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EU har sedan 2013 begriinsat anvindningen av tre neonikotinoider i grodor som dr
attraktiva for bin. En stor del av den kunskap vi har idag om hur bin pdverkas av
neonikotinoider kommer frdan laboratoriestudier av framforallt honungsbin som har
matats med véxtskyddsmedel. I ett forskningsprojekt har forskare frdn Lunds universitet
och SLU i samarbete med Jordbruksverket undersckt hur ett véxtskyddsmedel i gruppen
neonikotinoider paverkar bdde honungsbin och vilda bin ute i jordbrukslandskapet.
Den hdir rapporten sammanfattar projektets resultat.
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Sammanfattning

I det hiir forskningsprojektet har vi undersokt hur ett vixtskyddsmedel

i gruppen neonikotinoider paverkar bade honungsbin och vilda bin ute i
jordbrukslandskapet. Studien kunde inte pavisa negativa effekter av neoniko-
tinoiden pa honungsbin, men fann negativa effekter pa vilda bin. Det dr allvarligt
eftersom vilda bin dr viktiga for pollineringen av bdde grodor och vilda véxter.
Vilda bin &r 1 Sverige humlor och solitarbin.

Vixtskyddsmedel anvinds for att skydda till exempel raps mot insektsskade-
gorare. Neonikotinoider dr sddana vixtskyddsmedel mot insekter. De &r
systemiska, vilket betyder att de tas upp av viaxten och sprids till alla dess

delar, dven till pollen och nektar som &r den huvudsakliga fodan for bin.
Neonikotinoider har visat sig kunna paverka bins hilsa och EU har sedan 2013
begrédnsat anvindningen av tre neonikotinoider i grodor som ir attraktiva for bin.
En stor del av den kunskap vi har idag om hur bin paverkas av neonikotinoider
kommer fran laboratoriestudier av framforallt honungsbin som har matats med
vaxtskyddsmedel.

Stora kunskapsluckor om hur vaxtskyddsmedel paverkar bin

Nagra av de viktigaste fragorna ar hur dessa vixtskyddsmedel paverkar bin,
och vilda bin i synnerhet, i verkliga jordbrukslandskap. For att fylla den hir
kunskapsluckan undersokte vi hur anvindningen av neonikotinoiden klotianidin
(Elado FS 480, Bayer CropScience) i varrapsfilt i Skane, Halland och Blekinge,
paverkar tre arter av bin. Av de 16 varrapsfilten valdes hilften av féilten slump-
massigt ut for att bli sddda med utsdde med vixtskyddsmedlet, medan den andra
hilften av félten inte var behandlade.

Vi undersokte:

* honungsbi- och humlesamhaéllens utveckling

* honungsbisamhéllens honungsproduktion

* honungsbisamhéllens vinteréverlevnad

* parasiter och sjukdomar hos honungsbin

* humlors flygturer vid fédosok

* reproduktion hos jordhumlor och roéda murarbin
* de olika biarternas anvidndning av rapspollen

* halten av klotianidin 1 pollen, nektar och bin.

Resultaten blev olika for de undersokta arterna

Vi sig en tydligt negativ paverkan pa de vilda binas tillvixt och formaga
till reproduktion vid behandlade rapsfilt. Dessutom fanns det firre vilda bin
1 de behandlade rapsfilten. Vi sdg inte motsvarande pdverkan pd honungsbin.
Pollenprover frén de tre biarterna bekriftade att alla anvinde rapspollen som
mat. Prover pa pollen, nektar och bin fran de betade filten inneholl i genomsnitt
2-14 miljarddelar klotianidin. Vid de behandlade félten var halten av klotianidin
ungefér dubbelt sa hog 2013 som 2014. Skillnaderna i halten mellan aren visar
varfor det dr viktigt med flerariga forsok i samband med riskbedomning. I de
flesta fallen hittade vi inte ndgot klotianidin 1 proverna frén filt som inte var
behandlade.



Vilda bin

Humlesamhiillena vixte mycket simre vid behandlade filt jaimfort med de
obehandlade filten. De producerade ocksa firre nya drottningar och hanar eller
arbetare. Speciellt de nya drottningarna ar viktiga, eftersom det endast 4r dessa
drottningar som 6vervintrar och bildar nya samhéllen pa véren.

De utplacerade roda murarbihonorna byggde bon och fédde upp nya bin vid sex
av de atta kontrollfélten, men inte vid nagot av de behandlade félten. Dock var det
endast ett litet antal réda murarbin som placerades ut vid varje filt, vilket gor att
det finns en stor osdkerhet i detta resultat.

Honungsbin

Honungsbisamhaillena viéxte sig lika stora, producerade lika mycket honung
och overlevde vintern lika bra, oavsett rapsfiltets behandling. Det fanns
inga synbara indikationer pa att klotianidinbehandlingen i falten hade en negativ
paverkan pa honungsbina genom parasiter och sjukdomar.

Véra resultat har betydelse for regleringen av anviindningen av neonikotin-
oider och for bedomningen av miljoriskerna.



Summary

Neonicotinoid insecticides are used to treat seeds, for example in oilseed rape, to
protect young plants from pest insects. The neonicotinoids are systemic, which
means that they are taken up by the plant and spread to all its parts, including
pollen and nectar which are major foods for bees. Sublethal doses of neonicotinoid
insecticides have previously been shown to negatively impact the health of

bees, with most studies focusing on honey bees and artificially feeding bees the
compounds. The European Union has, because of suspected negative effects on
bees, introduced a moratorium on three neonicotinoids as seed coating in crops
that attract bees, to allow for further studies on their environmental impacts.

One of the key questions is how neonicotinoids influence bees, and wild bees

in particular, in real agricultural landscapes. To address this knowledge gap, we
designed a study system of 16 spatially separated (>4 km) spring oilseed rape
fields in southern Sweden during 2013. Eight of the fields were randomly assigned
to be sown with seeds coated with Elado FS 480 (Bayer CropScience), containing
the systemic neonicotinoid clothianidin and the non-systemic pyrethroid
beta-cyfluthrin, and the other eight fields were used as untreated controls, to
assess neonicotinoid residues and impacts on three bee species. Six equally sized
Apis mellifera colonies, six commercially bred Bombus terrestris colonies, and 27
cocoons of Osmia bicornis were placed at each field. Ten of the farmers and an
additional new field were included in follow up studies 2014. During 2014, four
equally sized A. mellifera colonies, from the year before, were placed at each field,
with colonies placed at the same treatment both years. Colony development was
monitored for honey bees and bumble bees, honey production, winter survival
and pathogens and diseases for honey bees, foraging efficiency for bumble bees
and reproduction for bumble bees and solitary bees. Exposure to clothianidin was
estimated by the amount of oilseed rape pollen collected by all three bee species
and by the clothianidin concentrations detected in honey bee collected pollen and
nectar and bumble bee collected nectar. All three bee species collected oilseed
rape pollen, to varying degrees. Five neonicotinoids, including clothianidin, were
detected in the samples. Samples of pollen, nectar and bees from the treated fields
contained on average 2-14 ppb clothianidin. At the treated fields the clothianidin
concentrations were approximately twice as high 2013 compared to 2014. Samples
from control fields contained no detectable clothianidin in most cases. Honey

bee colonies grew equally large, produced equal amount of honey and survived
the winter equally well, independent of the seed treatment in the oilseed rape
fields. There was no indication that the insecticide seed treatment in the field

had a negative influence on the honey bees through pathogens and diseases. In
contrast, the bumble bee colonies at treated fields grew much less compared to
colonies at control fields and produced fewer new queens and workers/males.
Bumble bees had longer foraging trips at control fields, compared to treated fields,
but the evidence is week because we were able to collect very little foraging

data. O. bicornis built brood cells at six of eight control sites, but at none of the
treated sites. We conclude that seed treatment with the neconicotinoid clothianidin
in oilseed rape can have strong negative influences on wild bee species, but
appears not to affect honey bees. Because we assessed impacts on bees under
field conditions, our findings have implications for policies regulating the use of
neonicotinoids as well as for environmental risk assessments of pesticides.
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1 Bakgrund

Jordbruksverket genomférde 2009 en litteraturstudie om orsaker till forlusten

av honungsbisamhéllen, de potentiella samhillsekonomiska konsekvenserna och
mojliga atgirder for att forhindra forluster (Pedersen 2009). Utredningen visade
bland annat att bekimpningsmedel kan utgdra en risk for bihédlsan. Detta har
aktualiserats av flera nya studier som visar att exponering for mycket ldga doser
av bekdmpningsmedel inom gruppen neonikotinoider kan paverka bins hélsa (till
exempel Gill et al. 2012, Henry et al. 2012 och Whitehorn et al. 2012). I Sverige
har neonikotinoider bland annat anvénts vid odling av hdst- och varraps, bade
som utsddesbetning (klotianidin, imidakloprid och tiametoxam) och vid direkt
besprutning av den vixande grodan (acetamiprid och tiakloprid) (Andersson et
al. 2009). Rapsutsidde betat med neonikotinoiden klotianidin importerades fran
bl.a. Tyskland, eftersom appliceringen av medlet inte har varit godként i Sverige
(Gunnarson 2013). Betat utsidde rdknas som en handelsvara och inte som ett
bekdmpningsmedel och regleras darfér under annan lagstiftning. Fran och med

1 december 2013 dr dock anvdndningen av klotianidin, tillsammans med imida-
kloprid och tiametoxam, begrinsad for utsddesbetning i biattraktiva grodor inom
EU (EC 2013).

Paverkan av neonikotinoider pa honungsbin under faltférhallanden ar dligt
kidnda. Kunskapen om eventuell paverkan pa vilda bin dr dnnu simre. Endast en
faltstudie fanns tillgénglig nér vart projekt startade. Dir utvirderades pdverkan av
klotianidin genom exponering for betad varraps pa honungsbin i Kanada (Cutler
& Scott-Dupree 2007). Ingen paverkan av neonikotinoiden observerades i féltstu-
dien pé yngelutveckling, livsldngd hos arbetare, bidodlighet, samhillets viktupp-
gang eller méngden producerad honung mellan samhéillen vid behandlade falt
jamfort med obehandlade filt (Cutler & Scott-Dupree 2007). Klotianidinrester
hittades i bdde pollen och nektar fran samhéllena vid de behandlade félten,

men i koncentrationer under de som forvéntas ge en skadlig effekt (Schmuck &
Keppler 2003 citerad 1 Cutler & Scott-Dupree 2007). Félten var dock endast en
hektar stora, vilket dr en sjundedel av ett genomsnittligt varrapsfilt i Skane under
aren 2007-2011 (7.0 £ 7.3 ha (medel + sd), data fran Jordbruksverkets databas
Integrated Administration and Control System (IACS)). Vidare var avstandet
mellan behandlat och obehandlat falt som minst 295 m (Cutler & Scott-Dupree
2007), vilket dr betydligt mindre dn honungsbins fodosoksomrade. Honungsbin
kan vid behov fodosoka upp emot 10 km frén sin kupa (Steffan-Dewenter &
Kuhn 2003, Greenleaf et al. 2007). Klotianidinrester aterfanns ocksa i en del av
de nektarprov som tagits fran samhdillen i obehandlade kontrollfilt, vilket
indikerar att bin fran sidana samhillen kan ha fodosokt dven i de behandlade
félten (Cutler & Scott-Dupree 2007). Framtida studier bor utformas sa att
forsoksfilten ar tillrackligt stora, ligger tillrickligt 1angt fran varandra och fran
andra kéllor till klotianidin, samt har tillrackligt madnga oberoende upprepningar
for att kunna dra tillforlitliga slutsatser. Nyligen presenterades en ny, mer vél
utformad studie av hur honungsbin paverkas av utsddesbetning med klotianidin i
raps (Cutler et al. 2014). Inte heller i den studien fann forskarna nadgon paverkan
av betningen pa honungsbina eller deras samhillen. En kunskapslucka som dock
aterstar att fyllas ar hur andra biarter &n honungsbiet paverkas av att exponeras
for klotianidin genom betning 1 raps. Den stora majoriteten av studier som under-
soker hur bin péverkas av neonikotinoider har gjorts pd honungsbiet (Godfray



et al. 2014, Lundin et al. 2015). Var kunskap om hur andra arter av bin paverkas
av neonikotinoider dr mycket begrinsad och det finns idag inga publicerade
resultat frin nigon vil utformad studie med tillrackligt antal upprepningar dir
detta har undersokts. Bade honungsbin och vilda bin pollinerar vara grodor och
bidrar till 6kade skordar av hogre kvalitet (Klein et al. 2007, Garibaldi et al. 2013,
Bartomeus et al. 2014). Det dr dérfor av extra vikt att sékerstélla att anvindningen
av neonikotinoider inte utgoér en oacceptabel risk for bin.

Syftet med det hér beskrivna projektet var att undersoka hur neonikotinoiden
klotianidin paverkade honungsbin och vilda arter av bin under féltférhallanden

i Sverige. Vi har genomfort ett varldsunikt projekt ur ett ekotoxikologiskt
perspektiv. Vi har studerat paverkan av ett vixtskyddsmedel pé en landskapsskala
relevant for flera arter av rorliga organismer i terrester miljo i ett kontrollerat och
slumpat experiment med tillfredsstillande antal upprepningar och med fokus pa
flera arter. Detta hade varit helt omgjligt att utfora utan ett aktivt deltagande av
och engagemang hos biodlare, rapsodlare, lantbrukare, myndigheter, forskare och
studenter fran tva universitet och finansiering frén flera kéllor. Resultaten fran
vart experiment &r precis den typ av information som efterfragas for att kunna
utreda fragan om anvdndandet av neonikotinoider utgdr en oacceptabel risk for
bin. Stora delar av forskningsresultaten dr publicerade i Rundléf et al. (2015) och
har ddrmed granskats av andra forskare med relevant kompetens. Alla experiment
har dock sina brister och vi diskuterar dessa, sa att ldsaren ska kunna bedoma
vérdet av informationen vi presenterar i den hér rapporten.



2 Studiens utformning

2.1 Studiens utformning: material och metoder

Ytterligare beskrivning av material och metoder finns 1 bilaga 1 och 1 Rundlof
et al. (2013, 2015).

Vi utformade under 2013 en studie som bestod av 16 vérrapsfilt (féltstorlek

8.9 + 1.4 ha (medel + se)) i sodra Sverige (figur 1). Samtliga falt var sidda med
utsdde av samma sort (hybriden Majong, Lantmdnnen SW) och kom frdn samma
utsddesparti. Hilften av félten (8 félt) var sidda med varraps betad med Elado
(Bayer CropScience), ddr klotianidin och beta-cyflutrin dr de verksamma dmnena,
och resten av félten (8 félt) var saidda med obetat utsdde och fungerade som
kontrollfélt. Betningen gjordes med 25 ml Elado (400 g/1 klotianidin + 80 g/1
beta-cyflutrin; Bayer CropScience 2013a) per kg utséde, vilket var tillverkarens
rekommenderade behandlingsdos for bade host- och varsadd raps innan EU:s
moratorium (Bayer CropScience 2011, 2013b). Allt utsdde var behandlat med
svampbekdmpningsmedlet tiram (3,92 g/kg utséde). Odlarna instruerades att

inte anvdnda andra neonikotinoider i forsoksfélten under odlingssédsongen, for

att ddrmed kunna hérleda eventuell effekt till betningen. Félten utgjorde par,

med ett falt med betning och ett félt utan betning inom ett par. Paren matchades
sa att markanvindningen i landskapen som omgav forsoksfélten var sa lika som
mdjligt inom paret (tabell S1 i bilaga 1). Paren fordelade sig langs en gradient i
landskapsheterogenitet, frdn homogen sléttbygd som dominerades av dkrar med
ettariga grodor till mer heterogen mellanbygd dér det fanns en blandning av ékrar,
betesmarker och skog.

Under 2014 inkluderade vi de tio odlare som planerade att odla varraps under

en andra odlingssidsong. Ar 2014 fick odlarna byta behandling. Det innebar att
odlare med behandlat utsédde 2013 fick obehandlat utsdde 2014 och tvért om. Vi
inkluderade dven ett nytt kontrollfélt, sa att vi for humledelen av studien hade fem
kontrollfélt att jimfora med de sex betade félten.
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Figur 1. Karta 6ver de 16 utvalda varrapsfalten 2013 (vanster) och de 11 félten 2014
(hoger) i soédra Sverige och matchning av félten i par (P01-P12). Matchningen baserar sig pa
markanvandningen i de omgivande landskapen vagt tillsammans med geografisk narhet
mellan falt inom ett par. Cirklarna visar landskap med radien 2 km runt félten och fargerna
indikerar de tva behandlingarna; insekticidbetning och kontrollfalt.

