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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts, Darstellung
des mit der Fragestellung verbundenen Entschei-
dungshilfe-/Beratungsbedarfs im BMVEL

Ziel des Projekts war es, wesentliche Informationen Uber die Regulierung der
Apfelsagewespe und der Blutlaus im 6kologischen Kernobstanbau zu erarbeiten. Die zum
Zeitpunkt der Antragstellung bestehenden grof3en Unsicherheiten beziiglich Qualitat und
Terminierung, Kombinationsmdglichkeit mit anderen Praparaten sowie Nebenwirkungen
auf die Blutlauszehrwespe und andere Nitzlinge des traditionell zur Regulierung der
Sagewespe eingesetzten Quassiaholzauszuges sollten ausgerdumt werden.

Des weiteren sollten mogliche Managementstrategien fur eine Forderung der
Blutlauszehrwespe auf ihre Praxistauglichkeit berprift und optimiert werden.

Die Ergebnisse zu den Effekten der aktiven Substanzen in Quassia kdnnen einer-
seits bei der Weiterentwicklung der VO (EWG) 2092/91 mittelfristig die pflanzenbauliche
Grundlage fir Entscheidungen Uber eine eventuelle Aufnahme einer weiteren Stamm-
pflanze fir Quassiaholz in Anhang Il darstellen, die in einigen EU-Landern bereits
andiskutiert wird. Gleichzeitig wurde ein Ansatz fir eine wirksame Strategie zur Regu-
lierung der Sagewespe mit vertretbarem Kostenaufwand und mdglichst geringen Neben-
wirkungen auf relevante Nutzlinge (Blutlauszehrwespe, andere Nutzlinge) flir die Praxis
des Okologischen Obstbaus bereitgestellt.

Auf der Grundlage der Ergebnisse zur Férderung der Blutlauszehrwespe konnte
entschieden werden, dass dieses Verfahren keinen Ldésungsansatz flr die Praxis des
Okologischen Obstbau darstellen kann. Demzufolge soll ein Verfahren zur Freilassung
von Blutlauszehrwespen aus Massenzucht erarbeitet werden. Die erhobenen Daten zur
Blutlauszehrwespe kdnnen auch als Grundlage fur dieses Projekt verwendet werden.

1.1 Planung und Ablauf des Projekts

In den meisten Bereichen wurde der Arbeitsplan eingehalten und das Projektziel
erreicht.

Die Labor- und Freilandversuche zur Apfelsagewespe wurden im ersten Projektjahr
weitgehend wie geplant durchgeflhrt. Aufgrund der Uberraschenden Ergebnisse der
Versuche mit den Stadien der Eireifung wurden noch zahlreiche Versuche mit alteren
Larven zusatzlich durchgefiihrt. AuRerdem wurde das Projekt aufgrund der spezifischen
Witterungsbedingungen in 2002 um einen weiteren Bereich erweitert: In Stiddeutschland
erfolgten noch ein Freiland- und ein Laborversuch zur Regenbestandigkeit von Quassia,
die diese Frage zufriedenstellend beantworten konnten.

Im zweiten Versuchsjahr stand daher die Fragestellung der Differenzierung der
Wirkung zwischen Eiern und Larven im Vordergrund der Laborversuche. Mit den
durchgefuhrten Versuchen konnte dies vollstandig geklart werden. Die offenen Fragen zu
den Qualitatskriterien sind mit diesen Versuchen weitgehend beantwortet. Bei den
Freilandversuchen stand ebenfalls die Terminierung sowie die Wirkung der Reinsub-
stanzen im Vordergrund. Aufgrund diverser Probleme bei den Versuchen konnten die
offenen Fragen hier im Versuchsjahr 2003 nicht ausreichend beantwortet werden.
Probleme bei der Anwendung in der Praxis flhrten zusatzlich noch zu neuen offenen
Fragen bezlglich der notwendigen Aufwandmenge, dem optimalen Applikationstermin
und der Anzahl der Behandlungen bei lang andauernder Blite.
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Ergebnisse zur Mortalitat der Sagewespenlarven wahrend der Uberwinterung und
Verpuppung nach Neem-Behandlung konnten 2002 nicht vorgelegt werden, da die Tiere
in der Hitzeperiode im Juni abstarben. 2003 konnten aufgrund der unerwartet guten
Wirkung geringer Aufwandmengen von Quassia nur wenige Larven gesammelt werden,
die sich derzeit in der Uberwinterung befinden und im Friihjahr ausgewertet werden.

Bei der Untersuchung auf Nebenwirkungen auf Nitzlinge zeigte sich bereits in den
Laborversuchen, dass keine Effekte auf die Blutlauszehrwespe zu erwarten waren. Da
daher keine Halbfreilandversuche notwendig waren, wurden noch die Nebenwirkungen
von Quassia auf andere Nutzlinge wie Florfliege und Ohrwurm untersucht.

Die Versuche zur Praktikabilitdt der Uberwinterung von bereits im Spatsommer
gesammelten mit Blutlauszehrwespen besetzten Zweigen wurden 2002 wie geplant
durchgefiihrt. Da die Ergebnisse klar negativ waren, wurde der Versuch 2003 nicht wie
geplant wiederholt.

Bedingt durch die extremen und untypischen Witterungsverhaltnisse in beiden
Versuchsjahren konnte der Versuch zur ,Verfrihung“ der Blutlauszehrwespe im Sommer
nicht durchgeflihrt werden.

Seitens der Praxis wurde dann 2003 die Frage gestellt, ob die Mdglichkeit besteht,
Material aus dem Freiland im August bei einem professionellen Nutzlingszichter in
Diapause zu versetzen und zu lagern, um so einen Teil der Kosten fiir das Aussetzen von
Zehrwespen im Folgejahr einzusparen. Hierzu wurden dann im Rahmen einer
Umwidmung der fur die o.g. Versuche nicht verbrauchten Mittel weitere Versuche
durchgefiihrt. Des weiteren wurde diskutiert, ob es bei den Blutlauszehrwespen
unterschiedlicher Herkinfte besser an die in Deutschland herrschenden klimatischen
Verhaltnisse angepasste Biotypen gibt. Demzufolge erfolgten erste Untersuchungen zur
Darlegung der genetischen Diversitat unterschiedlicher Populationen der Blutlaus-
zehrwespe.

Die ebenfalls von der Praxis gestellte Frage, ob ein gewisser Teil der Probleme mit
der Blutlauszehrwespe nicht auch auf Nebenwirkungen anderer Praparate als Quassia-
Auszlige, die im 6kologischen Obstbau verwendet werden, zurlickzufliihren sein konnten,
wurde mittels Untersuchungen zu Schwefel, Schwefel-Kalk und Kupferpraparaten
ebenfalls im Rahmen der Umwidmung zumindest ansatzweise geklart.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den
angekniipft wurde

Die Apfelsagewespe, Hoplocampa testudinea, ist ein bekannter Schadling im Apfelanbau,
der erhebliche Ertragsverluste verursachen kann (ALFORD, 1986; ZIMMER, 2001). In
den letzten Jahren hat sie sich in den meisten deutschen Obstbauregionen zu einem der
wichtigsten Problemschadlinge im Okologischen Obstbau entwickelt.

Die Adulten schlipfen im Frihjahr bei Blihbeginn. Das Weibchen legt mit der
charakteristischen Sage das Ei in den Blitenboden ab. Die Larve (Afterraupe) schlipft
und bohrt sich sofort in den Apfel ein. Spater verlasst sie den ersten Apfel, um die zweite
Frucht und evtl. bis zu vier weitere Friichte zu befallen. Die ausgewachsene Larve lasst
sich zu Boden fallen und grabt sich in den Boden ein, wo sie in Diapause eintritt. Die
Verpuppung erfolgt im darauffolgenden Frihjahr.

Die Apfelsagewespe ist normalerweise relativ ortsstabil (GRAF et al., 1996). Daraus
lielRe sich ableiten, dass eine langerfristige Strategie zur Reduzierung der Folgepopulation
sehr erfolgreich sein misste. Dabei muss aber bericksichtigt werden, dass die Larve
wahlweise auch einen zweiten oder dritten Winter im Boden verbringen kann (sogenannte
Uberlieger). Nach Untersuchungen von GRAF et al. (1994) ist dieses Verhalten
zusammen mit der Parasitierung wesentlicher Grund flr die sehr charakteristischen
starken Schwankungen der Populationsdichte bei diesem Insekt. Eine Reduzierung der
Folgepopulation muss also mehrjahrig angelegt werden. Auflierdem kann das
Massenauftreten damit wohl nicht vollstandig verhindert sondern bestenfalls reduziert
werden.
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Traditionell werden gegen diesen Schéadling im Oko-Obstbau Quassiaausziige
eingesetzt. Dies ist nach §6a Pfl.Sch.Ges. zulassig. Die Wirkung von Quassiaausziigen
auf die Apfelsagewespe wird durch Literaturangaben (BLOKSMA, 1994) und die
Versuche von NOACK (2001, mundl. Mitteilung) und HOEHN et al. (1996) bestatigt. In
fast allen Versuchen zur Apfelsagewespe in neuerer Zeit wurde allerdings ein
sogenanntes standardisiertes Quassiapraparat verwendet, das erst von der Fa.
Finzelberg, spater dann von Fa. Bionomic bzw. noch spater Fa. Agricounsel vertrieben
wurde. Das Praparat galt zwar als standardisiert, es wurde allerdings lediglich Gber den
Gehalt an ,Bitterstoffen definiert. Eine genauere Analyse oder Definition der Inhaltsstoffe
lag nicht vor. In den Jahren 1999 und 2000 zeigte Quassia jedoch kaum Wirkung. Auch in
friheren Jahren waren bereits Ofters Probleme aufgetreten, die vor allem auf
Unsicherheiten bei der Terminierung zuriickgefihrt wurden.

Nachdem jedoch flachendeckend 1999 und 2000 kein Effekt der Quassia-
Behandlung beobachtet wurde, initierten FOKO und OON Biotests an Blattlausen in
Verbindung mit einer ersten quantitativen Analytik auf den Inhaltsstoff Quassin. Diese
Tests zeigten, dass erhebliche Qualitadtsprobleme bei dem im Handel befindlichen
Quassiamaterial bestehen. Die Festlegung von Qualitatskriterien anhand der Inhaltsstoffe
konnte bis jetzt nur ansatzweise auf der Basis von Quassin erfolgen (KIENZLE &
SCHULZ, 2001). Erste eigene Versuche hierzu (KIENZLE et al., 2002) erbrachten noch
keine abgesicherten Ergebnisse Uber die Aufwandmenge an Quassin, die zur Regulierung
der Apfelsdgewespe bendtigt wird.

