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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes, Darstellung des mit
der Fragestellung verbundenen Entscheidungshilfe-/ Beratungs-
bedarfs im BMVEL

Das Hauptanliegen des Projektes war die Erarbeitung grundlegender Kenntnisse zur
Regulierung der Kirschfruchtfliege Rhagoletis cerasi mit entomopathogenen Nematoden.
Insbesondere sollte das Infektionspotential verschiedener Nematodenarten und -stdmme der
Gattungen Steinernema und Heterorhabditis im Labor, Halbfreiland und Freiland ermittelt
werden. Um neben den Standardstammen, die bereits in Produktion sind, weitere effektive
Stamme zu finden, wurden Nematodenisolate aus Bodenproben von Befallsgebieten sowie
turkische Isolate beider Gattungen aus der Stammsammlung der Firma e-nema GmbH in ein
Laborscreening einbezogen. Im Rahmen des Projektes erfolgte weiterhin eine detaillierte
Analyse des derzeitigen Kenntnisstandes im Bereich der biologischen und biotechnischen
Bekampfung der Kirschfruchtfliege, auch unter Berlicksichtigung der Bekampfungssituation
im konventionellen Anbau. Das diente der Ermittlung und Festlegung des weiteren
Forschungsbedarfs. Die Erfassung der aktuellen Literatur zur Thematik bildete dazu eine
Projekt-begleitende Arbeitsgrundlage. Einen weiteren Bestandteil des Projektes bildete die
Beurteilung des Einflusses des pflanzlichen Insektizids Neem auf die Eiablagetatigkeit und
Lebensdauer der Kirschfruchtfliege nach oraler Aufnahme.

Zur Darstellung des mit der Fragestellung verbundenen Entscheidungshilfe- und
Beratungsbedarfs sind nachfolgende Punkte wichtig.

Die Kirschfruchtfliege ist der Hauptschadling an Suf3kirschen. Die Schadensschwelle liegt mit
1 bis 2 % sehr niedrig, wobei bereits diese Vermadung vom Handel in der Regel nicht
akzeptiert wird. SURkirschen gelten als Tafelobst, an das sehr hohe Qualitatsanspriiche
gestellt werden. Somit ist eine ausreichende Bekampfung von Rhagoletis cerasi zwingend
notwendig. Im Okologischen Kirschanbau existieren derzeit keine wirksamen
Bekampfungsstrategien. Mit den handelsiliblichen Gelbtafeln ist keine Bekadmpfung madglich.
Sie konnen lediglich zum Monitoring verwendet werden. Im konventionellen Anbau ist
gegenwartig nur ein Wirkstoff (Dimethoat) mit zwei Praparaten (Adimethoat 40 EC und
Danadim Dimethoat 40) zugelassen. Die Anwendung der Dimethoat - Praparate wird durch
eine Wartezeit von 21 Tagen erschwert und deren Zulassung endet am 31. Dezember 2004.
Dimethoat gilt als gefahrlich fir die Umwelt und die Gesundheit (Xn).

Nach diesen Ausfiihrungen wird deutlich, dass es sich bei der Bekampfung der
Kirschfruchtfliege im Sufkirschenanbau um eine Luckenindikation handelt. Seit mehreren
Jahren werden im Unterarbeitskreis ,Luckenindikation Obstbau® bundesweit Versuche
durchgefiihrt, um mindestens noch ein weiteres Insektizid zur Bekampfung der
Kirschfruchtfliege zur Verfigung zu stellen. Hierdurch kdnnen jedoch nur kurzfristige
Lésungen erreicht werden. Fr die langfristige Schlielung der Bekampfungsliicke und somit
der Gewahrleistung des Angebots von Tafelkirschen aus deutschem Anbau ist eine
alternative, umwelt- und naturhaushaltschonende Bekampfungsldsung unabdingbar.



1.1 Planung und Ablauf des Projektes

Die Planung und Ausfihrung des Projektes erfolgte nach der Vorhabenbeschreibung sowie
nach dem derzeitigen Kenntnisstand. Auf aktuelle Gegebenheiten (Zeit der Kirschernte,
Verflgbarkeit der befallenen Kirschen) konnte infolge guter Vorbereitung sehr schnell
reagiert werden, so dass eine optimale Ausnutzung des saisonal nur begrenzt zur Verfiigung
stehenden Versuchsmaterials in beiden Untersuchungsjahren gegeben war. Geringfligige
methodische Veranderungen hinsichtlich der Gewinnung der R. cerasi-Larven gewahr-
leisteten im Vergleich zur angegebenen Methode eine bessere Verfligbarkeit der Larven.
Versuche mit adulten Fliegen im Winter erfolgten nach eingehender Literaturstudie sowie
Konsultation von Fachleuten, da die Haltung und Vermehrung von Kirschfruchtfliegen im
Labor schwierig ist.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Die Kirschfruchtfliege Rhagoletis cerasi L. ist der bedeutendste Schadling im
SiuRkirschenanbau, der regelmaflig zu enormen wirtschaftlichen Verlusten bis zum
Totalausfall der Ernte fuhrt (eigene Befallserhebungen auf Okologisch bewirtschafteten
Flachen 2003, mindl. Aussage verschiedener Kirschanbauer). Fir deren erfolgreiche
Bekampfung fehlen im 6kologischen Landbau derzeit ausreichende Verfahren. Es stehen
lediglich visuelle Fallen (Gelbtafeln) zur Verfigung, mit denen keine zufriedenstellende
Wirkungsgrade erzielt werden kénnen (EPP 1998, FAURIEL & REYNAUD 1998, REMUND 1971,
REMUND & BOLLER 1975, Russ et al. 1973). Untersuchungen zum Markierungspheromon der
Kirschfruchtfliege in der Schweiz konnten nicht bis zu einem anwendbaren Verfahren gefuhrt
werden (vgl. ALUJA & BOLLER 1992 a, FIMIANI 1982, mdl. Aussage BOLLER 2003).
Desweiteren ist eine Abnahme der Wirkung des Markierungspheromons nach einigen Tagen
zu beobachten (FIMIANI 1982, HOFFMEISTER & BOLLER 2003). Es besteht daher dringender
Forschungsbedarf  zur Entwicklung ndtzlings- und naturhaushaltschonender
Bekampfungsverfahren. Eine Mdoglichkeit zur biologischen Bekampfung der Kirschfrucht-
fiege koéonnte der Einsatz entomopathogener Nematoden sein. Entomopathogene
Nematoden der Gattungen Steinernema und Heterorhabditis verfligen Uber Eigenschaften,
durch die sie zu sehr guten Kontrollorganismen von im Boden lebenden Schadinsekten
werden kénnen (GAUGLER 1988) und stellen bereits einen bedeutenden Aspekt in der
biologischen Schadlingsbekdmpfung dar (BARTH 2002, KLEIN 1990). Sie werden
beispielweise gegen Trauermiicken- (Sciaridae) und Haarmuckenlarven (Bibionidae),
Dickmaulriissler  (Otiorhynchus  sulcatus), = Wurzelbohrer  (Hepialus  lupulinus),
Gartenlaubkafer (Phylloperta horticola), Maulwurfsgrillen (Gryllotalpa gryllotalpa) sowie
Erdraupen (Agrotis spp.) erfolgreich eingesetzt (z.B. BACKHAUS 1994, EHLERS & PETERS
1998, GOUGE & HAGUE 1995, NEUBAUER 1997, SIMSER & ROBERTS 1994, SMITS 1992, SMITS
et al. 1994, WILSON et al. 1999, www.e-nema.de). Erfolgversprechende Untersuchungen
Uber die Wirksamkeit der Nematoden gegen andere Fruchtfliegen (Tephritidae), z.B.
Rhagoletis indifferens (PATTERSON STARK & LACEY 1999, YEE & LACEY 2003), Ceratitis



capitata (GAzIT et al. 2000, LABORDA et al. 2003, LINDEGREN 1990, LINDEGREN et al. 1990,
POINAR & HISLOP 1981), Dacus cucurbitae, D. dorsalis (LINDEGREN 1990) und Anastrepha
suspensa (BEAVERS & CALKINS 1984) liegen vor.

Fir die Handhabung der Nematoden zur Durchfihrung der Versuche konnte auf
Erfahrungen der Firma e-nema GmbH sowie des Instituts fiir Phytopathologie der Christian-
Albrechts-Universitat Kiel in Raisdorf zurlickgegriffen werden, wofir eine mehrtagige
Methodeneinfihrung im Juni 2002 erfolgte. Die notwendige Versuchsausstattung stand an
der Biologischen Bundesanstalt im Institut flir Pflanzenschutz im Obstbau zur Verfligung.

2 Material und Methoden

2.1 Teilprojekt a: Ermittlung des aktuellen Kenntnisstandes

In diesem Projekt-begleitenden Abschnitt wurde kontinuierlich Literatur recherchiert sowie
nach den verschiedenen Themengebieten zusammengestellt.

2.2 Teilprojekt b: Untersuchungen zur biologischen Bekampfung der
Kirschfruchtfliege mit entomopathogenen Nematoden und dem pflanzlichen
Insektizid Neem

2.2.1 Bodenprobennahme, Isolierung und Vermehrung von Nematoden aus
Befallsgebieten

Entnahme der Bodenproben

Die Bodenprobennahme wurde an verschiedenen Standorten und in verschiedenen
Regionen Deutschlands  durchgefihrt. Es halfen dabei Mitarbeiter  von
Pflanzenschutzdiensten, Kirschanbauer sowie Kleingartenbesitzer. Die Entnahme der
Bodenproben erfolgte nach folgender Anleitung:
- Entnahme von Proben von ggf. verschiedenen Standorten und 2 Proben pro Baum,
- Entnahme von ca. einem Liter Boden unter dem Kronenbereich der befallenen
Kirschbaume,
- Grabtiefe bei feuchtem Boden ca. 5 cm, bei trockenem Boden ca. 10 cm,
- Verpackung des Bodens in beschrifteten Plastiktiten (Name, Standort),
- Lagerung der Proben im Kiihlschrank, wenn sie nicht sofort verschickt werden
konnten,
- Verschicken innerhalb eines Tages.



In den Jahren 2002 und 2003 wurden durch die Firma e-nema GmbH insgesamt 103
Bodenproben aus 8 Bundeslandern (Baden-Wirttemberg, Hessen, Rheinland-Pfalz,
Niedersachsen, Bayern, Brandenburg, Thiringen, Sachsen-Anhalt) auf entomopathogene
Nematoden hin untersucht.

Isolierung und Vermehrung von Nematoden
(Ubernahme und Zusammenfassung der Angaben aus dem Tétigkeitsberichten 2002 und
2003 der Firma e-nema GmbH)

Die Isolierung und Vermehrung der entomopathogenen Nematoden aus den Befallsgebieten
erfolgte bei der Firma e-nema GmbH. Dort wurden die Proben flir maximal 2 Tage kihl
gelagert (7°C) und anschlieRend je 1000 ml in Plastikschalen gefullt und mit je 10 Larven der
Wachsmotte (Galleria mellonella) versetzt. Die Larven wurden, um das Wiederfinden zu
erleichtern, 2002 in Pastiknetze als Kafige eingesperrt. Aufgrund der geringen Ausbeute der
Bodenproben 2002 erfolgte die Zugabe der Wachsmottenlarven 2003 nicht in Kafigen,
sondern frei in die Bodenproben. Nach 7 Tagen bei 20 bis 22°C wurden die Larven
entnommen. Die toten Larven wurden auf offensichtlichen Pilzbefall (eingetrocknete Kadaver
und eventuell austretendes Mycelium) untersucht. Solche Larven wurden verworfen. Larven,
die bereits bei der Entnahme aus dem Netzkafigen zerfielen, wurden ebenfalls nicht weiter
beobachtet, da Nematoden sich nur in intakten Kadavern vermehren kénnen. Die ubrigen
toten Larven wurden auf ein Podest mit Filterpapier gelegt. Das Podest stand in einer mit
Wasser geflillten Petrischale, so dass das uUberhangende Filterpapier in das ca 1 mm tiefe
Wasser hing. Je eine Larve wurde auf solch eine Nematodenfalle gelegt und die Nematoden,
welche nach weiteren 3 Wochen aus den Kadavern auswanderten, mikroskopisch
untersucht. Nur wenn es sich um Steinernema oder Heterorhabditis-Arten handelte, wurden
diese von eventuell begleitend auftretenden Dauerlarven anderer Rhabditiden getrennt und
erneut an G. mellonella vermehrt. Die gefundenen entomopathogenen Nematoden wurden
morphologisch auf ihre Artzugehdrigkeit untersucht. Ferner erfolgte die Ermittlung der RFLP-
Muster von PCR-vermehrter DNA der ITS-Region der ribosomalen DNA und der Vergleich
mit den Mustern anderer Arten (Reid et al. 1997).