For att undvika att datainsamlingen omedvetet paverkades av personerna som
planerade studien och samlade in data har vi sé langt det varit mdjligt 1atit
slumpen bestimma och undanhallit informationen om féltens behandling. Vi ldt
slumpen avgora vilka platser som skulle vara behandlade eller vara kontroller
och vilka samhéllen och bin som skulle st vi de olika félten. Vi har undan-
hallit informationen om vilka félt som var betade respektive kontrollfalt fran de
personer som samlade in prover fran honungsbisamhéllena och bedomde deras
bistyrka, vigde och undersokte humlesamhéllena och hanterade murarbina.

2.2 Studiens utformning: resultat och diskussion

Vi uppnadde malsittningen att under 2013 anldgga 16 varrapsfilt (8 par),

dér hilften av félten har fatt Elado-behandling och den andra hélften ar
obehandlade kontroller (figur 1). Vi uppnadde dven mélséttningen om likvérdig
markanvdndning inom ett filtpar i landskapen om omger félten (tabell S1 i bilaga
1). Den geografiska utbredningen av studiesystemet innebar vissa logistiska
utmaningar, men gjorde ocksa att studien har oberoende féltplatser (utan utbyte
av bin mellan filten) och att studien omfattar en naturligt forekommande
variation i landskapstyper och miljoférhéllanden.

Vi valde att beta utsddet med Elado, dir de verksamma dmnena ar neonikotin-
oiden klotianidin och pyretroiden beta-cyflutrin, eftersom det var ett agronomiskt
realistiskt scenario for hur klotianidin anvidndes for vixtskydd i Sverige nér

vi planerade studien. Aven om Elado innehaller bade klotianidin och beta-
cyflutrin, exponeras bina endast for klotianidin och inte beta-cyflutrin genom den



blommande varrapsen eftersom beta-cyflutrin inte dr systemiskt (EFSA 2010a)
och dirfor inte tas upp av véxter (Lodhi et al. 2000). Vid analyser av pollen
insamlat av honungsbin vid falten med insekticidbetat utsdde detekterades inget
beta-cyflutrin 6ver detektionsgransen pa 1,0 ng/g (se tabell S4 i bilaga 1). Vid en
analys av vért Elado-betade utsdde fran 2013 inneholl det 8,8 g klotianidin per kg
utsdde, vilket dr nagot ldgre &dn den forvintade halten pa 10 g/kg vid betning med
25 ml Elado per kg utséde.

For nagra faktorer lyckades vi inte uppfylla den ambitidsa malsdttning vi hade.
Dels fanns det i tvé fall annan varraps inom 1 km frén vart varrapsfilt och dels
saddes filten inom tva faltpar inte vid motsvarande tidpunkter, vilket komplicerar
jamforelser inom de paren. Dessutom anvéndes vixtskyddsmedlet Biscaya, dir
neoniktotinoiden tiakloprid dr det verksamma dmnet, i ett av kontrollfélten 2013
och 1 ett betat filt 2014.

Malséttningen var att det inte skulle finnas annan varraps inom 1 km frén
honungsbisamhillena vid forsoksfilten. Det uppnaddes for 14 av 16 platser, men
vid tva av filten fanns det ett annat varrapsfilt pa 0,9 respektive 1,0 km avstand
fran honungsbinas uppstillningsplats. Det ar vdl inom honungsbinas potentiella
flygradie (Steffan-Dewenter & Kuhn 2003), men eftersom kuporna placerades
intill det varrapsfalt som ingick i studien bedomde vi sannolikheten att bina véljer
att flyga till det andra faltet som liten. For att minska risken ytterligare flyttades
bina fran dessa lokalpar till 6vervintringsplatsen sa fort varrapsen i forsoksfalten
hade blommat Gver.

I tvé av faltparen 2013 sdddes de insekticidbetade félten tidigare (bada 21 april)
an kontrollfélten (6 respektive 7-8 maj). Det resulterade i en skillnad i hur langt
rapsen hade kommit i sin utveckling mellan félten (fenologisk asynkroni).
Skillnaden minskade visserligen med tiden, men fanns fortfarande kvar nér
rapsen borjade blomma. Den hér skillnaden gjorde att vi valde att placera ut
honungsbi- och humlesamhéllen vid olika tidpunkter inom dessa tva par och att
samhillenas utveckling inte foljdes samtidigt. Vi anser att detta 4r mindre
problematiskt for humlesamhéllena, som vi kunde bestélla i olika omgangar och
sedan placera ut (tabell S2). Honungsbisamhéllena var dock skapade samtidigt
och tillvixte starkt 6ver sdsongen, sa det var viktigt att ta hansyn till bedomnings-
tidpunkten. Vi valde att hantera det héir problemet genom att jimf6ra honungs-
bisamhéllenas tillvaxthastighet i form av vuxna bin i samhéllena Gver sdsongen,
baserat pa de upprepade bistyrkebeddmningarna.

Enligt instruktion fick lantbrukarna inte anvinda andra neonikotinoider for att
bekédmpa rapsbaggar i filten, men daremot fick de efter behov anvénda fyra andra
vixtskyddsmedel mot insekter; Avaunt (aktiv ingrediens: indoxacarb), Mavrik
(tau-fluvalinate), Plenum (pymetrozine) och Steward (indoxacarb). I tva falt, ett
kontrollfilt 2013 och ett betat filt 2014, anvdndes dock Biscaya, innehallande
neonikotinoiden tiakloprid (tabell S3). Tiakloprid har vésentligt

lagre akut toxicitet for bin dn klotianidin, imidakloprid eller tiametoxam
(Mommaerts et al. 2010, Blacquiere et al. 2012, Pisa et al. 2015) och vi testade att
utesluta det Biscayabehandlade féltet 2013 fran analyserna, vilket kvalitativt inte
paverkade effekten av insekticidbetningen pa bina (Rundlof et al. 2015).



2.3 Statistiska analyser

Den insamlade informationen har i huvudsak analyserats med linjéra statistiska
modeller, dir en beroende variabel (till exempel antal bin i ett samhélle eller
vikten hos ett humlesamhélle) relateras till en eller flera forklarande variabler
(till exempel behandlingen i varrapsfilten eller tidpunkten for matningen). I
modellerna har vi ocksa, nir sa dr lampligt, tagit med sa kallade slumpfaktorer
(random factors) for att ta hansyn till det statistiska beroende som uppstar av att
vi har provtagit flera gdnger i samma par eller filt (till exempel vdgt 6 humle-
samhdllen vid varje filt). Vi har valt statistiska tester som ar lampliga beroende
pa hur data (eller egentligen residualerna frdn modellerna) uppfyller vissa villkor,
till exempel att residualerna ar normalférdelade och att varianserna &r liknande
mellan olika nivder av den forklarande variabeln. I vissa fall har vi behévt trans-
formera data for att uppfylla villkoren. Da har vi till exempel log-transformerat
data genom att ta virdet plus ett och sedan virdets logaritm med basen 10
(loglO(x + 1)).

Resultaten fran de statistiska modellerna presenteras i form av F-, Z- eller
chi2-virden och P-virden, tillsammans med antalet provenheter (N) eller antalet
frihetsgrader (df). F-, Z- och chi2-vdrdena ar relaterade till olika sannolikhets-
fordelningar och gor att man kan hitta ett signifikansvérde (P). Vi har anvént den
vanligaste signifikansnivan (5 %) som gréns for ndr nollhypotesen kan forkastas
och den alternativa hypotesen stddjs. I den hir studien &r nollhypotesen normalt
att det inte finns ndgon skillnad i den beroende variabeln mellan kontrollfélt och
betade félt och den alternativa hypotesen dr att det finns en skillnad. Nir P-virdet
ar lagre an 0,05 forkastar vi nollhypotesen.

For att visa relationen mellan en beroende variabel (till exempel humlesamhillens
vikt) och en forklarande variabel (till exempel varrapsfiltens behandling)

kan man presentera nivan pa den beroende variabeln for de olika nivaerna pa

den forklarande variabeln eller gora figurer, dir ett medel- eller medianvérde
presenteras tillsammans med ett variansmaétt. I den hir rapporten anviander vi
medelvérdets standardavvikelse (se) eller 95-procentigt konfidensintervall (cl,

till exempel felstaplarna i de flesta figurer) som huvudsakliga variationsmatt.
Virdena i figurerna bygger antingen pa radata eller pa resultat fran de statistiska
modellerna. Vilket som har anvints star i figurtexterna.



3 Honungsbiet

3.1 Honungsbiet: material och metoder

Sambhéllen av det europeiska honungsbiet (4pis mellifera) bestar under sommaren
av tre typer av individer; en reproducerande hona, drottningen, tiotusentals
arbetsbin (sterila honor) och nagra hundratal hannar, de s.k. drénarna (Winston
1987). Arbetsbin bildas genom att de far en diet utspadd med nektar och pollen
under larvstadiet. Drottningens enda uppgift dr att ligga dgg. Nar dggen klackts
till larver matas de av unga arbetsbin med ett proteinrikt sekret, fodersaften, som
bina producerar sjdlva efter att ha konsumerat stora mangder proteinrikt pollen.
Nar bisamhaillet nar sin maximala storlek kring 40-60 000 individer, ofta runt
midsommar, vill samhillet reproducera sig, vilket sker genom fysisk delning. Ar
det fysiska utrymmet begrinsat kan svirmningen ske tidigare. Arbetsbina foder
da upp nya drottningar och samhéllet delar sig genom att ungefér hilften av
arbetsbina flyger ivig med den gamla drottningen och

etablerar en ny boplats. I det gamla bisamhéllet blir s& smaningom en ung
drottning kvar, som parar sig i luften med traktens drénare och sedan borjar lagga
dgg. Pé eftersommaren reduceras dgglidggningen och bisamhéllet gar ner 1
bistyrka. Under vintern sitter bisamhallet i ett vinterklot och forbranner insamlad
honung for att halla virmen i klotets perifera delar 6ver +7 °C och expanderar
eller reducerar klotets diameter allt efter yttertemperaturen. P& véren har ett vil
overvintrat samhélle ofta 10 000 arbetsbin eller mer, och utgoér dd en massiv
pollineringsresurs redan innan andra pollinerare finns tillgéngliga (Winston
1987).

Honungsbisamhéllen placerades ut vid varrapsfilten vid starten av blomningen
(tabell S2). Vid varje filt placerades sex samhillen 2013 och fyra samhéllen 2014.
Sambhéllen som stod vid betade falt 2013 placerades vid betade félt &ven 2014 och
motsvarande gjordes vid kontrollfilten. Samhéllen inom ett féltpar hade samma
hirstamning, men fordelades annars slumpmaéssigt mellan félten. Samhillena
skapades i maj 2013 av en professionell biodlare, med ett- och tviariga drottningar
av kénd hérstamning. Samhéllena utjdmnades for att inkludera en drottning, tva
fulla honungsramar (med bin), tva ramar med tiackt yngel (med bin), bin fran tva
ramar som skakas ner i kupan, en utbyggd ram och fem ramar med mellanviggar.
Malséttningen var att ge avldggarna en normal balans mellan yngel och vuxna bin
vid forsokets start och att avldggarna skulle vara tillrackligt starka for att Gverleva
den kommande vintern, men inte viaxa ur sin ldda under sommaren.

Honungsbisamhillenas styrka bedomdes av en trdnad observator, tillsam-
mans med en assistent, med Liebefeld-metoden (Imdorf et al. 1987, Delaplane
et al. 2013). Bedomningar gjordes fore utplacering vid varrapsfilten, vid
rapsens toppblom och vid den gemensamma dvervintringsplatsen. Under 2013
gjordes dessutom ytterligare 1-2 beddmningar vid varrapsfilten. Samhillena
overvintrades pa en gemensam plats. Under varen 2014 gjordes en ytter-
ligare bistyrkebeddmning och genomgéng av samhillena for att bedoma
vinterdverlevnad.



Under rapsens toppblom forsdgs tre samhéillen per filt med pollenfélla och minst
25 ml pollen samlades in. Vid samma tillfidlle samlades prover pa minst 50
flygbin pé flustren till samhéllena, pollen frdn fem honungsbin som flog i varraps-
filten och honungsblasor fran minst fem bin utan pollen som flog i féltet in for
kvantifiering av neonikotinoidrester.

Innan utplacering vid varrapsfilten och fore invintringen vigdes samhillena for
att berdkna honungsproduktionen. Vid samma tillfdllen togs prov pd 100 bin frin
de yttre ramarna i varje samhélle for analys av parasiter och sjukdomar. Pa de
yttre ramarna forvéntas en dominans av lite dldre bin. Provet togs pa dessa bin,
for att vid den andra provtagningen f4 med bin som har varit ute och fodosokt i
varrapsfilten. De provtagna bina anvédndes for att uppskatta forekomst (preva-
lens) och méngd (titrar) av varroakvalster (Varroa destructor) och mikrosporidier
(Nosema apis och N. ceranae) och de atta virussjukdomarna deformed wing
virus (DWYV), sacbrood virus (SBV), black queen cell virus (BQCV), chronic bee
paralysis virus (CBPV), acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee virus
(KBV), Israeli acute paralysis virus (IAPV) och slow bee paralysis virus (SBPV).

Sambhillena fick ingen extrautfodring under exponeringstiden. Daremot fick de
sockerlosning 1 samband med invintringen. I samband med den sista bistyrke-
bedomningen 2013 togs sa manga foderramar som mojligt bort och ersattes med
tomma ramar, for att efterlikna biodlarens skattning av honung. Direfter behand-
lades samhéllena med 60-procentig myrsyra for att kontrollera varroakvalstret.
Samhéllena matades sedan med 20 kg socker upplost i vatten (55-60 % socker)
per samhdlle. En ytterligare behandling med oxalsyra mot varroakvalstret genom-
fordes i borjan av december.

3.2 Honungsbiet: resultat och diskussion

3.2.1 Samhaillstillvaxt och honungsproduktion under somrarna
2013-2014

Under forsokets gang, fran forsta bistyrkebedomningen innan utplacering vid
forsoksfilten till sista bistyrkebedomningen fore invintringen 2013, svirmade
18 samhillen, 8 som stod vid kontrollfilt och 10 som stod vid betade falt. Av de
svirmade samhéllena bedomdes 12 av samhéllena som déda vid tredje och sista
fodergivan i borjan av september 2013, sex som statt vid kontrollfélt och sex
som statt vid betade falt. Under sommaren 2014 svirmade tre samhaéllen, ett vid
kontrollfalt och tvé vid betade filt. Samhéllen som svdarmade har uteslutits fran
de statistiska analyserna av antal bin, yta tackt yngel och honungsproduktion.
Dessutom utesldts 2013 ett samhille (vid ett betat félt), som forlorade sin
drottning vid transporten ut till filtet.

Vi utvdrderade antalet bin och ytan tackt yngel efter placeringen vid félten 1
relation till den initiala bistyrkan eller yngelmdngden och behandlingen i det
intilliggande varrapsfiltet. Den initiala mdngden bin och ytan yngel hade ett svagt
varde for att forutsdga miangden bin och ytan yngel efter placeringen vid varraps-
falten (tabell 1). Det fanns ingen statistisk skillnad i méngden bin eller ytan tackt
yngel mellan behandlingarna under nagot av aren (tabell 1, figur 2).



Tabell 1. Resultat av statistiska tester av antalet bin och ytan tackt yngel i relation till
bistyrka eller yngelmédngden innan utplacering vid varrapsfalten och varrapsfaltens
behandling (kontroll eller insekticidbetning) under aren 2013-2014. Se figur 2.

P P P P

2013
Initial bistyrka/yngelmangd 1,67, o4 0,20 0,13, 0,72
Behandling 0,01, , 0,94 012, 0,75

2014
Initial bistyrka/yngelméangd 0,07, ,, 0,80 0, ,, 0,74

Behandling 045, , 0,52 0,66, , 0,44
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Figur 2. Antal honungsbin (a, b) och yta (cm?) tackt yngel (c, d) per samhadlle i relation till
behandlingen (kontroll eller insekticidbetning) av varrapsfiltet efter placeringen vid falten
under aren 2013 (a, ¢) och 2014 (b, d). Figurerna bygger pa modellestimat och cirklarna
visar medelvarden och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. N = 8 falt per
behandling 2013 och N = 4 f6r kontrollfalt och 6 fér betade falt 2014. Panel a ar modifierad
fran Rundlof et al. (2015).

