Az. 6790-02-0013 Juni 2011

Stellungnahme der ZKBS
zu neueren wissenschaftlichen Veroéffentlichungen zur
Risikoabschatzung der Maislinie MON810

Beim Besuch von Frau Bundesministerin Aigner bei der ZKBS wurden im Rahmen der
Sitzung am 09.11.2010 die Anfertigung einer Stellungnahme zu neueren wissenschaftlichen
Veroffentlichungen zur Risikoabschatzung der Maislinie MON810 vereinbart. Dabei handelt
es sich um die Publikationen von Alvares-Alfageme et al. (2010), Porcar et al. (2010) und
Perry et al. (2010). Die ZKBS berlcksichtigt in dieser Stellungnahme auch Erkenntnisse aus
einem Fachgesprach auf Einladung des BVL zu ,Auswirkungen von Cry-Proteinen auf den

Zweipunktmarienkafer Adalia bipunctata“ am 9. Februar 2011.

1  Zusammenfassung

Die ZKBS vertritt die Auffassung, dass nach Auswertung der neuen Studien von Alvares-
Alfageme et al. (2010) und Porcar et al. (2010) und weiteren bekannten Daten aus
Freilanduntersuchungen, etwaige schadliche Effekte durch die Bt-Proteine Cry1Ab und
Cry3Bb1 auf Marienkafer nicht zu erwarten sind. Einzig die auf einer Laboruntersuchung
beruhende Publikation von Schmidt et al. (2009) berichtete bislang von nachteiligen Effekten
auf Zweipunktmarienkafer. Die kritische Begutachtung dieser Publikation durch Meissle und
Romeis (2008"), Rauschen (2010), Ricroch et al. (2010) und die neueren experimentellen
Ergebnisse von Alvares-Alfageme et al. (2010) und Porcar et al. (2010) begriinden
erhebliche Zweifel an der Relevanz der Studie von Schmidt et al. (2009) fur die

Risikobewertung.

Eine weitere neue Studie (Perry et al. 2010) quantifiziert die Gefahrdung von
Nichtzielschmetterlingen mit Hilfe eines mathematischen Modells. Mittels Extrapolation der
im Labor bestimmten Dosis-Wirkungsbeziehungen fir das Cry1Ab Protein schatzen die
Autoren Mortalitatsraten fiir die Larven von drei verbreiteten Schmetterlingsarten
(Kohlschabe, Tagpfauenauge, Admiral) in Maisfeldern und den unmittelbar daran

angrenzenden Biotopen ab. Die Ergebnisse zeigen, dass regionale Populationen von

' Die Veroffentlichung von Meissle und Romeis (2008) bezieht sich auf eine Vorabveréffentlichung
(online first) der Arbeit von Schmidt et al. (2009) auf der Internet Seite der Zeitschrift Archives of
Environmental Contamination and Toxicology am 20. August 2008.



Nichtzielschmetterlingen durch den Anbau von MON810 nur in einem sehr geringen Ausmaf}
gefahrdet sein konnten. Die errechneten Mortalitatsraten sind so niedrig, dass sie nach
derzeitigem Stand in einem Anbau begleitenden Monitoring technisch nicht nachweisbar

waren.

2 Begrindung

2.1  Neue Studien zu moglichen Auswirkungen von Bt-Proteinen flr den

Zweipunktmarienkafer Adalia bipunctata

Die ZKBS hatte bereits am 7. Juli 2009 eine allgemeine Stellungnahme zur Risikobewertung
uber neue Studien zur Umweltwirkung von MON810 abgegeben (Az. 6788-02-132), in denen
u. a. die moglichen Auswirkungen von Bt-Proteinen fur den Zweipunktmarienkafer bewertet
wurden. Die ZKBS stellte fest, dass die seinerzeit angeflihrte Studie von Schmidt et al.
(2009) hinsichtlich des eingesetzten Materials, der Versuchsdurchfihrung und der
Interpretation der Ergebnisse erhebliche Mangel aufweist, die die Korrektheit der Ergebnisse
bzw. der Aussagen grundsatzlich in Frage stellen. Zum besseren Verstandnis der neu zu
bewertenden Studien von Alvares-Alfageme et al. (2010) und Porcar et al. (2010) wird
zunachst noch einmal die Studie von Schmidt et al. 2009 aufgerufen, da sich aus dem

Fachgesprach am 9. Februar 2011 im BVL zusatzliche Erkenntnisse ergeben haben.

