8 g reduziert, damit sich
auf der Oberfldche keine Erhohungen bilden, auf denen die Lar-
ven sich dem Toxin entziehen kénnten. Aulerdem wurde hier
kein Antibiotikum eingesetzt.

Fiir die Biotests wurde von Dr. J. JEHLE (DLR Rheinpfalz,
Neustadt/Weinstralle) ein in E. coli produziertes und trypsini-
siertes B.t.-Toxin CrylAb bereitgestellt. Weil die verschiedenen
Toxin-Chargen bei den Biotests mit Maisziinslern aus 2001 eine
unterschiedliche Wirksamkeit aufwiesen (MEISE, 2003), wurde
fiir das Screening des Zuchtmaterials aus 2002 und 2003 eine
einheitliche Toxin-Charge (vom 03. 03. 03 mit 2 mg/ml) verwen-
det.

Die Toxin-Losung — bestehend aus CAPS-Puffer (50 mM
CAPS; pH 10,5) und Toxin — wurde stets frisch angesetzt. Je-
weils 100 pl reinen CAPS-Puffers (bei der Kontrolle) bzw. in
CAPS-Puffer gelosten Toxins wurden auf die Oberfliache des
Nihrmediums aufgetragen (Oberfldchen-Applikation). Nach
dem Pipettieren wurde die Toxin-Losung durch horizontales
Schwenken der Raster gleichmifBig auf dem Néihrmedium ver-
teilt. Sobald die aufgebrachte Fliissigkeit getrocknet war, wurden
die Raster bis zur weiteren Verwendung kurzfristig im Kiihl-
schrank aufbewahrt.

Die frisch geschliipften F,-Larven wurden mit einem Pinsel in
die Einzeltopfchen der vorbereiteten Raster tiberfiihrt, diese dann
mit selbstklebenden Spezialdeckeln der Firma ,,Color-Dec* ver-
schlossen und bei 25 °C und 18 Stunden Licht/Tag gehalten.
Nach sieben Tagen erfolgte die erste Bonitur des Zustandes der
Larven in Form einer alternativen Reaktionsbeurteilung (lebend,
ja oder nein).

Der Umfang sédmtlicher durchgefiihrter Biotests belief sich in
der Saison 2003 auf ca. 55000 Larven und in der Saison 2004 auf
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Uberlebensrate
(nach 7 Tagen)

Toxin-Dosis LC-Wert

B.t.-Toxin-Charge von Meise (2003)

030 pg/em®> > LGy > 10%
B.t.-Toxin-Charge vom 03.03.03

030 pg/em’ mm==> LCoy m=> %
035uglem’ m==> LCy m==> 7%
0,60 pg/em* === LCy = 4%

Abb. 2. Dosis-Wirkungs-Tests mit der Laborzucht.

ca. 22 000 Larven. In diesen Zahlen sind nicht nur die Larven auf
Toxin (in der F,, F, usw.), sondern auch die Kontroll-Larven ohne
Toxin und die Larven fiir die Dosis-Wirkungs-Tests, also alle in
der jeweiligen Saison getesteten Larven, enthalten. Hinzu kamen
ca. 3000 getestete Larven der Maisziinsler aus 2001, sodass ins-
gesamt ca. 80 000 Larven im Biotest untersucht wurden (Tab. 6).

3 Ergebnisse
3.1 Dosis-Wirkungs-Tests mit der Laborzucht

Um die Wirksamkeit der Toxin-Chargen zu testen und festzu-
stellen, mit welcher Toxin-Dosis bei den Biotests mit F,-Larven
gearbeitet werden sollte, wurden umfangreiche Dosis-Wirkungs-
Tests mit der Laborzucht durchgefiihrt. Bei dem Toxin, das fiir
die Biotests mit F,-Larven von Maisziinslern aus 2001 verwen-
det wurde, ergab sich nach 7 Tagen eine LCs, von 0,044 (0,018—
0,107) pg/cm?. Das Toxin, das fiir die Biotests mit F,-Larven von
Maisziinslern aus 2002 und 2003 vorgesehen war, fiihrte zu einer
LCs, von 0,036 (0,027-0,045) pg/cm?.