Da vi under sommaren 2013 kontinuerligt f6ljde samhéllena och gjorde bistyrke-
bedomningar med ungefir tva veckors mellanrum kunde vi for det aret ocksa
statistiskt utvirdera bistyrkans tillvéxt i relation till behandlingen i det intillig-
gande filtet. Det fanns ingen statistisk skillnad i bistyrkans (antal bin) tillvéaxt-
hastighet hos samhillen placerade vid betade falt jamfort med kontrollfalt under
2013 (F, , = 1,45, P = 0,27 figur 3).
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Figur 3. Den berdaknade tillvaxthastigheten hos bistyrkan (antal bin per dag) éver
sommaren 2013 i relation till behandlingen i varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning).
Figuren bygger pa modellestimat och cirklarna visar medelvarden och felstaplarna
95-procentigt konfidensintervall. N = 8 félt per behandling och tidpunkt. Bilden visar en
ram med tackt yngel i cellerna och vuxna bin.

Det fanns ingen statistisk skillnad i mdangden producerad honung under nagot av
aren mellan samhillen som hade varit placerade vid betade falt jimfort med de
som hade varit placerade vid kontrollfalt (2013: F1,7 =0,04, P=0,84; 2014: Fl’ e =
0,06, P = 0,81; figur 4).
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Figur 4. Honungsproduktion (kg per samhadlle) i relation till behandlingen i varrapsfalten
(kontroll eller insekticidbetning) dar samhallena har varit placerade under somrarna 2013-
2014. Figuren bygger pad modellestimat och cirklarna visar medelvarden och felstaplarna
95-procentigt konfidensintervall. N = 8 falt per behandling 2013 och N = 4 f&r kontrollfalt
och 6 for betade falt 2014.

3.2.2 Vinterdodlighet och bistyrka varen 2014

Totalt fanns 79 samhillen med i studien efter tredje och sista fodergivan i

borjan av september 2013, varav 41 samhillen hade stétt vid kontrollfélt och

38 samhillen vid betade félt. Vid inspektionen i borjan av april 2014 var sju
samhdllen helt doda och tre ytterligare samhéllen saknade drottning och yngel,
men hade fortfarande en del vuxna bin. Tre av de tio samhillena hade svirmat
under sommaren 2013, ett samhdlle fran kontrollfalt och tva samhallen fran
betade filt. Tre ytterligare av de tio samhaéllena hade bytt drottning utan att
sviarma (stilla drottningbyte), tvd samhéllen fran kontrollfélt och ett samhélle
frén betat félt. I ett fall av de tio drabbades bina i samhéllet av diarré och ldmnade



avforing inne 1 kupan (frén ett kontrollfilt). I de tre resterande samhéllena
forlorades drottningen under vintern fran ett av samhéllena (frén betat filt), ett
samhille bedomdes som svagt 1 borjan av december (fran betat félt) och i det sista
sambhillet dr orsaken till samhéllsforlusten okdnd (fran kontrollfalt).

De tio samhaillena riknar vi som forlorade under vintern, vilket ger en vinter-
forlust pa 12,7 %. Halften av de forlorade samhillena hade stétt vid kontrollfalt
och resten vid betade falt, vilket ger vinterforluster pa 12,2 % respektive 13,2
%. Dessa siffror kan jimforas med den totala vinterforlusten i Sverige pa 9,6 %
under vintern 2013/2014 (Kristiansen 2014a). I de ldn som var studie tickte in
har vinterforlusten varit 8,7 % (Skéne), 6,7 % (Halland) och 8,7 % (Blekinge)

av det totala antalet invintrade samhéllen under vintern 2013/2014 (Kristiansen
2014b). Vinterforlusten dr ndgot hogre i vér studie jaimfort med genomsnittet for
regionen. Det skulle kunna forklaras av att vi medvetet skapade sma samhillen i
starten av studien, for att de skulle kunna vara i en och samma kupa under hela
forsokstiden. Sméd samhéllen gjorde det ocksa enklare att registrera fordndringar i
bistyrkan.

De kvarvarande bisamhillena hade likvardig méngd bin (F, ;= 0,05, P = 0,82;
figur 5a) och yta tackt yngel (F, , = 0,03, P = 0,87; figur 5b) oavsett om de hade
statt vid betade filt eller kontrollfalt. I dessa analyser uteslots de tio samhéllen
som rdknades som forlorade under vintern. Resultaten var dock kvalitativt de
samma oavsett om de tre samhéllena utan drottning och yngel, men med bin,
inkluderades i analyserna.
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Figur 5. Antal honungsbin (a) och yta (cm?) tackt yngel (b) per samhalle under var-
beddmningen av samhallena i borjan av april 2014, i relation till behandlingen (kontroll
eller insekticidbetning) av varrapsfaltet de var placerade vid 2013. Figurerna bygger pa
modellestimat (tillbakatransformerade sddana for ytan yngel) och cirklarna visar medel-
varden och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. N = 8 falt per behandling.

3.2.3 Parasiter och sjukdomar hos honungsbina

Vi redovisar forekomst (prevalens) och médngd (titrar) av varroakvalster och
nosemasporer, fordelningen mellan de tva nosemaarterna Nosema apis och N.
ceranae och forekomst (prevalens) och méngd (titrar) av de fyra virussjukdomar-
na deformed wing virus (DWV), sacbrood virus (SBV), black queen cell virus
(BQCV) och acute bee paralysis virus (ABPV) dver de tvé aren och i relation till
behandlingen (kontroll eller betat med Elado) av varrapsféltet som samhéllena var
placerade vid. De andra fyra virussjukdomarna detekterades inte i ndgot samhaille
(Kashmir bee virus (KBV) och Israeli acute paralysis virus (IAPV)) eller i endast
ett fatal samhillen (chronic bee paralysis virus (CBPV), 1 samhille, och slow bee
paralysis virus (SBPV), 3 samhillen) 2013, s& de analyserades inte 2014.

11



Det finns ett positivt samband mellan varroakvalster och virusinfektion (Bowen-
Walker et al. 1999, Di Prisco et al. 2011, de Miranda 2012, 2013), vilket gor att
den ena variabeln maste héllas konstant for att den andra ska kunna studeras.
Honungsbisamhillena behandlades diarfor med myr- och oxalsyra for att
kontrollera varroakvalstret, si att det inte skulle finnas stora skillnader 1 kvalster-
forekomst eller médngd mellan de tva behandlingarna av varrapsfilten. Pa sa

sdtt kunde en eventuell direkt padverkan av betningsbehandlingen av félten pé
virussjukdomar hos bina studeras. Under 2013 fanns det ingen statistisk skillnad
mellan forekomsten av varroakvalster i samhillena oavsett behandling och det
fanns ingen interaktion mellan behandling och provtagningstidpunkt (tabell 2;
figur 6a). Daremot var férekomsten av varroakvalster hdgre pa hosten &n pa varen
(tabell 2; figur 6a). Antalet varroakvalster 2013 visade pa ett liknande mdnster
som forekomsten, med likvardiga nivder oavsett behandling, ingen interaktion
mellan behandling och provtagningstidpunkt och fler kvalster pa hosten dn pa
varen (tabell 2; figur 6¢). Under 2014 var forekomsten hog, oavsett behandling
eller provtagningstidpunkt (figur 6b), och ingen skillnad mellan behandlingarna
var detekterbar (tabell 2; figur 6b). For antalet varroakvalster fanns det under
2014 en icke-signifikant tendens till en interaktion mellan behandling och
provtagningstidpunkt (tabell 2; figur 6d). Vid det forsta provtagningstillfillet,
innan utplacering vid vérrapsfélten, fanns det likvdrdiga nivder av varroakvalster
oavsett behandling (F, ;= 0,30, P = 0,60). Vid det andra provtagningstillfallet,
efter placeringen vid varrapsfilten, fanns det diremot en tendens till fler varro-
akvalster vid kontrollfalt jamf6rt med vid betade falt (F, = 4,93, P = 0,057).
Oavsett varrapsfiltens behandling fanns det fler varroakvalster vid den andra
provtagningen jamfort med vid den forsta (kontroll F, = 56,36, P < 0,0010; betat
F (= 35,11, P < 0,0010). Tendensen till fler varroakvalster vid kontrollfalt skulle
kunna innebira att varroakvalstren pdverkas negativt av insekticidbetningen,
men for en fullstdndig utvdrdering av hur betningen paverkar kvalstren krévs ett
forsoksuppldgg avsett att klarldgga sadana samband. Avsikten med att provta for
varroakvalster har varit att sdkerstélla om angreppsnivan av varroakvalster varit
sd stor att man kunnat forvinta sig métbara effekter pa virusinfektioner, pa grund
av hog angreppsniva av kvalster, vilket inte varit fallet. Om varroakvalstrets
populationsdynamik paverkas av att bisamhéllen utsitts for oljevaxter dar utsadet
betats med klotianidin bor bisamhillen med hdogre angreppsgrad och storre
provmédngder bin anvindas. Replikeringen av fiélt ar betydligt lagre 2014 &n 2013,
vilket gor att resultaten frén det andra aret 4r mer osékra.



Tabell 2. Resultat av statistiska tester av forekomst (prevalens) och mangd (antal kvalster)
av varroakvalstret i honungsbisamhallen i relation till behandlingen (kontroll eller
insekticidbetning) av varrapsfaltet som samhallena var placerade vid och tidpunkten (fore
eller efter placeringen vid falten) fér provtagningen under aren 2013-2014. For prevalens
2014 anvandes Friedmans ickeparametriska test, eftersom datas residualer har inte
uppfyllde antagandena for den linjara modellen. Se figur 6.

Prevalens Antal kvalster/100 bin
E d/chi2 P Fi P

2013

Behandling 0,38, 0,56 0,05, 0,83

Tidpunkt 1,18, ., 0,0048 16,78, , 0,0011
Behandling x tidpunkt 1,20, ,, 0,29 3,10, ., 0,10

2014

Behandling 1,14 0,29 030, , 0,60
Tidpunkt 9144, , <0,0010
Behandling x tidpunkt 4,27 . 0,073
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Figur 6. (a, b) Andel samhéllen med férekomst av varroakvalstret (Varroa destructor) och (c,
d) antal varroakvalster (logaritmiskt transformerat med 10 som bas, log10(x + 1)) per 100
bin i relation till behandlingen av varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning) som
samhadllena var placerade vid och tidpunkten fér provtagningen (fére (6ppna cirklar) eller
efter (fyllda cirklar) placeringen vid félten) under dren 2013-2014. Figuren bygger pa rddata
och cirklarna visar medelvarden per samhalle och félt och felstaplarna 95-procentigt
konfidensintervall. N = 8 félt per behandling 2013 och N = 4 f&ér kontrollfalt och 6 for betade
falt 2014.



Vid likvirdiga nivéder av varroakvalster i samhéllena vid badda behandlingarna
av rapsfilten kan vi jdimfora hur var behandling av varrapsfiltet paverkar mikro-
sporidier (nosema) och virusinfektioner hos honungsbina utan att det finns en
samvariation mellan varroakvalstret och behandlingen. Eftersom det 2014 fanns
en indikation p4 att betningen skulle kunna paverka varroakvalstret negativt, ar
det bra att ha det i atanke nér resultaten for mikrosporidier och virus granskas.

Forekomsten av nosema 2013 var likvéirdig mellan behandlingarna (tabell 3;

figur 7). For bade forekomsten och miangden sporer 2014 och méngden sporer
2013 fanns ingen pavisbar skillnad mellan behandlingarna och ingen interaktion
mellan behandling och provtagningstidpunkt (tabell 3; figur 7). Daremot var det
hogre forekomst och miangd sporer vid den forsta provtagningen jaimfort med
den andra provtagningen (tabell 3; figur 7). Av de tva arterna var N. ceranae
vanligare i forsoket &n N. apis (andel N. ceranae DNA 81,1 £ 3,1 % (medel +

se)), oavsett varrapsfiltets behandling (kontroll 80,9 + 4,1 %, betat 81,3 + 4,8 %).
Neonikotinoiden imidakloprid har i en tidigare studie kopplats till 6kad nosemain-
fektion hos enskilda honungsbin (Pettis et al. 2012) och i en annan studie har
nosemainfektion kopplats till exponering for svampbekdmpningsmedel (Pettis et
al. 2013). Vi fann inte motsvarande paverkan pa nosemainfektion hos honungs-
bisamhillen av var behandling med klotianidin. Det finns en positiv samvariation
mellan andel infekterade bin och sporer per bi nér det géller V. apis (Fries et al.
1984) och motsvarande forhdllande kan antas gélla &ven for N. ceranae. Péverkan
péa samhillen fran nosemainfektion beror pa hur stor andel av de vuxna bina

som dr infekterade (de Miranda 2014), vilket vi inte kan se utifran vara analyser.
Diremot ser vi att nivan av nosemainfektion i var studie dr 1ag till moderat och
sannolikt haft liten paverkan pd bisamhillenas kondition och utveckling.

Tabell 3. Resultat av statistiska tester av férekomst (prevalens) och mangd (antal sporer) av
nosema-mikrosporidier (Nosema apis och N. ceranae) i honungsbisamhallen i relation till
behandlingen av varrapsfaltet (kontroll eller insekticidbetning) som samhallena var
placerade vid och tidpunkten for provtagningen (fore eller efter placeringen vid félten)
under aren 2013-2014. For prevalens 2013 anvandes Friedmans ickeparametriska test,
eftersom analysens residualer har inte uppfyllde antagandena fér den linjara modellen. Se
figur 7.

2013

Behandling 1,80 0,18 1,87, 0,21
Tidpunkt 171,06, ., <0,0010
Behandling x tidpunkt 0,03, ., 0,87
2014

Behandling <0,01, , 0,96 0,01, 0,95
Tidpunkt 12,04, , 0,0085 20,01, , 0,0021
Behandling x tidpunkt 0,05 , 0,82 0,02, , 0,88
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Figur 7. (a, b) Andel samhallen med férekomst av nosema-mikrosporidier (Nosema apis och
N. ceranae) och (c, d) antal nosemasporer (log10(x + 1)-transformerat) per bi i relation till
behandlingen av varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning) som samhéllena var
placerade vid och tidpunkten for provtagningen (fore (6ppna cirklar) eller efter (fyllda
cirklar) placeringen vid falten) under aren 2013-2014. Figuren bygger pa radata och
cirklarna visar medelvarden per samhalle och falt och felstaplarna 95-procentigt konfidens-
intervall. N = 8 falt per behandling 2013 och N = 4 for kontrollfalt och 6 for betade falt 2014.

Béde forekomst och infektionsgrad av virussjukdomar i var studie motsvarar i
stort de forviantade for honungsbisamhéllen i sodra Sverige (de Miranda 2014).
DWYV ir starkt knutet till varroainfektion, eftersom varroakvalstret dr en vektor
for viruset (de Miranda & Genersch 2010). DW V-infektionen okar gradvis med
okande varroaangrepp (jamfor figur 6 och tabell 4). Férekomsten av SBV och
BQCYV var konstant hog genom hela forsoket (tabell 4). ABPV dr ganska ovanligt
1 Sverige och hittas generellt bara i sodra Sverige (de Miranda 2014). Férekomsten
var lag 2013, men 6kade markant 2014 (tabell 4).



Tabell 4. Forekomst av fyra virus; deformed wing virus (DWV), sacbrood virus (SBV), black
queen cell virus (BQCV) och acute bee paralysis virus (ABPV) i provtagna honungs-
bisamhallen, uppdelat pa behandlingen av varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning)
som samhadllena var placerade vid och tidpunkten for provtagningen (fore eller efter
placeringen vid falten) under aren 2013-2014. Ett prov motsvarar ett honungsbisamhalle.