Das ebenfalls fiir den Okologischen Obstbau zugelassene NeemAzal-T/S wies keine
ausreichende Wirkung zur Kontrolle der Apfelsagewespe bei hohem Befall auf, da es den
Primarbefall kaum beeinflusste (KIENZLE, 2001). Interessante Effekte waren dagegen
beim Sekundarbefall zu beobachten (KIENZLE et al., 2002). Diese wiesen auf ein Ab-
sterben der Larven in jlingeren Larvenstadien hin. Zur weiteren Reduzierung der Kosten
bzw. zur Optimierung der Wirkung der Strategie gegen die Sdgewespe schien es sinnvoll,
die Blattlausbehandlung mit diesem Praparat zu splitten (statt einer Behandlung vor der
Blite zwei Behandlungen: eine vor der Blite, eine in der abgehenden Bliite). Erste
Versuchsergebnisse wiesen allerdings darauf hin, dass bei der Kombination mit
Quassiaauszugen der Antifeedant-Effekt beider Praparate berlcksichtigt werden musste.
Anhand dieser ersten Versuche konnte noch keine abschlieRende Beurteilung einer mog-
lichen Kombination von Quassiaausziigen mit NeemAzal-T/S zur Reduzierung der
Aufwandmenge und Erhéhung der Sicherheit erfolgen. AuRerdem war zu untersuchen, ob
in spateren Larvenstadien bzw. bei der Verpuppung noch eine Mortalitat der Larven zu
beobachten ist. Aufgrund der Biologie der Sagewespe (Uberliegen, oft tiberraschendes
Auftreten trotz Standorttreue) kdnnte dies zwar keinen kurzfristigen Losungsansatz, mittel-
fristig aber einen Teil einer langerfristigen Strategie darstellen. Dies bedeutet, dass
hinsichtlich zeitlicher Abfolge (gleichzeitig, NeemAzal-T/S spater) und optimaler Aufwand-
menge beider Komponenten zur Kombination noch Untersuchungsbedarf bestand.

Bei Quassia schien es wahrscheinlich, dass zumindest ein bis zwei weitere Aktiv-
substanzen bei Qualitatskriterien berlcksichtigt werden missen. Es lagen nur wenige
Literaturangaben Uber die Aktivsubstanzen von Quassiaholz vor. Als Hauptbestandteile
wurden sowohl Quassin (Nigakilacton D) als auch Neoquassin genannt. Aus Quassia
amara wurde unter anderem noch 18-Hydroxyquassin als weiterer nennenswerter
Bestandteil isoliert (DOU et al., 1996; HAGER 1977 in WICHTL 1997). Die Effekte dieser
Aktivsubstanzen sind zum Teil unterschiedlich (DAIDO et al., 1993), so dass nicht nur der
Mangel an Wirkstoffen sondern auch eine unterschiedliche Zusammensetzung flur die
Probleme mit Quassiaholz in den letzten Jahren verantwortlich sein dirften. Um definitive
quantitative Qualitatskriterien fur die Inhaltsstoffe und Empfehlungen zur optimalen Auf-
wandmenge, zur Terminierung und zur Dauer der Wirkung zu erarbeiten, waren Versuche
mit definierten Extrakten bzw. in kleinerem Umfang mit méglichst reinen Einzelsubstanzen
notwendig. Stammpflanzen von Quassia sind Quassia amara und Picrasma excelsa,
wobei nur Quassia amara in der VO 2092/91 (EWG) aufgefihrt ist.
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Bisherige Analysen vor Projektbeginn ergaben bei Picrasma excelsa einen weit
hdheren Wirkstoffgehalt als bei Quassia amara, vor allem hinsichtlich Neoquassin. Dies
kénnte einen wesentlichen Kostenfaktor fir die Betriebe darstellen. Fir eine Beurteilung
waren aber vorher die Effekte der einzelnen Inhaltsstoffe zu prufen.

Fir die Terminierung der Spritzungen sind genaue Kenntnisse tber die Wirkung der
verschiedenen Inhaltsstoffe von Quassia auf die einzelnen Embryonalstadien der
Sagewespelarven (frisch abgelegte Eier, Eier kurz vor dem Schlupf, geschliipfte Larve)
erforderlich. Das Vorhandensein dieser Stadien ist nur mittels eines Stereomikroskops in
sehr aufwendigen Kontrollen zu ermitteln. Diese Untersuchungen kénnen auf vielen
Betrieben aus technischen Grinden nicht durchgefiihrt werden, so dass die Terminierung
oft sehr vage aufgrund des Vegetationsstadiums oder des Flugendes erfolgt. Fur die
Prognose des Flugbeginns und damit des optimalen Termins zur Ausbringung der Fallen
wurden bereits Temperatursummenmodelle auf der Basis von Luft- und Bodentempera-
turen vorgestellt (GRAF et al., 1996; ZIJP & BLOMMERS, 1997). GRAF (FAW Wadens-
wil; mindl. Mitteilung, 2001 und 2002) entwickelt zur Zeit auch ein Modell zur Simulierung
der Embryonalentwicklung der Sdgewespe anhand von Temperatursummen. Die Eignung
dieses Modells zur Terminierung der Behandlungen speziell fur den sehr engen Bereich
(Larve kurz vor dem Schlupf), der fur die in dkologisch wirtschaftenden Betrieben ange-
wandten Praparate in Frage kommt, wurde jedoch noch nicht Uberprift. GRAF plant, das
Modell nach erfolgter Entwicklung im Internet allen Benutzern zugéanglich zu machen.
Dies bedeutete, dass das Modell spater von allen Beratungseinrichtungen genutzt werden
kann.

Hinsichtlich der Wirkungsdauer des Spritzbelages und der genauen Terminierung
bestanden zu Projektbeginn noch erhebliche Unsicherheiten (KIENZLE, 2001; QUAST,
2001). In den meisten Regionen gibt es zur Zeit zwei Schlupfhohepunkte der Erstlarven
der Apfelsagewespe, die etwa eine Woche bis zehn Tage auseinander liegen. Zu
Projektbeginn wurden zwei Behandlungen mit Quassiaextrakten empfohlen. Dies flihrte
zu Kosten von bis zu € 600/ha fur die Regulierung. Erste Versuche wiesen darauf hin,
dass eventuell eine Behandlung ausreichen konnte. Um hier sichere Empfehlungen
geben zu kdnnen, sollten genauere Untersuchungen zu den Effekten der Quassiaausziige
auf Eier bzw. Larven der Sagewespe sowie zur Wirkungsdauer des Belages erfolgen.

Bei den Effekten der einzelnen Inhaltsstoffe von Quassiaholz waren besonders auch
die Nebenwirkungen auf relevante Nuitzlinge zu beriicksichtigen. Die Blutlaus hat in den
letzten Jahren in Oko-Anlagen wieder erhebliche Schaden verursacht. Als Ursache dafiir
wurde eine Nebenwirkung der Quassia-Behandlungen auf die Blutlauszehrwespe
diskutiert. Entsprechende Beobachtungen aus friheren Versuchen lagen vor (NOACK,
2001, mundl. Mitteilung). Nach eigenen Untersuchungen erwies sich Quassia als nicht
schadigend fur Florfliegen (VOGT & JUST, 2001 und 2002). VOGT (2000) zeigte aber
auch, dass Schlupfwespen meist empfindlicher als andere Nitzlinge auf Pflanzen-
schutzmittel reagieren.

Gegebenenfalls waren auch noch die Nebenwirkungen auf den Ohrwurm, der bei der
Begrenzung der Blutlaus nachweislich eine wichtige Rolle spielt (MUELLER et al. 1988,
LENFANT et al. 1992, RAVENSBERG, 1981), zu bericksichtigen.

Fir die mangelnde Einddmmung der Blutlauspopulation durch die Blutlauszehrwespe
wurden aber auch andere Ursachen diskutiert als die einer Schadigung des Nutzlings
durch die Quassiaauszige. Es ist bekannt, dass die Blutlauszehrwespe in Europa nur
bedingt an den Zyklus der Blutlaus angepasst ist: Im Frihjahr schlipfen die Tiere oft viel
zu frth und werden dann von der nasskalten Witterung stark dezimiert. Der
Entwicklungsnullpunkt der Blutlaus (ca 5 °C) liegt wesentlich niedriger als der der
Zehrwespe (8,3-9 °C) (BONNEMAISON, 1965, ASANTE & DANTHANARAYANA, 1992).

Dies fUhrt in kihlen Frihsommern dazu, dass sich die Blutlauspopulation wesentlich
schneller_entwickelt als die der Zehrwespe. Im August ist dann meist eine sehr hohe
Parasitierung zu beobachten, die Schadigung der Pflanzen ist dann aber bereits erfolgt.

Die Zehrwespe Uberwintert als Larve in parasitierten Blutldusen.
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Zum Zeitpunkt des Beginns des Kalteeintritts im Herbst sind allerdings nur wenige

Zehrwespen im_geeigneten Stadium_fiir_eine Uberwinterung (&ltere Larvenstadien)
(BONNEMAISON, 1965). Die meisten sind zu diesem Zeitpunkt adult und kénnen den
Winter nicht Uberstehen.
Es ist ein bekanntes Verfahren, die mit parasitierten Blutldusen besetzten Triebe zu
schneiden und im Kdihllager zu Uberwintern. Das Schlupfverhalten von im Frihwinter
entnommenen Mumien unter kinstlichen Uberwinterungsbedingungen wurde bereits
untersucht (TRIMBLE et al., 1990) und &hnelt dem bei Uberwinterung im Freiland.
Ausgebracht werden die Triebe wenn die Schlechtwetterperiode im Frihjahr vorlber ist.
Mit diesem Verfahren kann zumindest das Problem im Frihjahr reduziert werden. Es wird
auf Oko-Betrieben auch praktiziert, scheiterte in den letzten Jahren aber meistens daran,
dass im Spatherbst kaum mit Zehrwespen besetzte Blutlause vorhanden waren. Dies
entspricht den Untersuchungen von BONNEMAISON (1967) fUr das franzdsische Gebiet.
Im Rahmen eines 1999 gegriindeten AK Blutlaus der FOKO wurden erste eigene Tast-
versuche zur Losung dieses Problems durchgeflihrt. Es schien sinnvoll, die Tiere fiir die
Uberwinterung bereits im August zu entnehmen, wo reichlich mit Zehrwespen besetzte
Blutlauskolonien vorhanden sind. Geprift werden muss jedoch, inwiefern und unter
welchen Umstanden diese Zehrwespen die Lagerung Uber den Winter Uberstehen. Hierzu
gehort neben Temperatur und Feuchte bei der Lagerung auch die Bestimmung des
Stadiums der Zehrwespe in den Mumien, das fur die Lagerung am besten geeignet ist.
Daher mussen zu verschiedenen Terminen Proben gezogen und vor der Lagerung auf
vorhandene Stadien untersucht werden.

Aufgrund von Berechnungen mittels der Entwicklungsnullpunkte von Blutlaus-
zehrwespe und Blutlaus ware interessant gewesen, zu testen, ob ein ,Warmstellen®
entnommener zehrwespenbesetzter Zweige und damit eine Verfriihung des Schlupfs der
Zehrwespen in kihlen Frihsommern ein erfolgversprechendes Verfahren zur Lésung
dieses klimabedingten Problems bdéte. Diese Untersuchung war leider aufgrund der
durchgehend heissen Sommer im Versuchszeitraum nicht moglich.

2 Material und Methoden

2.1 Regulierung der Apfelsagewespe
2.1.1 Untersuchungen von Holzproben auf Inhaltsstoffe

Holz von unterschiedlicher Herkunft war auf seinen Gehalt an Quassin und an
Neoquassin zu testen. Zu diesem Zweck konnten Holzproben von Quassia amara und
Picrasma excelsa von diversen Lieferanten aus verschiedenen mittel- und
sudamerikanischen Landern sowie der Karibik bezogen werden. Zusatzlich wurde eine
Holzprobe aus China erhalten (Picrasma quassioides). Teilweise wurde Holz Uber einen
europaischen Grofthandler bezogen. Hier konnte die genaue Herkunft nicht geklart
werden.