3.2 Biotests mit Maisztinslern aus 2001

Die Biotests mit F,-Larven von Maisziinslern aus 2001 wur-
den mit einer Toxin-Dosis von 0,3 pg/cm? durchgefiihrt. Bei

Tab. 2. Biotests mit F,-Larven von Maisziinslern aus 2002

dem hierfiir ermittelten LC-Wert von minimal 90 % wurden
nach 7 Tagen 10% Uberlebende erwartet (Abb. 2). Von den
3102 getesteten F,-Larven lebten nach 7 Tagen noch 321 Tiere
(10,3 %), also genau so viele Tiere wie erwartet (Tab. 5). Die
Versuche wurden aber iiber weitere 14 Tage fortgefiihrt, um si-
cherzugehen, dass die Larven gegen die Toxin-Dosis resistent
sind.

3.3 Biotests mit Maisziinslern aus 2002

Weil nicht abzusehen war, wie die Testtiere im Vergleich zur ho-
mogeneren Laborzucht reagieren, wurden die ersten Biotests mit
Maisziinslern aus 2002 zunidchst mit moderaten Toxin-Dosen
von 0,3 bzw. 0,35 pg/cm? angesetzt, die nach der Mortalitit im
Vorversuch etwa einer LC,, bzw. LC,; entsprachen. Nach 7 Ta-
gen wurde also mit 9 % bzw. 7 % Uberlebenden gerechnet (Abb.
2). Tatsdchlich gab es aber mehr iiberlebende F,-Larven. Daher
wurden die weiteren Biotests mit einer Toxin-Dosis von
0,6 pg/cm? durchgefiihrt. Das entsprach im Vorversuch einer
LCy, nach 7 Tagen, also 4 % Uberlebenden (Abb. 2). Von den ca.
21000 F,-Larven, die auf 0,6 pg/cm? getestet wurden, lebten
nach 7 Tagen noch 629 Tiere (3 %), also etwas weniger Tiere als
erwartet (Tab. 2).

3.4 Biotests mit Maisztinslern aus 2003
3.4.1 Biotests mit F,-Larven

Theoretisch konnten auch bei rezessivem Erbgang auf dem B..-
Mais-Feld bereits heterozygot resistente Tiere vorliegen, die zu-
fillig gepaart wurden und von denen dann einige Nachkommen
in der F, reinerbig resistent und damit im Biotest erkennbar
wiren. Wenn die Resistenzgene dominant oder intermedidr
wiren, wiirden sie sogar generell bereits in der F, sichtbar.

Bei den Maisziinslern aus 2003 wurden daher mit F,-Larven
der Gruppenpaarungen von Faltern aus Larven von Nicht-B.t.-
Pflanzen im B.t.-Mais-Feld Biotests durchgefiihrt. Von jeder
Zuchtlinien, gingen ca. 500 F,-Larven in einen Biotest mit einer
Toxin-Dosis von 0,6 pg/cm? und Oberflichenapplikation. Insge-
samt wurden 3822 Tiere auf Resistenz gegeniiber dem B.t.-Toxin
CrylAD getestet. Nach 7 Tagen iiberlebten aber nur 5 Larven, die
zudem sehr schwach waren und nach weiteren 7 Tagen eingin-
gen (Tab. 3). Die F,-Larven, die nicht in den Biotest gingen, wur-
den bis zur F, weitergeziichtet.