2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014

DWV 3 2 1 3 20 15 3 23
SBV 48 16 46 24 44 14 46 20
BQCV 48 16 47 24 48 16 47 22
ABPV 0 1 0 18 8 9 1 15
Totalt antal prover 48 16 47 24 48 16 47 24

Under 2013 fanns det en interaktion mellan behandling och provtagningstidpunkt
for infektionsgraden (méingd virus-RNA) av DWV (tabell 5). Vid det forsta
provtagningstillféllet skilde sig inte infektionsgrad mellan de tvd behandlingarna
(Fl’ = 0,24, P =0,63), men vid det andra tillféllet var infektionsgraden hogre i
samhéllen vid kontrollfalt jimf6rt med samhéllen vid betade falt (F, |, = 17,42,

P <0,0010) (figur 8a). P4 motsvarande sitt var infektionsgraden vid kontrollfélt
hogre vid andra provtagningstillfallet jamfért med det forsta (F, |, = 18,28, P <
0,0010; figur 8a). For betade félt fanns ingen skillnad i infektionsgrad mellan de
tva provtagningstillfallena (F, |, = 0,35, P = 0,56; figur 8a). Dessa skillnader
beror till storsta delen pa att fler samhéllen var infekterade snarare én att
infektionsnivan i infekterade samhéllen var hégre (tabell 4; Goss 2014). Under
2014 skilde sig inte infektionsgraden av DWV mellan de tva behandlingarna och
det fanns ingen interaktion mellan behandling och provtagningstidpunkt (tabell
5; figur 8b). Déaremot var infektionsgraden hogre vid andra provtagningstillféllet
jamfort med forsta provtagningstillfillet (tabell 5; figur 8b). En jaimforelse mellan
figur 6 och figur 8a-b verkar bekréifta en samvariation mellan varroakvalstret och
DW V-infektion.

Infektionsgraden av SBV och ABPV var likvirdig mellan behandlingarna och
provtagningstidpunkterna och det fanns ingen interaktion mellan behandling och
provtagningstidpunkt (tabell 5; figur 8c-d, g-h).

Under 2013 var infektionsgraden av BQCV likvirdig mellan behandlingarna och
det fanns ingen interaktion mellan behandling och provtagningstidpunkt (tabell 5;
figur 8e). Diaremot var infektionsgraden hogre vid forsta provtagningstidpunkten
jamfort med andra provtagningstidpunkten (tabell 5; figur 8¢). Under 2014 fanns
det en tendens till en interaktion mellan behandling och provtagningstidpunkt
for infektionsgraden av BQCYV (tabell 5). Vid det forsta provtagningstillfillet var
infektionsgraden likvérdig mellan de tva behandlingarna (F, ;= 0,48, P =0,51),
men vid det andra tillfdllet var infektionsgraden ldgre i samhillen vid betade

félt jamfort med samhéllen vid kontrollfalt (F1, o = 0,23, P =0,037) (figur 8f). For
kontrollfilt var det ingen skillnad i infektionsgrad mellan de tvé provtagnings-
tillfallena (F, (= 0,02, P = 0,87; figur &f). Vid betade falt var infektions-

graden ligre vid det andra provtagningstillfillet, jimfort med vid det forsta
provtagningstillfallet (F, .= 11,29, P = 0,0099; figur 8f).



Tabell 5. Resultat av statistiska tester av mangd virus-RNA (log10(x + 1)-transformerat) per
honungsbi (Apis mellifera) for fyra virus; deformed wing virus (DWV), sacbrood virus (SBV),
black queen cell virus (BQCV) och acute bee paralysis virus (ABPV) i relation till
behandlingen av varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning) som samhallena var
placerade vid och tidpunkten for provtagningen (fore eller efter placeringen vid falten)
under aren 2013-2014. Se figur 8. Fér ABPV 2013 och SBV 2014 anvandes Friedmans
ickeparametriska test, eftersom residualerna har inte uppfyllde antagandena for de linjara
modellerna.

Behandling Tidpunkt Behandling* tidpunkt

F,/chi2 Fo P
2013
DWV 10,86, , 0,013 1,84, ., 0,0040 6,79, 14 0,021
SBV 0,08, 0,78 028, , 0,60 0,60, ., 0,45
BQCV 116, 0,32 2,79, ., <0,0010 0,01, ,, 094
ABPV 1,38 0,24
2014
DWV 0,02, 0,88 142,12, <0,0010 001, 093
SBV 0,09 0,76
BQCV 1,63, 0,24 398 0,081 5,09, 0,054
ABPV 0,02, , 0,88 2,96, , 0,12 012, 0,74
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Figur 8. Mangd virus-RNA (log10(x + 1)-transformerat) per honungsbi (Apis mellifera) for
fyra virus; (a, b) deformed wing virus (DWV), (c, d) sacbrood virus (SBV), (e, f) black queen
cell virus (BQCV) och (g, h) acute bee paralysis virus (ABPV) i relation till behandlingen av
varrapsfalten (kontroll eller insekticidbetning) som samhallena var placerade vid och
tidpunkten for provtagningen (fore (6ppna cirklar) eller efter (fyllda cirklar) placeringen vid
falten) under aren 2013-2014. Figuren bygger pa radata och cirklarna visar medelvarden
per samhalle och falt och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. N = 8 fdlt per
behandling 2013 och N = 4 for kontrollfalt och 6 for betade félt 2014.



I den hir studien anvédndes forekomst (prevalens) och infektionsgrad (titrar) av
parasiter och sjukdomar som ett indirekt matt pd honungsbinas hélsa. Inga resultat
frin parasit- och sjukdomsanalyserna i den hér studien tyder pa att honungsbinas
hélsa pdverkas negativt av att deras samhéllen placeras vid varraps betad med
klotianidin, atminstone inte nir varroakvalstret kontrolleras. Vi kan inte avfarda
att en paverkan pa patogener i bisamhillen kan féorekomma fran exponering i falt
av klotianidin. Men om sddan paverkan finns dr den inte tillrickligt stor for att bli
synlig i det genomforda forsoket.



4 Den morka jordhumlan

4.1 Jordhumlan: material och metoder

Sex kommersiellt uppfodda jordhumlesamhéllen (Bombus terrestris; Natupol

N, Koppert Biological Systems) placerades vid varje varrapsfilt i borjan av
blomningen 2013 och 2014 (tabell S2). Vid den hér tidpunkten var samhéllena
ungefir tio veckor gamla och skulle innehélla en drottning, ungefar 50 arbetare
och yngel i olika stadier. Tillgdng till den medfdljande sockerlosningen hindrades
under 2013 genom att sdtta pa ett plastlock och samhéllena matades inte artificiellt
under forsokets gang. Under 2014 medforde en miss i kommunikationen inom
projektet att tillgdngen till sockerlosningen inte hindrades helt, vilket gjorde att
den utnyttjades av humlorna. Vi har dirfor valt att inte anvdnda data insamlade
frdn humlesamhillena 2014, eftersom vi inte vet i vilken grad humlorna har
nyttjat sockerlosning och 1 vilken grad de har fodosokt frin vérrapsfiltet och
didrmed exponerats for klotianidinet i varrapsens nektar.

Jordhumlan &r precis som honungsbiet en social insekt, som lever i samhillen
med en drottning och manga arbetare. Till skillnad fran honungsbiets flerariga
samhillen, med flera tusentals arbetare per samhille, bygger humlor upp ettiriga
samhéllen med arbetare som kan riknas i tiotal eller hundratal per samhélle.
Humlesamhiéllena forvéntas tillvixa i arbetarstyrka och sedan overga till att
producera nya drottningar och hanar, vilket gor att samhallstillvixten forst

Okar och sedan minskar (Whitehorn et al. 2012). Humlesamhillenas tillvaxt
overvakades genom végning. Samhillena vigdes innan utplacering vid véarraps-
falten och dérefter med ungefir tva veckors mellanrum.

Humlor &r, liksom bade honungsbin och det roda murarbiet, “central place
foragers”. Det betyder att de utgar fran och ska komma tillbaka till sitt centrala
bo nir de flyger ut for att samla in pollen och nektar for att mata sina larver med
och for att ita sjdlva. Sjdlva flygturen innebar en kostnad i energi och flygtid

for humlan, men om den hittar niringsrik foda av bra kvalité innebdr fodosoks-
turen en nettovinst for samhiéllet (Jha & Kremen 2013, Olsson & Bolin 2014).
RFID-teknik (Radio Frequency Indentification) anvindes for att registrera den
tid humlorna la pa att fodosoka. Tekniken bygger pa mycket sma passiva trans-
pondrar med unika id-nummer, som kan registreras av antenner ndr transpondern
kommer inom antennens rackvidd. Informationen lagras sedan pa en datavérd,
som antennen ar kopplad till. Vi satte upp tunnlar med tva antenner fastsatta vid
in- och utgangen till ett humlesamhille per filt. Genom att anvinda tva antenner
kan vi avgdra om humlan dr pd vég ut eller in 1 samhéllet.
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Den viinstra bilden visar en transponder tillsammans med en tandpetare och den hégra bilden visar tunneln
med tva antenner, som sitter monterade pa in- och utgdngen till ett humlesamhdille.

Vid forsta observation av nya drottningar i ndgot av de 12 samhillen som stod
placerade vid falten inom ett par avslutades forsoket genom att samhéllena
samlades in och frystes ner (-20 °C). Det skedde mellan 7 juli och 5 augusti
2013, 23-38 dagar efter utplacering vid félten, och mellan 29 juli och 6 augusti
2014, 42 dagar efter utplacering. Vid de tidsmissigt asynkrona félten 2013
samlades samhaéllena in pé olika datum, for att tillita samma antal dagar fran
utplaceringsdatumet.

Humlesamhéllen maste varje ar producera nya drottningar och hanar, for att
Overleva, eftersom deras samhadllen dr ettdriga. Det dr endast de nya drottningarna
som overlever vintern och lagger grunden for nésta ars humlepopulation. I fyra
samhillen per filt raknades antalet kokonger med drottningar och arbetare/
hanar, for att ge en uppskattning av reproduktionsframgéngen. Dessutom vigdes
kokonger, larver och bostrukturen och antalet celler som anvéndes for lagring av
nektar och pollen raknades.

4.2 Jordhumlan: resultat och diskussion

4.2.1 Samhallstillvaxt

Placeringen vid betade filt hade en negativ paverkan pa humlesamhillenas
tillvaxt, jaimfort med placeringen vid kontrollflt (tabell 6, figur 9). Humle-
samhdllen vid kontrollfdlt hade en stark bade linjar och icke-linjér tillvixt dver
tiden (dag: F = 129,10, P < 0,0010, dag x dag: F = 114,70, P < 0,0010; figur
9). Vid betade filt hade samhéllena en mycket svagare tillvixt, om ens nagon

(dag: F1, = 0,92, P=0,35, dag x dag: Fl, .= 10,78, P = 0,0055; figur 9).
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Tabell 6. Tillvaxtmodell fér jordhumlesamhallena, som anvandes for att testa hur sam-
hallenas viktférandring paverkades av varrapsféltens behandling (kontroll eller insekticid-
betning) fran utplaceringsdagen (dag = 0) och fram till terminering.

01--f5# §§§§

-250 -

Intercept -51,07
Behandling -434,27 5141, <0,0010
Dag 0,23 144,31, ,, <0,0010
Dag x behandling 72,50 143,00, ,, <0,0010
Dag x dag 0,08 102,52, , <0,0010
Dag x dag x behandling -1,40 130,62, ,, <0,0010
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Figur 9. Jordhumlesamhallenas tillvaxt over tiden fran utplacering vid varrapsfalten

(dag = 0) och fram till terminering, i relation till varrapsfaltens behandling (kontroll eller
insekticidbetning). Cirklarna visar medelvarden for de sex samhallena vid varje félt och
vagningstillfélle och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. Tva samhallen vid olika
falt (ett kontrollfdlt och ett betat falt) vdgdes inte vid ett tillflle, vilket ger ett medelvdrde
baserat pa fem samhéllen vid de félten och vdgningstillféllena. Den streckade linjen
indikerar utebliven tillvaxt i relation till initial samhallsvikt. Figuren &r modifierad fran
RundIof et al. (2015).

Variabler som ingér i en signifikant interaktion, som behandling som inter-
agerar med dag x dag (tabell 6), ska tolkas med forsiktighet. Darfor har vi ocksa
jamfort tillvaxthastigheten hos humlesamhéllen vid kontrollfilt och betade

falt under deras forvantade positiva tillvdxtfas. Vi fann att trots en jimforbar
initial samhallsvikt (FL ;= 0,99, P =0,35; figur 10a), sd var tillvixthastigheten i
humlesamhaillena vid betade félt betydligt lagre @n i samhaéllen vid kontrollfélt
(Fl’ , = 115,80, P < 0,0010; figur 10b). Pdverkan pa samhillstillvixten kan bero
pa bland annat att de fodosokande humlornas vilja eller forméga att samla in
pollen forsdmras eller att det finns farre amhumlor som kan ta hand om ynglet
(Mommaerts et al. 2010, Gill et al. 2012, Feltham et al. 2014, Gill & Raine 2014).
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Figur 10. (a) Jordhumlesamhallenas initiala vikt (g) just innan utplacering vid varrapsfalten
och (b) tillvaxthastigheten (gram per dag) under sommaren 2013 i relation till varraps-
faltens behandling (kontroll eller insekticidbetning). Figurerna bygger pa modellestimat
och cirklarna visar medelvarden och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. Den
streckade linjen i panel b indikerar utebliven tillvéxt i relation till initial samhallsvikt. N =8
falt per behandling.

4.2.2 Fodosokstid

Vi hade en hel del tekniska problem med RFID-utrustningen, vilket dr bra

att ha 1 dtanke nir man granskar resultaten for den delen av undersékningen.
Fodosoksovervakningen gjordes baserat pa ett schema dér information skulle
samlas in samtidigt frin félt inom par. P4 grund av de stora avstinden mellan
rapsfélten var det en stor utmaning att hinna fdnga humlor, limma pé trans-
pondrar och flytta utrustningen mellan de olika faltparen. Under den halva dag
per filt inom par, som var avsatt for att finga humlor och limma transpondrar
pa deras ryggar, var det svart att fa ihop de 6nskade tio humlorna per filt.
Fodosoksstudien inkluderade de sex féltparen med fenologiskt synkron raps
och information samlades in under tvd omgéngar. Under omgéng ett limmades
transpondrar pa 67 humlor (4-6 humlor per filt) och under omgéng tva limmade
vi transpondrar pa 68 humlor (6-9 humlor per falt, utom 1 ett fall d& endast tre
humlor fick en transponder). Dessutom hade vi problem med att en av de tva
enheterna som lagrar information om vilka transpondrar som passerar igenom
antennerna inte alltid fungerade som den skulle utan slutade lagra information
efter 28 kB, vilket som mest motsvarar ett par fodosoksturer.

Data vi anvdnde for att undersoka om fodosokstiden paverkades av behandlingen
inkluderade fodosokande humlor som varit ute lingre &n fem minuter och gjort
minst tre fodosoksrundor, for att utesluta humlor som inte fodosokte utan

istéllet t.ex. var ute pa en forsta orienteringstur eller transporterade bort avfall
frén boet. I det slutgiltiga datasetet fanns det fodosdksinformation registrerad fran
fem filtpar, med totalt atta humlor under omgéng ett (1-3 humlor per félt) och 18
humlor under omgang tva (1-5 humlor per filt). Det betyder att materialet inklu-
derar vildigt fa humlor. Av de registrerade humlorna under omgang ett fanns
fyra vid betade félt och fyra vid kontrollfdlt. Under omgang tva var motsvarande
siffra for betade félt sex och kontrollfilt 12. Varje registrerad humla genomforde
mellan tre och 52 fodosdksrundor, med ett genomsnitt pa 14,6 = 4,5 (medel +

se) fodosoksrundor per humla. Den genomsnittliga fodosokstiden var 48,5 £ 9,9
minuter per fodosoksrunda.
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Det fanns en tendens till att humlorna hade lingre genomsnittlig fodosokstid

vid kontrollfilt jimfort med betade filt (F, ,= 15,59, P = 0,059; figur 11). Om all
data inkluderades och en viktning av antalet fodosoksturer som en humla gjorde
inkluderades i modellen visade resultaten pé langre genomsnittlig fodosokstid
vid kontrollfdlt jimfort med betade falt (F, ;= 6,69, P = 0,028). Det gér delvis mot
den tidigare studie, dir man registrerade ldngre fodosokstider for humlor som
hade exponerats for en pyretroid och ingen skillnad i fédosokstid mellan kontroll
och exponering for neonikotinoiden imidakloprid (Gill & Raine 2014). Daremot
okade fodosokstiden med tiden for alla behandlingarna. I samma studie fann man
att humlor som exponerats for neonikotinoiden samlade in mindre pollen (Gill &
Raine 2014). Eftersom vara resultat baserar sig pa sa fa observerade humlor och
det finns fé andra studier att jamfora med, &r det svart att dra generella slutsatser
om hur exponering for neonikotinioder under filtférhéllanden paverkar humlors
fodosokstider.
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Figur 11. Fodosokstid (minuter) per fodosoksrunda i relation till varrapsfaltets behandling
(kontroll eller betat med Elado). Figuren bygger pa modellestimat och cirklarna visar medel-
varden och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall. N = 5 félt per behandling. Bilden
visar en jordhumla med en transponder pa ryggen.