2.2.2 Untersuchungen zur Wirksamkeit entomopathogener Nematoden gegen
die Kirschfruchtfliege

Laborversuche

Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber R. cerasi-
Larven

2002 und 2003 wurden Versuche mit entomopathogenen Nematoden im Labor in
unterschiedlichen Expositionsszenarien mit den Nematodenarten und -stammen



Steinernema bicornutum, S. carpocapsae, S. carpocapsae Stamm China, S. feltiae und
Heterorhabditis bacteriophora durchgefihrt. 2003 kamen zusatzlich 8 verschiedene
Nematodenisolate aus Bodenproben von Befallsgebieten sowie 3 tirkische Stdmme beider
Gattungen fir Laborversuche hinzu. Dabei wurden die Arten S. affine und H. megidis aus
den Bodenproben erstmalig getestet. Fur alle Laborversuche wurde in den Medien eine
Feuchtigkeit von ca. 10 % eingestellt. Die Kontrolle bestand jeweils aus Ansatzen ohne
Nematodenzugabe. Die Ansatze wurden bei 20°C (Kulturplatten auch bei 24°C) mindestens
5 Tage inkubiert. Die Temperatur von 20°C galt als Standardtemperatur. 24°C stellte die
durchschnittliche Bodentemperatur in 5 cm Tiefe vom Versuchsfeld des Instituts in den
Vormittags- und Nachmittagsstunden wahrend der Zeitspanne 1999, 2000 und 2001 dar, in
der die Kirschfruchtfliegenlarven in den Boden einwandern.

2002

2002 wurde zunachst die Wirksamkeit der Nematoden (S. bicornutum, S. carpocapsae,
S. carpocapsae Stamm China, S. feltiae, H. bacteriophora) in verschieden hohen
Dosierungen (50, 100, 150 Nematoden/R. cerasi-Larve; = 25, 50, 75 Nematoden/cm2) in mit
Quarzsand gefiillten 24er Kulturplatten (Cell Wells ™) getestet. Ein zweiter Laboransatz
wurde in Petrischalen (Durchmesser 9 cm) in verschiedenen Medien (Quarzsand, Erde vom
Versuchsfeld des Instituts) mit 5 R. cerasi-Larven und 50 Nematoden/cm? bei 20°C
durchgefiihrt. Die Dosierung von 50 Nematoden/cm? ergab sich aus der praxisrelevanten
Aufwandmenge an Nematoden gegen andere Schadinsekten (vgl. Produkte der Firma e-
nema GmbH). Die Anzahl der Wiederholungen lag je nach Verfugbarkeit der
Kirschfruchtfliegenlarven und Nematoden bei den Kulturplattenversuchen zwischen 1 und 4
sowie bei den Petrischalenversuchen bei 10.

2003

2003 kamen die Nematoden (auler S. bicornutum) neben Sand in 4 verschiedenen
gelagerten Bodentypen (leichte, mittlere, schwere LUFA-Standardbdden: 2.2, 3A, 5M, 6S) in
Plastikdosen (Abmessungen: Hoéhe ca. 6 cm, Seitenkanten am Grund ca. 9,5 cm,
Seitenkanten am oberen Rand ca. 10,3 cm) jeweils gegen 5 R. cerasi-Larven pro Dose zur
Anwendung. Um mdglichen wirtschaftlichen Aspekten Rechnung zu tragen, wurden neben
der Standarddosierung von 50 Nematoden/cm? niedrigere Dosierungen von 10 und 25
Nematoden/cm? verwendet. Die Anzahl der Wiederholungen lag pro Dosierung bei 5.

Die Bodenproben- und tirkischen Nematodenisolate sowie S. bicornutum wurden nur in
einem mittleren Boden (3A) ebenfalls in Plastikdosen gepruft. In Abhangigkeit von der
Menge der zur Verfiigung stehenden Nematoden wurden die Versuche zunachst mit der
Standarddosierung von 50 Nematoden/cm? durchgefiihrt. Die Anzahl der Wiederholungen
richtete sich nach der verfligbaren Nematodenmenge und variierte zwischen 1 und 5.

Zur Absicherung der Vergleichbarkeit der Laborversuche 2002 und 2003 wurden 2003
nochmals Petrischalentests mit Sand, 5 R. cerasi-Larven und 50 Nematoden/cm? mit 5
Wiederholungen durchgefihrt.



Vergleich des Befalls isolierter und ausgewanderter R. cerasi-Larven

Um abschatzen zu kénnen, ob die manuelle Isolierung der Larven aus den Kirschen die
Ergebnisse beeinflusst, wurde ein Versuch in Petrischalen mit Sand und der Nematodenart
S. feltiae bei 20°C angesetzt. Dabei kamen jeweils 5 isolierte bzw. aus den Kirschen
ausgewanderte R. cerasi-Larven pro Petrischale zum Einsatz. Die Anzahl der
Wiederholungen betrug 6.

Persistenz enfomopathogener Nematoden

Ein wichtiger Punkt zur Einschatzung der Wirksamkeit der Nematoden gegen die
Kirschfruchtfliege ist deren Persistenz im Boden. Um dazu erste Versuche im Labor
durchzufuhren, wurden 30 Plastikdosen mit dem Bodentyp 3A und S. feltiae angesetzt. Die
Zugabe von jeweils 5 R. cerasi-Larven erfolgte am 1., 3., 6., 8., 10. und 13. Tag.

Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber R. cerasi-
Puppen

2002 wurde die Wirksamkeit der Nematoden (S. bicornutum, S. carpocapsae,
S. carpocapsae Stamm China, S. feltiae, H. bacteriophora) wie bei den Larven in
verschieden hohen Dosierungen (50, 100, 150 Nematoden/R. cerasi-Puppe) in mit
Quarzsand gefiillten 24er Kulturplatten (Cell Wells ™) getestet.

Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber adulten
R. cerasi

Versuche zur Ermittlung der Infektidsitat entomopathogener Nematoden (S. carpocapsae,
S. feltiae) gegenlber adulten Kirschfruchtfliegen fanden in Plastikbechern (Abmessungen:
Hohe ca. 15,5 cm, Durchmesser am Grund ca. 6,3 cm, Durchmesser am oberen Rand ca.
9 cm) mit Quarzsand (Fullhéhe ca. 5 cm) statt. Es wurden je 7 Wiederholungen mit jeweils 2
(1x3) R. cerasi-Puppen, die mindestens 5 Monate bei einer Temperatur von 3°C bis 4°C
gelagert und danach 16 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden, angesetzt. Die
Becher wurden im Klimaschrank bei 25°C +/- 1°C 18 Tage inkubiert und die toten Fliegen
bzw. die verbliebenen Puppen auf Befall kontrolliert. Die lebenden Fliegen wurden
nachfolgend in Eiablagekafige gegeben. Das Futter flir die adulten Fliegen bestand aus
Bierhefe und Rohzucker (Gewichtsanteile 1:4), was mittels Wasser zunachst zu einem Brei
verrruhrt, auf Filterpapierstreifen gegeben und getrocknet wurde. Jeder Kafig war mit einem
Wasserreservoir versehen.



Beobachtungen zum Eindringen der Nematoden in die Wirtstiere

Um Informationen Uber das Penetrationsverhalten der Nematoden zu gewinnen, wurden
wahrend der mikroskopischen Befallsauswertung der R. cerasi-Larven und -Puppen
Beobachtungen angestellt. Es handelte sich dabei um das Verhalten beim Auswandern aus
dem Wirt und nicht um das beim Eindringen.

Trotz Befalls mit Nematoden verpuppte sich ein Groliteil der R. cerasi-Larven wahrend oder
nach der Infektion. Um zu klaren, ob die L3-Stadien der Nematoden nach der Verpuppung
der R. cerasi-Larven ein weiteres Infektionspotential fir andere Wirte darstellen kdnnen,
wurden 2002 Auswanderungsversuche durchgefiihrt. Dazu wurden 10 R. cerasi-Larven pro
Nematodenart bzw. -stamm (auler S. bicornutum) in Kulturplatten mit Nematoden (Dosis
>150) versetzt. Nach 5 Tagen Inkubation wurden die inzwischen verpuppten R. cerasi auf
feuchtes Filterpapier in Petrischalen gelegt. Unter Feuchthaltung des Filterpapiers mit
Ringerlésung konnten nach 2 bis 3 Wochen mdglicherweise ausgewanderte Nematoden im
L3-Stadium in der Ringerlésung nachgewiesen werden. (vgl. Abschn. Isolierung und
Vermehrung von Nematoden)

Vergleichsuntersuchungen zur Infektiositat entomopathogener Nematoden gegeniiber
der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata

Aufgrund der obligatorischen Diapause der Kirschfruchtfliege von mindestens 4 bis 5
Monaten sowie den Schwierigkeiten, eine Laborzucht zu etablieren, sind Versuche
aulRerhalb der Kirschzeit begrenzt. Deshalb stellt sich die Frage, ob die polyvoltine und gut
zu vermehrende Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata als Modellorganismus fir R. cerasi
im Labor fur ausgewahlte Fragestellungen verwendet werden kann. Erste Versuche mit
Larven von C. capitata und verschiedenen Nematodenarten und -stdmmen wurden
durchgefthrt. Dabei kamen die Nematodenarten S. carpocapsae, S. feltiae sowie
H. bacteriophora in Plastikdosen (s.0.) mit Sand, einem leichten (2.2) sowie einem mittleren
(3A) LUFA-Standardboden zum Einsatz. Die Dosen wurden 4 Tage bei 20°C inkubiert und
nachfolgend aufgrund des schnellen Schlupfes der adulten Fliegen bei 4°C gelagert.

Halbfreilandversuche

Um den Bedingungen im Freiland mehr zu entsprechen, wurden 2002 und 2003
Halbfreilandversuche mit H. bacteriophora, S. carpocapsae, S. carpocapsae Stamm China
und S. feltiae durchgeflihrt. Sie bestanden aus der Bestlickung von 5 Plastikobstkisten (29 x
39 x 10 cm) pro Nematodenart bzw. -stamm mit einer ca. 10 cm dicken Erdscholle mit
Grasnarbe vom Versuchsfeld des Instituts. Pro Kiste wurden in 10 Lécher von je 3 bis 5 cm
Tiefe jeweils eine Kirschfruchtfliegenlarve in einem kleinen Gazekafig gelegt. Die Kafige
dienten dem besseren Wiederfinden der Larven bzw. Puppen. Die Gesamtflache der
Erdscholle wurde nach dem VerschlieRen der Lécher mit Erde jeweils mit Nematoden in



Wasser und nachfolgend zum Einspllen der Nematoden in den Boden ausschliel3lich mit
Wasser begossen, so dass sich durchschnittlich eine Dichte von 50 Nematoden/cm? ergab.
Die Behandlung der Kontrollkisten fand nur mit der entsprechenden Wassermenge statt. Die
Kisten verblieben unter Feuchthaltung 2002 Gber 4 Wochen und 2003 Uber 2 Wochen in
einer Uberdachten, seitlich offenen Vegetationshalle.