Toxin-Dosis (ug/cm?)  Anzahl untersuchter

Uberlebende F,-Larven

Uberlebende F,-Larven Uberlebende Kontroll-Larven

F,-Larven nach 7 Tagen nach 14 Tagen (ohne Toxin)

Anzahl Anteil Anzahl Anteil nach 7 Tagen
0,30 1536 261 17 % 48 3,1% 81%
0,35 5376 753 14 % 185 3,4 % 89 %
0,60 20965 629 3% 66 0,3% 81%

Tab. 3. Biotests mit F,-Larven von Maisziinslern aus 2003 in Nicht-B.t.-Pflanzen vom B.t.-Mais-Feld

Zuchtlinien Anzahl untersuchter Uberlebende F,-Larven* Uberlebende F,-Larven* Uberlebende Kontroll-Larven
F,-Larven nach 7 Tagen nach 14 Tagen (ohne Toxin)
Anzahl Anteil Anzahl Anteil nach 7 Tagen
A 478 0 0 0 0 99 %
B 475 0 0 0 0 97 %
C 478 0 0 0 0 98 %
D 473 0 0 0 0 94 %
E 479 1 0,2 0 0 96 %
F 479 3 0,6 0 0 97 %
G 480 0 0 0 0 96 %
H 480 1 0,2 0 0 92%
Gesamt 3822 5 0,1 0 0 96 %

* bei einer Toxin-Dosis von 0,6 pg/cm?
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Tab. 4. Biotests mit F,-Larven von Maisziinslern aus 2003

Anzahl untersuchter

Uberlebende F,-Larven*

Uberlebende F,-Larven* Uberlebende Kontroll-Larven

F,-Larven nach 7 Tagen nach 14 Tagen (ohne Toxin)
Anzahl Anteil Anzahl Anteil nach 7 Tagen
Einzelpaare 5088 37 0,7 % 4 0,08 % 76 %
Gruppenpaare 2304 13 0,6 % 0 0% 85 %
Gesamt 7392 50 0,7 % 4 0,05 % 80%

* bei einer Toxin-Dosis von 0,6 pg/cm?

Tab. 5. Bilanz der Biotests mit F,-Larven von Einzelpaaren

Sammeljahr Toxin-Dosis Anzahl untersuchter Uberlebende F,-Larven Uberlebende F-Larven
(ug/cm?) F,-Larven nach 7 Tagen nach 14 Tagen
Anzahl Anteil Anzahl Anteil
2001 0,3* 3102 321 10,3 % 41 1,3%
2002 0,6™* 20965 629 3,0% 66 0,3%
2003 0,6** 5088 37 0,7 % 4 0,08 %

*Toxin-Charge von MEeise 2003, ** Toxin-Charge vom 03. 03. 03

3.4.2 Biotests mit F,-Larven

Sowohl von den Einzel- als auch Gruppenpaarungen gingen F,-
Larven in den Biotest. Von den 5088 untersuchten F,-Larven von
Einzelpaaren iiberlebten nach 7 Tagen 37 Larven. Das entspricht
einem Anteil von nur 0,7 %. Von den 2304 untersuchten F,-Lar-
ven von Gruppenpaaren liberlebten 13 Larven. Das sind 0,6 %
der untersuchten Tiere (Tab. 4). Die Werte liegen deutlich unter
dem Erwartungswert von 4 % fiir den nicht kritischen Fall, d. h.
wenn keine Resistenz vorhanden wire.

3.5 Bilanz aller Biotests mit F,-Larven von Einzelpaaren

Wie oben bereits ausgefiihrt, iiberlebten von den getesteten F,-
Larven aus 2001 mit 10,3 % genau so viele Tiere wie erwartet.
Betrachtet man die Biotests mit F,-Larven von Einzelpaaren,
die auf Maisziinsler von 2002 und 2003 zuriickgehen und auf
0,6 pg/cm? getestet wurden, so miissten im nicht kritischen
Fall, d.h. wenn keine Resistenz vorliegt, nach 7 Tagen noch
4% der Larven leben (Abb. 2). Bei den Maisziinslern aus
2002 iiberlebten von den ca. 21000 getesteten Larven 3 % der
Tiere. Das stimmt mit dem Erwartungswert sehr gut {iberein
bzw. liegt sogar noch etwas darunter. Von den 5088 untersuch-
ten Larven von Maisziinslern aus 2003 iiberlebten 37 Larven,
also nur 0,7 %. Dieser Wert liegt noch weiter unter dem Er-
wartungswert (Tab. 5).