4.2.3 Reproduktion

Nar vi i slutet av vart experiment gick igenom humlesamhéllena kunde vi
konstatera att det hade producerats firre drottningkokonger (F, =778,

P =0,027) och férre han-/arbetarkokonger (F], .= 8,09, P=0,025) i samhillen
som statt vid betade falt jamfort med samhéllen som statt vid kontrollfélt (tabell
7, figur 12). Den reducerade reproduktionsframgéingen &r i linje med tidigare
fynd av en 85-procentig minskning i drottningproduktion nar humlesamhillen
matats med laga doser av neonikotinoiden imidakloprid och sedan fatt fodosoka
i ett verkligt jordbrukslandskap (Whitehorn et al. 2012). Produktionen av nya
drottningar dr nddvindig for samhillets fortlevnad, eftersom det endast édr de nya
drottningarna som dvervintrar och bildar grunden for nésta ars humlepopulation.
Aven vikten av kokongerna och bostrukturens vikt var ligre vid betade filt
jamfort med kontrollfdlt (tabell 7). Daremot fanns det ingen statistisk skillnad i
larvernas vikt eller antalet nektar- eller pollenceller mellan behandlingarna
(tabell 7).
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Figur 12. Antal drottningkokonger (Q) och kokonger med arbetare/hanar (W/M) i relation
till varrapsfaltets behandling (kontroll eller insekticidbetning). Figuren bygger pd modell-
estimat och cirklarna visar medelvarden och felstaplarna 95-procentigt konfidensintervall.
N = 8 falt per behandling. Bilden visar nekar-/pollen-, &gg- och larvceller och kokonger i
olika stadier av utveckling i ett humlesambhille. Figuren dr modifierad fran RundlI6f et al.
(2015).

Tabell 7. Resultat av statistiska test av skillnaden i antal drottningkokonger, kokonger med
arbetare eller hanar, totala vikten kokonger, larver och bostrukturen, samt antalet nektar-
och pollenceller i humlesamhallen i relation till behandlingen (kontroll eller insekticid-
betning) i varrapsfaltet som de har varit placerade vid under sommaren 2013.

Kontroll Betat
(medel + se) (medel + se)

Antal drottningkokonger 0,027 70,0+ 12,3 20,6 £8,3
Antal kokonger med arbetare/hanar 8,091,7 0,025 241,0£ 29,8 142,0 £ 29,8
Kokongernas vikt (g) 14,77, , 0,0061 172,0+ 32,3 54,0+ 18,7
Larvernas vikt (g) 0,151’7 0,71 15,5+6,0 13,6 £5,7
Bostrukturens vikt (g) 12,341’7 0,0098 261,0 + 24,7 139,4 £ 24,7
Antal nektarceller 2,43, 0,16 59,4 £ 23,7 23,5+10,4
Antal pollenceller 0,60, , 0,46 55%2,] 36+14

4.2.4 Humlesamhallen 2014

Studier av humlesamhillena 2014 avbrots, eftersom samhéllen vid alla falt utom
tva (ett betat och ett kontrollflt; tabell 8) definitivt har haft tillgang till socker-
16sning, pd grund av en felaktig tillslutning av behéllaren. Det gor att vi inte kan
sakerstidlla att samhéllena har utnyttjat varrapsen for att samla nektar och vi vet
dérfor inte 1 vilken grad humlorna har exponerats for klotianidin. Vi verifierade
tillgangen pa sockerlosning genom att vid forsokets slut inspektera samhéllena,
viga pasen med sockerlosning och gradera tillgdngen till sockerlosningen 1
skalan 0-2, dar 0 = ingen tillgang till sockerldsningen, 1 = sannolik tillgang och
2 = definitiv tillgdng. Alla 66 samhillen graderades, men endast 34 av pdsarna
med sockerlosning kunde végas (tabell 8), eftersom nagra hade gétt sonder eller
sd satt pasen fast 1 ytterkartongen. Tillgdngen pa sockerlosning graderades pé
samhdllsniva och summerades pa filtniva. Tillgdngen pa filtniva baserades pa
beddmningen av samtliga samhéllen vid ett falt. Om nigot samhaille vid féltet
haft tillgéng till sockerlosning, bedomdes alla samhéllen ha kunnat komma &t
sockerlosning. Vid samtliga félt hade samhillena sannolikt eller definitivt haft
tillgang till sockerldsning (tabell 8).
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Tabell 8. Antal humlesamhallen utan tillgang (0), sannolik tillgang (1) och definitiv tillgéng
(2) till sockerldsning i okdnd omfattning under férsdkets gang, antal av samhallen dar
sockerlosningspasen kunde vagas och vikten hos sockerlésningspasen. Tillgangen pa
sockerlosning graderades pa samhallsniva och summerades sedan pa faltniva.

N vdagda Vikt socker (g)
samhallen (medel £ se)

Samhallsniva (N = antal samhallen)

Kontroll

Ej tillgang (0) 6 2 1997 + 93
Sannolik tillgéng (1) 1 7 1533 + 132
Definitiv tillgang (2) 13 3 1378 £ 37
Betat

Ej tillgéng (0) 10 9 2050 + 32
Sannolik tillgang (1) 12 10 1449 + 121
Definitiv tillgang (2) 14 3 1491 + 181
Faltniva (N = antal falt)

Kontroll

Ej tillgang (0) 0

Sannolik tillgang (1) 1

Definitiv tillgang (2) 4

Betat

Ej tillgang (0) 0

Sannolik tillgéng (1) 1

Definitiv tillgédng (2) 5




5 Detroda murarbiet

5.1 Murarbiet: material och metoder

Det r6da murarbiet (Osmia bicornis) ar till skillnad fran honungsbin och
jordhumlor inte socialt, utan lever ensamt och kallas déarfor for solitdrbin. Nér
overvintrade roda murarbin kryper ur sina kokonger pa varen flyger de forst iviag
for att para sig (Raw 1972). Dérefter borjar honan bygga celler i rorformiga hal,
girna i samma hal som hon sjélv krop ut fran (Torchio 1984, Bosch & Kemp
2002). I cellerna lagger hon en klump med insamlat pollen uppbl6tt med nektar
och pa den ett 4gg (Raw 1972).

Den viinstra bilden visar réda murarbin pa vég ur sina kokonger och den hégra bilden visar en
stolpe med papproér, dér honorna kan bygga nya larvceller, i en plastbehdllare framfér ett av
varrapsfdlten.

Tre boplatser, som var och en inneholl 29 pappersror med en inre diameter pa 6
mm, monterades pa stolpar som placerades vid varrapsfélten ungefér en vecka
innan det senaste féltet inom ett faltpar berdknades borja blomma (tabell S2).
Varje boplats inneholl nio kokonger med réda murarbin, fyra honor och fem
hanar, med totalt 27 kokonger vid varje falt (12 honor och 15 hanar). Papproren
samlades in 36-43 dagar efter att kokongerna placerades ut. Boaktivitet bestimdes
genom att rdkna antalet ror med larvceller och antalet larvceller. Proportionen av
urkrupna kokonger berdknades genom att rdkna antalet 6ppna kokonger.

Resultaten som presenteras for det roda murarbiet var en del av ett examensarbete
(Yourstone 2014). Ytterligare ett examensarbete pa solitdrbin genomfordes 2014,
men materialet dr fortfarande under bearbetning.

5.2 Murarbiet: resultat och diskussion

En storre andel av hanarna, jamf6rt med honorna, krop ur sina kokonger

(Fl, »= 14,97, P = 0,0017; figur 13a). Daremot var det lika stor andel av murarbina
som krép ur sina kokonger oberoende av behandling (F, ,= 0,71, P = 0,43) och det
fanns ingen interaktion mellan kon och behandling (F, ,= 0,01, P = 0,94) (figur
13a).

1,14
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Figur 13. (a) Andelen urkrupna kokonger for honor (12 per falt) och hanar (15 per falt) av
det roda murarbiet och (b) antal rér med larvceller i relation till behandlingen (kontroll eller
insekticidbetning) i varrapsfaltet som de har varit placerade vid under sommaren 2013.
Vérdena i panel a bygger pa modellestimat och cirklarna visar medelvarden och fel-
staplarna 95-procentigt konfidensintervall. | panel b indikerar den horisontella linjen i
boxen medianvardet, diamanten indikerar medelvardet och boxen och felstaplarna visar
25-75 percentilen respektive minimum- och maximumvarden. N = 8 falt per behandling.
Figuren ar modifierad fran Rundlof et al. (2015).

Vid sex av de atta kontrollfélten borjade murarbihonorna att bygga larvceller i 1-9
ror av de tillgdngliga 87 réren som fanns vid varje félt. Honorna byggde i genom-
snitt 3,5 + 0,3 (medel + se) larvceller per ror. Som kontrast borjade ingen av de
totalt 96 honor som sldpptes ut vid de betade félten att bygga larvceller i de ror

vi placerade ut. Det betyder att det fanns en skillnad i antalet r6r med larvceller
mellan kontrollfilt och betade filt (Z = 2,84, P = 0,0045; figur 13b). De roda
murarbin som byggde larvceller 1 vira boplatser dr sannolikt de bin vi placerade
ut, eftersom varrapsens blomningstid ar i slutet av artens aktivitetsperiod i sodra
Sverige (se bilaga 1).

Honungsbin som har utsatts for ldga doser av neonikotinoiden tiametoxam har
reducerad formaga att hitta hem till sitt samhélle efter en fodosdksrunda om man
Jjamfor med bin som inte har exponerats (Henry et al. 2012). En sddan minskad
formaga att hitta hem har foreslagits ha storre konsekvenser for populationer av
solitirbin, jamfort med honungsbin, efter honungsbisamhillen kan dverleva trots
att de forlorar en del av sin arbetarstyrka (Henry et al. 2012). Vi vet inte orsaken
till varfor véra roda murarbin inte lyckades atervinda eller undvek de boplatser vi
placerade ut vid de betade félten, men en forklaring skulle kunna vara minskad
formaga att navigera.

Det finns mycket fa studier som fokuserar pa hur neonikotinoider paverkar
solitdrbin och det saknas helt studier dir solitdrbin exponerats genom véxter
som odlats fran fron betade med neonikotinoider. I en burstudie har 6verlevnad
och reproduktionsframgéng hos det rdda murarbiet undersokts, efter att bina har
erbjudits sockerlosningar innehallande 2,87 ng/g av tiametoxam och 0,45 ng/g
av klotianidin eller en oférorenad kontrollsockerlosning (Sandrock et al. 2014).
Ingen skillnad i honornas dverlevnad kunde ses mellan behandling och kontroll.
Diremot gjorde honorna firre bon och larveeller i den behandlade buren jamfort
med kontrollburen. Aven larvdodligheten var hdgre i den behandlade buren. Det
ar dock svart att sdga hur generella resultaten frdn den hér studien &r, eftersom
endast en bur per behandling inkluderades och det finns darfor ingen replikering
i studien. Eftersom inga larvceller byggdes i boplatserna vid insekticidbetade
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falt 1 var studie, kan vi inte dra ndgra slutsatser om hur betning med klotianidin
paverkar reproduktionsformégan utifran var studie.
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6 Binas exponering

6.1 Exponering: material och metoder

Vi utvdrderade binas exponering for klotianidin genom att kvantifiera 1 hur hog
grad de nyttjade rapspollen och hur mycket klotianidinrester som aterfanns i bin,
pollen och nektar.

Vi samlade in pollenprover fran pollenfillor monterade pa tre honungsbi-
samhdllen, frn jordhumlor som fodosokte i rapsfilten och frén det roda murar-
biets larvceller. Pollenféllorna var monterade pa honungsbisamhillena under
rapsens toppblom (BBCH-stadie 65-67 (Meier 2001)) och minst 25 ml pollen
samlades in per filt. Proverna sorterades efter farg pa pollenklumparna och
fraktionerna védgdes. Sedan togs ett litet prov ut fran fraktioner med gul féarg

pé pollenklumparna for vidare analys. Ett till fem pollenprov fran jordhumlor
samlades in per félt (2,9 = 0,3 (medel + se)), vilket gav totalt 47 pollenprov. Pollen
fran det rodda murarbiet kunde samlas in fran 17 larvceller, fordelade 6ver de sex
falten med boaktivitet. Ungefar 100 pollenkorn per prov rdknades sedan och
bedomdes till antingen rapstyp eller ej rapstyp med hjélp av ett ljusmikroskop och
ett pollenreferensbibliotek.

Bi-, pollen- och nektarprover samlades in for att kvantifiera miangden klotianidin,
tillsammans med de fyra andra neonikotinoiderna som anvands i Sverige (tabell
S4). Ingéngen till honungsbisamhéllena tdpptes igen och minst 50 flygbin vid
ingéngen till samhillena samlades in per félt. Dessa bin dr sannolikt sidana
som 4tervént efter en fodosokstur. Fem honungsbin med pollen och minst fem
honungsbin utan pollenklumpar fangades nér de fodosokte 1 varrapsfiltet och
anvindes for pollenprovet respektive nektarprovet fran binas honungsmage.

Vid tva kontrollfilt kunde inga honungsbin med pollen hittas. Fem jordhumlor
fangades per varrapsfilt, togs till labbet och nektarn fran nektarmagen kunde
extraheras fran 3-5 humlor per filt, utom vid ett falt diar endast en humla bar
med sig nektar. Nektarproverna hanterades kvantitativt med kapilldr mikroprov-
tagningsteknik (Jonsson et al. 2012a, b, Jonsson 2013).

Neonikotinoiderna analyserades med vitskekromatografi tillsammans med
tandemmasspektrometri (Jonsson et al. 2013). De berdknade grinserna for

att kvantifiera klotianidin var 0,25 ng/g i bin, 1,5 ng/g i pollen och 0,50 ng/

ml i nektar. Motsvarande granser for detektering av klotianidin var 0,080 ng/g,
0,50 ng/g och 0,17 ng/ml. Beta-cyflutrin analyserades med gaskromatografi
tillsammans med masspektrometri, med en detekteringsgrians pa 1,0 ng/g pollen.

6.2 Exponering: resultat och diskussion

6.2.1 Nyttjande av rapspollen

Honungsbisamhillena samlade i genomsnitt 57,8 + 5,0 % (medel + se) pollen av
rapstyp under varrapsens toppblom 2013. Motsvarande siffra fér 2014 var 92,2 +
1,4 %. Jordhumlorna som fodosokte i varrapsfélten och bar med sig pollen samla-
de 1 genomsnitt 80,1 £+ 5,0 % pollen av rapstyp. Vi fann varierande mangd pollen
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av rapstyp i nio av de 17 larvceller som innehéll pollenrester, vilka fordelade sig
med 1-5 celler 6ver de sex kontrollfidlten med bosattningsaktivitet. De réda murar-
bihonorna samlade pollen av rapstyp i1 genomsnitt 35,1 &+ 17,0 % per filt.

Varken 2013 (F1,7= 1,09, P = 0,33; figur 14a) eller 2014 (F1,7= 0,98, P =0,36;
figur 14b) fanns det nagon statistisk skillnad i mangden pollen av rapstyp som
honungsbisamhillena samlade mellan de tvd behandlingarna (kontroll eller betat
med Elado). Inte heller jordhumlorna samlade olika mdngder pollen av rapstyp
beroende pé vérrapsfiltets behandling (F, = 3,70, P = 0,092; figur 14a).

1.0 4a 2013| b 2014

© Honungsbin
0.0 - & Humior =4
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Proportion pollen av rapstyp
[a=]
(=]
i
|
1

Figur 14. Andelen pollen av rapstyp fangat i pollenféllor monterade pa honungsbikuporna
och fran humlor som fodosoker i varrapsfalten under aren 2013-2014 i relation till
behandlingen i varrapsfaltet (kontroll eller insekticidbetning). Figurerna bygger pa radata
och cirklar visar medelvarden och felstaplar 95-procentigt konfidensintervall. N = 8 falt per
behandling 2013 och N = 4 f6r kontrollfalt och 5 fér betade falt 2014. Resultat fran ett
pollenprov (fran ett betat falt) saknas 2014, eftersom det blev bl6tt under insamlingen.

Vi kan konstatera att alla biarterna, i olika utstrdckning, utnyttjade rapspollen.
Eftersom vart varrapsfilt i de flesta fallen var det enda rapsfélt som blommade
inom 1 km frdn bina vid provtagning, bekriftar detta att bina sannolikt hade
fodosokt 1 varrapfalten. I hur hog grad bina har utnyttjat varrapsfélten for att
samla nektar vet vi inte.