2
http://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/06 _Gentechnik/ZKBS/01_Allgemeine_Stellungnahme
n_deutsch/04_pflanzen/zkbs_pflanzen_mon_810_neubewertung_2009.pdf?__blob=publicationFile
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2.1.1 Sachstand Studie Schmidt et al. (2009)

Schmidt et al. (2009) untersuchten in Labor-Toxizitatstests die Wirkung der Bf-Proteine
Cry1Ab und Cry3Bb sowie des Expressionsvektors pBD10 auf verschiedene
Entwicklungsstadien (L1-L4) des Zweipunktmarienkafers Adalia bipunctata (Coleoptera,
Coccinellidae). Die Bt-Proteine wurden in den Konzentration 0, 5, 25 und 50 ug/ml bzw. der
Expressionsvektor pBD10 in den Konzentrationen von 0, 10, 50, 100 pug/ml auf
MehImotteneier (Ephestia kuehniella, Lepidoptera, Pyralidae) gespriht, die als einzige
Nahrung fur die Versuchstiere dienten. Die Versuchstiere wurden Uber den gesamten
Zeitraum der Larvenentwicklung gegeniber den Testsubstanzen exponiert. Eine signifikante
Zunahme der Mortalitat gegenlber der Kontrolle wurde fur Cry1Ab und Cry3Bb in
verschiedenen Konzentrationen festgestellt, die Applikation der Expressionsvektor-Losung
allein flhrte indes zu keiner gegentber der Kontrolle erhéhten Mortalitat. Negative Effekte
der Cry-Proteine auf die Entwicklungszeit oder das Gewicht der Adulten wurden nicht
beobachtet. Die Autoren schlussfolgern, dass die erhéhten Mortalitdten auf direkte Effekte
der aktivierten Bt-Proteine zurlickzuflhren sein konnten. Der in ihrem Experiment
beobachtete Effekt von Cry1Ab auf den Zweipunktmarienkafer stellt nach Ansicht der
Autoren die postulierte Wirtsspezifitat bzw. den Wirkungsmechanismus von Cry-Proteinen in
Frage, da diese Toxinklasse spezifisch auf Lepidopteren wirkt. Schmidt et al (2009) kommen
bei der Interpretation hinsichtlich der 6kologischen Relevanz ihrer Ergebnisse zu dem
Schluss, dass Marienkaferlarven nur dann potentiell schadlichen Bt-Proteinmengen
ausgesetzt sein kdnnten, wenn sie sich von Bt-Maispollen (direkte Exposition) oder von
Beutetieren (z.B. Spinnmilben Tetranychus urticae) ernahren, die Bt-Proteine beim Fressen
auf Bt-Mais aufnehmen (indirekte Exposition). Das Fressen von Blattldusen stellt in diesem
Zusammenhang keinen Expositionspfad flr Marienkaferlarven dar, da Blattlduse Uber das

Phloem aus Maispflanzen keine Cry-Proteine aufnehmen.

Die Ergebnisse der Studie von Schmidt et al. (2009) wurde in einer Reihe von
wissenschaftlichen Veroffentlichungen kritisiert (Meissle und Romeis, 2008, Rauschen, 2010,
Ricroch et al., 2010). Im Mittelpunkt der Kritik stehen a) Zweifel am richtigen methodischen

Vorgehen und b) Zweifel an den vorgestellten Ergebnissen:
Zu a) — Methodisches Vorgehen

o Die Autoren kénnen nicht zeigen, dass die auf Mehimotteneier applizierten
Cry-Proteine aktiv waren und von den Kéferlarven tatsachlich aufgenommen

wurden.

o Die Kontrollen ohne Toxin weisen hohe Mortalitatsraten auf. Diese
unterscheiden sich bspw. fir die Tests mit Cry3Bb nicht signifikant von den

Mortalitatsraten bei der hochsten Konzentrationsstufe.



Zu b) — Ergebnisse

o Die Autoren kénnen keine Dosis-Wirkungsbeziehung in ihren Untersuchungen
feststellen. Bei hdheren Konzentrationen nimmt gegenuber mittleren
Konzentrationen die Mortalitat ab. Dies ist fur Toxizitatstests sehr
ungewdhnlich, was die Autoren in der Diskussion ansprechen, aber nicht

erklaren konnen (vgl. hierzu z.B. Tabashnik et al. 2002, Saglitz et al. 2006a).

o Weitere erhobene Parameter, wie Entwicklungszeit der einzelnen
Larvenstadien oder das Korpergewicht der Adulten, zeigen daher keine
Unterschiede zwischen den Kontrollen und den Versuchsansatzen mit den

verschiedenen Cry-Proteinen.

Im Fachgesprach ,Auswirkungen von Cry-Proteinen auf den Zweipunktmarienkafer Adalia
bipunctata“ am 9. Februar 2001 im Bundesamt flir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit® konnte die Seniorautorin (Frau Dr. Angelika Hilbeck) in einer
langeren Diskussion diese Zweifel an der Studie nach Auffassung der ZKBS nicht

ausraumen.