3.6 Weiteres Vorgehen in den Folge-Generationen

Alle F,-Larven, die eine vierzehntigige Toxinbehandlung iiber-
lebten, wurden auf Normalmedium tiberfiihrt und weitergeziich-
tet (vgl. Tab. 2 und 4). Wenn die Larven den Biotest iiberlebt hiit-
ten, weil sie tolerant bzw. resistent gegeniiber dem B.t.-Mais-To-
xin CrylAb waren, so miissten auch ihre Nachkommen — zu-
mindest teilweise — den Biotest iiberleben (Abb. 3).

Mit den Uberlebenden der Biotests mit Maisziinslern aus 2002
konnten in den Folge-Generationen 85 weitere Einzelpdrchen
angesetzt werden, wobei nur in 31 Fillen Eiablagen zu verzeich-
nen waren, was eine Spéatwirkung der Toxinbehandlung darstel-
len konnte. Auch die daraus resultierenden Larven wurden einem
Biotest unterzogen und die Uberlebenden weitergeziichtet. Doch
auch in den Folge-Generationen tiberlebten nur vereinzelt Lar-
ven.

Insgesamt gingen aus den Biotests mit Maisziinslern aus 2002
in den Folge-Generationen nur 12 Uberlebende hervor, die alle
auf zwei Paarungen zuriickzufiihren waren. Am Ende der Unter-
suchungsreihe blieben zwei Ménnchen {iibrig, die mit je einem
Weibchen aus der Laborzucht gepaart wurden. Die resultieren-
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den Tiere (Fs-Larven) wurden ohne Biotest durchgeziichtet und
mit ihren Geschwistern gepaart. Von jeder dieser beiden Kombi-
nationen wurden schlieflich ca. 1000 Larven (F,-Larven) im
Biotest auf Toxin (0,6 pg/cm?) gesetzt. Die einzigen 3 Larven,
die nach 7 Tagen noch lebten, waren eine Woche spiter tot, so-
dass keine Nachkommen der Maisziinsler aus 2002 mehr vorlie-
gen (Tab. 6).

Auch die vier F,-Larven, die die Biotests mit Maisziinslern aus
2003 iiberlebten, wurden nach 14 Tagen auf Normalmedium
iiberfiihrt und weitergeziichtet. Aus den zwei verbleibenden Lar-
ven, die beide aus der gleichen Inzuchtlinie hervorgingen, ent-
wickelten sich Puppen. Doch nur aus einer Puppe ging ein le-
benstiichtiges Weibchen hervor, das mit einem Ménnchen aus der
Laborzucht gepaart wurde. Es kam zu einer sehr guten Eiablage
und die sich entwickelnden Larven (F;-Larven) wurden ohne
Biotest durchgeziichtet. Mit den F;-Faltern wurden schlielich 9
Geschwister-Paarungen (jeweils 10 @ X 10 &) angesetzt. Die re-
sultierenden F,-Larven wurden weiteren Biotests unterzogen.

Dazu wurden neben den Biotests in Rastern mit oberfldchlich
appliziertem B.t.-Toxin (0,6 pg/cm?) auch Biotests auf Blatt-
stiicken der B.r.-Mais-Sorte ,,Novelis* bzw. der isogenen Sorte

FG:rrxrr
alle Nachkommen miissten den Biotest iiberleben

oder
F>G: SSx rr
F3GZ F4GZ
r r S S r r
S Sr | Sr S| SS|SS | Sr | Sr
S Sr | Sr S |SS|SS| Sr| Sr
r Sr Sr 4 4
S = anfillig r | St | St | | rr

r = resistent 25% Uberlebende

Abb. 3. Weitere Vererbung bei monogen rezessivem Resistenzgen in
Uberlebenden F2-Larven.
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Tab. 6. Gesamtbilanz des F,-Screenings mit Maisziinslern aus
B.t.-Mais-Feldern im Oderbruch