Die Ermittlung der Infektionsrate der behandelten Kirschfruchtfliegen erfolgte in den Labor-
und Halbfreilandversuchen durch deren Praparation und der Erfassung von Nematoden,
Befallssymptomen, anderer Todesursachen sowie gesunder Tiere unter dem Binokular.

Freilandversuche

Die Freilandversuche im Juli 2002 bestanden aus der Entlassung von je 30 R. cerasi-Larven
auf 5 Teilflachen von je % m? innerhalb einer Gesamtflache von 20 m? auf der Kirschanlage
des Instituts, die mit 50 Nematoden/cm? in Wasser (S. carpocapsae, S. feltiae, H.
bacteriophora) behandelt wurde. Im Juli 2003 konnten jeweils 50 R. cerasi-Larven auf 10
Teilflachen pro Nematodenart und Kontrolle ausgebracht werden. Die Auswertung der
Freilandversuche war bzw. ist jeweils im Folgejahr vorgesehen, indem die aus dem Boden
schlipfenden adulten R. cerasi mittels Boden-Fotoeklektoren erfasst werden. Sie erfolgte flir
den 2002 angesetzten Freilandversuch im Mai/Juni 2003 und ist fur den 2003 angesetzten
Versuch im gleichen Zeitraum 2004 geplant.

Fur die Auswertung der Labor- und Halbfreilandexperimente wurden jeweils die Befallsraten
ermittelt sowie die Wirkungsgrade nach ABBOTT berechnet. Da im Freilandversuch
ausschlielllich lebende Tiere erfasst wurden, konnte nur der Wirkungsgrad nach ABBOTT
herangezogen werden.

2.2.3 Biologie der Kirschfruchtfliege
Beobachtungen zur Verpuppung der Kirschfruchtfliegenlarven

Zur Ermittlung der Einwanderungstiefe wurde 2002 mit Glasplatten und Holzleisten ein
2,8 cm tiefer, 45 cm hoher und 51 breiter Behalter gefertigt und mit Erde geflillt. Die Erde
wurde mit Hilfe von Wasser verdichtet. Auf der Breite von 51 cm wurden 10 R. cerasi-Larven
gleichmaRig verteilt und die Einsetzstellen mit Stecknadeln markiert. Nach mindestens einem
Tag konnte die Einwanderungstiefe der Larven durch das Freilegen der Puppen festgestellt
werden.

Der Einwanderungsradius der R. cerasi-Larven wurde in Standardeinweckglasern ermittelt.
Dazu wurden die Glaser mit Erde gefillt und Larven mittig entlassen. Die Markierung der
Einsetzstellen erfolgte wiederum mit Stecknadeln. Die Auswertung bestand aus dem
Freilegen der Puppen und der Ausmessung der Entfernung (Radius, Tiefe) von der
jeweiligen Einsetzstelle.



2.2.4 Versuche zur Wirksamkeit eines Neempraparates NeemAzal-T/S

Fur Versuche mit adulten Kirschfruchtfliegen standen ca. 300 Puppen zur Verfiigung. Den
grofdten Teil der Puppen uberlied uns freundlicherweise Dr. K.-H. Geipel von der
Bayerischen Landesanstalt flir Wein- und Gartenbau in Veitshdéchheim. Sie stammten aus
den Jahren 2000 und 2001.

Einfluss von NeemAzal-T/S auf die Lebensdauer und Reproduktion adulter R. cerasi

Die Ermittlung des Einflusses von NeemAzal-T/S auf die Lebensdauer und Reproduktion
adulter R. cerasi erfolgte in zwei Teilversuchen. Fir beide Versuche wurden Puppen aus der
Kdhlkammer ins Gewachshaus (Photoperiode hell 16 Stunden : dunkel 8 Stunden mit
Temperaturen von 26 + 1°C in der Hellphase bzw. 18 + 1°C in der Dunkelphase, relative
Luftfeuchte 55 - 100 %, Lichtintensitat ca. 8 klux) uberfuhrt.

Im ersten Teilversuch waren es 101 Puppen, die im Zeitraum vom 30. Dezember 2002 bis
6. Januar 2003 zu ca. 70 % schlUpften. Die Tiere wurden paarweise in vorbereitete Kafige
gesetzt. Die Verabreichung des NeemAzal-T/S erfolgte in verschiedenen Konzentrationen
Uber das Futter (Futterzubereitung s.o. unter ,Infektidsitat entomopathogener Nematoden
gegenliber adulten R. cerasi‘; bezogen auf dessen Trockengewicht aus Bierhefe und
Rohzucker: 1 % NeemAzal-T/S mit 5 Wiederholungen, 0,55 % NeemAzal-T/S mit 6
Wiederholungen, 0,1 % NeemAzal-T/S mit 6 Wiederholungen, 0,01 % NeemAzal-T/S mit 6
Wiederholungen, Futter ohne NeemAzal-T/S zur Kontrolle mit 5 Wiederholungen). Die
Zugabe von Trauben zur Eiablage erfolgte nach 1 bis 4 Tagen nach dem Schlupf der
weiblichen Fliegen. Zu Beginn des Versuches wurden die Trauben taglich, spater 3 mal bzw.
2 mal pro Woche gewechselt und auf die Anzahl der Eier kontrolliert. Der Versuch dauerte
insgesamt 56 Tage.

Im zweiten Teilversuch lag der Schlupfzeitraum der Fliegen (Ausgangsmaterial 107 Puppen)
zwischen dem 8. und 16. April 2003. Die Tiere wurden wiederum paarweise in vorbereitete
Kafige gegeben. Die Versuchsvarianten bestanden mit jeweils 5 Wiederholungen aus der
Verabreichung von 2 % und 1 % NeemAzal-T/S im Trockenfutter Uber die gesamte
Versuchsdauer von 55 Tagen sowie der Gabe von 1 % NeemAzal-T/S im Futter 2 Tage ab
Schlupf, ab der Eiablage sowie bis zur Eiablage. Zur Eiablage kamen Wachsdome (mit
schwarzer Kerzenfarbe eingefarbtes Ceresin, Durchmesser ca. 1 cm) zum Einsatz. Die
Eiabnahme erfolgte alle zwei Tage (vgl. Zuchtmethoden in BOLLER 1966a, 1968, BOLLER
1984, BOLLER 1989, HAISCH 1975, KATSOYANNOS et al. 1977, KATSOYANNOS et al. 1987,
PROKOPY &. BOLLER 1970).

Untersuchungen zur oviziden Wirkung von NeemAzal-T/S bei Eiablage in behandelte
Friichte

Zu dieser Fragestellung konnten keine Untersuchungen durchgefiihrt werden, da keine
Fliegen zur Verfligung standen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ausflhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

Die Bearbeitung des Projektes erfolgte plangemal. Erweiterungen ergaben sich bei den
Versuchen mit Nematoden: Halbfreilandversuche, Persistenzversuch, Einfluss verschiedener
Bodentypen und Temperaturen, Parallelversuche mit der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis
capitata, um sie ggf. als Modellorganismus einsetzen zu kénnen. Ein Freilandversuch mit
NeemAzal-T/S konnte mangels adulter R. cerasi nicht durchgefiihrt werden.

3.1.1 Teilprojekt a:
Ermittlung des aktuellen Kenntnisstandes

Im folgenden werden die wichtigsten Erkenntnisse aus dem Literaturstudium zur Biologie der
Kirschfruchtfliege, insbesondere Orientierungs- und Dispersionsverhalten, zum Fallen-
einsatz, zu selektiven Regulierungsverfahren, wie Pheromoneinsatz und Attract & Kill-
Techniken und zur mdglichen Anwendung von Insektiziden natlrlichen Ursprungs
dargestellt. Weitere Punkte beziehen sich auf die Zucht von R. cerasi, natlrliche
Gegenspieler und physikalische Abwehrmalinahmen.

Zuchtverfahren fiir die Kirschfruchtfliege

Fruchtfliegen der Gattung Rhagoletis erndhren sich mono- oder oligophag. Fir eine
kontinuierliche Laborzucht der Kirschfruchtfliege ist es erforderlich, anstatt des nattrlichen
Eiablage- und Nahrmediums, der Kirsche, Alternativen zu verwenden. Erschwerend hierbei
ist, dass selbst die Eiablage auf die Kirsche nur in einem bestimmten Reifestadium, namlich
zum Zeitpunkt des Umfarbens von grin-gelb auf rot, erfolgt. Bemihungen, die
Kirschfruchtfliege auf alternativen Medien zu zichten, gehen v.a. auf die 70er und 80er
Jahre zurlck. Ziel war damals, mit Hilfe von Massenzuchten die Bekampfung der
Kirschfruchtfliege mittels der Freilassung steriler Mannchen zu erméglichen. Zuchtmethoden
und Erfahrungen damit sind in den Publikationen von BOLLER (1966a, 1968), BOLLER (1984),
BOLLER (1989), HAISCH (1975), KATSOYANNOS et al. (1977), KATSOYANNOS et al. (1987)
sowie PROKOPY & BOLLER (1970) beschrieben. Die Zuchtmethoden sind sehr aufwendig. Die
besten Erfolge wurden mit kinstlichen Eiablagedomen aus Wachs erzielt, die von den
Kirschfruchtfliegen zur Eiablage angenommen werden, sowie mit einem flissigen
Nahrmedium fir die Larven, das auf dinnen Watteschichten angeboten wird. Die Ausbeute
der Zucht (Uberlebensrate der Larven bis zur Verpuppung) blieb jedoch auf 40 bis 50 %
beschrankt und die Puppengewichte der Freilandpopulation wurden nicht erreicht. Bei
optimaler Lagerung der Puppen konnten davon 70 bis 80 % zum Schlupf der adulten
R. cerasi gebracht werden. Erschwerend fiir die Laborzucht ist die obligatorische Diapause
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der Kirschfruchtfliege, die bei der Freilandpopulation ca. 11 Monate, z.T. auch langer
(,Uberlieger), und im Labor mindestens 4-5 Monate bei 4°C betragt. Desweiteren scheint
beim Start der Laborzucht die Umstellung der Freilandpopulation auf das synthetische
Nahrmedium eine besonders kritische Phase zu sein.

Dispersions- und Orientierungs der Kirschfruchtfliege

Um eine nachhaltige Bekdmpfung der Kirschfruchtfliege zu gewahrleisten und insbesondere
den Einsatz von Pheromonen und Fallensystemen zu optimieren, sind grundlegende
Kenntnisse zum Dispersions- und Orientierungsverhalten der Kirschfruchtfliege erforderlich.
Eine Literaturstudie, der 139 Publikationen zugrunde lagen, ergab, dass es hierbei
erhebliche Wissenslucken gibt (THEINERT & DICKLER 2000). Deren Schlief3ung stellt jedoch
eine Grundvoraussetzung fir die Entwicklung 0.g. moderner und nachhaltiger Verfahren dar.
Nicht vollig geklart ist dariber hinaus, bis zu welchem Grad umliegende
Wirtspflanzenbestdnde zu einer Neu-Besiedlung einer Anlage durch die Kirschfruchtfliege
fuhren kénnen. Dies gilt auch fur die als alternative Wirtspflanze dienende Heckenkirsche
(Lonicera xylosteum). Aufgrund phanologischer Unterschiede wird jedoch die Besiedlung der
SuRkirsche ausgehend von Lonicera-Bestadnden als eher unwahrscheinlich angesehen
(BOLLER et al. 1998). BOLLER et al. (1998) berichten auch, dass die Kirschfruchtfliege in der
Regel nur geringe Distanzen zurlicklegt, einzelne Tiere aber durchaus langere Strecken von
2 bis 3 km Uberwinden kénnen. KATSOYANNOS et al. (1986) stellte fest, dass solange
Ressourcen zur Verfigung stehen, die Fliegen zum gréf3ten Teil in der Anlage bleiben, in der
sie geschlipft sind. KNEIFL et al (1997) schlug einen mindestens 500 m breiten Girtel um
Kirschanlagen vor, in dem keine Wirtspflanzen vorkommen. Insgesamt ist Uber den
genetischen Austausch zwischen verschiedenen Kirschfruchtfliegenpopulationen wenig
bekannt. Der genetische Austausch benachbarter Populationen 14t sich mit Mikrosatelliten
untersuchen. Durch diese Untersuchung kann abgeschatzt werden, ob und in welchem
Ausmal} Fallen im wesentlichen im Perimeterbereich um die Anlage gegen Zuflug oder in der
Anlage selbst gegen lokale Populationen einzusetzen sind (SCHWARz 2000). Dieser Ansatz
bedarf weiterer Forschungsarbeiten.