2.1.2 Bewertung neuer Labor-Studien (Alvares-Alfageme et al. 2010, Porcar et al. 2010)

Alvares-Alfageme et al. (2010) nahmen die Studie von Schmidt et al. (2009) zum Anlass, die
in Schmidt et al. (2009) Studie beobachteten Effekte von Cry-Proteinen auf
Marienkaferlarven unter Versuchsbedingungen zu reproduzieren, die zum einen einer
natlrlichen Exposition des Zweipunktmarienkafers ndher kommen (tritrophischer Ansatz mit
Spinnmilben als Beutetieren) und zum anderen eine quantifizierbare Exposition hoher Bt-
Proteindosen der Marienkaferlarven garantieren (,worst case’ Szenario). Eine weitere Studie
von Porcar et al. (2010) befasste sich in Laborversuchen ebenfalls mit méglichen toxischen

Wirkungen von Cry-Proteinen auf Marienkéafer.

2.1.2.1 Aufnahme des Bt-Proteins

3 Im Fachgesprach haben die Seniorautoren Dr. J6rg Romeis die Studie von Alvares-Alfageme et al.
(2010) und Dr. Angelika Hilbeck die Studie von Schmidt et al. (2009) in einer kurzen Prasentation
vorgestellt. AnschlielRend standen beide Autoren dem Auditorium bestehend aus Vertretern der
Behdrden und der ZKBS fiir eine Diskussion zur Verfiigung.



In der Studie von Schmidt et al. (2009) wurden Insekteneier der Mehlmotte E. kuehniella mit
einer Bt-Proteinlosung bespriht. Beim Verzehr der Eier sollten die Marienkaferlarven (A.

bipunctata) das Bt-Protein aufnehmen.

Alvares-Alfageme et al. (2010) verfiitterten ebenfalls E. kuehniella-Eier an Marienkaferlarven
der Art A. bipunctata und beobachteten das Fraldverhalten unter dem Mikroskop. Es zeigte
sich, dass die Marienkaferlarven die Eier aufbissen und den Inhalt aussaugten. Eine

Aufnahme der Eierschalen war nicht zu beobachten.

Eine nennenswerte Aufnahme des Bt-Proteins, wie im Versuchsansatz von Schmidt et al.
(2009) angenommen, ist nach den Beobachtungen von Alvares-Alfageme et al. (2010)
unwahrscheinlich. Die Aufnahme der Bt-Proteine durch die Marienkaferlarven wurde in den
Versuchen von Schmidt et al. (2009) nicht Gberprift. Positivkontrollen, ob die
Testorganismen die verabreichten Substanzen tberhaupt aufnehmen sowie eine
Uberpriifung der biologischen Aktivitat der applizierten Cry-Proteine fehlen in der Studie von
Schmidt et al. (2009) ebenfalls. Im Gegensatz dazu wurden diese wichtigen Kontrollen in den
Studien von Alvares-Alfageme et al. (2010) und Porcar et al. (2010) durchgefiihrt.

2.1.2.2 Toxikologische Untersuchungen (Vergleich der Ansatze)

Alvares-Alfageme et al. (2010) fiihrten zwei verschiedene Experimente durch, mit denen sie
die Toxizitat der Bt-Proteine Cry1Ab und Cry3Bb gegenlber Marienkaferlarven von A.

bipunctata Uberpriften:

Experiment 1: In einem tritrophischen Experiment wurden Marienkaferlarven des ersten und
zweiten Larvenstadiums flr die Dauer von 2 bis 5 Tagen mit Spinnmilben (Tetranychus
urticae, Acari, Tetranychidae) gefuttert, die entweder auf Cry1Ab oder auf Cry3Bb1
produzierenden Maispflanzen bzw. auf nicht gentechnisch veranderten Isolinien gehalten
worden waren. Bt-Gehalte wurden in Blattern der Maispflanzen, den Milben und den
Marienkaferlarven gemessen. In Milben, die auf Bt-Maispflanzen gehalten waren, war bis zu
50% des Bt-Gehaltes des Blattmaterials nachweisbar. In den Marienkaferlarven konnten
nach Fral der Milben, die auf Bt-Maispflanzen gehalten worden waren, ebenfalls Bt-Proteine
nachgewiesen werden (<10% des Gehaltes im Vergleich zu Blattmaterial). Mit den Bt-
Proteinmessungen konnte nachgewiesen werden, dass Marienkéaferlarven in den Versuchen
tatsachlich gegenliber dem Bt-Protein ausgesetzt waren und diese aufgenommen haben. In
Biotests wurde bereits nachgewiesen, dass die Bt Proteine Cry1Ab und Cry3Bb in
Spinnmilben ihre Toxizitat nicht verlieren (Obrist et al. 2006, Meissle und Romeis 2009).

Trotz der nachgewiesen Exposition konnten keine erhdhten Mortalitatsraten oder subletalen



Effekte (Entwicklungszeit, Gewicht) bei den Marienkaferlarven gegeniber den

Negativkontrollen festgestellt werden.

Experiment 2: In einem zweiten — direkten - Futterungsexperiment wurde Bt-Protein in einer
Zuckerldsung angeboten, deren Gehalt den Proteingehalt in den Spinnmilben im
Experiment 1 um den Faktor 10 Gbertraf. Auch in diesem Versuch wurden weder letale noch
subletale Effekte beobachtet.

