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Summary

Bacillus thuringiensis var israelensis has been widely used against the flood-
water mosquito Aedes vexans for more than 15 years in the Upper Rhine Valley.
B.t.i-treatment by the German Mosquito Control Association (KABS) is covering
an area of approximately 600 km?.

In order to investigate a possible resistance against B.t.i., the susceptibility of
larvae of Aedes vexans field populations in 3 untreated areas (Lake Constance)
and 6 B.t.i.-treated areas on both sides of the Rhine within the Upper Rhine
Valley were assessed by bioassaying them with B.t.i. Comparing log-probit-ana-
lyses by statistical evaluations it was demonstrated that neither LCso-values and
slopes nor probit-lines of bioassays of the larvae deriving from the different areas
showed significant differences. The results have been confirmed by resistance
ratios which were 1.0 - 1.1 in all tests carried out, demonstrating that no resis-
tance phenomena have yet developed in the areas of the Upper Rhine Valley
treated with B.t.1.

1. Einleitung

In der Oberrheinebene spielen die Stechmiicken als Léstlinge eine
groBe Rolle und kénnen die Lebensqualitit der Bewohner der betroffe-
nen Gebiete massiv beeinflussen. Besonders plageerregend ist die Uber-
schwemmungsmiicke Aedes vexans (Diptera, Culicinae), deren Brut-
platze temporire Gewdsser im Uberschwemmungsbereich des Rheines
sind, die bei Hochwasser entstehen und nach 2 - 3 Wochen wieder trok-
kenfallen (BECKER & LuUDWIG 1989). Aedes vexans zeichnet sich durch
eine auflergewohnliche Massenvermehrung wihrend der Sommermonate,
einen starken Wandertrieb sowie eine ausgeprigte Stechlust aus (BECKER
& Lupwic 1983).
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Seit 20 Jahren werden die Stechmiicken des Oberrheingebietes im
Rahmen des ,integrierten Bekdmpfungsprogrammes® durch die Kommu-
nale Aktionsgemeinschaft zur Bekdmpfung der Schnakenplage (KABS),
Waldsee mit umweltvertriglichen Mitteln bekdmpft (BECKER & LUDWIG
1983, BECKER 1989). Seit 15 Jahren stellt die Bekdmpfung mit Bacillus
thuringiensis israelensis (B.t.i.) den Grofiteil der BekampfungsmaBnah-
men dar. Diese Methode, die auf der toxischen Wirkung der bei der Spo-
rulation gebildeten Proteinkristalle (Delta-Endotoxine) beruht, hat sich
seit 1981 sehr bewiahrt, da sie dulerst selektiv und zudem kostengtinstig
ist (BECKER & LupwiG 1981).

Nach 15 Jahren Bekdmpfung stellt sich jetzt allerdings die Frage der
Resistenz der Stechmiicken gegentiber B.t.i. 1991 konnte durch eine
Untersuchung gezeigt werden (BECKER & LuUDwIG 1993), dal es noch
keine Resistenzerscheinungen von Aedes vexans gegeniliber B.t.i. im
Oberrheingebiet gibt. Neuere Untersuchungen von SINEGRE et al. (1994),
die erstmals im Freiland Resistenzerscheinungen von Culex pipiens
gegentiber Bacillus sphaericus in Sudfrankreich nachweisen konnten
sowie erste Anzeichen von Resistenz bei A. vexans-Populationen, die im
Labor {iber 25 Generationen unter Selektionsdruck gehalten wurden
(KUHN, pers. Mitteilung) erforderten eine erneute, umfangreichere Uber-
prufung des Resistenzverhaltens von A. vexans im Bekémpfungsgebiet
der KABS.

In der vorliegenden Untersuchung wird die Empfindlichkeit gegeniiber
B.t.i. von Aedes vexans-Populationen aus den seit 15 Jahren mit B.¢.1.
behandelten Oberrheingebieten mit der Empfindlichkeit von Aedes-Popu-
lationen aus noch nie mit B.t.i. bekdmpften Gebieten (Bodenseegebiet,
ca. 300 km entfernt) verglichen. Durch diesen Vergleich 148t sich zeigen,
ob der 15 Jahre wihrende Selektionsdruck der B.t.i.-Bekdmpfung im
Oberrheingebiet bereits zu einer Resistenz gefiihrt hat.