Zum groBten Teil wurde das Holz in Form von Chips angeliefert. Diese Chips
wurden je nach GréfRe direkt extrahiert, mussten zum Teil aber noch starker zerkleinert
werden. Teilweise wurden auch ganze Aststlicke geliefert. Diese wurden dann zunachst
grob zerkleinert und von verschiedenen Aststlicken Proben entnommen, anschlielend in
eine extraktionsfahige, kleinere Form gebracht. Die Probennahme erfolgte jeweils an
verschiedenen Stellen einer Probe, um eine Mischprobe zu erhalten.

Zur vollstandigen Extraktion der Metaboliten Quassin und Neoquassin wurden die
vorbereiteten Holzproben jeweils in Erlenmeyerkolben eingewogen, wobei flir jedes Holz
zwei Wiederholungen angefertigt wurden.
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Man versetzte dann jede Probe mit einem Methanol/WWassergemisch. Holz und
Lésungsmittel wurden im Verhaltnis 1:10 (Gewichtsanteile) eingesetzt. Es wurde unter
Ruckfluss auf 60-70°C erhitzt und der Kolbeninhalt gerihrt.

Nach 4stindiger Extraktionszeit wurde das Ldsungsmittel mittels Blchnertrichter
unter Vakuum abfiltriert, der Filterrickstand gewaschen und die flissigen Phasen
vereinigt. Dieses Prozedere wurde noch je zweimal wiederholt und schlieBlich alle
gesammelten Extrakte eines Ansatzes vereinigt. Die Extrakte wurden am
Rotationsverdampfer im Vakuum bis zu einem wafrigen Rest eingeengt, dieser Rest in
einen Messkolben Uberfihrt und bis zu einem definierten Volumen aufgefillt. Nach der
Aufarbeitung Uber verschiedene Festphasen und Teilchenfilter wurde der Gehalt an
Wirkstoff in einer Probe per HPLC analysiert.

Zur HPLC-Analyse standen ein Vergleichsstandard mit Quassin und mit Neoquassin
zur Verfugung. Der Gehalt wurde jeweils Uber eine Kalibriergerade mit diesen externen
Standards ermittelt. Zur HPLC-Messung wurde eine RP-Phase verwendet. Die Detektion
erfolgte Uber einen UV-Detektor bei 285 bzw. 254 nm.

2.1.2 Optimierung der Anleitung zur Selbstherstellung von Quassia-
ausziigen

Es sollte in verschiedenen Tests feststellt werden, welche anwendungsrelevanten
Bedingungen zu einer optimalen Extraktion von aktiven Inhaltsstoffen aus Bitterhdlzern
fuhren. Wichtige Kriterien dabei schienen:

- Dimensionen der Holzchips

- Temperatur

- Wassermenge/Nachbehandlung
- Zeit

Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

Alle nachstehend naher beschriebenen Versuche wurden doppelt durchgefiihrt.
Holz wurde in Erlenmeyerkolben eingewogen, und mit der entsprechenden Menge an
Wasser versetzt. Generell wurde das Holz bei T = 100°C unter Ruckfluss gekocht, so
dass keine Wasserverluste auftreten konnten. Nach der Extraktionszeit wurde dann
abfiltriert, das Volumen des Filtrats bestimmt und schlieBlich die HPLC-Analyse
durchgefuhrt, um den Gehalt an Quassin in den Extrakten zu messen. Die HPLC-Analyse
erfolgte mit Kalibrierstandards Uber eine Ausgleichsgerade. Zur Bestimmung des
Gesamtgehalts an Quassin in den Holzern wurde dieses zunachst komplett extrahiert,
d.h.erschépfend wie unter 1. genannt behandelt und der Quassin-Gehalt bestimmit.

Abb. 1: SchnittgroRe der Holzchips im Versuch
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a) Dimension der Holzchips

Es wurden zwei Holzer, die sich in ihrer SchnittgroRe unterschieden, unter
ansonsten gleichen Bedingungen wassrig extrahiert. Die SchnittgroRe des ersten Holzes
(Charge 20110R01, It. Lieferant aus Brasilien) betrug durchschnittlich etwa 1-2 x 0,5 x 0,3
cm?®, mit Staubanteilen, die beim Schneiden entstehen (Abb 1, rechtes Bild).

Das zweite verwendete Holz (Charge 5085, Herkunft unbekannt) bestand aus
flachen Plattchen, die eine GroRe von bis zu ca. 2x3 cm? aufwiesen (Abb 1, linkes Bild).

Die SchnittgréRen wurden so ausgewahlt, da sie vermutlich fir die Praxis gut
geeignet sind.

Tests mit feineren SchnittgroRen als den verwendeten zeigten, dass die
erforderliche Filtration durch Verstopfen der Filter erschwert wird. Eine deutlich grébere
SchnittgroRe als die hier verwendete dagegen hat sicherlich eine verschlechterte
Extraktion zur Folge.

Je ca. 5 g Holz wurden mit 100 ml Wasser versetzt, zunachst 24 h stehen gelassen,
dann 1 h lang gekocht, filtriert und mit 40 ml Wasser gewaschen. Dieses Prozedere wurde
zweimal wiederholt. Jedes Filtrat wurde gesondert aufgefangen und sein Volumen
bestimmt, dann die HPLC-Analyse durchgefuhrt.

b) Temperatureinfluss

In einer Versuchsreihe wurde der Temperatureinfluss auf die Extraktion untersucht.
Dazu wurden 4 Mal je ca. 5 g Holz aus der Charge 5085 mit 50 ml Wasser versetzt. Man
lie® das Holz 24h bei Raumtemperatur stehen. 2 Ansatze wurden dann noch 1h gekocht.
Die walirigen Phasen wurden abfiltriert, dann jeweils mit 20 ml Wasser gewaschen und
das Prozedere wiederholt. Alle Filtrate wurden einzeln analysiert.

c) Wassermenge

Zur Untersuchung des Einflusses der Wassermenge wurden 4 Mal je ca. 5g Holz
(Charge 5085) eingewogen. Zwei der Ansatze wurden mit 50 ml Wasser versetzt, die
restlichen Ansatze mit 100 ml Wasser. Man lie3 24 h stehen, kochte dann je 1 Stunde.
Nach dem Abfiltrieren der wassrigen Phase wurde mit 20 bzw. 40 ml Wasser gewaschen.
Das Prozedere wurde wiederholt. Auch hier wurde jede walrige Phase gesondert
untersucht.

d) Zeiteinfluss

Es wurden 4 Mal je ca. 5 g Holz eingewogen und mit 50 ml Wasser versetzt. 2 der
Ansatze wurden 1h lang gekocht, die anderen beiden Ansatze lie man 24 h lang stehen
und erhitzte dann 1 h lang. Wieder wurde von der walrigen Phase abgetrennt und mit 20
ml Wasser nachgewaschen. Das Prozedere wurde wiederholt.

2.1.3 Untersuchungen zu den Effekten der wichtigsten aktiven
Inhaltsstoffe von Quassia auf verschiedene Stadien der
Sagewespe

Im ersten Projektjahr sollte getestet werden, ob Quassin und Neoquassin
unterschiedlich gut wirken und welche Effekte sie auf Eier in verschiedenen
.Reifungsstadien® und auf frisch geschliipfte Larven der Apfelsdgewespe haben.

Hierfur wurden im Freiland Bliten gesammelt, die mit S&dgewespeneiern belegt
waren. Sofort nach dem Sammeln wurden die Bliten einzeln mit dem Stiel in mit Wasser
gefullte Eppendorfhitchen gesteckt, deren Deckel zu diesem Zweck perforiert wurde. Der
Wasserstand wurde wahrend der gesamten Dauer des Versuchs mehrmals taglich
kontrolliert und bei Bedarf sofort nachgeflllt, um ein Welken der sehr empfindlichen
BlGten zu verhindern.

Die Blite wurde mit einem Rasiermesser so prapariert, dass das Ei sichtbar und das
Stadium bestimmbar war (Abb. 4). In einem Fall (Idared, gesammelt am 22.4.) zeigte sich
bei der Praparation relativ rasch, dass die Eier alle noch milchig waren.
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Da der Sammelzeitpunkt dann noch mit der ersten moglichen starkeren Eiablage
zusammenfiel, wurden diese Bliten behandelt, ohne das Ei mit dem Rasiermesser
freizulegen (unprapariert, frische Eier). Eine Charge mit bereits glasigen Eiern wurde
ebenfalls ohne Praparation behandelt. Es handelte sich hier aber um Bliten der Sorte
Florina. Der Blutenboden nekrotisierte hier sehr stark, so dass die meisten Eier es nicht
schafften, den Blutenboden zu sprengen. Die Entwicklung wurde dadurch so stark
beeintrachtigt, dass eine Auswertung des Versuches zwar erfolgte jedoch nicht
aussagekraftig war. Daher wird dieser Versuch nicht dargestellt.

Bis zur Praparation (max. 1-2 Tage) wurden die Bliten bei 4 °C gekuhlt, um eine
Weiterentwicklung der Eier zu verhindern.

Nach der Praparation erfolgte entweder direkt eine Behandlung oder aber die Eier
wurden taglich kontrolliert und behandelt, wenn das entsprechende Stadium erreicht war.
Teilweise mussten in den Versuchen mehrere ,Chargen® behandelt werden, da sich nicht
alle Eier gleichzeitig im richtigen Stadium befanden.

Fir die Versuche standen 7,1 mg Quassin und 8,05 mg Neoquassin zur Verfiigung.
Diese wurden als kristalline Substanz in einem Zylinder von Trifolio geliefert und jeweils
mit 0,5 ml Alkohol geldst. Daraufhin wurde mit Wasser verdinnt, bis eine Losung mit
jeweils 24 mg/l entstand. Bei Neoquassin wurde nochmals etwas Alkohol zugegeben, um
in beiden Losungen dieselbe Alkoholkonzentration von 0,8445 % zu erreichen. Verwendet
wurde unvergallter 100 %iger Alkohol aus der Apotheke. Die Alkoholkontrolle wurde
ebenfalls mit 0,8445 % hergestellt und entsprechend der Aufwandmenge an Quassin bzw.
Neoquassin weiterverdiinnt. Fur die Aufwandmenge von 5 g/l, die in den meisten Ver-
suchen verwendet wurde, ergab dies eine Alkoholkonzentration von 0,1759 %.

Die nicht sofort verwendeten Losungen wurden tiefgefroren und bei Bedarf wieder
aufgetaut. Von jedem Versuch wurde eine Rickstellprobe der verwendeten Spritzlésung
tiefgefroren.

In einem Fall wurde ein Quassia-Extrakt als zusatzliche Variante verwendet. Es
handelte sich hier um die Charge 2 von 2002, d.h. 2,4 g Quassin pro | mit einem
Verhaltnis von Quassin zu Neoquassin von ca. 1 : 1.

Behandelt wurde mit dem Grapho-Retuschiergerat als Tropfnass-Spritzung. Die
Aufwandmenge wurde entsprechend einer Basis-Aufwandmenge von 1000 | Wasser/ha
einfach konzentriert berechnet.