In der Studie von Porcar et al. (2010) wurden ebenfalls zwei Experimente zu moglichen
toxischen Wirkungen von Cry1Ab und Cry3Bb auf Marienkaferlarven bzw. adulte Marienkafer

durchgefihrt.

Experiment 1: Im ersten Experiment wurden Marienkaferlarven der Art A. bipunctata Uber 6
Tage lang nicht trypsinisiertem Cry 1Ab und Cry3Aa bzw. trypsinisierten Cry1Ab in einer
Konzentration von 50ug/ml exponiert. Die biologische Aktivitat der Cry-Proteine wurde in
Biotests mit dem Maiszunsler (Ostrinia nubilalis, Lepidoptera, Crambidae) und dem
Kartoffelkafer (Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera, Chrysomelidae) nachgewiesen. Als
Negativkontrollen dienten Wasser und die Pufferlésung, als Positivkontrolle das Insektizid ZZ
Cooper (Pyrethroid; Piperonylbutoxid). Die verschiedenen Substanzen wurden den Larven in
einer kunstlichen Diat kontinuierlich dargeboten. Am sechsten Tag stieg die Kontrollmortalitat
in der Negativkontrolle stark an (>30%), so dass das Experiment abgebrochen wurde. Im
Versuch wurden in den Versuchsvarianten mit Cry-Proteinen keine gegenuber der
Negativkontrolle signifikant erhdhten Mortalitaten der Marienkaferlarven beobachtet. Die
stark erhdhte Mortalitat in der Positivkontrolle (Insektizide) weist auf eine funktionierende

Versuchsanordnung hin.

Experiment 2: In einem weiteren Experiment wurden Adulte des Australischen Marienkéfers
(Cryptholaemus montrouzieri, Coleoptera, Coccinelidae) und des Kurzfligelkafers (Atheta
coriaria, Coleoptera, Staphylinidae) tUber 15 Tage lang nicht trypsinisiertem Cry 1Ab und
Cry3Aa bzw, trypsinisiertem Cry1Ab in einer Konzentration von 50ug/ml (entspricht fir
Cry1Ab der héchsten Konzentration der Studie von Schmidt et al. (2009)) exponiert. Als
Negativkontrollen diente Wasser, Pufferldsung und Trypsin behandelte Pufferldsung, als
Positivkontrolle eine 5% Borsaurel6sung. Die Substanzen wurden den Testorganismen in
einer kunstlichen Diat (bestehend aus Fleischextrakt, Hefeextrakt, Sacchrose, Agarosegel,

Honig, Vitaminen und Nipagin) angeboten.

Nach 15 Tagen wurden in den Versuchsvarianten mit Cry-Proteinen fur keine der beiden
Arten gegenuber der Negativkontrolle erhéhte Mortalitaten festgestellt. Die in der
Positivkontrolle deutlich zu beobachteten Effekte auf beide Kaferarten bestatigten eine

funktionierende Versuchsanordnung.



Die fur toxikologische Tests ungewohnliche Dosis-Wirkungsbeziehung in der Studie von
Schmidt et al. (2009) (siehe oben) Iasst es als sehr wahrscheinlich erscheinen, dass hier
nicht die toxische Wirkung von Cry-Proteinen fur die erhdhten Mortalitatsraten verantwortlich
ist. Dieser Eindruck wird durch die Studien von Alvares-Alfageme et al. (2010) und Porcar et
al. (2010) verstarkt. In keiner der beiden letztgenannten Studien wurden signifikante Effekte
auf Mortalitat gefunden. In Ubereinstimmung damit waren auch Entwicklungszeit und

Gewichtsentwicklung der Versuchstiere unbeeinflusst.

Folgende versuchstechnische Unterschiede zwischen den genannten Studien konnten zu

unterschiedlichen Ergebnissen gefuhrt haben:

a) Dauer, Kontinuitat bzw. verringerte Exposition der Marienkaferlarven durch

Erholungsphasen im Experiment
b) Hohe der Exposition mit Cry-Proteinen
c) Herkunft der verwendeten Cry-Proteine

Zu a) In der Studie von Schmidt et al. (2009) wurden die Marienkaferlarven iber den
gesamten Zeitraum der Larvenentwicklung (10 Tage) gegenuber den Cry-Proteinen
exponiert, wohingegen in den Experimenten von Alvares-Alfageme et al. (2010)
(Experiment1 ) und Porcar et al. (2010) die Larven nur 6 Tage kontinuierlich gegentber Cry-
Proteinen exponiert waren. Dass die lange Exposition zur erhéhten Mortalitat in der Studie
von Schmidt et al. 2009 geflihrt hat, kann nicht zutreffen. In der Studie von Schmidt et al.
(2009) wurden die bei weitem grofiten Effekte im ersten Larvenstadium (= 2 bis 3 Tage)
nachgewiesen (z.B. 24,2 % Mortalitat bei 5ug/ml Cry1Ab). Im weiteren Verlauf des
Experiments erhdhte sich die Mortalitat nur noch um 3,2%. Aus diesem Grund ist eine
kontinuierliche Exposition tber die gesamte Dauer der Larvenentwicklung fir die
beobachteten Effekte nicht ausschlaggebend. Der relevante erste Zeitraum von 2-3 Tagen in
der Studie von Schmidt et al. (2009) wird in den Studien von Alvares-Alfageme et al. (2010)
(Experiment 1) und Porcar et al. (2010) mit 6 Tagen mehr als abgedeckt.