Anzahl MZ 2001 MZ 2002 MZ2003  Gesamt
Durchsuchte Pflanzen 191410 760000 800000 1751410
Gefundene Larven 141 805 909 1855
Larven vor Winter 141 661 737 1539
Larven nach Winter 102 589 531 1222
PG-Einzelparchen 62 271 33 366
F;-Inzuchtlinien 36 191 29 256
F,-Geschwister-

Paarungen 332 430 58 820
Ausgangslarven vom

B.t.-Mais-Feld 66 382 58 506
Untersuchte Larven 3102 55000 22000 80102
samtlicher Biotests

Uberlebende

F,-Larven*, ** **0 *66 *4 70
Paarung mit Uber- - 85 1 86
lebenden F,-Larven

Biotests bis Generation - Fe F, F./Fg
Uberlebende keine keine keine keine

** nach 21 Tagen bei einer Toxin-Dosis von 0,3 pg Toxin/cm? (Toxin-
Charge siehe MEise 2003)

* nach 14 Tagen bei einer Toxin-Dosis von 0,6 ug Toxin/cm? (Toxin-
Charge vom 03. 03. 03)

,Nobilis* als Kontrolle durchgefiihrt. Von jeder Geschwister-
Paarung wurden 2 Raster mit dem oben beschriebenen Biotest
angesetzt, sodass 1728 (= 9 Paarungen x 2 Raster x 96 Larven)
F,-Larven auf dem B.z.-Toxin Cry1Ab getestet wurden. Zusétz-
lich wurden von jeder Geschwister-Paarung Biotests in Glas-
rohrchen mit Blattstiicken (ca. 7,5 X 2,5 cm) der B.r.-Mais-Sorte
»Novelis“ angesetzt, sodass weitere 675 (= 9 Paarungen X 15
Rohrchen x 5 Larven) F,-Larven direkt auf B.t.-Mais getestet
wurden. Als Kontrolle wurden 576 (= 9 Paarungen x 2 Raster X
32 Larven) F,-Larven in Rastern ohne Toxin und 225 (= 9 Paa-
rungen X 5 Rohrchen x 5 Larven) F,-Larven auf Nicht-B.z.-Mais-
Blattstiicken der Sorte ,,Nobilis* mitgefiihrt.

Bei den 1728 F,-Larven, die in Rastern getestet wurden, tiber-
lebten nach 7 Tagen nur 9 Larven (0,5 %), die nach weiteren 7
Tagen tot waren. Die Kontrollen auf Blattstiicken der Nicht-B..-
Sorte ,,Nobilis*“ zeigten eine durchschnittliche Uberlebensrate
von 86 %. Von den 675 F,-Larven auf B.t.-Mais-Blattstiicken
iiberlebten keine Larven, sodass es nach 14 Tagen auch von den
Maisziinslern aus 2003 keine Uberlebenden mehr gab (Tab. 6).

Im Gegensatz zu den Maisziinslern aus 2002 und 2003 wurden
die F,-Larven der Maisziinsler aus 2001 noch eine Woche lédnger
auf Toxin gehalten. Nach 21 Tagen Inkubationszeit gab es keine
Uberlebenden, sodass keine Tests in den Folge-Generationen
vorgenommen wurden.

In den 3 Jahren 2001-2003 wurden also auf B.t.-Mais-Feldern
im Oderbruch rund 1,8 Millionen Pflanzen abgesucht und darin
1855 Larven gefunden, von denen 1222 den Winter iiberlebten
und davon wiederum 506 erfolgreich in den Inzuchtlinien wei-
tergefiihrt werden konnten (Tab. 6). Bei dem nachfolgenden
Screening auf Resistenz in den Generationen F,—F, bzw. F, konn-
ten aber keine Resistenzallele nachgewiesen werden. Zusitzlich
wurden im Jahr 2003 die Nachkommen von 320 Larven in F, und
F, auf Resistenz untersucht, ohne dass entsprechende Resistenz-
allele erkennbar waren.