Selektive Requlierungsverfahren

Verwendung von Pheromonen

Schweizer Untersuchungen zeigten, dass eine Behandlung der Friichte mit dem ungiftigen,
synthetisch herstellbaren Markierungspheromon (HMP = host marking pheromone) der
Fliege bei niedrigen Populationsdichten R. cerasi von einer Eiablage abhalt (ALUJA & BOLLER
1992 b; BOLLER & ALUJA 1992, HURTER et al. 1987). Einige Baume in der Kirschanlage
muissen allerdings unbehandelt bleiben. Sie dienen als Fangbaume fiir die unter
Eiablagedruck stehenden Weibchen. Ein Nachteil der Methode sind die hohen
Herstellungskosten des Markierungspheromons. Eine Optimierung und Kostenreduktion im
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Herstellungsprozess ware erforderlich. Um dieses biotechnische Verfahren zu verbessern
und es auch bei héheren Populationsdichten erfolgreich anwenden zu kénnen, miussten
zudem hochattraktive Fallen eingesetzt werden. Das Verfahren wird fir den 6kologischen
Landbau allerdings abgelehnt, da das Pheromon auf die Friichte appliziert wird und nicht
100 %ig dem Naturstoff entspricht. Desweiteren scheint die Wirksamkeit zeitlich begrenzt zu
sein (FIMIANI 1982, HOFFMEISTER & BOLLER 2003).

Fallenoptimierung, Massenfang, Attract & Kill

Adulte Kirschfruchtfliegen kdnnen mit beleimten Gelbfallen gefangen werden. Es existieren
verschiedene Fallenmodelle, die aufgrund der Farb- und Formgebung oder durch Zusatz von
Futterkddern unterschiedlich fangig sind. Besonders hohe Fangraten sind flir die Rebell®-
Falle und die Frutect®-Falle belegt. Allerdings werden hierdurch in der Regel keine
ausreichend hohen Befallsreduktionen, insbesondere nicht bei hohen Populationsdichten,
erzielt. Die Fallen kdnnen vor allem in Hausgarten zu einer beschrankten Befallsreduktion
eingesetzt werden. Im Erwerbsobstbau dienen sie Uberwiegend dem Monitoring (EPP 1998,
REMUND & BOLLER 1975, THEINERT & DICKLER 2000, WYSS & ZUBER 1998).

Eine Optmierung der Fallen kdnnte durch visuelle Faktoren und durch das Einbeziehen von
Futterattraktantien, wie z.B. Ammoniumacetat (KATSOYANNOS et al. 2000) und Insektiziden
moglich sein. In den USA gelang es, den Befall durch die Apfelfruchtfliege (Rhagoletis
pomonella) mit Hilfe von Apfelattrappen, die mit Futterattraktantien und mit dem Insektizid
Imidacloprid bestlickt waren, auf ahnlich niedriges Niveau wie durch die Anwendung eines
breitwirksamen Insektizides (Azinphosmethyl) zu reduzieren (HARDIN 2000). Erste
Erfahrungen mit einem entsprechenden Ansatz liegen fir die nordamerikanischen
Kirschfruchtfliegen Rhagoletis cingulata und R. indifferens vor. Eine Erh6hung von Fangen
ist wahrscheinlich auch durch den Zusatz von ammoniumhaltigen Stoffen oder volatilen
Komponenten, die von reifenden Frichten abgegeben werden, moéglich (GUT et al. 2003,
KATSOYANNOS et al. 2000, PROKOPY et al. 2000).

Die Fangigkeit existierender Fallen kénnte auch durch den Einsatz von
Sexualpheromonbestandteilen erhéht werden (KATSOYANNOS 1976, HOFFMEISTER 1992,
RAPTOPOULOS et al. 1995). Dies bedarf jedoch noch weiterer Forschung, um die
verschiedenen Fraktionen der Pheromone weiblicher und mannlicher Fliegen qualitativ und
quantitativ zu analysieren. Nach der Herstellung entsprechender Extrakte ist mit diesen die
Durchfiihrung von Biotests notwendig (FRENZEL & DETTNER 1989, FRENZEL et al. 1990).

Kdderverfahren

Im Zitrus- und Olivenanbau werden gegen Fruchtfliegen (Ceratitis capitata, Bactrocera olea)
seit Jahren sogenannte ,bait sprays® (Koderverfahren) mit Erfolg eingesetzt. Dabei erfolgt
eine Teilflachenbehandlung mit einer Mischung aus einem Insektizd und einer
proteinhaltigen Kddersubstanz (z.B. Buminal). Bisher wurden bei den Insektiziden meist
breitwirksame Phosphorsaureester eingesetzt. Auf der Suche nach selektiveren Wirkstoffen
konnten bei Einsatz von Spinosad bereits Erfolge erzielt werden (PECK & MCQUATE 2000).
Erste Versuche in Deutschland, die Kirschfruchtfliege mit dem Kéderverfahren (reduzierte
Aufwandmenge Fenthion mit Zusatz von Buminal) zu bekdmpfen, brachten bisher keine
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zufriedenstellenden Ergebnisse. Das Einbinden von Insektiziden nattrlichen Ursprungs, wie
0.g. Spinosad oder NeemAzal-T/S, die glinstige 0kotoxikologische Eigenschaften aufweisen,
kdnnte hier sinnvoll sein. Bei Neem gilt dies insbesondere im Hinblick auf die Ausnutzung
der sterilisierenden Wirkung bei Aufnahme durch die adulten Fliegen, wie fir die
Mittelmeerfruchtfliege, Ceralitis capitata, und die Westamerikanische Kirschfruchtfliege,
Rhagoletis indifferens bereits nachgewiesen, sowie der oviziden Wirkung bei Kontamination
der Eier (ADAN et al. 1998, DI ILIO et al. 1999, GEIPEL 2001, PECK & MCQUATE 2000, VAN
RANDEN & ROITBERG 1998 a und b).

Insektizide

Zur Kirschfruchtfliegen-Bekdmpfung ist in Deutschland zur Zeit nur der breitwirksame
Wirkstoff Dimethoat mit einer Wartezeit von 21 Tagen zugelassen. Aufgrund dieser Wartezeit
ist die Bestimmung des Einsatztermines nicht einfach und die optimale Wirksamkeit wird
nicht immer erreicht. Es besteht keine Aussicht auf eine Verkirzung der in Deutschland auf
21 Tage festgelegten Wartezeit. Sie wurde wegen des Hauptmetaboliten Omethoat
erforderlich. Dimethoat ist in der 2. Stufe der EU-Altwirkstoffprifung enthalten, deren
Abschluss bis 2005 vorgesehen ist. Im O©kologischen Obstbau werden zur
Kirschfruchtfliegenbekdmpfung bisher Gelbfallen eingesetzt. Das Verfahren fihrt jedoch
nicht zu befriedigenden Ergebnissen (vgl. Abschn.1.2 , Wissenschaftlicher und technischer
Stand, an den angeknupft wurde®).

Auf der Suche nach anderen fir die Bekdmpfung der Kirschfruchtfliege geeigneten
Insektiziden wurden bisher mit Pirimor und Karate (Zeon Technologie) gute Wirkungsgrade
erreicht. Auch Calypso (Wirkstoff Thiacloprid) erscheint erfolgversprechend. Es handelt sich
jedoch um einjahrige Ergebnisse und sie wurden bei relativ geringem Befallsdruck (knapp
6 % in der unbehandelten Kontrolle) erzielt (GEIPEL 2001, VOGT 2002). Die Zulassung von
Pirimor endete am 31.12.2002. Der Wirkstoff Lambda-Cyhalothrin, der in Karate enthalten
ist, wurde in den Annex | der Richtlinie 91/414/EWG aufgenommen. Karate hat bisher keine
Zulassung fur die Bekampfung der Kirschfruchtfliege und ist aus okotoxikologischen
Gesichtspunkten keine vorteilhafte Alternative. Insektizide natlrlichen Urprungs mit recht
glnstigen 6kotoxikologischen Eigenschaften, Spinosad und NeemAzal-T/S, erzielten keine
ausreichenden Wirkungsgrade (GEIPEL 2001, VOGT 2002). Méglicherweise ist hier jedoch
durch Optimierung der Anwendung eine héhere Wirksamkeit zu errreichen.

Natiirliche Gegenspieler

Uberwinternde Puparien koénnen durch natirliche Gegenspieler abgetdtet werden.
Parasitoide sind hierfir kaum geeignet (BOLLER 1966 b; HOFFMEISTER 1988, 1992).
Nematoden sind als zusatzliche Agentien bei der Kirschfruchtfliege bislang wenig erforscht
und koénnten eine Alternative bieten (vgl. GAUGLER 1988). Das zeigten auch Ergebnisse einer
am Institut fur Pflanzenschutz im Obstbau der BBA in Dossenheim durchgeflhrten
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Doktorarbeit (NACHTIGALL 1991). Bei anderen Fruchtfliegenarten der gleichen oder anderer
Gattungen liegen ebenfalls erste positive Erfahrungen mit Nematoden vor (BEAVERS &
CALKINS 1984, GAzIT et al. 2000, LABORDA et al. 2003, LINDEGREN 1990, LINDEGREN et al.
1990, PATTERSON STARK & LACEY 1999, POINAR & HISLOP 1981, YEE & LACEY 2003).
Entomopathogene Pilze sind bisher hinsichtlich ihrer Wirkung auf die im Boden
Uberdauernden R. cerasi-Puppen nicht untersucht. Gegen andere Fruchtfliegenarten wurden
entomopathogene Pilze hingegen bereits im Labor getestet (CASTILLO et al. 2000, EKESI et
al. 2002, EKEsil et al 2003, DE LA ROSA et al. 2002, LEZAMA-GUTIERREZ et al. 2000).

Physikalische AbwehrmaRnahmen

Als physikalische MalRnahme erwies sich das Einnetzen der Kirschbdume in Kombination mit
dem Einsatz der hochfangigen Frutect®-Fallen als erfolgreich. Es handelt sich hier jedoch
um eine sehr teure LOsung, die auch nur flir moderne Intensivanlagen mit niedrigeren
Baumformen geeignet ist (GEIPEL 2001, VOGT 2002).