Zu b) Die Studie von Schmidt et al. (2009) wurde darauf angelegt, einen Dosis-
Wirkungszusammenhang festzustellen. Die Studien bzw. Teilstudien von Alvares-Alfageme
et al. (2010) und Porcar et al. (2010) stellten dagegen entweder die natlrliche Exposition der
Marienkaferlarven gegenuber Cry-Proteinen oder eine vielfach héhere Exposition als unter
naturlichen Bedingungen zu erwarten ware (Worst-Case-Szenario) nach. Die verabreichten
Toxinmengen lassen sich nur schwer vergleichen, da genaue Expositionswerte in der Studie
von Schmidt et al. (2009) fehlen. In keiner der Teilstudien von Alvares-Alfageme et al. (2010)
und Porcar et al. (2010) wurden vergleichbar hohe Mortalitatsraten wie in der Studie von
Schmidt et al. (2009) gefunden. Es wurden im Gegensatz zu Schmidt et al. (2009) keine



signifikanten Unterschiede zwischen Testreihen mit Cry-Proteinen und Negativkontrollen

festgestellt werden.

Zu c) Ein weiterer Unterschied zwischen den Versuchsansatzen ist die Verwendung von
unterschiedlichen bzw. trypsinisierten (Schmidt et al. 2009) und nicht trypsinisierten Cry3-
Proteinen (Alvares-Alfageme et al. 2010; Porcar et al. 2010) (siehe oben). Zumindest fiir
Cry3Aa und Cry3Bb kdénnte die Verwendung unterschiedlicher oder unterschiedlich
vorbehandelter Cry-Proteine die sich widersprechenden in vitro Effekte auf
Marienkaferlarven erklaren. Die Ergebnisse von Schmidt et al 2009 stehen dann aber immer
noch im Widerspruch zu der Ergebnisse der tritrophischen Experimente von Alvares-
Alfageme et al. (2010) mit Cry1Ab-Proteinen, die keine Effekte auf Marienkaferlarven

zeigten.

2.1.3 Bewertung weiterer Labor- und Freilandstudien zu Wirkungen von Cry-Proteinen auf

Marienkafer

Die kontraren Ergebnisse von Schmidt et al. (2009) gegeniiber Alvares-Alfageme et al.
(2010) bzw. Porcar et al. (2010) konnen mit Hilfe von weiteren Literaturstudien hinsichtlich
ihrer 6kologischen Relevanz eingeordnet werden: Zahlreiche Labor- und Freilandstudien
fanden keine Wirkung der Bt-Proteine Cry1Ab und Cry3Bb auf Adalia bipunctata (Wold et al.
2001) und andere Marienkaferarten (Pilcher et al. 1997, Jasinski et al. 2003, Candolfi et al.
2004, Dively & Rose 2004, Bai et al. 2005, Lundgren & Wiedenmann 2005, Poza et al. 2005,
Alvarez-Alfageme et al. 2008).

Ein weiteres Argument gegen eine mogliche Gefahrdung von Marienkaferlarven durch
Lepidopteren- und Coleopteren-spezifischen Bt-Proteinen ist die geringe Exposition der
Marienkaferlarven unter natirlichen Bedingungen. Marienkaferlarven erndhren sich
vorwiegend von Blattlausen. Es ist nachgewiesen, dass Blattlduse, die auf Bt-Maispflanzen
leben, Cry-Proteine nicht aufnehmen (Head et al. 2001; Raps et al. 2001; Dutton et al.2002;
Lundgren & Wiedenmann 2005). Eine mdgliche Exposition von Marienkafern ist nur Uber die
Aufnahme von Mais-Pollen gegeben. Insbesondere im Zusammenhang mit MON810 ist
jedoch aufgrund der geringen Cry1Ab Menge im Pollen ein Effekt auf Marienkaferlarven nicht
zu erwarten. In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass Schmidt et al. (2009) die
Konzentration von Cry1Ab in Maispollen von MON810 um einen Faktor von rund 100 zu
hoch angeben in Vergleich zu den Daten der AGBIOS Datenbank (AGBIOS 2011), auf die
die Autoren Bezug nehmen. Dies tragt unabhangig von den experimentellen Ergebnissen zu

einer falschen Wahrnehmung des Risikos von MON810 fur Nichtziel-Organismen bei.