6.2.2 Kvantifiering av klotianidin och andra neonikotinoider

Fem olika neonikotinoider kvantifierades i de insamlade proverna; klotianidin,
acetamiprid, imidakloprid, tiakloprid och tiametoxam (tabell S4). Klotianidin
fanns i alla fyra matriserna 2013; honungsbin, pollen fran honungsbin, nektar fran
honungsbin och nektar fran jordhumlor, och i honungsbin och pollen och nektar
frdn honungsbin 2014, ibland fran bada behandlingarna (tabell 9). Klotianidin
kunde detekteras i samtliga 50 prov fran betade filt och i fyra av 42 prov fran
kontrollfélt, 1 honungsbin och deras nektar frdn 2013. Dock var koncentrationerna
betydligt hogre i prover fran betade varrapsfilt dn dar det detekterades vid
kontrollfalt (tabell 9).
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Tabell 9. Koncentrationen av klotianidin i honungsbin (ng/g), pollen (ng/g) och nektar (ng/
ml) insamlad av honungsbin och nektar insamlad av humlor (ng/ml) fran kontrollfalt och
insekticidbetade varrapsfalt under aren 2013-2014, samt test av skillnader i koncentrationer
mellan behandlingarna. <LOD = under detekteringsgransen (se tabell S4 i bilaga 1).

2013

Honungsbin <LOD-0,89 0,13 +0,11 0,35-4,9 24+050 -329 0,0010 8,8
Pollen fran <LOD <LOD 6,6-23 14+1,8 -3,16  0,0016 6,8
honungsbin

Nektar fran <LOD-0,61 0,11 + 0,080 6,7-16 10+1,3 -340 <0,0010 8,8
honungsbin

Nektar fran <LOD <LOD <LOD-20 44+074 -353 <0,0010 8,8
humlor

2014

Honungsbin <LOD <LOD 0,15-1,5 1,1£0,20 -2,53 0,011 4,6
Pollen fran <LOD <LOD 2,4-16 6,1+2,0 -2,53 0,011 4,6
honungsbin

Nektar fran <LOD <LOD 2,6-9,8 49+1,1 -2,53 0,011 4,6
honungsbin

Elado innehéller bdde neonikotinoiden klotianidin och pyretroiden beta-cyflutrin
som sina aktiva ingredienser, men vi forvéntar oss bara att vara bin exponerats
for klotianidin och inte beta-cyflutrin. Klotianidin forvintas tas upp av vixterna
och fordela sig i alla vixtens delar, for att skydda mot angrepp fran skadegorande
insekter (Elbert et al. 2008). Beta-cyflutrinet forvintas istéllet skydda froet

och rétter under marken och medlet ér inte systemiskt och tas darfor inte upp

av vixten (Lodhi et al. 2000, EFSA 2010a). Vid analyser av pollen insamlat av
honungsbin vid félten med insekticidbetat utsade detekterades inget beta-cyflutrin
over detektionsgransen pa 1,0 ng/g (se tabell S4 i bilaga 1).

Utifran kvantifieringen av neonikotinoider i bin, pollen och nektar kan vi se att
den systematiska skillnaden mellan kontrollfilt och Elado-betade filt finns i
halterna av klotianidin (tabell 9). Det bekraftar att vi har en behandlingseffekt av
klotianidin genom Elado-betningen och att bina vid betade falt har exponerats for
betydligt hogre halter av klotianidin dn vid kontrollfilt. Klotianidin detekterades
1 prover fran tre kontrollfilt, men i betydligt ldgre koncentrationer &n vi de Elado-
betade félten (tabell 9). Det visar pa hur svart det ér att genomfora kontrollerade
experiment med mobila organismer i terrestra miljoer.
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7 Slutsatser och konsekvenser for
beddmningen av riskerna med
klotianidinbetning

Vi drar tre huvudsakliga slutsatser fran var studie. Den forsta slutsatsen ar

att i var studie kan vi inte se en statistiskt sdkerstilld paverkan pa honungsbi-
samhéllena fran klotianidinbetningen. Det stddjs av andra mer eller mindre vl
designade och replikerade féltstudier som undersoker hur utsddesbetning med
neonikotinoider pdverkar honungsbisamhéllen (till exempel Cutler & Scott-
Dupree 2007, Pilling et al. 2013, Cutler et al. 2014). Det betyder att det sannolikt,
vid de halter som férekommer i naturen efter utsddesbetning, inte finns detekter-
bar paverkan pa honungsbisamhéllens hélsa av neonikotinoider.

Den andra slutsatsen ar att utsddesbetning med klotianidin i en blommande groda
kan ha negativ paverkan pé vilda biarter, med sannolika konsekvenser for deras
populationer. Vi grundar slutsatsen framfor allt p4 den obefintliga tillvéixten hos
humlesamhiéllen och deras starkt reducerade reproduktionsframgang vi kunde

se 1 vér studie, som bekriftar liknande fynd av Whitehorn et al. (2012), men

dven pé avsaknaden av bosittningsaktivitet hos de roda murarbina. Det senare ar
dock mer osidkert, eftersom studien inkluderade fé bin och vi inte kunde goéra en
jamforelse av reproduktionsframgingen hos honor som var aktiva i vara boplatser.
Den starka péverkan pd jordhumlesamhéllenas produktion av nya drottningar
indikerar dock att utsddesbetning med klotianidin kan innebéira en negativ paver-
kan pa humlepopulationen. Jordhumlan dr en humleart som har klarat sig relativt
bra i dagens jordbrukslandskap (Rundlof et al. 2008, Dupont et al. 2011) och det
vore mycket intressant att undersoka konsekvenserna for andra humlearter. Vid
en kartering av de vilda bin, humlor och solitirbin, som fodosdkte i rapsfilten sag
vi att det fanns farre bin i de betade falten (Hederstrom 2014, Rundlof et al. 2015).
Den skillnaden kvarstod om jordhumlor och humlor som inte kunde bestimmas
till art uteslots fran analyserna. Det indikerar att d&ven andra arter dn jordhum-
lorna troligtvis pdverkas negativt. Det dterstar ocksa att undersoka hur utsédes-
betning med neonikotinoider paverkar humlepopulationer i ett mer langsiktigt
perspektiv. Det nuvarande kunskapsldget ar att bin paverkas negativt av neoniko-
tinoidanvandning (Godfray et al. 2014) och att det kan finnas konsekvenser dven
for andra organismer och ekosystemtjianster (EASAC 2015).

Den tredje slutsatsen vi drar ér att det finns en skillnad 1 hur olika biarter paver-
kas av exponeringen for klotianidin under realistiska forhallanden. Vi kan se en
statistiskt sdkerstilld pdverkan pd humlorna och murarbina, men inte pa honungs-
bina. Vi grundar vér tredje slutsats pa framfor allt de skillnader i hur tillvixten
hos honungsbisamhillen och humlesamhéllen péverkas av exponering av klotia-
nidin, tillsammans med andra (faltrealistiska) studier pa honungsbin och humlor
(framst Whitehorn et al. 2012 och Cutler et al. 2014) och deras olika férmaga att
avgifta sig nér de fatt i sig neonikotinoider (Cresswell 2012, 2014). Konsekvensen
dr att de nuvarande metoder som anvinds for att beddma risker med bekdmp-
ningsmedelsanvdndning for bin, som baserar sig framst pd kortsiktiga under-
sokningar av dodlighet hos enskilda individer av modellorganismen honungsbiet
(EPPO 2003, EFSA 2010b), inte alltid kan anvindas for att bedoma konsekvenser
for vilda bipopulationer ute 1 naturen.
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8 Tack

Ett stort tack till Myndigheten for samhéillsskydd och beredskap (MSB), Carl
Tryggers stiftelse, Kungliga fysiografiska sillskapet och Vetenskapsradet for
ekonomiskt stdd, alla lantbrukare som stillt upp som forsoksvérdar, Albin
Gunnarsson for kontakt med lantbrukare och utsddeshantering, Juliana Dénhardt,
Martin Stjernman och SAPES for lantbrukarkontakter och markanvindningsdata,
Bengt Andréasson och Johan Bergstrand for arbetet med att ta fram sa ménga
likvardiga bisamhéllen och skdta dem under forsoket, Albin Andersson, Tomas
Carling och Alanna Main for 6vervakningen av bisamhéllena och insamling

av prover, Preben Kristiansen for rdd om skadegorarbekdmpning, Joachim de
Miranda, Julia Goss och Dimitry Wintermantel f6r sjukdomsanalyser av honungs-
bina, Monika Ahlstrom-Olsson, Monika Almlof och Lindesro AB for rad runt
och leverans av humlesamhillen, Albin Andersson, Georg Andersson, Morgan
Boch, Shuqi Chen, Julius Jonasson, Annelie Jonsson, Jonatan Kjellin, Bjorn Klatt
och Christopher du Rietz for arbetet med humlesamhillena, Albin Andersson,
Outi Ekroos, Veronica Hederstrom, Lina Herbertsson, Bjorn Klatt och Johanna
Yourstone for arbetet med solitdrbin och humlor, Veronica Hederstrom for pollen-
analyser och Ove Jonsson och Jenny Kreuger for diskussioner om provtagning
och resthaltsanalyser, samt projektgruppen och méanga fler for goda rad och
funderingar som har bidragit till att studien har blivit vil genomf6rd.
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Bilaga 1. Ytterligare beskrivning av
material och metoder.

Studiedesign 2013

Studiedesignen bestod av 16 varrapsfilt, minst 4 km frdn varandra, 1 Skéne,
Halland och Blekinge (figur 1), som blommade under sommaren 2013. Hilften
av félten (8 filt) var sddda med varraps betad med Elado, dir klotianidin och
beta-cyflutrin dr de verksamma dmnena, och resten av félten (8 filt) var sdédda
med obetat utsdde. Félten var 8,9 + 1,4 (medel + se) ha stora och alla filt utom ett
kontrollfélt pa 27 ha 1ag inom intervallet 4-11 ha.

Ursprungligen valdes tjugo kommande varrapsfilt ut och dessa matchades till par
baserat pa markanvindningen 2011 i det omgivande landskapet (radie = 2 km, se
tabell SI) vigt tillsammans med geografisk niarhet. Valet av landskapsradie och
avstand mellan varrapsfilt baserade sig pa den uppskattade fodosoksradie som
honungsbiet har nir det utgar fran sin centrala kupa, 1 genomsnitt 1500 m, men
variationen i fodosoksavstand ar stor med ett spann pa 60 till 10 000 m (Steffan-
Dewenter & Kuhn 2003). Andra vilda biarter har ofta en kortare fodosokradie
(Walther-Hellwig & Frankl 2000, Greenleaf et al. 2007). Markanvandningsdatan
var rumsligt explicit data fran Jordbruksverkets databas IACS och SMD (Svenska
MarktickeData) fran Lantmaéteriet.

Tabell S1. Filtstorlek hos de utvalda varrapsfalten 2013 och markanvandningen 2011 och
2013 i de omgivande landskapen (r = 2 km), fér kontrollfalt och insekticidbetade falt.

Varrapsfaltets 94+26 4,0-27,0 84+09 4,0-11,0 on 0,75
storlek (ha)

Jordbruksmark (%) 58,2+ 10,6 9,5-88,2 55,8+9,8 5,9-83,3 0,29 0,61
Arligen plojd mark  38,8+9,6 3,0-709 343+8,8 0,3-74,5 0,64 0,45
(%)

Okultiverade 31+£1,0 0,2-7,4 41+1,2 0,2-94 0,16 0,70
grasmarker (%)

Langd okultiverad 14,2+19 3,5-18,5 149+2,3 3,2-25,7 on 0,75
akerkant (km)

Majs 2011 (%) 1,4+£0,5 0-39 1,7+0,8 0-6,5 0,02 0,88
Majs 2013 (%) 1,304 0-3,6 1,3+£0,7 0-5,6 0,42 0,54
Varraps 2011 (%) 08+0,7 0-5,7 06+0,2 0-1,5 0,05 0,83
Varraps 2013 (%) — 1,8+0,7 0,3-6,2 1,5+04 0,3-2,7 <0,01 0,98
inklusive vart falt

Hostraps 2011 (%) 1,4+0,8 0-6,8 1,610 0-8,2 <0,01 0,96
Hostraps 2013 (%) 1,5+£0,7 0-5,2 25+1,2 0-8,6 0,34 0,58
Massblommande 82+28 0,3-23,6 7512/ 0,8-17,8 0,01 0,93
grodor* 2013 (%)

Skog (%) 25,3+£10,6 1,8-74,8 24,0+ 8,6 0,5-67,2 0,23 0,64
Urban (%) 2,711 0-8,6 3,3£1,0 0-9,0 0,53 0,49

*Massblommande grédor inkluderar raps (46%), potatis (28%), artor (18%), bonor (4%), frukt och bar (4%), 6rter
och froodling (<1%).
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Ett falt inom varje par blev slumpmassigt utvalt att sds med utsdde betat med 25
ml Elado FS 480 (400 g/ klotianidin + 80 g/I beta-cyflutrin; Bayer CropScience
2013) per kg fr6 och fungiciden tiram (3,92 g/kg utsidde). Det andra faltet inom
paret sdddes med utséde endast betat med tiram (3,92 g/kg utsdde) och fungerade
som kontrollfilt. Tiram anvénds i raps for att bekdmpar jord- och utsddesburen
svamp (EC 2003), vilken kan orsaka etableringsproblem som bestar genom hela
véxtsdsongen (t.ex. resulterande 1 0jimn blomning). Betningen 2013 utférdes

av Lantménnen SW Seed i Tyskland. Alla félten saiddes med varrapshybriden
Majong, med allt utsdde frdn samma utsddesparti. Mdngden utsdde motsvarade
150 plantor/m?, vilket dr den rekommenderade utsddesmédngden for en varraps-
hybrid (Gunnarson 2013), och motsvarar 7,5 kg/ha for tiram-betat utside och 7,7
kg/ha for Elado + tiram-betat utsédde. Satidpunkten valdes och sddden utférdes
av odlarna under perioden 6 april till 18 maj (tabell S2). I tva av de slutgiltiga
atta paren saddes de insekticidbetade félten avsevért tidigare (bdda 21 april) dn
deras kontrollfilt (sddda 6 och 7-8 maj), vilket resulterade i en asynkron fenologi
mellan félt inom par.
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Tabell S2. Sadatum for varrapsen, leveransdatum fér de olika omgangarna av humle-
samhallen och utplaceringsdatum for murarbikokonger, jordhumlesamhallen och
honungsbisamhallen i relation till rapsens utvecklingsstadium (BBCH (Meier 2001)) och
faltens behandling (K = kontrollfdlt, B = insekticidbetade falt) under de tva aren 2013-2014.