2. Material und Methode

Sogenannte ,Schnakenerde® (Erdproben, die Eier von Aedes vexans enthalten)
wurde an folgenden Probestellen entnommen: A) Unbekampfte Gebiete: 3 ver-
schiedene Stellen am Bodensee (1, 2, 3) und B) Seit 15 Jahren mit B.t.i. bekdmpfte
Gebiete: 3 verschiedene Stellen rechtsrheinisch (4, 5, 6) und 3 verschiedene Stellen
linksrheinisch (7, 8, 9).

Alle Erdproben wurden im April 1996 gesammelt. Die Bodenoberflache (ca.
1 m?) an den verschiedenen Probestellen wurde mit einer Maurerkelle in einer
Schichtdicke von ca. 1 - 3 cm zusammen mit den anhaftenden Pflanzenteilen abge-
tragen, in Plastikbeuteln verpackt und in ein Labor des Zoologischen Instituts I
der Universitat Heidelberg gebracht.

Da es sich bei Aedes vexans um eine polyzyklische Art handelt (BECKER &
LupwiG 1981), deren Larven erst nach einer winterlichen Kéltephase und anschlie-
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Bendem Temperaturanstieg schliipfen, mufiten die Eier konditioniert werden. Dazu
wurden die Bodenproben im Gewéchshaus bei 25 £ 1°C {iber einen Zeitraum von 3
Wochen gelagert, damit eine ausreichende Konditionierung (BECKER 1989) gewihr-
leistet war.

Zum Fluten wurden die Erdproben in Plastikschiisseln gegeben und mit 20°C
warmem Brunnenwasser tberflutet, so dafl eine Wasserschicht von >10 cm tber
jeder Probe stand. Die geschliipften Larven wurden bei 25°C, einer Luftfeuchtig-
keit von 60 - 80 % und einem 16 H/8 D Tag in den oben beschriebenen Aufzucht-
gefdBen gehiltert und mit zerriebenem Fischfutter (Tetramin®) gefiittert. Zum
Erstellen der Bioassays wurden spéte Lz-Larven verwendet.

Die Bioassays wurden nach den WHO-Richtlinien (WoRLD HEALTH ORGANIZATION
1981) durchgefiihrt): 50 mg BACTIMOS WP (Novo Nordisk, Dianemark) wurden in
einem 20 ml Erlenmayerkolben mit 10 ml Aqua bidest. gemischt. Die Homogeni-
sierung erfolgte mit Hilfe eines Magnetrithrers (IKA-COMBIMAG REO) bei 700
Umdrehungen pro Minute fir 10 Minuten. Eine weitere Homogenisierung erfolgte
mit Ultraschall (4 x 15 sec. mit Pausen von 10 sec.) in einem Ultraschallbad der
Firma Branson Instruments. Durch Hinzufiigen von 0,1 ml des Homogenats zu
9.9 ml Aqua bidest. und anschlieBender Mischung wurde dann eine Gebrauchs-
16sung hergestellt.

Von der mit B.t.i. behandelten Ausgangslésung (10 mg B.t.i./Liter) wurde
abhéngig von der jeweils benotigten Endkonzentration eine bestimmte Menge in
Plastikbecher mit einem Fassungsvermodgen von 200 ml gegeben, die vorher mit
148 ml Aqua dest. gefullt wurden. AnschlieBend wurden in jeden Becher mit Hilfe
einer Pipette jeweils 25 Drittlarven von Aedes vexans in 2 ml Wasser eingesetzt.
Als Kontrollen wurden Becher ohne B.t.i.-Zusatz benutzt. Pro Untersuchungsge-
biet wurden 3 Runs durchgefiihrt. Ein Run bestand aus bis zu 7 unterschiedlichen
Konzentrationen (0.005-0.1 mg B.t.i./Liter), die aus statistischen Griinden in
jeweils 3 Parallelansitzen durchgefiihrt wurden. Die Bioassays wurden bei
18 £ 1°C und einem 16 H/8 D-Tag durchgefiihrt.

Nach 24 und 48 h wurden die Uiberlebenden Larven ausgezihlt. Die prozentuale
Mortalitat wurde berechnet und mit Hilfe von Abbott’s Formel (ABBoTT 1925) kor-
rigiert. Die Resultate wurden mittels eines Computerprogrammes (FINNEY 1971,
RayMmonD 1985) einer log-probit-Analyse unterzogen und die LCsy und LCqo-Werte
bestimmt. Mit Hilfe des ¢-Tests nach Student und Duncan’s multiple range Test
(KoHLER et al. 1984) wurden die Werte auf Signifikanz iiberpriift.