3.1.2 Teilprojekt b:
Untersuchungen zur biologischen Bekampfung der Kirschfruchtfliege mit
entomopathogenen Nematoden und dem pflanzlichen Insektizid NeemAzal-T/S

3.1.21 Bodenprobennahme, Isolierung und Vermehrung von Nematoden aus
Befallsgebieten

Entnahme der Bodenproben

2002 und 2003 wurden insgesamt 103 Bodenproben aus 8 Bundesldndern (Baden-
Wiurttemberg, Hessen, Rheinland-Pfalz, Niedersachsen, Bayern, Brandenburg, Thuringen,
Sachsen-Anhalt) von Befallsgebieten enthommen (Tab. 1).
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Tab.1: Standorte, Bundesland, Zeitrdume der Entnahme der Bodenproben aus Befallsgebieten

N
Standort Bundesland Zeitraum Proben
Ebermannstadt Bayern Sommer 2002 2
Leina Thiringen Sommer 2002 2
Privatgarten Baden-Wiirttemberg|Sommer 2002 2
Umgebung und Anlage des Instituts Dossenheim Baden-WirttemberglJuli 2002 14
Erfurt Flughafen [Thiringen Juli 2002 4
Umgebung Bingen Rheinland-Pfalz November 2002 14
Demeter Obsthof Odenwald Hessen November 2002 4
Bioland Pappelhof, Reichelsheim Hessen November 2002 6
Sulzburg-Laufen Baden-Wirttemberg|November 2002 6
Sasbach Baden-WirttembergMarz 2003 6
Pflanzenschutzdienst Brandenburg Brandenburg Méarz 2003 4
Ober-Ramstadt Hessen Juli 2002/Mai 2003 8
Heilbronn Baden-Wirttemberg|April 2003 3
Ludwigsburg Baden-Wirttemberg|April 2003 4
Havelland um Potsdam Brandenburg Mai 2003 6
Landesamt f. Verbraucherschutz; Waldstadt b. Wiinsdorf |Brandenburg Mai 2003 2
Braunschweig, Hausgarten Weddel Niedersachsen Mai 2003 1
Denzlingen Baden-WirttembergMai 2003 6
\Weil Haltingen Baden-WirttembergiJuni 2003 1
Kettig Rheinland-Pfalz Juni 2003 2
IAmt f. Landwirtschaft u. Flurneuordnung Mitte; HalberstadtSachsen-Anhalt Juni 2003 6
lAnzahl der untersuchten Proben 103

Isolierung und Vermehrung von Nematoden

(Ubernahme und Zusammenfassung der Angaben aus den Téatigkeitsberichten 2002 und

2003 der Firma e-nema GmbH)

Aus den 103 Bodenproben konnten 19 Nematodenstdmme isoliert werden (Tab. 2). Dabei
handelte es sich bei Steinernema bicornutum und bei S. carpocapsae um die ersten
lebenden Isolate in Deutschland (Auskunft A. PETERS, e-nema GmbH). Von den Isolaten
wurden 8 in die Untersuchungen zur Infektiositat gegenlber R. cerasi-Larven einbezogen.
Ein Teil der Nematodenisolate konnte nicht erhalten oder vermehrt und somit nicht getestet
werden. Zusatzlich zu den Bodenprobenisolaten kamen noch drei tirkische Stamme aus der
Stammsammlung der Firma e-nema GmbH zum Einsatz. Dabei handelte es sich um
Steinernema feltiae (Code 65-20) sowie zwei Heterorhabditis-Stamme (Code 39-8 und

1121).
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Tab. 2: Nematodenisolate aus Bodenproben von Befallsgebieten; fett gekennzeichnete
Nematodenstamme wurden in die Untersuchungen zur Infektidsitat gegeniber R. cerasi-Larven

einbezogen

Standort Entnahme Artdiagnose Code
Umgebung Bingen Ockenheim Autobahn | Steinernema affine 2-5
Ockenheim Autobahn I Steinernema affine 2-6
Blidesheim Maueracker | Heterorhabditis megidis 2-7
Biidesheim Maueracker I Heterorhabditis megidis 2-8
Dommersheim (Eisenbahniibergang) | Steinernema feltiae 211
Dommersheim Feldweg (nach Kreuzung) |l |Heterorhabditis bacteriophora 2-14
Bioland Pappelhof, nicht benannt Steinernema affine 41
Reichelsheim nicht benannt Steinernema affine 4-6
Ober-Ramstadt Wiese Steinernema bicornutum (verloren)
Ludwigsburg Kreutzberg alterer Kirschbaum verloren, nicht bestimmt 121
Havelland um Potsdam  |Pl6tzin Heterorhabditis megidis 7-2
Grof3-Kreutz | Steinernema feltiae 7-8
GroR-Kreutz Il Steinernema (verloren) 7-9
LA f. Verbraucherschutz, [SiiRkirschquartier Berger Kammerode Heterorhabditis megidis 8-1
\Waldstadt b. Wiinsdorf  [SuRkirschquartier Berger Glindow Heterorhabditis megidis 9-2
Braunschweig Weddel, Hausgarten Heterorhabditis megidis 11-1
Denzlingen Kirschacker, Blillweg vorn Steinernema carpocapsae 13-2
Kirschacker, Am Weg Steinernema feltiae 13-5
\Weil Haltingen Bioland Betrieb verloren 10-1

3.1.2.2 Untersuchungen zur Wirksamkeit entomopathogener Nematoden gegen die
Kirschfruchtfliege

Fur die Ergebnisdarstellung werden in den Graphiken die Nematodenarten und -stdmme
jeweils mit den Anfangsbuchstaben der Gattungs- und Artnamen sowie dem ersten
Buchstaben der Stammbezeichnung abgekirzt. Bei den Nematodenisolaten aus
Bodenproben und den tirkischen Stdmmen wird zusatzlich der Code der Firma e-nema
GmbH hinzugezogen.

Laborversuche

Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber R. cerasi-
Larven

2002

Die Auswertung der Kulturplatten mit R. cerasi-Larven ergab unter Zusammenfassung der
Ergebnisse mit verschiedenen Dosierungen und Temperaturen einen durchschnittlichen
Befall von 80 % und einen mittleren Wirkungsgrad nach ABBOTT von 87 %, wobei die
Nematoden S. carpocapsae Stamm China und S. feltiae die hdchsten Werte mit bis zu 91 %
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Befall und einem Wirkungsgrad bis zu 96 % aufwiesen (Abb.1). Sie unterschieden sich
signifikant insbesondere von S. bicornutum (KRUSKAL & WALLIS). Die verschiedenen
Dosierungen der Nematoden pro Zelle der Kulturplatten zeigten keinen konstant signifikant
starkeren Befall bei hoherer Dosis (KRUSKAL & WALLIS). Zwischen den Ansatzen bei den
verschiedenen Temperaturen von 20°C und 24°C konnten ebenfalls nur in einzelnen Fallen
signifikante Unterschiede festgestellt werden (MANN-WHITNEY). Aus diesem Grund erfolgt die
Darstellung der Ergebnisse unter Zusammenfassung der Ansatze beider Temperaturen von
20 und 24°C in einer Abbildung (Abb.1).

100

80 -
® 607 3,95,96% 0PSO
= o D100
l:% 40 - m D150

20 - -

57,56,43%
0
K. S.b. S.c. S.c.C S.f. H.b.
Nematodenart/ -stamm

Abb 1: Kulturplatten (Cell wells®): durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der
R. cerasi-Larven unter Einbeziehung beider Temperaturen von 20°C und 24°C sowie unter Angabe
der durchschnittlichen Wirkungsgrade nach ABBOTT in den Textfeldern, vgl. Text. K.=Kontrolle,

D=Dosis

Aufgrund der geringen Unterschiede zwischen den beiden Inkubationstemperaturen wurden
die weiteren Laborversuche in Petrischalen nur bei 20°C durchgefuhrt. Der Einsatz der
Nematoden in Petrischalen mit Sand fuhrte zu einen durchschnittlichen Befall von 72 %
(mittlerer Wirkungsgrad 87 %) und mit Erde von 68 % (mittlerer Wirkungsgrad 79 %).
S. carpocapsae und S. feltiae wiesen in Sand mit 80 % bzw. 96 % den hdchsten Befall auf
(Wirkungsgrade: 91 % und 98 %; Abb. 2). In Erde erreichten die beiden genannten
Nematodenarten und H. bacteriophora Befallswerte zwischen 70 % und 74 % mit
Wirkungsgraden in Hohe von 72 % bzw. 77 %. Bei H. bacteriophora und S. feltiae waren die
Unterschiede im Befall zwischen den beiden Medien mit einem hoheren Befall in Sand
signifikant (MANN-WHITNEY). Ob der Bodentyp Einfluss auf den Befall der
Kirschfruchtfliegenlarven hat, sollte im Folgejahr mit Versuchen in verschiedenen LUFA-
Standardbodentypen geklart werden. Befallsunterschiede zwischen den eingesetzten
Nematoden traten lediglich in Sand durch héhere Werte zwischen H. bacteriophora und den
anderen eingesetzten Nematodenarten auf.
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Abb 2: Petrischalen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi-Larven bei
20°C unter Angabe der durchschnittlichen Wirkungsgrade nach ABBOTT in den Textfeldern,
K.=Kontrolle

2003

Die Untersuchungen zum Infektionspotential der einzelnen Nematoden in verschiedenen
LUFA-Standardbdden ergaben insgesamt keine signifikanten Unterschieden zwischen den
Bodentypen (KRUSKAL & WALLIS). Nur bei S. carpocapsae und H. bacteriophora traten in
dem Ansatz mit 25 Nematoden/cm? Unterschiede auf, die aber keine einheitliche Tendenz
aufwiesen (vgl. Abb. 3 bis 5). Im Vergleich der Nematodenarten wurden signifikante
Unterschiede deutlich, die bei allen drei Dosierungen auf signifikant geringere
Infektionswerte von H. bacteriophora zurickzufihren waren. Nur in der Dosierung von 10
Nematoden/cm? unterschied sich auch S. carpocapsae mit geringeren Werten von S. feltiae
signifikant (MANN-WHITNEY, Korrektur nach BONFERRONI, Abb. 3). Signifikante Unterschiede
in der Infektionsrate zwischen den Dosierungen von 10 und 50 Nematatoden/cm? traten mit
hoheren Werten bei héherer Dosierung in den mittleren und schwereren Boden (3A, 5M, 6S)
auf (KRUSKAL & WALLIS, MANN-WHITNEY, Korrektur nach BONFERRONI). Die Nematoden mit
den hochsten Befallszahlen und Wirkungsgraden (nach ABBOTT) Uber alle Bodentypen, die
sich nicht signifikant voneinander unterschieden (KRUSKAL & WALLIS), sind fur die drei
Dosierungen in Tabelle 3 dargestellt. Die Abbildungen 3 bis 5 zeigen die durchschnittlichen
Befallsraten mit Standardabweichung der R. cerasi-Larven fur die einzelnen
Nematodenarten und -stdmme in den verschiedenen Bodentypen und Dosierungen.
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Tab. 3: Mittlere Befallsraten und Wirkungsgrade nach ABBOTT (Uber alle LUFA-Standardbéden sowie
Sand) der Nematodenarten und -stdmme, die sich in den einzelnen Dosierungen nicht signifikant
voneinander unterschieden (fett: Nematodenart/ -stamm mit den jew. héchsten Werten pro Dosierung)

S.carpocapsae S. carpocapsae S. feltiae
Dosierung Stamm China
[Nematoden/cm?] |Befall [%]| Wirkungsgrad [%] |Befall [%]| Wirkungsgrad [%] |Befall [%]| Wirkungsgrad [%]
10 60 59 75 73
25 69 67 70 67 85 84
50 78 76 84 82 88 89
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Abb. 3: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi-Larven bei
einer Dosierung von 10 Nematoden/cm? in Sand und den LUFA-Standardbdden, K.=Kontrolle
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Abb. 4: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi-Larven bei
einer Dosierung von 25 Nematoden/cm? in Sand und den LUFA-Standardbdden, K.=Kontrolle
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Abb. 5: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi-Larven bei
einer Dosierung von 50 Nematoden/cm? in Sand und den LUFA-Standardbdden, K.=Kontrolle

Die Ergebnisse der Versuche unter Verwendung der Bodenprobenisolate aus Befalls-
gebieten und der tirkischen Stamme sind in Abb. 6 dargestellt. Zwei Heterorhabditis-lsolate
aus der Turkei (H. spec. 39-8, H. spec. 1121) und H. bacteriophora aus einer der Boden-
proben (H.b. 2-14) zeigten die héchste Infektionsraten mit 83, 73 bzw. 81 % sowie Wirkungs-
graden von 84, 72 bzw. 81 % uber alle drei Dosierungen. Signifikante Unterschide im
Vergleich zum Referenzstamm von H. bacteriophora lagen nicht vor (KRUSKAL & WALLIS).
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Abb. 6: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi-Larven
durch Nematodenisolate aus Bodenproben von Befallsgebieten sowie tirkische Stdmme im Bodentyp
3A und bei 20°C unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT in den Textfeldern (keine
Wirkungsgradangabe bei S.a. 4-1, da der errechnete Wert unter 0 lag), K.=Kontrolle
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Der Vergleich des Befalls und der Wirkungsgrade nach ABBOTT zwischen den Ansatzen in
Petrischalen mit Sand, 50 Nematoden/cm? und jeweils 5 R. cerasi-Larven 2002 und 2003
ergab keine signifikanten Unterschiede.