PO1 K 23 april 2013 13 juni (59) 18 juni (2) 20 juni (65) 19 juni (65)
PO1 B 28 april 2013 13 juni (57) 18 juni (2) 20 juni (61) 19 juni (61)
P02 K 7-8 maj 2013* 13 juni (50) 20 juni (3) 26 juni (63) 25 juni (63)
P02 B 21 april 2013* 13 juni (61) 18 juni (2) 18 juni (63) 18 juni (63)
P03 K 18 maj 2013 24juni(52) 25 juni(4) 28 juni (60) 2juli (61)
P03 B 11 maj 2013 24 juni (57) 25 juni (4) 28 juni (61) 2 juli (63)
P04 K 6 maj 2013* 13 juni (50) 20 juni (3) 26 juni (65) 25 juni (65)
P04 B 21 april 2013* 13 juni (61) 18 juni (2) 18 juni (63) 18 juni (63)
P05 K 29 april 2013 15 juni (57) 18 juni (2) 20 juni (63) 20 juni (63)
P05 B 25 april 2013 15 juni (61) 18 juni (2) 18 juni (63) 18 juni (63)
P10 K 1 maj 2013 13 juni (57) 18 juni (2) 19 juni (63) 19 juni (63)
P10 B 25-26 april 2013 13 juni (53) 18 juni (2) 19 juni (63) 19 juni (63)
P11 K 4 maj 2013 15 juni (55) 20 juni (3) 24 juni (63) 24 juni (63)
P11 B 2 maj 2013 15juni(57)  20juni(3) 24 juni (64) 24 juni (64)
P12 K 6 april 2013 10 juni (61) 11 juni (1) 14 juni (65) 14 juni (65)
P12 B 16 april 2013 10 juni (61) 11 juni (1) 14 juni (63) 14 juni (63)
PO1 K 26-27 april 2014 17 juni (1) 19 juni (63) 19 juni (63)
PO1 B 20 april 2014 17 juni (1) 19 juni (61) 19 juni (61)
P02 B 16-18 maj 2014 24 juni (2) 25 juni (60) 25 juni (60)
P04 K 17 april 2014 17 juni (1) 19 juni (63) 18 juni (63)
P04 B 25-26 april 2014 17 juni (1) 18 juni (60) 18 juni (60)
P05 K 29-30 april 2014 17 juni (1) 18 juni (65) 16 juni (63)
P05 B 26-27 april 2014 17 juni (1) 18 juni (65) 16 juni (64)
P10** K 28 april 2014 17 juni (1) 18 juni (63) ej honungsbin
P10 B 30 april 2014 17 juni (1) 19 juni (63) 19 juni (63)
P11 K 23-26 april 2014 17 juni (1) 17 juni (65) 17 juni (65)
P11 B 29-30 april 2014 17 juni (1) 17 juni (65) 17 juni (65)

*asynkron fenologi, **ny odlare 2014

Eftersom matchningen baserades pd markanvandning fran 2011, sa inspekterades
falten och deras omgivning for att bedoma vérrapsens etablering och hitta andra
blommande grodor i omgivningen (inklusive annan varraps) vid ett faltbesok
27-28 maj 2013. Efter filtinspektionen exkluderades fyra filt, eftersom det i

tre fall fanns flera andra varrapsfilt i ndrheten och i det fjarde fallet fanns en
rodkloverfroodling intill vart varrapsfilt. Varrapsfilt som sdddes 2013 omfattades
inte av moratoriet, s de var potentiella kéllor for neonikotinoidexponering.
Rodkloverfroodlingar dr mycket attraktiva fodosokshabitat for humlor och kan
paverka tatheten av humlor i det omgivande landskapet (Rundlof et al. 2014),
vilket var anledningen till att det intilliggande varrapsfiltet uteslots ur studien.
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I tva fall beslutade vi att acceptera ett annat varrapsfilt, som lag 0,9 respektive
1,0 km fran den planerade uppstéllningsplatsen for vdra honungsbin, for att

inte riskera for lag replikering. Nu inkluderade studiesystemet sex ursprungliga
faltpar och fyra filt som hade forlorat sin parkamrat. Markanvéndningen runt de
fyra ensamma félten och det geografiska avstdndet gjorde att vi bestimde att de
kunde matchas ihop till tva nya féltpar (P11 och P12 i figur 1).

Den slutgiltiga studiedesignen bestod av étta féltpar. Det fanns ingen statistisk
skillnad i markanvéndningen i det omgivande landskapet mellan insekticidbetade
falt och kontrollfilt och landskapen lag utspridda ldngs en gradient i mdngden
jordbruksmark, fran 6 till 88 % (tabell SI). Odlarna instruerades att inte anvianda
andra neonikotinoider i forsoksfélten under odlingssasongen, for att ddrmed
kunna hirleda eventuell effekt till betningsmedlet. Daremot kunde de anvdnda
andra typer av bekdmpningsmedel, for att kontrollera skadegoérare. De rekommen-
derade bekdmpningsmedlen var Avaunt (aktiv ingrediens: indoxacarb), Mavrik
(aktiv ingrediens: tau-fluvalinat), Plenum (aktiv ingrediens: pymetrozin) och
Steward (aktiv ingrediens: indoxacarb) (tabell S3). Trots det anvidndes Biscaya,
dér neonikotinoiden tiakloprid dr den aktiva ingrediensen, i ett kontrollfdlt 2013
(tabell S3a) och i ett betat falt 2014 (tabell S3b). Tiakloprid anses dock vara
mindre bigiftigt an klotianidin, imidakloprid och tiametoxam (Mommaerts et al.
2010, Blacquiere et al. 2012, Pisa et al. 2015).

Tabell S3a. Anvdndning av bekdmpningsmedel for att kontrollera rapsbaggar i varraps-
falten, for bade kontrollfélt (K) och insekticidbetade falt (B), under odlingssdasongen 2013.

PO1 K 4 juni 2013 Mavrik 0,25 I/ha

PO1 B 6 juni 2013 Plenum 150g/ha  15juni2013  Steward 85g/ha
P02 K 31 maj 2013 Plenum 160g/ha  10juni2013  Mavrik 0,20 1/ha
P02 B 4 juni 2013 Plenum 150g/ha  10juni2013  Steward 85g/ha
P03 K ingen besprutning

P03 B 12 juni 2013 Avaunt 170 g/ha

P04 K 16 juni 2013 Avaunt 160 g/ha

P04 B 7 juni 2013 Plenum 150 g/ha

P05 K 12 juni 2013 Plenum 150 g/ha

P05 B 30 maj 2013 Plenum 150 g/ha

P10 K 12 juni 2013 Biscaya 0,301/ha  19juni2013  Mavrik 0,25 I/ha
P10 B 7 juni 2013 Avaunt 170 g/ha

P11 K 4 juni 2013 Avaunt 170g/ha  8juni 2013 Plenum 150 g/ha
P11 B 31 maj 2013 Plenum 150 g/ha

P12 K 30 maj 2013 Avaunt 170 g/ha

P12 B 4 juni 2013 Plenum 150g/ha  14juni2013  Avaunt 120 g/ha
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Tabell S3b. Anvandning av bekampningsmedel for att kontrollera rapsbaggari varraps-
falten, for bade kontrollfalt (K) och insekticidbetade falt (B), under odlingssasongen 2014.

PO1 K 31maj Mavrik 0,30 6 juni Avaunt 0,20
2014 I/ha 2014 I/ha
PO1 B 15juni  Mavrik 0,25
2014 I/ha
P02 B 29juni  Biscaya 0,30
2014 I/ha
P04 K 28maj  Plenum 150  9juni Mavrik 0,20
2014 g/ 2014 I/ha
ha
P04 B 14juni  Avaunt 170
2014 g/
ha
P05 K 24maj  Mavrik 0,25 2 juni Plenum 150  10juni Mavrik 0,25
2014 I/ha 2014 g/ha 2014 I/ha
P05 B 5 juni Plenum 150  8juni Mavrik 0,20
2014 g/ 2014 I/ha
ha
P10 K 3juni Plenum 150
2014 a/
ha
P10 B 10 juni  Avaunt 170 18 juni  Mavrik 0,20
2014 g/ 2014 I/ha
ha
P11 K 24maj Plenum 150 31maj Avaunt 0,20 9juni  Plenum 150
2014 q/ 2014 I/ha 2014 I/ha
ha
P11 B 30maj Avaunt 170  8juni Plenum 150  17juni Mavrik 0,25
2014 q/ 2014 g/ha 2014 I/ha
ha
Studiesystem 2014

Under 2014 genomforde vi ytterligare studier for att med storre statistisk styrka
undersoka om betning av varraps med klotianidin péverkar honungsbin och
studera fodosoksbeteende hos jordhumlor. Studiesystemet 2014 inkluderade

de tio odlare som planerade att odla vdrraps under en andra odlingssédsong. I
studiesystemet 2014 fick odlarna byta behandling. Det innebar att odlare med
insekticidbetat utsdde 2013 fick obetat utsdde 2014 och vise versa. Vi inkluderade
dven ett nytt kontrollfélt, s& att vi hade fem kontrollfalt att jimfora med de sex
betade félten (figur 1). Betningen 2014 utférdes av Hushallningsséllskapet (HS
Froteknologi) pé Elitrenseriet i Svalov. Utgangspunkten var obetat utsdde, dar fro
som skulle till de behandlade filten betades med 25 ml Elado (400 g/1 klotianidin
+ 80 g/l beta-cyflutrin; Bayer CropScience 2013) per kg fr6. Till skillnad fran
2013 behandlades inte utsddet med tiram. Rapshybriden var den samma som
2013 (Majong). Filten var 8,6 = 1,6 (medel + se) ha stora och 1ag inom intervallet
3-20 ha. Alla falt utom ett saddes 17-30 april 2014 (tabell S2). Det sena filtet, ett
betat filt, saddes 16-18 maj 2014. Filten inspekterades 26-28 maj, for att bedoma
utvecklingsstadium infor utplaceringen av bina.

43



Honungsbin

Likstora samhillen av det europeiska honungsbiet (Apis mellifera) placerades

ut vid varje varrapsfilt vid starten av blomningen (tabell S2), sex samhéllen

2013 och fyra samhéllen 2014. Samhéllena skapades 27-31 maj 2013 av en
professionell biodlare, med 1- och 2-ariga drottningar av kénd hérstamning.
Sambhéllena utjimnades for att inkludera en drottning, tvd fulla honungsramar
(med bin), tva ramar med tickt yngel (med bin), bin fran tva ramar som skakas
ner 1 kupan, en utbyggd ram och fem ramar med mellanvidggar. Drottningarna i
de nya samhéllena var friparade och kom fran tre olika mddrar och bestod av fyra
grupper beroende pad moder och dlder. Drottningursprung och alder matchades
mellan félt inom par, men samhillena fordelades annars slumpmaéssigt dver
falten. Ramstorleken var hel Langstroth, med en yta pa 880 cm? per ramsida och
uppskattningsvis 1,25 bi per cm? nir en ramsida var fullbesatt (totalt 1100 bin

per full sida) (Imdorf & Gerig 2001). Malséttningen var att ge avliggarna en
normal balans mellan yngel och vuxna bin vid forsokets start och att avldggarna
skulle vara tillrackligt starka for att 6verleva den kommande vintern, men inte
véxa ur sin lada under sommaren. Bade ursprungssamhaillen och de nyskapade
likstora samhéllena stod 2013 vid ett 60 ha stort ekologiskt odlat hostrapsfilt
fram till samhillena kunde placeras ut vid varrapsfilten, for att minska risken for
bekdmpningsmedelsexponering.

Honungsbisamhéllenas styrka beddmdes av en tridnad observatoér med Liebefeld-
metoden (Imdorf et al. 1987, Delaplane et al. 2013). Bedomningar gjordes innan
utplacering vid varrapsfélten (6-7 juni 2013 och 9-10 juni 2014), vid rapsens
toppblom (BBCH-stadie 65-67 (Meier 2001); 24 juni-17 juli och 23 juni-9 juli
2014) och vid den gemensamma Overvintringsplatsen (5-9 augusti 2013 och
28-29 juli 2014). Under 2013 gjordes dessutom ytterligare en till tvd bedomningar
vid varrapsfélten. Samhillena flyttades fran varrapsfilten till en gemensam
overvintringsplats 2-31 juli 2013 och 14-23 juli 2014. Under varen 2014, 3 och 10
april, gjordes en ytterligare bistyrkebedomning och genomgéng av samhillena for
att bedoma vinteréverlevnad. Dessutom inspekterade biodlaren samhéllena vid
upprepade tillfallen under host till var.

Under rapsens toppblom forsags tre samhéllen per falt med pollenfélla och minst
25 ml pollen samlades in. Pollenproverna forvarades i 50 ml Falconror i kylviska
och sedan frys (-20 °C). Vid samma tillfdlle samlades prover pd minst 50 flygbin
pa flustren till samhillena, pollen fran fem honungsbin som flog i varrapsfilten
och honungsblédsor frén minst fem bin utan pollen som flog i féltet in for kvantifi-
ering av neonikotinoidrester. Proverna forvarades i plastror, i falt i kylvaskor med
frysta kylelement och sedan i frys (-20 °C) innan de skickades ivdg for analys.

Innan utplacering vid varrapsfilten och innan invintringen vigdes samhéllena for
att berdkna honungsproduktionen. Under forsokets gang byttes honungsramar ut
vid behov, for att ge samhéllena utrymme att vixa och for att minska risken for
att samhillena skulle svirma. Bade gamla och nya ramar vigdes, for att anvindas
vid utrdkningen av honungsproduktionen. I samband med den sista bistyrke-
beddomningen togs sa manga foderramar som mdjligt bort (max 10 % av ytan med
tackt yngel) och ersattes av tomma ramar, for att efterlikna biodlarens skattning
av honung. Vid samma tillfdllen togs dven prov pa 100 bin fran varje samhaélle for
analys av sjukdomar och parasiter. De fyra provtagningstidpunkterna var 6-7 juni
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2013, 29 juli-5 augusti 2013, 11 juni 2014 och 31 juli 2014. Proverna forvarades 1
pappkartonger, i falt i kylvdskor med frysta kylelement och sedan i frys (-20 °C)
innan de skickades ivig for analys.

Bisamhiéllena flyttades till dvervintringsplatsen nir varrapsen i forsoksfélten
hade blommat 6ver (71+ pa BBCH-skalan (Meier 2001)), under perioden 2-31 juli.
Samhéllen fran félt inom ett par flyttades samtidigt till vervintringsplatsen och
precis som vid utsdttningen flyttades samhaéllena antingen under tidig morgon
eller sen kvill. For att kontrollera skadegorare behandlades samhéllena den 10
augusti med 20 ml 60-procentig myrsyra enligt “Wettex-metoden” (Kristiansen
2011) med applicering ovanifran. Behandlingen genomfordes under formid-
dagen da véderleken var ldmplig; sol, en temperatur kring 20 °C och en relativ
luftfuktighet pa ca 60 % som sedan sjonk nedat 50 % under dagen. Bina reage-
rade inte sdrskilt kraftigt. En ytterligare behandling utfordes den 4 december, med
60 g oxalsyra per liter vatten.

Samhiéllena matades med 20 kg socker per samhélle i form av 55-60 procentig
vattenlosning i lador ovanpa kuporna under invintringen. Fodergivan fordelades
over 3 tillfdllen; 17 augusti, 24 augusti och 4 september. Efter andra fodergivan
inspekterades samhéllen dér det tidigare funnits en misstanke om drottningforlust
och dér det saknades tecken pa uppfodning av ny drottning. Samhéllen utan
drottning eller tecken pé att foda upp en ny drottning uteslots fran fortsatta
matningar, eftersom de dnda inte skulle kunna dverleva.

Honungsbin: parasit- och sjukdomsanalyser

De provtagna honungsbina anvidndes for att uppskatta forekomst (prevalens) och
mangd (titrar) av varroakvalster (Varroa destructor) och mikrosporidier (Nosema
apis och N. ceranae) (Fries et al. 2013) och de atta virussjukdomarna deformed
wing virus (DWYV), sacbrood virus (SBV), black queen cell virus (BQCV),
chronic bee paralysis virus (CBPV), acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir
bee virus (KBV), Israeli acute paralysis virus (IAPV) och slow bee paralysis
virus (SBPV) (de Miranda et al. 2013) (figur SI).

— Noserna spores

| Extract | — [ oA | | Moseme sop.

:—)- RMNA Viris spp.

Figur S1. Arbetsgang vid analyserna av parasiter och sjukdomar hos honungsbina (fran de
Miranda 2014).
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Varroakvalster

Prover om ca 100 bin mixades i 5 minuter i tvalvatten med en elektrisk mixer. Bin
och kvalster separerades genom ett nitfilter och riknades.

Nosemasporer

Av de 100 bina togs 60 bin ut for homogenisering i 30 ml sterilt vatten. 1 ml
extrakt frystes in direkt, for att senare anvéindas till Dna- och RNA-extraktioner.
0,5 ml av extraktet anvindes for att rikna nosemasporer i en haemocytometer
genom mikroskopi.

DNA-extraktion

DNA extraherades frén 0,5 ml av biextraktet, for DNA-baserad kvantifiering av
de tva nosemaarterna; N. apis och N. ceranae. Extraktionsprotokollet inkluderade
centrifugering av extraktet, inkubation av den resulterande pelletsen tillsammans
med proteaser och ddrefter en kolonbaserad rening av DNA:et fran det proteas-
behandlade pelletterade materialet. DNA-koncentrationen bestamdes med
NanoDrop. Alla DNA-prover spaddes ut till 10 ng/ul och férvarades vid -20 °C
fram till analys.

RNA-extraktion

RNA extraherades direkt frdn 100 pl av biextraktet, med hjélp av en kolonbaserad
rening. RNA-koncentrationen bestimdes med NanoDrop. Alla RNA-prover
spaddes ut till 20 ng/pl och férvarades vid -20 °C fram till analys.

(RT-)gPCR-analyser

Quantitative real-time qPCR anvindes for att uppskatta méngden N. apis- och

N. ceranae-DNA 1 varje DNA-prov. Quantitative real-time Reverse Transcription
gPCR anvindes for att uppskatta mdangden RNA fran atta olika honungsbivirus.
Absoluta kvantifieringar gjordes genom att anvinda externa kvantifierings-
standarder med kénda koncentrationer for varje specifik DNA/RNA-analys.
Datan konverterades sa att den representerade den uppskattade méngden
nosema-DNA eller virus-RNA per bi och loglO(x + 1)-transformerades, eftersom
honungsbipatogentitrar ofta dr exponentiellt fordelade.