2.2 Neue Modellierungs-Studie zur Exposition und moglichen Gefahrdung von
Schmetterlingen durch den Anbau von Mais MON810

2.2.1 Perry et al. (2010)- Originalstudie

Der Anbau von Bt-Maissorten mit Lepidopteren-spezifischen Cry Proteinen gefahrdet
moglicherweise Nichtzielschmetterlingsarten auf oder in der Nahe von Bt-Maisfeldern. Da
entsprechende Studien bisher fur die EU nicht existieren, haben Perry et al. (2010) mittels
einer Modellierung die Exposition und mogliche schadliche Effekte von MON810-Pollen auf
Larven von drei Schmetterlingsarten (Kohlschabe, Tagpfauenauge, Admiral) in Maisfeldern
und den unmittelbar daran angrenzenden Biotopen abgeschatzt. Die Autoren* stellen mit der
vorliegenden Arbeit einen Ansatz vor, mit dem erstmals wichtige Wirkfaktoren fir eine
Quantifizierung der Gefahrdung verbreiteter Arten der Nichtzielschmetterlinge auf eine relativ
einfache und transparente Weise miteinander in Beziehung gesetzt werden. Hierzu
integrieren die Autoren verschiedene Einzelaspekte, wie vorhandene Dosis-Wirkungsstudien
aus dem Labor, Abundanz- und Expositionsstudien aus dem Feld sowie Schatzungen von
Experten zu lokalen Expositionsparametern fir 11 reprasentative Maisanbauregionen in vier

EU Mitgliedsstaaten zu einer umfassenden Expositions- und Wirkungsstudie.

In die Berechnung gehen 11 Parameter ein. FUr jede Art wurde eine maximale
Mortalitatsrate (Wirkungswahrscheinlichkeit) im Maisfeld und in dem an das Feld
angrenzenden Randbereich bestimmt. In diese Berechnung gehen aus Dosis-
Wirkungsversuchen im Labor abgeleitete Annahmen fur die konzentrationsabhangige
Mortalitdtswahrscheinlichkeit (Anderung der Mortalitat mit der Anderung der Konzentration
des Cry1Ab-Protein) der jeweiligen Art sowie Daten flr die Pollenkonzentration auf den
Wirtspflanzen ein. Diese wird im Feld als konstant angenommen und im Randbereich
entfernungsabhangig dargestellt. Die maximalen Mortalitatsraten im Feld und im
Randbereich des Feldes sind zunachst nur abhangig von der Empfindlichkeit der Larven
gegenuber dem Cry1Ab-Protein und errechnen sich hinsichtlich verschiedener
Expositionsmerkmale aus Maximalwerten. In dem Modell werden diese Raten beziglich
artspezifischer Expositionsmerkmale angepasst und auf die Population einer Anbauregion
bezogen. Die fir die Anpassung notwendigen Informationen basieren auf Angaben und
Abschatzungen von Experten, die mit den regionalen Gegebenheiten der reprasentativen

Maisanbauregionen vertraut sind.

4 Die Autoren sind als Mitglieder und Experten des EFSA GMO Panel und verschiedener
Arbeitsgruppen des GMO Panels zu Aspekten der Umweltrisikobewertung sowie als Angestellte der
EFSA unmittelbar in die Bewertung von Antragen auf Zulassung des Inverkehrbringen von GVO in der
EU eingebunden und haben Zugriff auf eine Reihe von 6ffentlich zuganglichen sowie vertraulichen
Datenquellen



Die artspezifischen Anpassungen der Exposition werden mit Hilfe von zwei Parametern
beschrieben: (1) Physikalische Effekte abgeleitet aus Expertenwissen, z.B. Gber die
Beschaffenheit der Blatter der Wirtspflanze (z. B. rau, glatt), das FralRverhalten der Larven
auf der Wirtspflanze (z.B. exponiert, versteckt) sowie (2) die Synchronitat zwischen dem
Auftreten des empfindlichen Larvenstadiums und der Maisblite eingehen. Beide Parameter
vermindern die maximalen Mortalitatsraten. Der Bezug von einzelnen
Schmetterlingsindividuen auf die Populationsebene wird Gber mehrere regional-spezifische
Parameter hergestellt. Dies sind (1) der Anteil aller Futterpflanzen der Schmetterlingsart in
der Anbauregion, welcher sich auf Ackern und in deren Randbereichen befindet, (2) der
Anteil der Maisanbauflache, (3) der Anteil der Maisfelder, welche mit Mais MON810 bestellt
werden, (4) die mittlere Grolie der Felder, (5) die mittlere Breite der Randbereiche der Felder
und (6) die Dichte der Wirtspflanzenart in Maisfeldern und in deren Randbereichen. Der
Anteil der Anbauflache fur Mais MON810 an der Gesamtmaisanbauflache konnte nur fur
eine Region auf Basis tatsachlicher Gegebenheiten angegeben werden, fur alle anderen
Regionen wurde ein Maxiumum von 80% (100% - 20% Refugialflache fur das

Resistenzmenagment) angenommen.