Nach der Spritzung wurden die Eppendorfhiitchen mit den Bliten in einen
umgekehrten Setzkasten gesteckt. Immer ein Versuch ergab einen Setzkasten, so dass
gleiche Bedingungen flr alle Varianten gegeben waren. Die Zwischenraume wurden mit
Wasser gefiillt, so dass ein Uberwandern der Larven von einem Hitchen zum nachsten
nicht moglich war. Der Setzkasten stand in einer Kiste, die mit einem feuchten Tuch
bedeckt war (Abb. 2). So die Temperaturen es erlaubten, standen die Kisten im
Gewachshaus (Temperaturen zwischen 15 und 25 °C), ansonsten bei Zimmertemperatur
im Raum. Nachts, bei entsprechender Luftfeuchtigkeit, wurde das Tuch zeitweise entfernt.
Die Luftfeuchtigkeit wurde durch Befeuchten des Tuches und evtl. Umstellen der Kisten
nach regelmassiger Kontrolle des
Blitenzustandes in sehr kurzen
Abstanden den Bedurfnissen der
Bluten angepasst und daher nicht
konstant gehalten.

Die Bluten wurden taglich
mehrmals kontrolliert. Sobald die
ersten Larven schlipften, erfolgte eine
erste Bonitur, der im meist taglichen
Abstand weitere folgten. Nach funf
Bonituren erfolgte eine Endbonitur.

Die schlipfenden Larven bohr-
ten sich entweder in den Blitenboden
ein oder verlieen sofort die Blte.

Abb. 2: Versuchsanordnung mit Setzkasten
und Eppendorfhiitchen im Laborversuch zu
Versuchsende
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Da dies ein groR3er Teil auch in der Kontrolle tat, war
hier die Auswertung schwieriger und lasst Fragen offen.

Insgesamt wurden drei Versuche mit praparierten
Bluten und 5 g/l Aufwandmenge durchgefiihrt mit den drei
Stadien ,milchige = frisch abgelegte” Eier, ,glasige“ Eier
und Eiern, bei denen bereits die zappelnde Larve mit
Augen sichtbar war, d.h. kurz vor dem Schliupfen. Je
Variante wurden 40 Bllten behandelt. Aulerdem erfolgte
noch ein Versuch mit unpraparierten Bliten und 5 g/l
Aufwandmenge (nicht dargestellt) sowie ein Versuch mit
praparierten Bliten und 24 g/| Aufwandmenge.

Die Auswirkungen der Substanzen auf altere Larven
wurden im Rahmen einer Bachelor-Arbeit untersucht.

Da diese Frage im Jahr 2002 sehr intensiv diskutiert
wurde, erfolgte noch ein erster Tastversuch zur Regen-
bestandigkeit von Quassiaextrakt. Hierzu wurden kleine
Frichte in eine Losung mit Quassiaextrakt Charge 2 (2,4
g Quassina, Verhaltnis Quassin/Neoquassin 1:1) in einer
Konzentration von 18 g Quassin/1000 | (entspricht 18 g/ha bei einer Spritzung) getaucht
und anschliellend auf einem Drahtgitter trocknen gelassen.

Abb. 3: Versuchsanord-
nung flr die Versuche mit
alteren Larven

Ein Teil der Frichte wurde dann kinstlich mit einer GielRdusche ,beregnet’,
entsprechend 20 mm Niederschlag.

AnschlieBend wurden auf die ,beregneten® und ,unberegneten“ behandelten
Frichte sowie auf eine unbehandelte Kontrolle Sagewespenlarven aus Friichten mit
Primarbefall aufgesetzt. Pro Variante wurden 30 Frichte angesetzt.

Pro Frucht wurde eine Larve aufgesetzt, die Friichte wurden anschlieRend auf ein
mit Agar gefiilites Eppendorfhiitchen gesetzt und in einem Plexiglaszylinder mit Schaum-
gummipfropfen aufbewahrt. Behandelt wurde am 29.5.02, am 3.6.02 erfolgte eine Bonitur
der Friuchte auf lebende Larven. Hierbei wurde auch die Fitness der Larven
bericksichtigt. Dieselbe Versuchsanordnung wurde auch fiir die Versuche mit alteren
Larven im Rahmen der Bachelor-Arbeit verwendet.

Fur die Laborversuche im Jahr 2003 wurden wieder mit Sdgewespeneiern besetzte
Bliten im Feld gesammelt. Zwei verschiedene Fragestellungen waren zu beantworten:
Entwicklung des behandelten Eis auf unbehandelter Blite und des unbehandelten Eis auf
behandelter Blute. Die Behandlung der jeweiligen Bluten erfolgte mit dem
Graphoretuschiergerat tropfnass. Sobald beim Ei die Augen der Larve sichtbar waren und
es gut aus der Blite zu l6sen war, wurde es auf eine andere Frucht umgesetzt. Die
Reinsubstanzen wurden in diesem Jahr mittels Ultraschall gel6st, so dass auf die Beigabe
von Alkohol und die entsprechenden Kontrollvarianten verzichtet werden konnte.

Bei ,Ei behandelt* wurden zwei ,Eistadien® unterschieden. Die erste Behandlung
erfolgte, sobald der Fruchtboden geplatzt und das Ei sichtbar war (glasig).

Die zweite Serie wurde mit Eiern durchgefiihrt, bei denen die Augen der Larven
bereits sichtbar waren, die also ganz kurz vor dem Schlupf standen. Die erste Serie
verblieb bis zum Stadium ,Augen sichtbar” auf der behandelten Bliite.

Da der Versuch mit den Bliten sehr schwierig durchzuflihren war und aufgrund der
kurzen Verflgbarkeit der Bliiten keine Vorversuche durchgeflihrt werden konnten, wurden
zur Risikominimierung parallel zwei verschiedene Versuchsmethoden verwendet:
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1. Bliite einschneiden: In die unbehandelte Frucht wurde mit der Lanzette eine
kleine Tasche eingeschnitten, in die das Ei dann behutsam eingefiihrt wurde,
so dass eine Austrocknung verhindert werden konnte. Problematisch bei
dieser Methode war vor allem bei den frih behandelten Eiern, die etwas langer
zum Schlupf bendtigten, dass die verletzten Bliten von den Larven weniger
akzeptiert wurden und auch rascher zu Pilzbildung neigten. Die Auswertung
dieser Versuchsreihe ist daher nicht dargestellt.

2. Methode ,Hiitchen®. Das Ei wurde ohne Verletzung der Blite auf den
Blutenboden gelegt. Zum Schutz gegen Austrocknung wurde ein kleines
gefaltetes angefeuchtetes Stlck Filterpapier wie ein ,Hitchen® auf die Bllte
gestellt. Diese Methode hat sich sehr gut bewahrt und kam daher auch bei
Versuch 2 zur Anwendung.

Varianten bei ,,Eier behandelt, Frucht unbehandelt*

Nr. Fruchtboden geplatzt Augen sichtbar

Bliite einschneiden | ,Hutchen® Blite einschneiden | ,Hitchen”
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Quassin 12 g Quassin 12 g Quassin 12 g Quassin 12 g

Neoquassin 12 g

Neoquassin 12 g

Neoquassin 12 g

Neoquassin 12 g

Quassin 24 g

Quassin 24 g

Quassin 24 g

Quassin 24 g

Neoquassin 24 g

Neoquassin 24 g

Neoquassin 24 g

Neoquassin 24 g

D AR W |IN|=

Extrakt 12 g
Quassin

Extrakt 12 g
Quassin

Varianten bei ,,Eier unbehandelt, Frucht behandelt*

Kontrolle

Extrakt 12,0 g

Quassin 1,5 -3,0-6,0—12,0—24,0 g’/ha
Neoquassin 1,56 - 3,0 -6,0 — 12,0 — 24,0 g/ha

Aulerdem wurden noch zwei Gegenkontrollen mit Larven angelegt, die gerade am
Schlipfen aus der Eihille waren und noch keine Nahrung aufgenommen hatten, um
auszuschlieen, dass eine Kontamination der Eihulle Uber die behandelte Bllute erfolgt.
Aus technischen Grinden war hier die Verfligbarkeit begrenzt, daher konnten nur 25
Larven pro Variante verwendet werden. Die Ergebnisse waren analog zu den Varianten
mit umgesetzten Eiern.

Der Versuch konnte durch Erweiterung im Rahmen einer Bachelorarbeit (Yamada)
mit mehr als den geplanten Konzentrationsvarianten erfolgen. Er wurde nur mit der
Methode ,Hutchen® durchgefihrt. Unbefallene Bliten wurden behandelt und nach dem
Abtrocknen der Spritzbriihe die Eier aus unbehandelten Bliten, die kurz vor dem
Schlipfen waren, aufgebracht.

Auswertung

Sobald ein Schlupf der Larven beobachtet werden konnte, wurden die Déschen mit den
Bliten alle 24 Stunden kontrolliert. Larven, die die Bliten verlassen hatten, wurden
zurtickgesetzt und dies auf dem Doéschen vermerkt.
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Abb. 4: Verschiedene Stadien der Apfelsdgewespe von links nach rechts: Blite mit Einstich
Seitenansicht; von oben; freipraparaiertes Ei Stadium milchig; freiprapariertes Ei beim

Aufquellen; Blitenboden platzt, Ei glasig; Konturen der Larve sichtbar; Augen der Larve
sichtbar, Larve schlUpft
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Mit der Endauswertung wurde so lange wie von der Haltbarkeit der Blite aus
maoglich gewartet. Ausgewertet wurde die Wiederfindungsrate der Larven (fast alle Larven
starben aber nach einigen Tagen ab, da die Bliten keine ausreichende
Nahrungsgrundlage mehr bildeten), die FraRstellen nach Grole sowie der vorhandene
Kot. Als bestes Merkmal flir die Auswertung der Ergebnisse erwies sich die GréRe und
Anzahl der Frafstellen.

Im Jahr 2002 und 2003 wurden die verwendeten Spritzbriihen fiir die Rein-
substanzen und der Extrakt bei Trifolio-M GmbH analysiert, um etwaige Fehler bei der
Aufbereitung und der Verdiinnung auszuschliefien. Im Jahr 2002 ergab die Analyse der
Ruckstellprobe, dass die Aufwandmengen leicht niedriger lagen als vorgesehen (ca. 4,3
g/ha statt 5 g/ha). Neoquassin und Quassin lagen jedoch ungefahr gleich. Auch im Jahr
2003 zeigte die Ruckstellprobe eine etwas niedrigere Konzentration als vorgesehen.
Neoquassin lag hier etwas niedriger als Quassin (bei 24 g Quassin 20 g, Neoquassin 17,5
g). Dieser Unterschied ist jedoch nicht grof genug, um die Differenzen bei der Wirkung zu
beeinflussen.

2.1.4 Freilandversuche zur Wirkung von Quassiaextrakten mit
verschiedenen Aufwandmengen / Terminen / Kombinationen
mit NeemAzal-T/S

Im Versuchsjahr 2002 wurden auf insgesamt vier Standorten Freilandversuche mit je 9
Varianten durchgefihrt (Tab. 2). Die Versuche waren alle als randomisierte Blockanlagen
mit vier Wiederholungen mit 7 bis 15 Baumen pro Wiederholung aufgebaut. Je nach
Spritztechnik wurde die Anzahl Randbaume berechnet. Fir die Spritzung kamen in Ahr-
weiler ein Parzellensprihgerat, in Jork ein Jeep mit Aufsattelgerat und Handspriihpistole
und im stddeutschen Raum ein Motor-Riuckensprihgerat der Marke SOLO zum Einsatz.
In Stddeutschland wurden aufgrund des Blutenfrostes alle Versuche im Bodenseegebiet
durchgefiihrt.