Jordhumlor

Sex kommersiellt uppfodda jordhumlesamhillen (Bombus terrestris; Natupol

N, Koppert Biological Systems) placerades vid varje varrapsfilt i borjan av
blomningen, 14-28 juni 2013 och 17-25 juni 2014 (tabell S2). Vid den har
tidpunkten var samhillena ungefar tio veckor gamla och skulle innehalla en
drottning, ungefir 50 arbetare och yngel i olika stadier. Humlesamhéllena
bestilldes i olika omgangar, for att matcha varrapsfiltens fenologi (tabell S2).
Sambhéllena placeras i tva Tripol-lddor med tre kolonier i varje. Lddorna, med
dimensionerna 21 x 29 x 80 cm (hdjd x bredd x langd), placerades i en ventilerad
tréldda (figur S2) for att skydda dem fran vdder och rovdjur. Ladorna placerades i
en skuggad obrukad kantzon i ndrheten av falten.
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Figur S2. (a-c) Konstruktion och dimensioner hos trdlddorna som skyddade humle-
samhallen fran vader och rovdjur och (d) exempel pa trdlddornas placering vid ett av
varrapsfalten.

Tillgéng till den medféljande sockerlosningen hindrades under 2013 genom att
sdtta pa ett plastlock och samhéllena matades inte artificiellt under forsokets
ging. Under 2014 blev det en miss i kommunikationen och tillgdngen till socker-
16sningen hindrades inte helt, vilket gjorde att den utnyttjades av humlorna.

Vi har darfor valt att inte anvidnda data insamlade fran humlesamhéillena 2014,
eftersom vi inte vet i vilken grad humlorna har nyttjat sockerldsning och i vilken
grad de har fodosokt fran vérrapsfiltet. Genom att anvinda sockerlosningen kan
humlorna ha undvikit att exponeras for klotianidinet i varrapsens nektar.

Sambhillena vidgdes innan utplacering vid varrapsfélten och darefter med ungefar
tva veckors mellanrum. Samhéllena stingdes innan vidgningen, sa att humlorna
inte kunde flyga ut, men de kunde flyga in, och véigdes totalt 3-5 gédnger (inklusive
den forsta vigningen innan utplacering). Tva samhéllen (ett vid varje behandling)
kunde inte végas, eftersom de inte kunde stingas for utflygande humlor. Samtliga
samhillen vid ett faltpar terminerades genom infrysning (-20°C) vid forsta
observation av nya drottningar i ndgot av de 12 samhéllena i paret. Vid de
asynkrona félten, dar humlesamhéllena placerades ut vid olika tillfdllen (tabell
S2), skedde termineringen efter samma antal dagar i félt. Termineringen skedde 7
juli-5 augusti, 23-38 dagar efter att samhéllena hade placerats vid varrapsfilten.

Radio Frequency Indentification-teknik (RFID-teknik) anvéndes for att 6vervaka
arbetarnas fodosokseffektivitet (till exempel hos humlor Stelzer et al. 2010, Gill

et al. 2012 och hos honungsbin Henry et al 2012, Schneider et al 2012). Tekniken
bygger pa mycket sma transpondrar med unika id-nummer, som kan registreras av
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antenner ndr transpondern kommer inom antennens riackvidd. Utrustning bestod
av tva datalagringsenheter, fyra avldsarantenner, tva bilbatterier, kablar och en
dator. Tva RFID-chipldsare monterades vid ingdngen samhallet for att kunna
avldsa om humlorna gér ut eller in. RFID-taggar limmas med superlim och en
hirdande katalysator TAB2000 (Kerr Nordic) pd mellankroppen av ca 10 humlor
per samhille innan 6vervakningen.

De yttre tvd samhillena i tripletterna undersoktes for att uppskatta antalet
kokonger med drottningar och arbetare/hanar, vikten av kokonger, larver och
bostrukturen och antalet celler som anvéndes for lagring av nektar och pollen.
Kokonger med drottningar och arbetare/hanar separerades genom bredden pa
kokongerna (figur S3).

80 -

Mumber of cocoons
|

& 8 10 12 14
Cocoon wadth [mm)

Figur S3. Fordelningen i bredd hos den mérka jordhumlans (Bombus terrestris) kokonger
fran fyra olika samhallen (tva fran olika kontrollfélt och tva fran olika betade falt), som
initialt undersoktes for att bestamma gransen mellan drottningkokonger och arbetar/
hankokonger. Den streckade vertikala linjen visar den valda gransen pa 12 mm (det lagsta
vardet mellan de tva topparna), med drottningkokonger stérre och arbetar/hankokonger
mindre. Bilden till hoger visar ett humlesamhalle som undersoks, for att rakna antalet
kokonger med drottningar och arbetare/hanar, vikten av kokonger, larver och bostrukturen
och antalet celler som anvandes for lagring av nektar och pollen. Figuren kommer fran
Rundl|o6f et al. (2015).

Roda murarbin

Tre boplatser, som var och en inneholl 29 pappersrér med en inre diameter pa 6
mm, monterades pa stolpar som placerades vid varrapsfélten ungefér en vecka
innan det senaste féltet inom ett filtpar berdknades borja blomma, mellan 10 och
24 juni 2013 (tabell S2). Varje boplats inneholl 9 kokonger med roda murarbin
(Osmia bicornis), fyra honor och fem hanar, med totalt 27 kokonger vid varje falt
(12 honor och 15 hanar).

Vi forsenade binas tidpunkt for att krypa ur kokongerna genom att férvara dem
vid 2-5 °C, for att matcha varrapsens fenologi. I sodra Sverige indikerar
observationer fran ArtPortalen fran 1990 och framat att maj (255 observationer)
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ar den huvudsakliga aktivitetsperioden, foljt av april (94), juni (83), juli (2) och
mars (1) (Artportalen 2014). Eftersom vér studie gjordes fran mitten av juni och
framat, da de flesta naturligt forekommande réda murarbina redan slutat flyga,
har de flesta roéda murarbin som vi aterfinner i boplatserna sannolikt sitt ursprung
fran de kokonger som vi placerade ut.

Stolparna med boplatser placerades sé att de stod med ingangen &t soder och var
skyddade med ldgivande vegetation mot norrsidan. Papproren samlades in 36-43
dagar efter att kokongerna placerades ut. Boaktivitet bestimdes i oktober 2013,
genom att rikna antalet ror med larvceller och antalet larvceller. Proportionen av
utkrupna kokonger berdknades genom att rikna antalet dppna kokonger.

Pollenanalys

For honungsbina togs ett delprov om 15 g fran varje filts samlingsprov,

skrip rensades bort fran provet innan vigningen. Delproven sorterades efter

farg i petriskalar (figur S3). Enskilda féarger skiljdes ut och gavs en fargkod.
Pollenklumpar med mer &n en sorts pollenfarg separerades ut for sig och andelen
av de olika fargkoderna uppskattades. Vikten for varje fargkod noterades i gram.
For varje filt forvarades pollen med olika fargkod i separata provror.

Figur S3. Ett prov pa pollenklumpar insamlade med pollenféalla monterad pa honungs-
bisamhallen (till vanster) och pollenkorn av rapstyp infargade med fuksin och férstorade
under mikroskop (till héger).

For alla delprov fran honungsbina togs fran fraktioner med gult pollen, och
diarmed potentiellt fran raps, ett litet pollenprov ut fran fem pollenklumpar. For
prover fran jordhumlor och murarbin togs en fraktion per prov ut fér samtliga
prover. Pollenprovet placerades pa ett objektglas, tillsammans med en liten kub
av glyceringelatin som féargats med fuksin (Kerns & Inouye 1993, Kleijn &
Raemakers 2008). Gelatinklumpen sméltes forsiktigt dver en virmeplatta och
tacktes med ett tickglas.
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Pollenkornen identifierades till rapstyp respektive annan vixtart med hjilp av ett
referensbibliotek (uppbyggt av Anna Persson vid Biologiska institutionen, Lunds
universitet). Pollenkornens struktur och storlek anvinds for att bestimma véxtart.
Vid artbestdmning och rdkning anvindes ett ljusmikroskop med 10-40 gangers
forstoring (figur S3). Fran varje delprov identifieras 100 slumpmaéssigt utvalda
pollenkorn.

Kvantifiering av neonikotinoidrester

De kemiska analyserna utférdes pa laboratoriet for organisk miljokemi (OMK)
vid Institutionen for vatten och miljo, Sveriges lantbruksuniversitet i Uppsala.
Laboratoriet dr ackrediterat av Swedac for analys av vixtskyddsmedel i en
maingd olika matriser som vatten, luft och sediment, och ansvarar bland annat
for det nationella miljodvervakningsprogrammet for dessa substansklasser.
Analysmetoderna for bin, pollen och nektar dr dock nyutvecklade och dnnu inte
ackrediterade.

Provberedning bin

Av de insamlade bina vigdes 24 bin in och homogeniserades med torkmedel. Frdn
detta homogenat togs en fraktion motsvarande fyra bin (0,37-0,47 g bi) ut for den
faktiska analysen. Efter tillsatts av internstandardldsning, som anvénds vid den
efterfoljande koncentrationsberdkningen, extraherades proverna med en bland-
ning av aceton och etylacetat under kraftigt ultraljud. Extrakten renades vidare
med dispersiv fastfasextraktion och dunstades sedan in vid 40°C i vattenbad
under kvivgasflode. Indunstningsresten aterldstes i acetonitril och analyserades
med vitskekromatografi kopplat till tandem-masspektrometri (LC-MS/MS).

For att bekrifta att homogeniseringen av de 24 bina var effektiv, och ddrmed
delprovet representativt, utfordes extra analyser av delprov frdn tvd av
homogenaten (n = 4). Detta visade pa en relativ standardavvikelse (%RSD) pa
4,6 % respektive 8,5 % for klotianidin.

Provberedning pollen

Vid ankomst till OMK labbet vigdes réren med pollen for att faststdlla mangden
pollen per prov, som varierade mellan 0,025 g och 0,10 g. Da provméngderna var
extremt sma anvindes hela provet for analysen. Den paféljande extraktionen och
provreningen utfordes pa samma sétt som for biproverna fast i nagot nedskalat
format.

Provberedning nektar

Pa OMK-laboratoriet fordes nektar frdn de insamlade honungsblasorna over till
sma glaskapilldrer med en exakt volym av 16 pL. For tre av proverna var volymen
for liten och 8 pl kapilldrer anvindes istéllet. Kapilldrerna placerades 1 1 ml

PP provror, till vilka dven internstandard i 32 pl acetonitril och en extra 32 ul
spadvolym acetonitril sattes. Efter kraftig mixning, foljt av centrifugering kunde
en volym om ca 50-60 pl foras over till LC-vialer for LC-MS/MS bestdmning.
Kalibreringsprover (sju nivaer, n = 2) och kvalitetskontrollprover (tva nivier,

n = 3) tillverkades pad samma sitt genom att tillsétta blank nektar (fri fran neoni-
kotinoider) med kapilldren och lampliga halter substans i acetonitril via den extra
spadvolymen.
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Provberedning utséide

Halten klotianidin i rapsutsidde bekrdftades med LC-MS/MS analys efter att ha
extraherat betat utsdde (1,0 g, d.v.s. ca 200 rapsfron per prov, n = 4) och obetat
utsdde (n = 2) med 8+8+4 ml etylacetat under kraftigt ultraljud och sedan spitt
extrakten 125000 ggr med acetonitril for betat utsdde och 125 ggr for obetat
utside.

LC-MS/MS kvantifiering och kvalitetskontroll

LC-MS/MS metoden for bestimning av neonikotinoiderna acetamiprid, imida-
kloprid, klotianidin, tiakloprid och tiametoxam i extrakt fran bin, pollen, nektar
och utsidde var en modifiering av den multimetod for bestimning av vixtskydds-
medel i vatten (Jansson & Kreuger 2010) som anvinds rutinméssigt i de ackre-
diterade analyserna av yt-, regn-, och grundvattenprover vid OMK laboratoriet.
Modifieringarna bestod i att 10 pul acetonitrilextrakt injicerades pa LC-MS/

MS systemet istéllet for 500 pl vatten, samt att nya, deuteriuminmarkta, intern-
standarder (D3-klotianidin och D4-imidakloprid) kdpts in for att maximera den
analytiska kvalitén. For kvantifiering av acetamiprid, tiakloprid och tiametoxam
anviandes D6-isoproturon som internstandard. De stamldsningar med blandningar
av pesticider som anvéndes vid analysarbetet var certifierade fran tillverkarna och
spadningar kontrollerade enligt rdidande standard operating procedure for OMK
laboratoriet.

For kvantifiering av neonikotinoider i bi- och pollenprover anvindes en
kalibreringskurva i acetonitril (sju nivaer, dubbla injektioner) tillsammans med
tillsattsprover i aktuell matris (tva nivaer, n = 3). Frén kalibreringskurvans
varden och de nominella halterna i tillsattsproverna erhélls en faktor for vardera
substansen, som tillsammans med provvikten anvindes for att berdkna halterna i
proverna.

For nektarproverna erholls den faktiska provkoncentrationen direkt fran kalibre-
ringskurvan eftersom studieprover och kalibreringsprover hanterades exakt lika.
Kvalitetskontrollproverna visade pa en riktighet av 89-101 % och en spridning
(relativ standardavvikelse (%RSD)) pa 1,1-8,2 % for de bada koncentrations-
nivderna och alla neonikotinoiderna.
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Tabell S4. Antal fynd och den hogsta uppmatta koncentrationen av de fem neoniko-
tinoiderna och pyretroiden beta-cyflutrin i honungsbin insamlade vid experiment-
samhallena och pollen och nektar fran honungsblasan frdn honungsbin insamlade i
forsoksfalten, separerat for insekticidbetade félt och kontrollfélt. N = 8 per behandling och
matris 2013, utom for pollen dar N = 6 for kontrollfélten eftersom det inte gick att hitta bin
med pollen i tva falt. N = 4 for kontrollfdlt och 6 for betade falt 2014. LOD = detekterings-
gransen, LOQ = kvantifieringsgransen.

Kontroll Betat

Detekterat | Hogsta Detekterat | Hogsta

i N prover | koncentrationen | i N prover | koncentrationen
2013
Honungsbin (ng/g)
acetamiprid 1 0,012%* 0 0,020 0,060
klotianidin 2 0,89 8 4,9 0,080 0,25
imidakloprid 0 0 0,040 0,12
tiakloprid 2 0,058 2 11 0,030 0,090
tiametoxam 1 0,19 0 0,070 0,20
Pollen fran honungsbin (ng/g)
acetamiprid 1 0,34 0 0,080 0,24
klotianidin 0 8 23 0,50 1,5
imidakloprid 1 0,23** 0 0,30 0,90
tiakloprid 3 1,4 4 0,29 0,070 0,21
tiametoxam 0 0 0,10 0,30
beta-cyflutrin 0 0 1,0
acetamiprid 0 0 0,033 0,10
klotianidin 2 0,61 8 16 0,17 0,50
imidakloprid 3 0,35 0 0,17 0,50
tiakloprid 2 0,35 2 0,044 0,033 0,10
tiametoxam 1 0,19 0 0,17 0,50
2014
acetamiprid 0 1 0,026 0,020 0,060
klotianidin 0 6 1,5 0,080 0,25
imidakloprid 1 0,57 0 0,040 0,12
tiakloprid 1 0,043 3 6,9 0,030 0,090
tiametoxam 0 0 0,070 0,20
acetamiprid 1 0,18 0 0,10 0,30
klotianidin 0 6 16 0,25 0,75
imidakloprid 0 1 0,39 0,20 0,60
tiakloprid 3 1,3 2 358 0,025 0,075
tiametoxam 0 0 0,060 0,20
Nektar fran honungsbin (ng/ml)
acetamiprid 0 1 0,68 0,033 0,10
klotianidin 0 6 9,8 0,17 0,50
imidakloprid 0 1 1,3 017 0,50
tiakloprid 1 0,06 2 15 0,033 0,10
tiametoxam 0 1 0,2 0,17 0,50

*Pollen: uppskattat fran spikningsexperiment pa den genomsnittliga provvolymen 0,056 g. Nektar: uppskattat
fran provvolymen pé 0,016 ml.

**Storre provvikt forklarar varden strax under uppskattad LOD.
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