Vergleich des Befalls isolierter und ausgewanderter R. cerasi-Larven

Die manuelle Isolation der R. cerasi-Larven aus den Kirschen stellt eine Manipulation im
Vergleich zu naturlichen Verhaltnissen dar. Aus diesem Grund wurden in einem parallelen
Ansatz isolierte und ausgewanderte Kirschfruchtfliegenlarven in Petrischalen mit Sand und
S. feltiae exponiert. Im Mittel lag der Befall der ausgewanderten Larven bei 80 % (mittlerer
Wirkungsgrad nach ABBOTT 83 %) und der der isolierten bei 93 % (mittlerere Wirkungsgrad
nach ABBOTT 97 %, Abb. 7). Der statistische Vergleich der Einzeldaten ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Varianten (KRUSKAL & WALLIS).
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Abb. 7: Petrischalen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) ausgewanderter und
manuell isolierter R. cerasi-Larven durch S. feltiae unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach
ABBOTT in den Textfeldern (20°C), K.=Kontrolle

Persistenz entomopathogener Nematoden

Am Beispiel der Nematodenart S. feltiae wurde die Persistenz der Nematoden im Boden
unter Laborbedingungen im LUFA-Standardbodentyp 3A Uberpruft. Die durchschnittlichen
Befallszahlen und Wirkungsgrade zeigt Abb. 8. Sie unterscheiden sich auf dem 5 %-Niveau
signifikant voneinander (KRUSKAL & WALLIS), was auf die Werte am 1. und 3. Tag
zurtckzufihren ist (MANN-WHITNEY, Korrektur nach BONFERRONI).
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Abb. 8: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (txStandardabweichung) der R. cerasi-Larven
durch S. feltiae im LUFA-Standardboden 3A und bei 20°C unter Zugabe der Larven am Tag 1, 3, 6, 8,
10 und 13 unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT in den Textfeldern, K.=Kontrolle

Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber R. cerasi-

Puppen

Der Befall der R. cerasi-Puppen lag im Durchschnitt fur beide Temperaturen bei 2 %. Ein
signifikanter Unterschied bestand zwischen den eingesetzten Nematoden nicht (KRUSKAL &
WALLIS). Abb. 9 zeigt die Befallswerte flir die einzelnen Nematodenarten und -stdmme. Ein
hdherer Befall bei zunehmender Dosis trat wie bei den Larven nicht auf. Die Berechnung und
Darstellung des Wirkungsgrades nach ABBOTT erschien bei den erzielten Befallswerten nicht

sinnvoll.
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Abb 9: Kulturplatten (Cell wells®): durchschnittliche Befallsraten (+Standardabweichung) der R. cerasi-
Puppen unter Einbeziehung beider Temperaturen von 20°C und 24°C, K.=Kontrolle, D=Dosis
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Ermittlung der Infektiositit der entomopathogenen Nematoden gegeniiber adulten
R. cerasi

Die Infektionsversuche adulter R. cerasi fiihrte zu dem in Abb. 10 gezeigten Ergebnis. Im
Durchschnitt wurden von S. carpocapsae 5 % und von S. feltiae 40 % der eingesetzten Tiere
beim Schlupf befallen. Die Ermittlung des Wirkungsgrades nach ABBOTT war schwierig, da
aufgrund der geringen Zahl der fir diesen Versuch zur Verfligung stehenden Tiere eine
natlrliche Mortalitatsrate und die Anzahl der Uberliegenden Tiere nicht erfasst werden
konnte. In der Kontrolle verblieben 6, in dem Ansatz mit S. carpocapsae 3 und in dem mit
S. feltiae 2 Puppen ohne Krankheitssymptome oder Anzeichen auf Absterben, die in der
Versuchszeit vom 16. April bis 20. Mai 2003 nicht geschllpft waren.
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20
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Abb 10: Durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der R. cerasi, K.=Kontrolle

Beobachtungen zum Eindringen der Nematoden in die Wirtstiere

Die Beobachtungen wahrend der Befallsauswertungen zum Auswandern und nicht zum
Eindringen des infektidsen Nematoden-Stadiums aus dem Wirt ergaben, dass die
Nematoden oft an beiden Enden der R. cerasi-Larven in hdéherer Konzentration zu sehen
waren. Das deutete auf ein Auswandern im Anal- oder Oralbereich hin. Diese
Beobachtungen kénnen nicht als quantitative Untersuchungen angesehen werden und
lassen keine endgiltigen Schlussfolgerungen Uber das Penetrationsverhalten der
Nematoden zu.

Die geringen Befallsraten der R. cerasi-Puppen weisen darauf hin, dass die Nematoden nicht
oder kaum in der Lage sind, in die Puppen einzudringen. Zur Klarung dieser Frage wurden
Auswanderungsversuche nach Infektion der Larven in Sand durchgefiihrt. Danach konnten
nur in einem Fall lebende L3-Stadien von H. bacteriophora in der Ringerlésung gefunden
werden. Bei allen anderen Ansatzen waren keine Nematoden aullerhalb der ausgelegten
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Puppen nachzuweisen. Dieses Ergebnis bestatigt die Vermutung, dass die intakte
Ténnchenpuppenhiille eine Penetrationsbarriere fir die Nematoden darstellt.

Vergleichsuntersuchungen zur Infektiositiat entomopathogener Nematoden gegeniiber
der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata

Die Anwendung der drei Nematodenarten S. carpocapsae, S. feltiae und H. bacteriophora
gegen die Larven der Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata fihrte zu den in den
Abbildungen 11 bis 13 gezeigten Ergebnissen. Uber alle drei Dosierungen und Bodentypen
erreichte S. feltiae jeweils die hochsten Befallswerte. In Sand lagen sie im Mittel bei 96 %
und 100 % (Wirkungsgrad nach ABBOTT ebenfalls 96 % und 100 %). Insbesondere bei
S. feltiae kam es unter Anwendung aller drei Dosierungen zu einem signifikanten Abfall der
Infektionsrate von Quarzsand zu den anderen beiden Bodentypen, wobei die Infektion im
Bodentyp 2.2. mit einem hohen Anteil organischen Materials unter dem in Bodentyp 3A lag
(KRUSKAL & WALLIS, MANN-WHITNEY, Korrektur nach BONFERRONI). Die Infektion in 2.2. lag in
Abhangigkeit von der Nematodenmenge fur S. feltiae im Durchschnitt zwischen 16 % und
52 % (Wirkungsgrade von 7 % bis 47 %) sowie in 3A zwischen 32 % und 76 %
(Wirkungsgrade von 26 % bis 83 %). Mit den anderen beiden untersuchten Nematodenarten
S. carpocapsae und H. bacteriophora konnten keine ausreichenden Befallswerte und
Wirkungsgrade erzielt werden. Die héchste Infektion mit S. carpocapsae lag in Sand mit 50
Nematoden/cm? vor. Ansonsten lagen alle anderen Werte unter 60 % (vgl Abb. 11 bis 13).
Die deutlichen Unterschiede im Befall zwischen den Bodentypen, die bei S. feltiae auftraten,
konnten bei S. carpocapsae und H. bacteriophora nicht nachgewiesen werden.

Nach den hier vorliegenden Ergebnissen erscheint C. capitata nicht geeignet zu sein, im
Labor als Modellorganismus fir R. cerasi verwendet zu werden. Weitere Versuche waren
jedoch notwendig.

100 i
T

801 141230% | | |
£ 60 T OSand
3 18,34,0% || |02.2.
8 40t T - O3A
20
0

K. S.c. Sf. H.b.

Nematodenart/ -stamm

Abb.11: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der C. capitata-Larven
bei einer Dosierung von 10 Nematoden/cm? unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT
in den Textfeldern, K.=Kontrolle
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Abb.12: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der C. capitata-Larven
bei einer Dosierung von 25 Nematoden/cm? unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT

in den Textfeldern, K.=Kontrolle
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Abb.13: Plastikdosen: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung) der C. capitata-Larven
bei einer Dosierung von 50 Nematoden/cm? unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT

in den Textfeldern, K.=Kontrolle

Halbfreilandversuche

In praxisnaheren Ansatzen, d.h. in Halbfreilandversuchen bei Verwendung von
gewachsenem Freilandboden, ergaben sich fur 2002 und 2003 die durchschnittlichen
Befallswerte und Wirkungsgrade nach ABBOTT aus Abb. 14. Im ersten Untersuchungsjahr
erreichte S. feltiae mit 72 % befallenen Tieren (Wirkungsgrad 70 %) den hdéchsten Wert.
2003 lag er mit 76 % ahnlich hoch. Im zweiten Jahr wies S. carpocapsae im Vergleich dazu
noch hdhere Befallsraten mit einem Mittelwert von 86 % auf. 2003 traten in der Kontrolle
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hdhere Verluste auf, die sich auf die Hohe der Wirkungsgrade auswirkten, so dass sich flr
S. feltiae 54 % und fur S. carpocapsae 78 % ergaben.
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Abb 14: Halbfreilandversuche 2002 und 2003: durchschnittliche Befallsraten (+ Standardabweichung)
der R. cerasi-Larven unter Angabe der mittleren Wirkungsgrade nach ABBOTT in den Textfeldern,
K.=Kontrolle

Freilandversuche

Der Freilandversuch, der 2002 mit dem Entlassen von Kirschfruchtfliegenlarven und
Nematodenausbringung auf der Kirschanlage des Instituts angesetzt und im Mai/Juni 2003
mittels Boden-Fotoeklektoren ausgewertet wurde, ergab im Folgejahr fir alle
Behandlungsvarianten geringe Wiederfangraten (Tab. 4). Die mit Nematoden behandelte
Flachen wiesen im Vergleich zur Kontrolle einen geringeren Schlupf von Adulten auf, so
dass Wirkungsgrade zwischen 56 % und 88 %, letzterer Wert nach Behandlung mit S. feltiae
erreicht wurden (Abb. 15). Diese Ergebnisse sind als vorlaufig zu betrachten, da die Werte
aufgrund der geringen Schlupfraten (Wiederfangraten) in allen Behandlungsvarianten auf
einer kleinen Datenbasis beruhen. Ein weiterer Freilandversuch konnte im zweiten
Untersuchungsjahr infolge der hoheren Verfiigbarkeit von befallenen Kirschen mit einer
gréBeren Anzahl von Larven und Wiederholungen durchgefuhrt werden. Dessen Auswertung
ist fur das Jahr 2004 geplant.