3. Ergebnisse

Sowohl die LCse-Werte als auch die Steigungen der log-probit-
Geraden (Tabelle 1) der Bioassays, die mit Larven aus den Gebieten 1 - 9
durchgeftihrt wurden, zeigten, keine signifikanten Unterschiede
(p< 0.05) beim Vergleich mit Duncan’s multiple range Test. Dieses
Ergebnis wurde durch die Resistenzverhiltnisse (Tab. 1), die mit einer
Ausnahme (Gebiet 4: 1.1) alle exakt 1.0 betrugen, bestitigt.

Abb. 1. zeigt die Mittelwerte + Standardabweichung der LCso- und
L.Cgg-Werte der Bioassays, die mit Larven aus den Gebieten 1 -9 durch-
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Tabelle 1

LCso-Werte, Steigung der log-probit-Geraden und Resistenzverhaltnis
fiir alle Gruppen

Gebiet/Gruppe LCso* Steigung Rv®
unbehandelt 1 0.01151 £ 0.00113 a 5.58 a
unbehandelt 2 0.01100 £ 0.00174 a 4.25 a
unbehandelt 3 0.01105 £ 0.00132 a 453 a
unbehandelt & 0.01119 £ 0.00126 a 4.79 a
behandelt 4 0.01212 £ 0.00155 a 531l a 1.1
behandelt 5 0.01114 + 0.00146 a 4.77 a 1.0
behandelt 6 0.01131 £ 0.00176 a 4.01a 1.0
behandelt 7 0.01157 + 0.00186 a 5.17 a 1.0
behandelt 8 0.01087 + 0.00031 a 417 a 1.0
behandelt 9 0.01102 + 0.00168 a 3.78 a 1.0
behandelt & 0.01131 + 0.00138 a 453 a 1.0

2 Mittelwerte + Standardabweichung (3 Parallelansitze) in pg/l nach 48 h.

 Resistenzverhaltnis (LCsp-Werte der Gruppen aus den mit B.¢.i. behandelten Gebieten/
Mittelwert der LCsq-Werte der Gruppen aus den unbehandelten Gebieten. Werte die vom
gleichen Buchstaben gefolgt sind, sind nicht signifikant verschieden (p < 0.05).

gefithrt wurden. Auch hier waren keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen bekampften und unbekampften Gebieten festzustellen.

Abb. 2 vergleicht die log-probit-Geraden der Bioassays, die mit Aedes
vexans aus unbekampften und bekdmpften Gebieten durchgefihrt
wurden. Die Parallelitédt der Geraden, die nahezu deckungsgleich sind,
zeigt, dafl es bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Resistenzerschei-
nungen in den mit B.t.i. behandelten Gebieten des Oberrheingebietes
gibt.

4. Diskussion

Resistenz gegentiber verschiedenen Mikroorganismen wurde nicht nur
bei freilebenden Insektenpopulationen festgestellt, sondern wurde auch
kiinstlich im Labor erzeugt (Davipson 1992). So konnten SINEGRE et al.
(1994) bei Untersuchungen in Sidfrankreich eine signifikante Resistenz
von Culex pipiens gegentiber Bacillus sphaericus nachweisen. TABASHNIK
et al. (1990) konnten zeigen, dal Routinebehandlungen mit B.t. kurstaki
in der Landwirtschaft innerhalb weniger Jahre zur Resistenz fiihren
konnen.
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Abb. 1. Mittelwerte + Standardabweichung der LCso- und

LCyp-Werte der Bioassays mit Aedes vexans-Larven aus den

9 verschiedenen Gebieten (1 -3 = nicht mit B.t.i. bekdmpft,
4 - 9 = mit B.t.i. bekdmpft).

Nur wenige Untersuchungen beschéaftigen sich mit dem Resistenzpoten-
tial von B.t.i. gegentiber Stechmiicken und die Ergebnisse vermitteln kein
eindeutiges Bild. Fir das Freiland konnten KURTAK et al. (1989) zeigen,
dafl eine siebenjahrige Dauerbehandlung mit B.t.i. innerhalb eines
Onchocercose-Bekampfungsprogramms in Westafrika keinerlei Resistenz
bei Simulium damnosum hervorgerufen hat. BECKEr & Lubpwia (1993)
fanden keinerlei Anzeichen fir eine B.t.i.-Resistenz bei Aedes vexans
nach 10 Jahren B.t.i.-Applikationen im Oberrheingebiet. Im Labor konnte
dagegen VASQUEZ-GARCIA (1983) bei Culex quinquefasciatus nach 32 Gene-
rationen unter kiinstlichem Selektionsdruck (LCsg) eine 5 - 7fach gerin-
gere Empfindlichkeit als bei der Parentalgeneration gegeniiber B.t.14. fest-
stellen. Dieses Resistenzphénomen verschwand allerdings nach 3 weiteren
Generationen ohne Selektionsdruck wieder fast vollstindig. GOLDMAN et
al. (1986) fanden nach 14 Generationen Selektion nur bei einer von drei
Aedes aegypti Populationen eine Verdopplung des Resistenzverhiltnisses.
GreorGHIOU et al. (1983), die einen hoheren Selektionsdruck (LCgys) ver-
wandten, konnten bei Culex quinguefasciatus nach 32 Generationen eine
11fach geringere Empfindlichkeit gegeniiber B.t.1i. feststellen.
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Abb. 2. Vergleich der log-probit-Geraden der Bioassays