Tab. 1: Termine von Applikation und Bonituren der Freilandversuche an den vier

Standorten
Standort Anzahl _ Bonitur
Sorten Versuche Spritzung Primarbefall Sekundarbefall
Ahrweiler (Pfalz) 2 2.05.02 15.05.02 27.05.02
Jonagold/Melrose
Jork 1
Elstar 17.05.02/22.05.02 24.05.02 04.06.02
Suddeutschland 2 2.05.02/8.05.02 20.05.02 1.06.02
Topaz/ldared

Sowohl am Standort Ahrweiler als auch im Bodenseegebiet (Stiddeutschland) kam
es wenige Stunden nach der Applikation zu starken Niederschlagen, die mehrere Tage
anhielten.

Da in der Praxis intensiv diskutiert wurde, ob eine Behandlung vor oder nach der
Regenperiode sinnvoller sei, wurde im Bodenseegebiet noch ein dritter Versuch aufge-
baut, bei dem vor und nach dem Regen behandelt wurde.

Bei jeder Bonitur wurden pro Parzelle (= Wiederholung) 50 Fruchtblschel kontrol-
liert. Erfasst wurde die Anzahl der Friichte pro Fruchtblschel sowie die verschiedenen
Stadien des Sagewespenbefalls. Erfasst wurde bei der ersten Bonitur jeweils pro
Blutenblschel die Anzahl der Einstichstellen durch Eiablage der Sagewespe ohne
Frassgang einer Larve und die Anzahl der spiraligen Frassgange (Primarbefall).
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Bei der zweiten Bonitur konnte dann der Sekundarbefall festgehalten werden, bei
dem sich die Larve direkt ohne oberflachlichen Spiralgang in die Frucht einbohrt.

Abb. 5: Primarbefall (linkes Bild) und Sekundarbefall der Sadgewespe an Apfelfriichten
(rechts)

Im Versuchsjahr 2003 musste wegen Blitenfrost in Siddeutschland erneut ins
Bodenseegebiet ausgewichen werden. In Ahrweiler konnte die vorgesehene Versuchs-
flache aus diesem Grund ebenfalls nicht genutzt werden. Die Versuche wurden daher an
allen drei Standorten mit einem Motor-Rickenspriihgerat behandelt.

In Stddeutschland erfolgte die Behandlung am 6.5.04. Der Primarbefall wurde am
17.5.04, der Sekundarbefall am 30.5.04 erfasst.

Der Versuch am Standort Pfalz wurde am 3.6.04 (Primarbefall) und am 16.6.04
(Sekundarbefall) ausgewertet.

Im Alten Land waren aufgrund der sehr raschen Vegetationsentwicklung im Frihjahr
und einer nicht vorhersehbaren Befallsentwicklung der Sagewespe (einige Anlagen mit
Befall in den letzten Jahren plétzlich kaum noch Flug) keine Anlagen mehr verfiigbar, bei
denen nur Bllaten im Ballonstadium oder Blitenblschel, bei denen nur die Kénigsblite
geoffnet war. Daher wurden in einer Versuchsanlage mit der Sorte Elstar fur die Varianten
2,4 und 5 den geforderten Stadien entsprechend 50 Blitenblschel je Wiederholung vor
der Behandlung markiert. Nur die markierten Bllitenbischel wurden spater bonitiert.

Die Varianten 2, 4 und 5 wurden am 2.5.03, die Varianten 3 und 4 am 5.5.03
behandelt. Die meisten Blutenblschel befanden sich zu diesem Termin in der Vollblite.

Am 12.5.03 wurden die Varianten 6, 7, 8 und 9 behandelt, dies war der Behand-
lungstermin, der sich aus dem Stadium ,Augen sichtbar® der Eier der Sdgewespe ergab.
Bei der spateren Bonitur wurden alle gekennzeichneten und wiedergefundenen
BlutenbUschel der Varianten 2, 4, und 5 bewertet und je 50 Blltenblschel in den anderen
Varianten. Bei der zweiten Bonitur gab es teilweise an den markierten Blitenblscheln
keine Frichtchen mehr, da sie verrieselt waren.

Die Verrechnung aller Versuche erfolgte in allen Fallen mit Varianzanalyse und
anschliefendem Tukey-Test (a = 0,05).

Die Aufwandmenge wird bei allen Versuchen in g/ha angegeben. Dies bezieht sich
auf eine normale Spindelanlage, als Basis werden Ublicherweise 2 m Kronenhéhe veran-
schlagt.
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2.1.5 Freilandversuche zur Langzeitwirkung von NeemAzal-T/S

Fur die Freilandversuche mit NeemAzal-T/S wurden im Jahr 2002 mehrere Anlagen
mit niedriger Aufwandmenge von Quassia und NeemAzal-T/S mit 2 bzw. 3 I/ha behandelt.
Ziel war es, anschlieRend befallene Frichte einzusammeln und die Entwicklung der
Larven zu verfolgen. AuRerdem wurde die Halfte einer Anlage, die zu spat mit Quassia
behandelt worden war, noch mit NeemAzal-T/S behandelt. Hierbei sollte der Effekt auf
den Sekundarbefall und die weitere Entwicklung der Larven erfasst werden.

Im Jahr 2003 wurden bei zwei Versuchen niedrige Aufwandmengen an Quassia in
Verbindung mit NeemAzal-T/S ausgebracht (Siddeutschland). AuRerdem wurden im
Versuch Pfalz in den Neem-Varianten Friichte gesammelt und nach Stuttgart geschickt.
Die Larven haben den Transport jedoch nicht Uberstanden. Zudem wurden Frichte in
einem Tastversuch gesammelt, der innerhalb des versehentlich vom Betriebsleiter
behandelten Versuchs in Siddeutschland angelegt worden war.

2.1.6 Evaluierung eines temperatursummengesteuerten Erstmodells
von GRAF auf Tauglichkeit zum Einsatz in der Beratung bei der
Bestimmung des optimalen Spritztermins

Nach Abstimmung mit den Beratern und Wadenswil wurde aufgrund der
Unsicherheit bei den Erhebungen auf die Modellierung des Schlupfzeitpunktes der
Sagewespen weitgehend verzichtet. Festgehalten wurde jedoch mittels Weildtafeln der
Beginn des ersten grof’en Flughthepunktes sowie der Flugverlauf. Nach miundlicher
Mitteilung von GRAF (2002) betragt die Temperatursumme fir die Embryonalentwicklung
der Sagewespen 2040 Gradstunden bei einer Schwellentemperatur von 6,9 °C. In den
verschiedenen Regionen wurde nun der Beginn des Schlupfes ermittelt und dann
errechnet, inwieweit dieser sich auf der Basis der Fallenfange und dieser Temperatur-
summenmethode voraussagen lasst.

2.2 Nebenwirkungen der Strategie gegen die Sagewespe auf die
Blutlauszehrwespe und andere Nutzlinge

Die im einzelnen gepriften Prifsubstanzen und ihre Aufwandmengen sind dem
Ergebnisteil zu entnehmen. Uber jeden Versuch liegt ein ausfiihrliches Protokoll vor.

Die Versuche zur Kontakttoxizitat wurden nach den IOBC-Richtlinien zur Prifung
von Nebenwirkungen auf Nitzlinge (Candolfi et al.,, 2000) durchgefiihrt. Nach diesen
Richtlinien wird bei Anwendung auf Glas die zu prufende Aufwandmenge/ha des Produkts
basierend auf einer Wasseraufwandmenge von 200 I/ha angesetzt, da hbéhere Spritz-
briihemengen nicht auf Glas appliziert werden kénnen. Von dieser Spritzbriihe wird mit
einem Prazisionssprihgerat (Laborsprihturm Potter Tower, Burkard Scientific Ltd, UK)
ein standardisierter Belag von 2 mg/cm? (entspricht 200 I/ha) auf Glas appliziert. Somit
wird die Hektar-Aufwandmenge, die sich unter Praxisbedingungen auf dreidimensionale
Strukturen verteilt, in vollem Unfang auf die zweidimensionale Expositionsflache Glas
Ubertragen, d.h. es handelt sich hier um ,worst-case“-Bedingungen, um mdgliche Effekte
mit Sicherheit zu erkennen.

Bei der Untersuchung der oralen Toxizitat und dem Bespriihen der Versuchs-
tiere wurde mit Lésungen gearbeitet, deren Wirkstoff-Konzentration der ausgebrachten
Spritzbrihe fur die jeweilige Aufwandmenge pro Hektar bei einer Wasseraufwandmenge
von 600 Liter pro Hektar (Festlegung durch die Arbeitsgruppe) entsprach. Hinter dieser
Vorgehensweise steht die Uberlegung, dass Niitzlinge unter Freilandbedingungen von
Spritzbrihetropfen/trépfchen getroffen werden, bzw. diese oral aufnehmen kdénnen.

Alle Versuche wurden mit auf die Anwendung im Freiland bezogenen Aufwand-
mengen der Wirkstoffe in Anlehnung an GLP-Richtlinien durchgefihrt. Das Labor der BBA
Dossenheim ist nicht GLP-zertifiziert.
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2.2.1 Testsubstanzen und Kontrolle

Quassin und Neoquassin

Quassin und Neoquassin standen als Reinstoff in mg-Portionen als zu Iésender
Feststoff zur Verfigung. Die Wirkstoffe wurden bis zur Verwendung bei —21 °C gelagert
und immer am Versuchstag mit deionisiertem Wasser, oder bei der Prifung der oralen
Toxizitat bei den zwei untersuchten Schlupfwespenarten mit Fructoseldsung 25 %, frisch
angesetzt. Bei beiden Stoffen musste die Ldslichkeit durch Ultraschallbehandlung und
Erhitzen im Wasserbad auf 50 bis 60°C verbessert werden. Die Wirkstoffe sind bei den
verwendeten Temperaturen stabil.

Quassia-Extrakt

Die Firma Trifolio lieferte 200 ml Extrakt der Charge 2 mit bekanntem Verhaltnis
Quassin:Neoquassin von 1:0,7. Der flissige Extrakt wurde in kleinen Portionen bei — 21°C
gelagert und erst am Versuchstag aufgetaut und angesetzt. Eine Aufwandmenge von 5 |
Quassia—Extrakt/ha entspricht 12 g Quassin—Reinstoff pro Hektar. Der Extrakt aus dem
Holz des Surinam-Bitterholzbaumes wirkt als Fraf- und Kontaktgift gegen Blattlause,
Sagewespen, Wicklerraupen (EGGLER & GROBR 1996) und weitere Insekten. Der
Wirkstoff ist ein Nervengift. Der Extrakt findet Verwendung in der Herstellung von
Getranken und Phytopharmaka und wird fur den Menschen bisher als ungefahrlich
eingestuft.

Kontrolle
In der Kontrolle wird deionisiertes Wasser appliziert oder, bei der Prifung der oralen
Toxizitat bei A. mali, Fructoseldsung 25 % als Nahrung angeboten.