Tab. 4: Freilandversuch 2002/2003: durchschnittliche Wiederfangraten adulter R. cerasi

Wiederfang [%]
Kontrolle 10,7
S. carpocapsae 4.7
S. feltiae 1,3
H. bacteriophora 4,7
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Abb  15: Freilandversuche 2002/2003: durchschnittiche Wirkungsgrade nach ABBOTT
(x Standardabweichung)

3.1.2.3 Biologie der Kirschfruchtfliege

Beobachtungen zur Verpuppung der Kirschfruchtfliegenlarven

Im Durchschnitt fand die Verpuppung der Kirschfruchtfliegenlarven 4,3 cm unterhalb der
Bodenoberflache statt. Dieser Wert bezieht sich auf 6 von den 10 eingesetzten Tieren, da 4
Puppen nicht wiedergefunden werden konnten. Die maximale Tiefe lag bei 8,0 cm und die
minimale bei 0,5 cm. In Tab. 5 sind die Werte der Verpuppungstiefe im einzelnen dargestellt.

Tab. 5. Verpuppungstiefe [cm] von R. cerasi

Larve Nr.| Verpuppungstiefe [cm]
8,0

kein Wiederfund
2,2
0,5

kein Wiederfund
5,4
5,0

kein Wiederfund
4.4

kein Wiederfund

Sle|®|N oo s w N =

Werden die R. cerasi-Larven nicht, wie bei den Untersuchungen zur Einwanderung in den
Boden, in ihrem Bewegungsradius eingeschrankt, ergeben sich die in Tab. 6 gezeigten
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Werte fur den Einwanderungsradius verbunden mit der Tiefe. Dabei liegt der
durchschnittliche Radius bei 1,6 cm und die mittlere Tiefe bei 2,1 cm. Diese Werte beruhen
auf 5 von 10 wiedergefundenen R. cerasi-Puppen.

Tab. 6. Verpuppungsradius und dazugehorige Verpuppungstiefe [cm] von R. cerasi

Larve Nr.| Verpuppungsradius [cm] | Verpuppungstiefe [cm]
1 kein Wiederfund
2 kein Wiederfund
3 2,0 | 0,9
4 kein Wiederfund
5 kein Wiederfund
6 1,3 | 1,9
7 kein Wiederfund
8 1,0 24
9 24 2,7
10 1,5 2,6

3.1.2.4 Versuche zur Wirksamkeit eines Neempraparates NeemAzal-T/S

Einfluss von NeemAzal-T/S auf die Lebensdauer und Reproduktion adulter R. cerasi

Versuch 1

Die Verabreichung von NeemAzal-T/S an adulte Fliegen Uber das Futter fuhrte zu deutlichen
Einschrankungen der Fekunditat der Weibchen. Die Effekte waren dosisabhangig. Bei einer
NeemAzal-T/S-Gabe im Futter von 0,55 % und 1 % kam es im Vergleich zur Kontrolle zu
einer signifikanten Abnahme der Summe der abgelegten Eier, der Dauer der Eiablage, der
Eizahl pro Tag und Weibchen sowie zu einer schnelleren Beendigung der Eiablage
(KRUSKAL & WALLIS). Die Lebensdauer der Weibchen, die mit der hohen Dosis gefittert
wurden, war im Vergleich zu den geringeren Dosierungen und zur Kontrolle geringer. Dieser
Unterschied war nicht signifikant (KRUSKAL & WALLIS). Im Beginn der Eiablage war zwischen
den einzelnen Versuchsvarianten kein deutlicher Einfluss des Neems feststellbar. Die
Parameter zur Beuteilung des Einflusses des Wirkstoffes sind als Mittelwerte pro Weibchen
in Tab. 7 dargestellt. Den Zeitverlauf der Eiablage pro Behandlungsvariante zeigt Abb. 16.
Dafiir wurden jeweils flir 4 Tage die Eisummen gebildet.
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Tab. 7: Vergleich verschiedener Parameter der Lebensdauer und Eiablage von R. cerasi nach Neem-
Applikation (NeemAzal-T/S) in verschiedenen Konzentrationen (Anteil Futter Trockengewicht)

Alter Summe | Beginn Ende Dauer | durchschnittl.

Mittelwerte pro Weibchen| Weibchen Eier Eiablage | Eiablage | Eiablage Anzahl
Neemkonzentration [d] [d] [d] [d] Eier/Tag
Kontrolle 40,5 171,5 11,3 37,0 26,7 6,8
0,01% 46,0 130,3 11,7 34,8 24,0 4,7
0,10% 46,5 132,5 14,0 35,2 22,0 5,6
0,55% 34,5 10,5 55 15,2 10,2 0,7
1,00% 30,0 10,2 9,4 11,8 3,2 1,9
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Abb. 16: Anzahl der pro Weibchen abgelegten Eier in Abhangigkeit von der Neem-Applikation
(NeemAzal-T/S) in verschiedenen Konzentrationen (Anteil Futter Trockengewicht)

Versuch 2

Im zweiten Versuch mit NeemAzal-T/S wurden neben den wirksamen Konzentrationen von
1% und 2 % im Futter Behandlungsvarianten eingestellt, bei dem der Wirkstoff nur Uber
einen begrenzten Zeitraum gegeben wurde, Uber 2 Tage ab dem Schlupf, bis zur Eiablage
und ab der Eiablage. In der Applikation hoherer Neemkonzentrationen bestatigte sich das
Ergebnis vom ersten Versuch. Die Gabe von 1% NeemAzal-T/S im Gesamtzeitraum
bewirkte eine signifikante Abnahme der Summe der pro Weibchen gelegten Eier und der
Dauer der Eiablage sowie eine signifikant frihere Einstellung der Eiablage (KRUSKAL &
WALLIS). Diese Wirkung wurde duch eine 2 %ige Neemapplikation nicht signifikant verstarkt.
Im Gegensatz zum ersten Versuch unterschied sich die Eizahl pro Tag und Weibchen nicht
zwischen den Ansatzen. Hierbei ist zu beachten, dass in Versuch 1 deutlich mehr Eier gelegt
wurden. Im ersten Versuch starben die Weibchen mit Neembehandlungen von 0,55 % und 1
% fruher, was jedoch nicht signifikant war. Im zweiten Versuch wurde dieser Unterschied
deutlicher. Tab. 6 zeigt die Parameter des Neemeinflusses analog zu Tab. 8. In Abb. 17 ist
der Eiablageverlauf wiederum im 4-tagigem Abstand graphisch dargestellt.
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Tab. 8: Vergleich verschiedener Parameter der Lebensdauer und Eiablage von R. cerasi nach Neem-
Applikation (NeemAzal-T/S) in verschiedenen Konzentrationen (Anteil Futter Trockengewicht) und
Applikationsdauer

Alter Summe | Beginn | Ende Dauer |durchschnittl.
Mittelwerte pro Weibchen| Weibchen Eier |Eiablage|Eiablage| Eiablage Anzahl
Neemkonzentration [d] [d] [d] [d] Eier/Tag
Kontrolle 50,8 64,0 13,5 49,5 37,0 1,7
1,0 % 26,8 3,4 12,8 18,8 7,0 1,0
2,0 % 27,8 4,4 11,7 16,7 3,6 29
2 Tage ab Schlupf 1,0 % 50,6 81,8 12,8 50,6 38,8 2,1
bis zur Eiablage 1,0 % 37,3 28,5 24,0 39,7 12,5 1,5
ab Eiablage 1,0 % 50,4 17,6 12,4 36,8 25,4 1,3
45
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Abb. 16: Anzahl der pro Weibchen abgelegten Eier in Abhangigkeit von der Neem-Applikation
(NeemAzal-T/S) in verschiedenen Konzentrationen (Anteil Futter Trockengewicht) und
Applikationsdauer

Fir beide Versuche lasst sich zusammenfassend sagen, dass eine NeemAzal-T/S-
Konzentration im Trockenfutter ab ca. 0,5 % eine deutliche Reduktion der Fekunditat und der
Lebensdauer bewirkt. Eine kurzzeitige Applikation des Wirkstoffes gentigt nicht.
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse, Moglichkeiten
der Umsetzung oder Anwendung, insbesondere Ableitung von Vorschlagen fur
MaBRnahmen, die durch BMVEL weiter verwendet werden konnen

Die in den 1,5 Jahren erzielten Ergebnisse zeigen, dass entomopathogene Nematoden ein
betrachtliches Bekdmpfungspotential gegen die Kirschfruchtfliege Rhagoletis cerasi besitzen.
Fir eine endglltige Beurteilung sind jedoch weitere Versuche, insbesondere
Freilandversuche unter Praxisbedingungen dringend notwendig. Um die Umsetzbarkeit eines
maoglichen Verfahrens beurteilen zu kdnnen, missten dabei Faktoren ermittelt und eingestellt
werden, die die Wirksamkeit der Nematoden beeinflussen koénnen. Das waren z.B.
Bodenfeuchtigkeit, Persistenz der Nematoden im Zusammenhang mit der Dauer des
Larvenfalls im Freiland, Bewuchs der Flachen sowie Bewirtschaftungsform der Anlage.
Aulerdem waren Untersuchungen zur Populationsbiologie der Kirschfruchtfliege, wie
beispielsweise Populationsschatzungen im Zusammenhang mit der Erfassung des Befalls
vor und nach einer Behandlung, die Ermittlung der natlrliche Mortalitat des Schadlings sowie
die Abschatzung eines mdglichen Zuflugs von benachbarten Wirtspflanzen, wichtig. Unter
Beachtung wirtschaftlicher Aspekte sollten weitere Labor- sowie Freilandversuche mit
Dosierungen < 50 Nematoden/cm? durchgefiihrt werden. AuBerdem ist es wichtig, genauer
zu klaren, in welchem Male und unter welchen Bedingungen adulte Kirschfruchtfliegen unter
Labor- und Freilandbedingungen wahrend des Schlupfes im Boden von entomopathogenen
Nematoden befallen werden.

Fir die Entwicklung eines praxisreifen Verfahrens zur Anwendung entomopathogener
Nematoden bedarf es eines mindestens 2 bis 3 jahrigen Folgeprojektes.

4 Zusammenfassung

In der Projektlaufzeit vom 03.06.2002 bis zum 31.12.2003 wurden Versuche zur Wirkung
entomopathogener Nematoden gegen die Kirschfruchtfliege im Labor, Halbfreiland und
Freiland durchgefiihrt. Die verwendeten Nematodenarten und -stdmme waren in beiden
Untersuchungsjahren Steinernema bicornutum, S. carpocapsae, S. carpocapsae Stamm
China, S. feltiae und Heterorhabditis bacteriophora. 2003 kamen zusatzlich 8 verschiedene
Nematodenisolate aus Bodenproben von Befallsgebieten sowie 3 tirkische Stamme beider
Gattungen fur Laborversuche hinzu. Dabei wurden die Arten S. affine und H. megidis aus
den Bodenproben erstmalig getestet. Das Ziel der Laborversuche war es, die wirksamsten
Nematodenarten und -stdmme sowohl gegen die Kirschfruchtfliegenlarven und -puppen als
auch die Adulten zu ermitteln. Faktoren, die im Labor in die Untersuchungen einbezogen
werden konnten, waren Dosierung der Nematoden, Temperatur, Bodentyp (Sand, Erde vom
Versuchsfeld des Instituts, LUFA-Standardbdden) sowie verschiedene Versuchsgefalie, d.h.
Expositionsszenarien. Um den Bedingungen im Freiland mehr zu entsprechen und
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Ergebnisse ohne Einhaltung der obligatorischen Diapause zu erhalten, wurden in beiden
Untersuchungsjahren Halbfreilandversuche in Plastikobstkisten mit gewachsenem Boden
vom Institutsgeldnde mit den im Labor erfolgreichsten Nematoden gegen die Larven
durchgefiihrt. Die Beurteilung der Wirkung erfolgte dabei nach mindestens 2 Wochen
Exposition durch Ausgraben der in Netzen eingesetzten Kirschfruchtfliegenlarven sowie der
mikroskopischen Befallsauswertung. Fir die Versuche im Freiland 2002 und 2003 wurden
Nematoden und Kirschfruchtfliegenlarven auf der Kirschanlage des Instituts entlassen. Die
Ermittlung des Befalls erfolgte bzw. wird indirekt Gber die schlipfenden adulten Tiere im
Folgejahr mittels Boden-Fotoeklektoren erfolgen. Somit konnte in die Auswertungen
innerhalb der Projektlaufzeit nur der Freilandversuch einbezogen werden, der 2002
angesetzt wurde.