mit Aedes vexans aus bekdmpften und unbekdmpften

Gebieten. Die Daten aus den Gebieten 1-3 und 4 -9 wur-
den jeweils zusammengefalit.

Es scheint mehrere Griinde zu geben, warum das Resistenzpotential
bei B.t.i. so schwach ist:

1. Die B.t.i.-Toxine persistieren nicht {iber einen langen Zeitraum in
der Umwelt (BEcKER & Lupwic 1989), da die Proteinkristalle nach weni-
gen Tagen von Mikroorganismen in den Gewissern bzw. im Boden abge-
baut werden. So fehlt der stindige Kontakt zwischen Wirkstoff und Ziel-
organismus, der fiir eine Resistenzentwicklung notwendig ist.

2. Der einzigartige und sehr komplexe Wirkmechanismus von B.t.i.
Die todlichen Verinderungen an der Mitteldarmzellwand der Stechmik-
ken werden von den synergistischen Effekten von mindestens 3 verschie-
denen Protein-Toxinen (FEDERICI et al. 1990) hervorgerufen.

Wirken dagegen nur ein oder zwei Proteinkristalle, wie z.B. bel B.t.
kurstaki oder B. sphaericus (SINEGRE et al. 1994), kann sich Resistenz
offensichtlich schneller entwickeln.

3. Méglicherweise hat sich B.t.i. im Laufe der Evolution an seine
Zielorganismen angepalt und eigene Strategien entwickelt, die deren
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Unempfindlichkeit entgegenwirken. Der o.g. komplexe Wirkmechanis-
mus konnte eine solche Strategie darstellen.

4. Aedes vexans zeigt ein ausgepriagtes Wanderverhalten zwischen den
einzelnen Brutgebieten (BEckER 1989). Dadurch kommt es zu einem stin-
digen Genaustausch. Durch diesen Genaustausch sowie durch die Tatsa-
che, daBl bei einem Hochwasser meist Larven verschiedener Generationen
zum Schliipfen kommen (BECKER & LuUpwiG 1983), besitzt Aedes vexans
einen grofen Genpool. Aufgrund dessen koénnen sich Resistenzgene
offensichtlich nicht durchsetzen oder sind nicht vorhanden.

Zusammenfassung

Das Bakterium Bacillus thuringiensis var israelensis wird seit mehr als 15
Jahren im Oberrheingebiet erfolgreich zur Bekdmpfung der Uberschwemmungs-
miicke Aedes wvexans eingesetzt. Die B.t.i.-Behandlung durch die German
Mosquito Control Association (KABS) erstreckt sich dabei auf ein Gebiet von
nahezu 600 km?

Um eine mogliche Resistenz gegeniiber B.t.i. zu untersuchen, wurde die Emp-
findlichkeit gegeniiber B.t.7. von Aedes verans Populationen aus 3 unbehandelten
Gebieten (Bodenseegebiet) und 6 seit 15 Jahren mit B.t.. behandelten Oberrhein-
gebieten zu beiden Seiten des Rheins mit Hilfe von Bioassays miteinander vergli-
chen. Ein Vergleich der log-probit Analysen mit Hilfe statistischer Methoden
zeigte, dafi weder die LCso-Werte noch die Steigungen der log-probit Geraden der
Bioassays mit Larven aus den verschiedenen Gebieten signifikante Unterschiede
aufwiesen. Dieses Ergebnis wurde durch die Resistenzverhiltnisse, die 1.0-1.1
betrugen, bestétigt. Es konnte somit gezeigt werden, daB sich in den seit 15 Jahren
mit B.t.1. behandelten Oberrheingebiet noch keine Resistenz entwickelt hat.
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