4 Diskussion

Der Maisziinsler ist auch in den USA einer der bedeutendsten
Schidlinge im Maisanbau. Zu seiner Bekdmpfung wird dort auf
etwa einem Drittel der Maisanbauflidche B.t.-Mais angebaut. Die
Nachhaltigkeit des Bekdmpfungserfolges mit B.r.-Mais hingt
von der Stabilitdt der Empfindlichkeit des Maisziinslers gegen-

iiber dem B.r.-Mais-Toxin CrylAb ab. Sobald der Maisziinsler
eine Resistenz gegeniiber B.7.-Mais entwickelt und diese Resis-
tenz sich in der Schidlingspopulation ausbreitet, verlieren die
entsprechenden B.z.-Mais-Sorten ihre Bedeutung. Um eine der-
artige Entwicklung zu verzogern oder gar zu verhindern, wird in
den USA ein Resistenzmanagement auf der Basis der ,,Refu-
gien/Hoch Dosis*““-Strategie durchgefiihrt. Eine wichtige Voraus-
setzung fiir das erfolgreiche Resistenzmanagement ist das regel-
miBige, anbaubegleitende Resistenzmonitoring, durch das die
Entwicklung einer moglichen Schédlingsresistenz friihzeitig er-
kannt werden soll.

In den USA wurden unter Freilandbedingungen bislang noch
keine B.t.-Mais-resistenten Maisziinsler gefunden. Da in
Deutschland jedoch andere landwirtschaftliche Verhiltnisse als
in den USA vorliegen, sind hier entsprechende Untersuchungen
erforderlich. Grundsitzlich ist die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten einer Resistenz in Europa als hoher einzustufen, weil
der Ziinsler hier endemisch ist. Aus der Verschleppung in die
USA konnte ein genetischer Flaschenhals entstanden sein, sodass
die europdischen Maisziinsler iiber eine breitere genetische Va-
riabilitét verfiigen diirften.

Bislang wurde B.t.-Mais in Deutschland nur zu Versuchs-
zwecken angebaut. Im Rahmen der hier vorgestellten Untersu-
chungen wurden in den Jahren 2001-2003 B.z.-Mais-Felder im
Oderbruch genutzt, um festzustellen, ob hier bereits eine Resis-
tenz des Maisziinslers gegeniiber dem B.r.-Mais-Toxin CrylAb
erkennbar ist. Dazu wurden im Herbst 2003 zum dritten Mal in
Folge Altlarven des Maisziinslers gesammelt und einem F,-
Screening unterzogen, ohne dass resistente Maisziinsler gefun-
den werden konnten.

Mit der Methodik des F,-Screenings konnte theoretisch eine
»eingefangene Resistenz selbst im ,,worst case®, im Hinblick
auf die Nachweisbarkeit, d. h. bei monogen rezessiver Resistenz
in nur einem Elternteil mit nur einem Allel, nachgewiesen wer-
den. Das Auftreten von Nicht-B.z.-Pflanzen und Pflanzen mit ge-
ringer Toxin-Expression im B.z.-Mais-Feld erhoht jedoch den
Aufwand fiir ein F,-Screening mit Nachkommen von Uberle-
benden in B.t.-Mais-Feldern. Durch die mit der notwendigen
Uberwinterung und Ziichtung unvermeidlich verbundene Morta-
litdat vermindert sich auch die Zahl der testbaren Individuen deut-
lich. So konnten von den 1855 gefundenen Larven nur 506 iiber
Einzelpaarzuchten und Isolinien als F,-Larven sowie weitere 320
iiber Gruppenpaarungen als F,- und F,-Larven untersucht wer-
den.