Die Nematodenarten S. feltiae und S. carpocapsae, von letzterer beide eingesetzten
Stdmme, erwiesen sich im Labor gegen die Larven der Kirschfruchtfliege als am
wirksamsten. Es wurden bei sehr engem Zusammentreffen der Larven und Nematoden in
den Kulturplatten mit Quarzsand Befallsraten mit der Standarddosierung von 50
Nematoden/cm? im Mittel bis 91 % und Wirkungsgrade bis 96 % erreicht. Eine hohere
Dosierung flihrte nicht zu einem signifikant héheren Befall. Auch erwiesen sich die beiden
Inkubationstemperaturen von 20 und 24°C nicht als befallsrelevant. Die ebenfalls in den
Kulturplatten getestete Infektiositat der Nematoden gegeniber den Puppen zeigte, dass
Kirschfruchtfliegenpuppen nicht anfallig sind. In den Petrischalen mit einem groReren
Aktionsvolumen fur Wirt und Parasit kam es in Quarzand bei der erfolgreichsten
Nematodenart S. feltiae zu einem Befall von 96 % und einem Wirkungsgrad von 98 %. Im
Vergleich dazu war die Infektion in Erde mit 72 % geringer. Der Wirkungsgrad betrug hier
ebenfalls 72 %. Der Vergleich verschiedener Bodentypen zeigte unter Laborbedingungen
keine Befallsunterschiede in Abhangigkeit vom Bodentyp. Obwohl in den Plastikdosen im
Verhaltnis zum Bodenvolumen weniger Nematoden mit der Standarddosierung von 50
Nematoden/cm? zur Verfligung standen als in den voher beschriebenen Versuchen, kam es
zu Befallsraten im Durchschnitt bis zu 88 % und Wirkungsgraden bis 89 %. Dosierungen
unter 25 Nematoden/cm? erwiesen sich als nicht mehr ausreichend. Wiederum ergab
S. feltiae die besten Werte, unterschied sich aber meist nicht signifikant von S. carpocapsae.
Trotz nicht nachgewiesener Unterschiede im Befall in verschiedenen Bodentypen im Labor
ist dieser Faktor unter praxisnaheren Bedingungen weiterzuverfolgen. Mit den
Untersuchungen der Nematodenarten und -stamme aus Bodenproben von Befallsgebieten
und aus der Turkei wurden keine besseren Befallswerte und Wirkungsgrade erzielt als die
eben beschriebenen. Aus diesem Grund ist eine Konzentration auf die bereits in groRerem
Malstab produzierbaren untersuchten Stdmme von S. feltiae und S. carpocapsae zu
empfehlen.

Wie lange Nematoden im Boden wirksam sind, konnte ebenfalls nur unter Laborbedingungen
geklart werden. Der Versuch zeigte eine mindestens zweiwochige gleichbleibend hohe
Infektiositat von S. feltiae. Obwohl nach Laborversuchen festgestellt wurde, dass Nematoden
nicht in der Lage sind, intakte Puppenhillen zu passieren, ist davon auszugehen, dass ein
gewisses Infektionspotential erhalten bleibt. Durch sekundare Effekte nach einem
Nematodenbefall, wie z.B. Pilze oder Bakterien, kann die Puppenhiille zerstért und die
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infektidsen Larvenstadien der Nematoden flir weitere Infektionen zur Verfigung stehen. In
den Versuchen mit Erde vom Versuchsfeld und den LUFA-Standardbéden wurden meist
zerstdrte Puppenhtillen gefunden.

Die Frage, ob die manuelle Isolation der Larven aus den Kirschen den Befall der Larven in
den drei Versuchsabschnitten, Labor, Halbfreiland und Freiland, beeinflusst hat, ware nur mit
einem Freilandversuch unter Praxisbedingungen abzuklaren. Im Labor konnten keine
signifikanten Unterschiede im Befall zwischen isolierten und ausgewanderten Larven
festgestellt werden.

Um ggf. an einer anderen Stelle des Lebenszyklus der Kirschfruchtfliege regulierend
eingreifen zu kénnen, wurden auch Versuche mit schliipfenden adulten Kirschfruchtfliegen
durchgefiihrt. Die Befallszahlen lagen mit 40 % durch S. feltiae deutlich unter denen der
Larven. Der durchgefiihrte Versuch kann jedoch nur als erster Ansatz zur Klarung dieser
Frage betrachtet werden.

Im Halbfreiland mit gewachsenem Boden vom Versuchsfeld des Instituts konnten
ebenfalls S. feltiae und S. carpocapsae mit 72 % bzw. 86 % Befall als am wirksamsten
ermittelt werden. Die Befallsraten und Wirkungsgrade lagen unter denen im Labor,
schwanken jedoch stark zwischen den beiden Untersuchungsjahren. Dieser Versuch deutet
trotz den eben dargestellten Ergebnissen der Laborexperimente, die unter idealisierten
Bedingungen stattfanden, auf einen Einfluss des Bodens, dessen Zusammensetzung und
der mdglichen Prasenz naturlicher Feinde der Nematoden auf deren Wirksamkeit hin.

Im Freilandversuch war wiederum S. feltiae mit einem Wirkungsgrad von 88 % am
erfolgreichsten. Bei diesem Versuch war es nicht mdglich, den Befall genauer zu definieren,
da die natirliche Mortalitdt der Kirschfruchtfliegen im Boden nicht bekannt ist. In diesem
Versuch wurde deutlich, dass eine hohe Sterblichkeit der Larven oder Puppen im Boden
vorliegen muss, da auch in der Kontrolle nur rund 11 % der eingesetzten Larven als Adulte
wiedergefangen werden konnten. Die Ergebnisse des Versuchsteils im Freiland kdnnen sich
nur auf einen Versuch beziehen, da aufgrund der obligatorischen Diapause der
Kirschfruchtfliege der zweite Versuch erst im Frihjahr 2004 auswertbar ist.

Mit den vorliegenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass entomopathogene Nematoden
und insbesondere die Arten Steinerenema feltiae und S. carpocapsae ein grof’es Potential
zur biologischen Bekampfung der Kirschfruchtfiege Rhagoletis cerasi besitzen. Erst
weiterfiihrende Forschungsarbeiten kdnnen eine Umsetzung in die Praxis gewahrleisten.

Die Futterungsversuche mit NeemAzal-T/S fihrten zu dem Resultat, dass eine
Wirkstoffkonzentration im Trockenfutter ab ca. 0,5 % eine deutliche Reduktion der Fekunditat
und der Lebensdauer der Fliegen bewirkt. Eine kurzzeitige Applikation des Wirkstoffes ist
daflir nicht ausreichend. Weitere Untersuchungen, z.B. an eingenetzten Baumen und der
Spritzung von Zuckerlésung mit dem Wirkstoff waren notwendig, um Aussagen Uber eine
Praxisrelevanz vornehmen zu kénnen.
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5 Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfUhrende Frage-
stellungen

Es lagen im abgelaufenen Versuchszeitraum keine wesentlichen Anderungen im Arbeits-,
Zeit- und Finanzierungsplan vor. Die geplanten Arbeiten teilten sich in zwei Teilprojekte,
Teilprojekt a und b. Das Literaturstudium von Teilprojekt a stellte eine begleitende Tatigkeit
wahrend der gesamten Projetlaufzeit dar. Das Ziel des Teilprojektes b war es, grundlegende
Kenntnisse zur Regulierung der Kirschfruchtfliege mittels entomopathogener Nematoden zu
erarbeiten. Dieses Ziel wurde grundsatzlich erflllt. Geringfligige methodische Anderungen in
der Gewinnung der Larven der Kirschfruchtfliege fiihrten zu einer verbesserten Verfligbarkeit
des Versuchsmaterials und Durchfuhrbarkeit der Versuche. Die Beobachtungen zum
Eindringen der Nematoden in die Wirtstiere stellten eine Nebenfrage dar. Wichtiger
erschienen die durchgefiihrten Untersuchungen zur Auswanderung der Nematoden aus dem
befallenen Wirt als Beurteilungskriterium fiir eine Infektion weiterer Wirte. Diese Frage ist flr
eine Einschatzung von mdglicherweise notwendigen wiederholten Behandlungen mit
Nematoden im Freiland und damit fiir eine Beurteilung der Umsetzbarkeit der Ergebnisse in
die Praxis von Bedeutung. Zusatzlich wurde ein Versuch zur Anfalligkeit der Larven der
Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata gegeniber entomopathogenen Nematoden in das
Projekt einbezogen. Damit sollte geklart werden, ob die polyvoltine und gut im Labor
vermehrbare  Mittelmeerfruchtfliege als Modellorganismus fir Rhagoletis cerasi
herangezogen werden kann.

Aulerdem sollten Grundlagen zum mdglichen Einsatz eines Neempraparates zur
Kirschfruchtfliegenbekampfung geschaffen werden. Dieses Ziel konnte ebenfalls erreicht
werden, jedoch waren Versuche mit adulten Fliegen, die aus Puppen nach Beendigung der
Diapause gewonnen wurden, nur eingeschrankt mdglich. Die Anzahl der gewonnenen
Puppen war durch frostbedingte Ernteausfalle im Frihjahr 2002 in Thdringen, Nordhessen
und der Frankischen Schweiz sowie durch zu geringen Befall der Kirschen begrenzt. Daher
konnte nur der Versuch zum Einfluss von NeemAzal-T/S auf die Lebensdauer und
Reproduktion adulter R. cerasi durchgefiuihrt werden. Der geplante Freilandversuch zur
Wirkung mit NeemAzal-T/S konnte durch die im Sommer 2003 vorherrschenden extremen
Witterungsbedingungen nicht durchgefihrt werden. Durch die starke Hitze und Trockenheit
kam es zu einer sehr schnellen Reife der Kirschen und somit einer Verkiirzung des
Versuchszeitraumes, auch unter Einbeziehung von Standorten, an denen die Kirschreife

normalerweise spater in der Saison stattfindet. Da der Schwerpunkt des Projektes auf der
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Anwendung der entomopathogenen Nematoden lag, wurden diese Versuche vorrangig
bearbeitet.

Zu weiterflhrenden Fragestellungen und weiteren notwendigen Arbeiten wurde
bereits in dem Abschnitt 3.2, ,Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse,
Méglichkeiten der Umsetzung oder Anwendung®, eingegangen. Aus den vorliegenden
Untersuchungen ist abzuleiten, dass entomopathogene Nematoden eine Moglichkeit zur
Bekampfung der Kirschfruchtfliege darstellen. Die endgiltige Beurteilung dieses
Bekampfungsvermégens ist erst moglich, wenn die in Abschnitt 3.2 aufgefiihrten Fragen zur
Anwendung unter Praxisbedingungen geklart werden. Auch besitzt NeemAzal-T/S bei der
oralen Aufnahme ein Bekampfungspotential durch die Auswirkungen auf die Reproduktion
und Lebensdauer der Fliegen. Zu dieser Fragestellung sind ebenfalls weitere
Untersuchungen unter Labor- und Freilandbedingungen (z.B. Kafigversuche) sowie

praxisgerechte Versuche notwendig.
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