Die Autoren geben an, immer wenn eine Auswahlmoglichkeit bestand, fir jeden Aspekt des
Modells die ,worst-case’ Annahme gestitzt zu haben, wodurch das Modell die
Mortalitatsraten eher Uber- als unterschatzt. Da alle Parameter mit Ausnahme der
artspezifischen maximalen Mortalitatsraten im Feld und im Randbereich des Feldes in der
Regel nur durch einen lokalen Experten abgeschatzt wurden (keine Auswahl), bezieht sich
diese Aussage im Wesentlichen auf die Bestimmung der artspezifischen maximalen
Mortalitatsrate im Feld und im Feldrand. Hier wurden folgende Entscheidungen flr das

Model getroffen:

1.) Die Toxizitat von MON810-Pollen ist fur Larven von Nichtzielschmetterlingen so
gering, dass flir die Aufnahme von Pollen bisher keine LCso-Werte bestimmt
werden konnten. Aus diesem Grund haben die Autoren die publizierte Dosis-
Wirkungsbeziehung fur Pollen eines anderen GVO, namlich Mais Bt176, so
angepasst, dass sie der von Mais MON810-Pollen entspricht. Entscheidend ist
hierbei die Festlegung des Faktors, um den die Konzentration von Cry1Ab-Protein
im Pollen von Mais MON810 gegenuber der im Pollen von Mais Bt176 verringert
ist. Die Autoren entscheiden sich fiir einen Faktor von 31,05 welcher den
Mittelwert der Quotienten aus der publizierten Minimal- bzw.
Maximalkonzentration von Cry1Ab-Protein im Pollen von Mais Bt176 (1,1 bis 7,1
Mg / g) und der publizierten Maximalkonzentration im Pollen von Mais MON810
(0,09 pg/g) bildet (Nguyen & Jehle, 2007; EFSA 2009).

10



2)

3)

4.)

Der Anstieg (slope) der konzentrationsabhangigen Mortalitatswahrscheinlichkeit
von Nichtzielschmetterlingen wurde bisher nur flir wenige Arten experimentell
bestimmt. Felke et al. (2010) publizierten fur das Tagpfauenauge eine Steigung
von 5,795. Perry et al. (2010) betonen, dass die Berlcksichtigung einer so hohen
Steigung im Modell bei den typischerweise in Maisfeldern oder deren
Randbereich gefundenen Pollenkonzentrationen nur zu sehr geringen
Mortalitatsraten fihren wirde. Die Autoren entscheiden sich, fur alle drei Arten
eine geringere Steigung von 1,095 zu verwenden, etwa wie sie von Saeglitz et al.
(20064, b) und Farinos et al. (2004) fur Schadschmetterlinge (Maiszinsler und
Maiseule) ermittelt wurde. Sie fihren damit in das Modell einen Sicherheitsfaktor

ein, der zu einer nicht bestimmten Uberschétzung der Mortalitatsraten fuhrt.

Zur Bertcksichtigung subletaler Effekte wurde die im Feld und im Randbereich
ermittelte maximale Mortalitatsrate mit dem Faktor vier multipliziert, womit
impliziert wird, dass zusatzlich zu den akut vergifteten Raupen eine dreifache
Menge an Raupen so in ihrer Entwicklung gestort werden, dass auch sie das

nachste Larvenstadium nicht erreichen.

Fir die Pollenkonzentration auf den Wirtspflanzen in und am Rand von
Maisfeldern wurden Daten einer umfangreichen Erhebung der
Maispollendeposition auf mit Vaseline bestrichenen Objekttragern (Wraight et al.,
2000) zugrunde gelegt. Der Vergleich mit entsprechenden Zahlungen auf
Blattoberflachen (Pleasants et al., 2001; Lang et al., 2004) legt jedoch nahe, dass
die Pollendeposition mit dieser Methode etwa um einen Faktor von drei im Model
Uberschatzt wird. Die Abnahme der Pollendeposition mit der Entfernung vom
Feldrand wurde aus mehreren Datensatzen (wie in Perry et al. 2010 beschrieben)

abgeleitet.

Unter Bericksichtigung der beschriebenen Zusammenhange und Annahmen errechnen
Perry et al. (2010) Mortalitatsraten, die bezogen auf die Populationen des Tagpfauenauges
und des Admirals in keiner Region 1 von 1572 Individuen Uberschreiten und fir die

Kohlschabe maximal 1 von 392 Individuen erreichen wirden.

2.2.2 Wissenschaftliche Diskussion zur Veroffentlichung von Perry et al. (2010)

Lang et al. (2011) diskutieren Unsicherheiten zentraler Annahmen im Modell von Perry et al.
(2010). Die Autoren wenden ein, dass bisher keine Daten vorlagen, mit denen die Linearitat
der Dosis-Wirkungsbeziehung fur das Cry1Ab-Protein abgesichert werden konne. Es sei

theoretisch mdglich, dass das Protein in geringen Konzentrationen eine Gberproportional
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grofte Wirkung entfalte. In diesem Zusammenhang kritisieren Lang et al. (2011) auch die
getroffene Entscheidung fur den Konzentrationsunterschied (Faktor 30,05) des Cry1Ab-
Proteins im Pollen von Mais Bt176 gegeniber Mais MON810. Sie verweisen auf einen
besonders niedrigen Messwert fur den Gehalt von Cry1Ab-Protein in Pollen von Mais Bt176
(Nguyen, 2004), der in diesem Fall die gemessene Maximalkonzentration im Pollen von Mais

MONB810 nur um den Faktor vier Ubersteige.