Sobald es zu einem umfangreicheren B.t.-Maisanbau kommen
sollte, wird ein Resistenzmonitoring unverzichtbar. Bei der hier
angewandten Methodik handelt es sich um die empfindlichste,
gleichzeitig aber auch aufwendigste Vorgehensweise, die es er-
moglichen soll, sehr friihzeitig eine Resistenz zu erkennen. Eine
regelmiBige Uberpriifung der Empfindlichkeit von Larven einer
regionalen Maisziinslerpopulation gegeniiber einem bestimmten
B.t.-Toxin im Vergleich zu der vor Einfiihrung von B.z.-Mais (Ba-
sisempfindlichkeit) ist die Grundlage eines Monitorings, dient
aber nicht der frithzeitigen Entdeckung einer Resistenz. Um den
Aufwand zu reduzieren, wird diskutiert, die hier beschriebene
Methode mit einer sorgfiltigen Ermittlung der Befallsentwick-
lung im B.t.-Mais im Vergleich zu benachbarten Nicht-B.t.-
Flichen zu kombinieren. Bei der Uberschreitung eines Befalls-
grenzwertes von z.B. 1% sollte sich eine Empfindlichkeitsprii-
fung im Labor anschliefen. Wenn man sich fiir die vergleichs-
weise einfache Uberwachung der Befallsentwicklung entschei-
det, muss man beriicksichtigen, dass der Landwirt nur nach einer
genauen Schulung und mit erhohtem Zeitaufwand in der Lage
ist, beispielsweise einen 1 %igen Maisziinsler-Befall, rechtzeitig
festzustellen. Es stellt sich die Frage, ob ein Landwirt dies leisten
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kann. Aulerdem wiren zu diesem Zeitpunkt bereits zahlreiche
resistente Tiere vorhanden, die aufwendig bekdmpft werden
miissten.

Dass bisher keine Resistenz gefunden wurde, kann als Be-
stitigung dafiir gewertet werden, dass es in dem untersuchten
Gebiet entweder keine Resistenzallele gibt oder aber diese
duBerst selten sind. Auch von ANDOW et al. (1998) und bei dem
F,-Screening von BOURGET et al. (2003) mit Maisziinslern aus
Frankreich und dem Maisgiirtel in den USA wurden keine Resis-
tenzallele gegeniiber B.t.-Mais gefunden.

Wenn bislang weder in den USA noch in Europa resistente
Maisziinsler gefunden wurden, ist das jedoch keine Gewihr
dafiir, dass dies auch zukiinftig so bleibt. Mit einem B.z.-Pripa-
rat konnten im Labor Resistenzen beim Maisziinsler provoziert
werden. Bei transgenen B.r.-Pflanzen ist theoretisch sogar eher
mit Resistenzen zu rechnen als bei Spritzungen mit B.z.-Préipara-
ten, weil sie nur ein Toxin enthalten, das Toxin iiber die gesamte
Vegetationsperiode wirkt und wesentlich hohere Toxinkonzen-
trationen eingesetzt werden.

Nach dem Aufkommen und der Verbreitung von resistenten
Maisziinslern gegeniiber dem B.z.-Mais-Toxin CrylAb wiirden
die entsprechenden B.t.-Mais-Sorten an Bedeutung verlieren.
Durch die Einfiihrung neuer Sorten mit anderen B.t.-Toxinen
(z.B. Cry9C, JANSENS et al., 1997) konnte evtl. noch ein zeitli-
cher Vorsprung erzielt werden, doch wire dann mit neuen Resis-
tenzen oder sogar Kreuzresistenzen zu rechnen. Im Hinblick auf
eine mogliche Resistenzentwicklung sollte daher die Ressource
B.t.-Mais zur Bekdmpfung des Maisziinslers verantwortungsbe-
wusst eingesetzt werden. Das heif3t, der Anbau sollte ausschlief3-
lich in extremen Befallsgebieten und bei gleichzeitiger Anwen-
dung der ,,Refugien/Hoch Dosis“-Strategie sowie einem Moni-
toring der Resistenzentwicklung erfolgen. Die fiir die Durch-
filhrung der ,.Refugien/Hoch Dosis“-Strategie vorhandenen
Konzepte und Verfahren aus den USA sind nicht ohne weiteres
auf die Agrarstrukturen in Deutschland anwendbar. Sie sollten
daher auf der Grundlage der ,,guten fachlichen Praxis* weiter-
entwickelt werden, wobei Uberlegungen zur Koexistenz Beriick-
sichtigung finden sollten.
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