2.2.2 Zucht und Herkunft der Versuchstiere

Aphelinus mali

Im Juni 2002 wurden an zwei Standorten, Wiesloch und Grof3sachsen, Blutlduse
aus Obstanlagen entnommen und damit 2- und 3-jahrige Containerbdume der Sorte
*Golden Delicious™ beimpft. Im weiteren Verlauf der Zucht wurde mit der Apfelsorte “Gala
aufgefrischt. Die Zucht erfolgte in zwei Gewdachshauszellen unter verschiedenen
klimatischen Bedingungen: a) bei 21 + 2°C (16 h) mit Nachtabsenkung auf 15°C und b) in
einer weiteren Kammer mit 24 + 2°C, Nachtabsenkung auf 17+ 2°C. Die rel. Luftfeuchte
lag bei durchschnittlich 70 %. Die Beleuchtungsdauer betrug ganzjahrig mindestens 12
Stunden. In den ersten zwei Monaten der Zucht wurden PflanzenschutzmaRnahmen mit
Kaliseife und Lecithin durchgeflihrt. Danach wurde darauf verzichtet, um eine Schadigung
der Versuchstiere zu vermeiden

Forficula auricularia

Die adulten Ohrwirmer (120 Tiere, 2/3 weiblich) entnahm man am 26. August 2002
aus dem Freiland (BBA Dossenheim, Obstanlage) und hielt sie auf drei Insektarien verteilt
bei 21 £ 2°C (16 h) mit Nachtabsenkung auf 15°C (8 h) auf feuchter Blumenerde und bot
umgestulpte Tontopfe mit Holzwolle gefillt als Verstecke an. Zur Ernahrung erhielten die
Ohrwiirmer Hundefutter, Apfel und gelegentlich Sojabohnenschrot. Die Wasserver-
sorgung erfolgte Uber eine Dochttranke. Dreimal wochentlich wurden das Futter und
Wasser erneuert und das Insektarium mit einem Handspriihgerat befeuchtet.

Anfang Juli 2003 wurden fur den Benetzungsversuch Tiere aus unbehandeltem Freiland
entnommen (letztes Larvenstadium).
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Coccinella septempunctata

Die Firma GAB — Biotechnologie in Niefern—Oschelbronn lieferte uns auf Bestellung
synchronisierte Marienkafereier aus ihrer Laborzucht.

Chrysoperla carnea

Florfliegeneier stammten aus der Laborzucht der BBA Darmstadt. Halterung und
Weiterzucht erfolgten nach der Methode, die in den IOBC-Richtlinien fiir die Durchfiihrung
der Versuche mit Chrysoperla empfohlen wird (VOGT et al. 2000).

Aphidius rhopalosiphi
Die Parasitoide wurden von der Nutzlingszucht ,Dr. Peter Katz“ in Welzheim zur

Verfiigung gestellt und im Entwicklungsstadium ,synchronisierte Getreideblattlausmu-
mien”“ zugesandt.

2.2.3 Versuche mit Aphelinus mali und Aphidius rhopalosiphi

Beschreibung der Versuchseinheit

Alle Versuche zur Kontakttoxizitat und zur oralen Wirkung mit Imagines
wurden in den flir Aphidius rhopalosiphi angefertigten Versuchseinheiten durchgefiihrt
(TERNES et al. 2000). Eine Einheit besteht aus zwei quadratischen Glasplatten (6 cm)
und dazwischen einem Ring aus Plexiglas (d 5 cm), der vier runde Einbohriécher (& 0,9
cm) in symmetrischer Verteilung aufweist. Die beiden Platten werden mit zwei Gummi-
ringen zusammen gehalten, der Ring befindet sich dazwischen. Die Versuchseinheit steht
in vertikaler Position. Die Ringbohrung, die beim K&fig oben liegt, dient der
Futterversorgung Uber ein mit Watte gefiilites 0.5 ml Eppendorfgefal3, dem die Spitze
gekappt wurde. Die unten liegende Bohrung wird zum Einsetzen der Tiere benutzt und ist
wahrend des Versuchs mit einem Korkstopfen verschlossen. Die linke und die rechte
Offnung des Rings werden mit Anschliissen fiir die Be- und Entliftung der
Versuchseinheit versehen. Mit einer 200 I-Aquariumpumpe werden jeweils bis zu 6 Kafige
einer Behandlungsvariante ventiliert. Bei den Versuchen werden unterschiedlich viele
Varianten gepruft. Standard waren Kontrolle, drei Varianten der Prufsubstanz und
teilweise Referenzsubstanzen. Jede Variante besteht aus sechs, in Ausnahmefallen vier,
Versuchseinheiten mit jeweils 5 Zehrwespen.

Versuchsdurchfiihrung und Bedingungen

Zwei Tage vor dem Versuchstermin werden ausreichend mit schwarzen
Blutlausmumien besetzte Schnitthélzer aus der eigenen Zucht in ein Schlupfgefall mit
zwei Dochttranken, eine mit Wasser, eine mit Fructoselosung 25%, geflllt. Im Versuch
werden adulte Parasitoide eingesetzt, deren Alter 48 h nicht Gberschreitet.

Bei den Versuchen zur Prifung der Kontakttoxizitat werden die Glasplatten unter
dem Laborspruhturm behandelt, immer von der Kontrolle ausgehend in aufsteigender
Konzentration der Testsubstanzen. Wie o0.a. entsprechen die Ldésungen der
Prufsubstanzen den Hektaraufwandmengen in 200 | Wasser. Der erforderliche Zielbelag
von 2 mg/cm? wird durch Wiegen eingestellt und nach jeder Variante tberpriift und ggf.
durch Veranderungen der Einstellungen am Potter Tower korrigiert. Spatestens 1,5 h
nach der Applikation der Prifsubstanz auf die Glasplatten werden die Versuchskafige
zusammengebaut, mit den Tieren bestuckt, in der Klimakammer aufgestellt und an das
Ventilationssystem angeschlossen.

Fir die Prufung der oralen Toxizitdt werden die Testsubstanzen mit der
Nahrlésung (Fructose 25%) angesetzt und jeweils 0,5 ml in das mit Watte geflllte Eppen-
dorfréhrchen pipettiert. Wie o.a. werden Konzentrationen der Testlosungen eingestellt, die
der jeweiligen Aufwandmenge pro Hektar bei einem Wasseraufwand von 600 Liter pro
Hektar entsprechen.
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Die Insekten werden jeweils mit einem selbst gebastelten Exhauster dem
Schlupfkafig entnommen und mit einer kleinen Ballonpumpe in die Versuchseinheiten
verbracht.

Die Versuchsdauer betragt 48 h. Nach 24 h wird die Watte an der offenen Spitze der
Réhrchens durch kurzes Offnen des Eppendorf-Verschlusses mit Fructoselésung
nachbefeuchtet. Die klimatischen Bedingungen sind: 20 £+ 2°C, 75 % rel. F. bei 16
Stunden Licht, 10 kix. Nach Ablauf von 48 h wird die Mortalitdt erhoben durch
Untersuchen jeder Versuchseinheit unter dem Binokular. Moribunde Tiere werden als tote
Individuen gezahlt.

2.2.4 Versuche mit Entwicklungsstadien von A. mali

Besprithen von Mumien

Vorsichtig vom Holz abgeldste, schon deutlich schwarz verfarbte Mumien werden in
Zehnergruppen unter dem Potter Tower mit den Prifsubstanzen in aufsteigender
Reihenfolge behandelt. In jeder Variante werden 30 Mumien eingesetzt und nach der
Behandlung einzeln auf einem Tablett unter runde kleine Kunststoffzylinder mit
Netzgewebe an der Oberseite gelegt. Der Schlupfverlauf wird regelmaRig bonitiert. Der
Versuch dauert 21 Tage und findet unter den fiir die Imagines beschriebenen klimatischen
Bedingungen in einer Klimakammer statt.

Tauchen des gesamten Systems Blutlaus/Zehrwespe an Astchen

Mit Blutldusen besiedelte, 20 cm lange beblatterte Aststliicke der Sorte "Gala’
werden unter dem Binokular so prapariert, dass pro Holzstiick 10 Mumien und 10 adulte
Blutlause verbleiben. Adulte Zehrwespen werden entfernt.

Pro Variante taucht man vier der Zweige in die zu prifende Substanz ein und stellt sie
einzeln in mit 2%iger Fructoseldsung gefiillte Glasvasen, deren obere Offnung als
Verdunstungsschutz mit Parafilm verschlossen wird. Jeder Versuchsansatz wird in einen
durchsichtigen Kunststoffzylinder gestellt und die obere Offnung mit Strumpfmaterial
verschlossen. Geschlipfte A. mali werden in anfangs groReren Abstdnden, nach dem
erwarteten Schlupf der 2. Generation nach der Behandlung alle 2 Tage bonitiert und aus
dem System entfernt. Die Lésung fur die Pflanzen wird mit einer Spritze aufgefillt, nie
ausgewechselt, weil Manipulationen am System vermieden werden sollen.

Der Versuch dauert 50 Tage und findet unter denen fiir die Imagines beschriebenen
klimatischen Bedingungen in einer Klimakammer statt.

Validitat
Die Mortalitat in der Kontrolle sollte 13 % nicht Gbersteigen (MEAD-BRIGGS et al. 2000).

2.2.5 Versuche mit Forficula auricularia

Beschreibung der Versuchseinheit

Die Halterung erfolgt in einer Bellaplastschale (500 ml) mit Gazedeckel und einer
Dochttranke flir die Wasserversorgung. Bei der Prifung der oralen Toxizitat werden
pro Variante 4 x 5 Ohrwirmer (4. Larvenstadium) getestet.

Beim zweiten Versuch mit Forficula, der Benetzung der L4—Stadien, werden pro
Variante 6 x 5 Tiere untersucht. Die Halterung erfolgt wie bei der Prifung der oralen
Toxizitat.

Versuchsdurchfiihrung und Bedingungen
Orale Toxizitat: Hundefutter und Apfelstiickchen werden in gleich groRe Por-
tionen pro Versuchseinheit abgewogen und unter dem Potter Tower behandelt.
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Die Kunststoffschalen werden mit jeweils 5 Ohrwlirmern besetzt und in der
Klimakammer bei 20 + 2°C, 75 % rel. F. bei 16 Stunden Licht, 10 klx, gehalten. Das Futter
wird bis zum Ende des Versuchs nach 48 h in den Schalen belassen und nicht
ausgewechselt.

Besprihen der Larven: Mit CO, narkotisiert werden die Ohrwirmer in 5-er Gruppen
unter dem Potter Tower behandelt und in Bellaplastschalen mit Gazedeckeln gesetzt. Die
Futterung erfolgt unverandert mit Hundefutter, Apfelstiickchen und eine Dochttranke zur
Wasserversorgung wird bereit gestellt. Die klimatischen Bedingungen bis zum
Versuchsende nach 48 h sind: 20 + 2°C, 75 % rel. F. bei 16 Stunden Licht (10 kix). Am
Ende des Versuchs wird die Mortalitat in allen Behandlungsgruppen erhoben.

Validitat

Die Robustheit dieser polyphagen Insekten wirde eine 5 % - Validitatsgrenze der
durchschnittlichen Mortalitdt in der Kontrolle zulassen. Es existiert keine I0BC -
Empfehlung.