Als einen weiteren Kritikpunkt fihrten die Autoren an, dass fur eine der drei von Perry et al.
(2010) modellierten Arten, den Admiral, bisher keine Daten Uber die Empfindlichkeit der Art
gegenlber Cry1Ab-Protein vorlagen. Da die Empfindlichkeit einzelner Arten sehr
unterschiedlich sei, kdnnten die Berechnungen fur den Admiral auf Basis der Annahme einer
mit dem Tagfalter vergleichbaren Empfindlichkeit zu falschen Ergebnissen gefihrt haben.
SchlieRlich wirde das Modell die Mortalitat von Schmetterlingslarven wahrscheinlich
unterschatzen, da die Tiere in den der Abschatzung zugrunde liegenden Laborversuchen nur
wenige Tage exponiert worden seien. Auch sei das im Modell verwendete Konzept fir die

Berucksichtigung subletaler Effekte nicht ausreichend begriindet.

Die Beschreibung der Pollenausbreitung und der Populationsdynamik wird von Lang et al.

(2011) nicht angesprochen.

In einer Antwort auf die Kritik von Lang et al. (2011) greifen Perry et al. (2011) die Diskussion
Uber Variabilitat, Unsicherheiten und die unterschiedliche Sensitivitat der Modellparameter
auf. Sie veranschaulichen anhand einer Grafik die Uberproportionale Bedeutung der
Steigung (slope) der Dosis-Wirkungsbeziehung fur das Cry1Ab-Protein fur die errechneten
Mortalitatsraten. Demnach ist der Einfluss der Steigung deutlich groRer als der
angenommene Unterschied der Konzentration des Cry1Ab-Proteins im Pollen von Mais
Bt176 im Vergleich zu der im Pollen von Mais MON810. Insbesondere verdeutlichen die
Autoren damit, dass mit der getroffenen Entscheidung (geringe Steigung) fur Mais MON810
unter Feldbedingungen Uberhaupt erst nennenswerte Mortalitatsraten errechnet werden

konnen.

Im Bezug auf die weiteren Kritikpunkte fihren Perry et al. (2011) aus, dass es keinerlei
Hinweise fur eine Nichtlinearitat der Dosis-Wirkungsbeziehung fir das Cry1Ab-Protein gébe.
Flr einen der zitierten Datensatze (Lang & Vojtech, 2006) sei die Linearitat belegt worden.
Bezuglich des Konzentrationsunterschieds zwischen Pollen von Mais Bt176 und Mais
MONB810 hatten Lang et al. (2011) Messwerte aus verschiedenen Jahren verglichen.
Vergleicht man die von Nguyen (2004) fur die beiden Maislinien in den jeweiligen
Versuchsjahren ermittelten Werte, so ergaben sich Verhaltnisse von 64,8 (Versuchsjahr
2002) bzw. 30,5 (Versuchsjahr 2003).
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In Wirdigung der weiteren Diskussionspunkte unterstitzen Perry et al. (2011) den Wunsch
der Kritiker nach einer umfangreicheren Datenbasis und begrinden, warum die aufgezeigten
Datenlicken aus ihrer Sicht und auf Basis des derzeitigen Kenntnisstands nicht zu einer

systematischen Unterschatzung der Mortalitatsraten fuhren.

Den Berechnungen liegen ,worst-case’ Annahmen zugrunde, von denen eine wesentliche
Komponente die Verwendung der Dosis-Wirkungsbeziehungen empfindlicher
Schadschmetterlinge (Maiszunsler und Maiseule) darstellt. In einer weiteren Veréffentlichung
(Perry et al., 2011) verdeutlichen die Autoren die hohe Bedeutung der Dosis-

Wirkungsbeziehung in ihrem Modell.

Die ZKBS ist der Auffassung, dass das Modell die regionalen Mortalitatsraten von
verbreiteten Arten von Nichtzielschmetterlingen auf Grund der verwendeten ,worst-case’
Annahmen Uberschatzt, so dass die prognostizierten Effekte auf Nichtzielschmetterlinge
tatsachlich gering sein werden. Werden diese Ergebnisse der Studie von Perry et al. (2010)
noch mit einer konventionellen Bekdmpfung des Schadorganismus mit Insektiziden und den
damit verbundenen Risiken auf Nichtzielschmetterlinge in Beziehung gesetzt, schatzt die
ZKBS die mdglicherweise zu erwartenden Risiken durch den Anbau von MONB810 als

vernachlassigbar ein.
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