2.2.6 Versuche mit Coccinella septempunctata

Beschreibung der Versuchseinheit

Die kannibalische Lebensweise macht eine Einzelhaltung der Coccinellidenlarven
erforderlich. Pro Variante werden 40 L 2-Stadien untersucht und voneinander abgetrennt
auf zwei Glasplatten mit einer aufgelegten Kunststoffplatte mit 20 kreisrunden
Ausstanzungen (8 cm) gehalten. Die Begrenzung der einzelnen Versuchsflache bildet ein
Ring, der aus einem Kunststoffoecher zugeschnitten und mit Talkum behandelt wird, um
eine Flucht zu verhindern. Nach dem Schlupf werden die adulten Marienkafer zur
Uberprifung der Reproduktionsleistung in Glasinsektarien (berfiihrt. Die (berlebenden
Tiere einer Variante werden zusammen gehalten. Wasser, Honig und Erbsenblattlause
auf Bohnenpflanzen werden als Nahrung angeboten.

Versuchsdurchfiihrung und Bedingungen

Am Versuchstag sind die Larven im 2. Larvenstadium. Zur Prufung der oralen
Toxizitdt werden Erbsenblattlduse unter dem Potter Tower mit Spritzbriihe behandelt. In
einem Vortest war sicher gestellt worden, dass auch bei der Anwendung der héchsten
Prifstufe noch ausreichend Futtertiere Uberleben, da tote Blattlause keinen ausrei-
chenden Futterreiz bieten. Die Applikation erfolgt in Zehnergruppen. Das Futter fur 10
Larven einer Variante wird in einem Spriihvorgang behandelt. Behandeltes Futter wird
einmalig am Versuchstag angeboten. AnschlieRend wird jede Larve bis zur Verpuppung
taglich mit 30 — 40 unbehandelten Blattldusen versorgt und ausgesaugte Exuvien werden
alle zwei Tage mit einem Staubsauger entfernt. Die Fltterung der Larven erfolgt aus-
schliellich mit Erbsenblattlausen aus der BBA-eigenen Zucht (Acyrtosyphon pisum).
Erhoben wird die praimaginale Mortalitdt mit anschlieBender Uberprifung der Repro-
duktion. Das Geschlechterverhaltnis der Uberlebenden Marienkafer wird in den einzelnen
Varianten angeglichen. Die Versuchsdauer betragt sechs Wochen.

Bespriihen der Larven: Larven im 2. Stadium werden unter dem Potter Tower in
10er-Gruppen behandelt. Sie werden in einer Glaspetrischale bespriiht, deren Rand mit
Talkum bestrichen ist. So kann auf das Narkotisieren der empfindlichen Larven verzichtet
werden. Halterung und Fitterung erfolgen wie fir die Prifung der oralen Toxizitat
beschrieben. Erhoben wird die praimaginale Mortalitat. Die Versuchsdauer betragt 15
Tage. Die klimatischen Bedingungen fir alle Versuche mit Coccinella sind: 24 + 2°C, 75%
rel. F. bei 16 Stunden Licht, 10 kix.

Validitat

Die durchschnittliche praimaginale Mortalitat sollte 30 % nicht Gberschreiten. Die
Ergebnisse zur Fertilitdt der Weibchen sollten durch mindestens 2 fertile Eier/Weibchen/d
im Minimum gesichert sein (SCHMUCK et al. 2000).
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2.2.7 Versuche mit Chrysoperla carnea

Beschreibung der Versuchseinheit

Das fur Coccinella unter 2.2.5.1 beschriebene Versuchssystem wird auch fir die
Prifung der praimaginalen oralen Toxizitat bei Chrysoperia verwendet. Pro Variante
werden 40 2-3 Tage alte Larven geprift.

Reproduktion und bespriuhte adulte Florfliegen: Die Halterung erfolgt in
den fur die Zucht Ublichen 500 mi-Kunststoffbehaltern mit Gazedeckeln, an denen die
Eiablage Uberwiegend erfolgt.

Versuchsdurchfiihrung und Bedingungen

Priifung der oralen Toxizitdt mit anschlieBender Reproduktionspriifung:

Pro Variante werden 4 x 0,25 g frische Eier von Sitotroga cerealella (Bezug: AMW,
Pfungstadt) unter dem Potter Tower behandelt und auf 10 Larven (Einzelhaltung) verteilt.
Die Menge ist so berechnet, dass sie fiir 24 h die Futteraufnahme ad libitum erméglicht.
Die Halterung wahrend der Prifung der Reproduktion entspricht den Zuchtbedingungen.
Die Uberlebenden Imagines einer Variante werden in vier 500 ml-Kunststoffschalen mit
Gazedeckeln verbracht, mit der Diat nach HASSAN (15 ml 10%ige Kondensmilch, 30g
Bienenhonig, 30g Bierhefe, 1 Ei, 1 Eigelb, 50g Weizenkeime, Aqua dest. nach Bedarf)
gefuttert und 7 Tage nach Beginn der Eiablage wird an vier verschiedenen Tagen die
Reproduktionsleistung erhoben. Die Anzahl der Paare und das Geschlechterverhaltnis
werden angeglichen (VOGT et al. 2000). Die Versuchsdauer betragt 6 Wochen.

Bespriihen zwei Tage alter Imagines: Mit CO, narkotisierte Imagines (aus eigener
Zucht) werden in 10er-Gruppen unter dem Potter Tower behandelt und in 500 ml-
Kunststoffschalen mit Gazedeckeln gehalten. Die Mortalitat und der Entwicklungsstand
werden regelmafig bonitiert, Futter und Wasser 3x wdchentlich erneuert.

Die Versuchsdauer betragt 7 Tage. Die klimatischen Bedingungen fiir alle Versuche mit
Chrysoperla carnea sind: 24 + 2°C, 75 % rel. F. bei 16 Stunden Licht, 3 kix.

Validitat

Die durchschnittliche praimaginale Mortalitdt sollte bei C. carnea 20 % nicht
Uberschreiten. Bei der Prifung der Reproduktion sollte eine Mindestablagerate von > 15
Eier / Weibchen und Tag erreicht werden und die Schlupfrate >70 % sein (VOGT et al.
2000).

2.2.8 Berechnungen und Statistik

Entscheidend fir die Verwertbarkeit der Versuche zu Nebenwirkungen ist die
Fitness der Tiere, die am Ausmald der Mortalitat in der Kontrolle gemessen werden kann.
Die oberen Grenzen fir die Mortalitdt in der Kontrollgruppe der untersuchten Arten
wurden flr Aphidius rhopalosiphi, Coccinella septempunctata und Chrysoperla carnea
den IOBC-Richtlinien (CANDOLFI et al. 2000) entnommen.

Fir Aphelinus mali wurde die gleiche Grenze wie fiur Aphidius rhopalosiphi, fur
Forficula auricularia nach eigenen Vorversuchen eine Grenze von 5% gewahlt. Ob sich
die Ergebnisse der Behandlungsgruppen signifikant unterscheiden, wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test (p= 0,05) flir mehrere unverbundene Stichproben und durch
Varianzanalyse uberprift (PROC FREQ und PROC NPAR1WAY, SAS Vers. 8). Alle
Versuche zur Reproduktion erlauben keine Aussage uber die Signifikanz von
Unterschieden, da keine Haltung und Untersuchung einzelner Paare erfolgt. In Abb. 25
und Abb. 26 werden nach Schneider-Orelli korrigierte Wirkungsgrade dargestellt.
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Sie werden nach der folgenden Formel berechnet:

Bt _g

Bg, Ug %100
Ut
Ug

Wirkungsgrad ;% [Schn.—Or.] =

Wirkungsgrad % = korrigierte Mortalitat in Prozent
Bt = Anzahl toter Tiere in der behandelten Variante
Bg = alle Tiere in der behandelten Variante

Ut = Anzahl toter Tiere in der Kontrollvariante

Ug = alle Tiere in der Kontrollvariante

2.3 Forderung der Blutlauszehrwespe

2.3.1 Untersuchungen zur Moglichkeit/Notwendigkeit der Entnahme
von Material zur Uberwinterung der Blutlauszehrwespe vor
Saisonende

Die Astproben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten an vier verschiedenen
Standorten (Ahrweiler, Hohenheim, Jork/Niederelbe und Tettnang) entnommen und an die
BBA Darmstadt verbracht.

Fur jede Probe wurden anhand einer Schatzbonitur (Zahlen von 1 bis 6) Noten flr
die potentielle Ausbeute an Zehrwespen vergeben. Berlcksichtigt wurde hierbei sowohl
der Besatz an Blutldusen auf den Zweigen als auch der visuell (schwarz verfarbte Lause)
ermittelbare Parasitierungsgrad.

Zur Bestimmung der Stadien der Blutlauszehrwespe, die zum jeweiligen Termin auf
den Zweigen vorhanden waren, wurden von jeder Probe Blutlause abgepinselt und in
70%igen Alkohol Uberflhrt, um sie abzutéten und bis zur Praparation zu konservieren.
Aus den so erhaltenen Proben wurden pro Termin und Standort zwei Stichproben von
jeweils 400 Blutlausen untersucht, und zwar insgesamt 267 mittelgrol3e Blutlause, 267
grolde Blutlause und 266 bereits schwarz verfarbte Blutlduse. Ferner wurde der Anteil an
.Schwarzen Blutldusen mit Loch®, aus denen schon der Zehrwespenparasit geschllipft
war, durch eine Schatzbonitur (Vergabe von Noten von 1 bis 6) ermittelt.

Die zu untersuchenden Blutlause wurden unter dem Stereomikroskop mit Hilfe
zweier Uhrmacherpinzetten zerzupft und auf das Vorhandensein von Zehrwespenstadien
untersucht. Fir die Auswertung wurde zwischen kleinen Zehrwespenlarven, grolen
Zehrwespenlarven, hellen und dunklen Puppen unterschieden.

In einigen Blutlausen wurde eine schwarzliche, nicht naher definierbare Masse
gefunden, deren Ursprung nicht geklart werden konnte. Evil. handelte es sich um
zerstorte Parasitoidenlarven. Sie sind in der Auswertung separat aufgefuhrt

Die Proben wurden im BBA-Institut fiir biologischen Pflanzenschutz in zwei Kiihl-
rdumen gelagert bei Temperaturen von 2 +/- 2 °C und 4 +/-2 °C sowie einer Luftfeuchte
von etwa 80 +/- 10 %. Der tiefer eingestellte Kiihlraum fiel wegen technischer Probleme
bereits bei Beginn der Lagerung der Mumien aus. Kurz vor dem vorgesehenen Lagerende
stieg die Luftfeuchte in dem verbliebenen Kiihlraum soweit an, dass die Feuchtigkeit sich
auf den geschnittenen Zweigen (und damit auch Blutlausmumien) niederschlug. Zu
diesem Zeitpunkt waren allerdings die A. mali in den Mumien bereits abgestorben, wie
stichprobenartige Untersuchungen zeigten.



Abschlussbericht Regulierung von Apfelsdgewespe und Blutlaus im Okologischen Obstbau 23

2.3.2 Untersuchungen zur Moglichkeit der Diapauseinduktion, Lage-
rung und Wiederausbringung von Freilandmaterial bei einem
professionellen Nutzlingszichter

Versuche zur Diapause-Induktion (Serie A)

Um festzustellen wie hoch die Schlupfraten von Aphelinus mali Hald. nach der Diapause-
Induktion zu unterschiedlichen Larvenstadien ist, wurden Untersuchungen mit 4 Varianten
durchgefiihrt.

Tab. 2: Versuchsplan und Klimadaten, Serie A1-4.

Varianten Parasitie- Wartezeit Diapause- Entwicklungs | Diapause Lagerung | Aufwecken/
Serie A rung Induktion -bedingungen Entwicklung
S~
bedingunge
n
Klima: 24°C +1°C | 22°C +1°C 20°C+ 20°C +1°C 5+0,1°C | 5°C+1°C | 20°C+1°C
Photoperiode: 16L : 8D 16L : 8D 0,1°C 16 L: 8D 12L : OL : 24D 16 L:8D
16 L:8D 12D
A 179 2 days 2d 10d nein- 6w 6w ja
umien
f\‘/lz’ 100 2d 2d 10d ja
umien
33’1.75 2d 6d 10d nein 6w 6w ja
umien
o 100 2d 6d 10d ia
umien

d = Tage; L = Hell-, D = Dunkelphase; w = Woche(n)

Am 4.12.2003 wurden der Blutlauszehrwespe zwei Tage (2 x 16 h) die Moglichkeit
gegeben, Blutlduse in einer ,Beimpfungskammer® zu parasitieren. Fur die Serie A sind ca.
30 (cm) lange und 0,5-1,5 cm dicke Apfeltriebe geschnitten worden. Die blattlosen, ver-
holzten Triebe waren stark mit Blutlausen (WAA = woolly apple aphid) besetzt. Um die
Apfeltriebe mit Wasser zu versorgen und die Standfestigkeit zu garantieren, wurden die
Triebe in gewasserte Steinwollquader eingesteckt (Abb. 7).

Nach der Parasitierungsphase wurden die Schlupfwespen von den Wirtstieren
abgesaugt, so dass das Alter der Parasitierungen relativ genau bestimmt werden konnte
(Synchronisation). Im Anschluss an eine 2- bzw. 6-tagige Wartezeit bei 22°C + 1°C, (Tab.
2), wurden die unterschiedlich alten Aphelinus-Larven in einer Klimakammer des
Pflanzenschutzamtes Berlin diapausiert. (Klimadaten und zeitlicher Ablauf ab
Parasitierung, s. Tab. 2). Mit Hilfe der Wartezeiten von 2 bzw. 6 Tagen war es mdglich,
die Diapause zu einem frilhen und einem spaten Larvenstadium der Blutlauszehrwespe
zu induzieren.

Nach BONNEMAISON (1965) dauert die Eientwicklung von A. mali bei einer Tem-
peratur von 20°C 2,2 Tage, die Larvalentwicklung 10 Tage und weitere 10,8 Tage die
Nymphenstadien. Bei 25°C dauern die 3 Phasen 1,5, 4,7 sowie 9,8 Tage (Abb. 6).

Die Parasitierungstemperatur im Versuch lag bei 24 + 1°C. Dieser Wert war im
Gewachshaus vorgegeben, zudem liegt die Eiablagequote — bezogen auf die
Lebensdauer — bei 24°C deutlich héher als bei 20°C (CHENG-TE et al. (1960).

Jeweils vor und nach der Diapause-Induktion wurden Sektionen von Mumien
durchgefiihrt, um den Entwicklungsstand der A. mali und die Mortalitatsrate zu ermitteln.
Nach der Diapause-Induktion sind je 100 Mumien in den Varianten A2 und A4 bei 20 +
1°C weitergezlichtet worden. Daflir wurden die Mumien einzeln in transparente,
atmungsaktive Gelatinekapseln gegeben. Nach BONNEMAISON (1965) kann anhand des
Schlupfverlaufes Uberprift werden, ob sich die Blutlauszehrwespen in Diapause befinden.

Die Varianten A1 und A3 sollten zunachst die Diapause sowie die Kihllagerung
durchlaufen und im Anschluss in Gelatinekapseln ,aufgeweckt’, ihnen also Schlupfbe-
dingungen gegeben werden (Klimadaten und Ablauf s. Tab. 2). AbschlieRend sollte die
Schlupfrate sowie die Fithess durch Reproduktionstests Uberprift werden.
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45,0 -
40,0
35,0
T 30,0
c
S 25,0
=
= 20,0
S 150-
10,0
5,0
0,0
15 °C 20°C 25°C 30°C
W Ej-Stadium 4,0 2,2 1,5 1,2
M Larven-Stadien 17,0 10,0 4,7 4,3
B Nymphen-Stadien 21,0 10,8 9,8 7,0
O Total 42,0 23,0 16,0 12,5

Abb. 6: Dauer der Entwicklungsphasen in Abhangigkeit von der Temperatur nach BONNE-
MAISON (1965)

Folgeversuche zur Diapauseinduktion

Im folgenden Test wurde eine mit Blutldusen besetzte, getopfte Apfel-dungpflanze
(,Golden Delicious’) in eine 20x40x18 cm grolRe ,Parasitierungsbox“ gestellt (Abb. 7). Aus
einer Aphelinus-Zucht wurden 18 Tiere eingefangen und in die ,Parasitierungsbox"
eingesetzt. Die Box wurde in ein Gewachshaus gestellt, das auf eine Temperatur von
20 C + 1,0°C heruntergefahren wurde. Die Photoperiode war auf 16L : 8D eingestellt. Der
weitere Ablauf war dem der Versuchserie A 1-4 gleich, d.h. Diapause-Induktion im
Pflanzenschutzamt Berlin bei 20°C + 0,1°C, Photoperiode: 12L : 12D. Nach 10-tdgigem
Verbleib in der Induktions-Klimakammer wurden die Blutlaus-Mumien einzeln in
Gelatinekapseln deponiert, um so den Schlupfverlauf verfolgen zu kénnen. Das Klima war
auf ,Entwicklungsbedingungen® eingestellt, also: 20°C + 1°C, Photoperiode 16L : 8D.
Durch die verringerte Temperatur waren deutlich weniger Blutlduse parasitiert. Fir das
Schlupfmonitoring standen nur 70 Mumien zur Verfigung.

Abb. 7: Parasitierungsbox (links) und mit Blutlausen besetzte Apfelholztriebe in der Para-
sitierungskammer (rechts), Katz Biotech AG, 2003.
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Untersuchungen zum Diapause-Management (Serie B und C)

Die Aufbereitung der mit Blutldusen besetzten Apfeltriebe sowie die Parasitierung
verliefen identisch zur Versuchsserie A (Abb. 7). Die Serien B und C wurden jedoch eine
Woche spater, ab dem 10.12.2003 parasitiert (Tabelle 3). Auch in der Versuchsserie B
wurde aufgrund der zu hohen Temperaturfihrung keine Diapause induziert. Die Serie B
ist daher vorzeitig abgebrochen worden, wahrend die Parasitierungstemperatur von 24°C
fur den Ablauf der Serie C (Kontrolle) keine Probleme erwarten lieR. Nachdem die
parasitierten Blutlause mumifizierten, wurden sie vom Holz entfernt und fir 6; 8 bzw. 10
Wochen in einem Kiihlschrank, bei < t, (8,2°C) und einer rel. LF. von 40-80% gelagert. Es
wurden Sektionen nach der Mumifizierung sowie nach der Kihlphase durchgefthrt.

Tab. 3: Versuchsplan der Serien B und C. Zeittafel und Klimaeinstellungen der Varianten

Varianten Parasitie- Wartezeit Diapause- Diapause Lagerung Aufwecken / Aufwecken /
Serie B/C rung Induktion Entwicklungs- | Entwicklungs
bedingungen bedingungen
Klima: 24°C+ | 22°C+1°C | 20°C+0,1°C | 5°C+0,1°C | 5°C+1°C | 20°C +1°C 4d14°C,
Photo- 1°C dann
periode: 16L : 8D 16L : 8D 16L:8D 12L:12D OL: 24D 16 L:8D 20°C +1°C
6L:8D
?A“ 1751 5 days 2d 10d 6 weeks 2w ; ja
umien
B2, 175 24 2d 10d 6w 2w a
Mumien
?As, 175 2d 2d 10d 6w 4w - ja
umien
BM“' 175 2d 2d 10d 6w 4w ja
umien
BMS' 175 2d 2d 10d 6w 6w - ja
umien
BMG' 175 2d 2d 10d 6w 6w ja
umien
%2'1.50 2d 10d ; ; 6 w- ja
umien
©3 150 24 10d ; ; 8w ja
umien
%4’1.50 2d 10d 10 w- ja
umien

Versuche zur Wiederausbringung der Blutlauszehrwespen

Fur diese Versuchserie wurden Mumien aus der Aphelinus-Zucht verwendet. Es

sollte untersucht werden, ob die Schlupf-Quote bzw. das -Intervall sich unterscheiden,

wenn Mumien am Holz belassen, bzw. auf

Ausbringungskarten geklebt wurden. Dafir sind am

20.02.04 114 Mumien, die sich auf Asten befanden,

markiert worden, sodass der Schlupf dieser Mumien

nachvollzogen werden konnte. Weitere 10 x 10

Mumien wurden auf Ausbringungskarten geklebt (s.

Abb. 8). Es war sichergestellt, dass noch alle Mu-

mien Aphelinen enthielten, also kein Schlupfloch

vorhanden war. Alle verwendeten Mumien entwickel-

ten sich bei 24-25°C und LT-Bedingungen im

Gewachshaus. Ab Schwarzfarbung bzw. Mumien-

bildung werden bei 24-25°C noch ca. 4-9 Tage Ent-

wicklungszeit bis zum Schlupf der Imagines erwartet.

Bei gleicher Klimaeinstellung wurden bis zum 27.02.

04 die Schlupf-Quoten erhoben. Die Versuchsmumien befanden sich 1-7 Tage auf dem
Papier bzw. dem Holz.
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2.3.3 Untersuchungen zu den Nebenwirkungen von im Okologischen
Obstbau verwendeten Pflanzenbehandlungsmitteln auf die
Blutlauszehrwespe

Die Versuche zur Kontakttoxizitdt wurden nach den IOBC-Richtlinien zur Prifung
von Nebenwirkungen auf Nitzlinge (Candolfi et al.,, 2000) durchgefiihrt. Nach diesen
Richtlinien wird bei Anwendung auf Glas die zu prifende Aufwandmenge/ha des Produkts
basierend auf einer Wasseraufwandmenge von 200 L/ha angesetzt, da hohere
Spritzbriihemengen nicht auf Glas appliziert werden konnen.

Von dieser Spritzbriihe wird mit einem Prazisionssprihgerat (Laborsprihturm Potter
Tower, Burkard Scientific Ltd, UK) ein standardisierter Belag von 2 mg/cm? (entspricht 200
I’lha) auf Glas appliziert. Somit wird die Hektar-Aufwandmenge, die sich unter
Praxisbedingungen auf dreidimensionale Strukturen verteilt, in vollem Unfang auf die
zweidimensionale Expositionsflache Glas Ubertragen, d.h. es handelt sich hier um ,worst-
case“-Bedingungen, um mdgliche Effekte mit Sicherheit zu erkennen.

Alle hier beschriebenen Versuche wurden als Kontaktversuche durchgefiihrt. Die
Herkunft der Versuchstiere und die Details der Versuchsmethode wurden bereits fur die
Versuche mit Quassia-Extrakt beschrieben.

Testsubstanzen und Kontrolle

Kumulus WG (Netzschwefel)

Fungizid, Schwefelgehalt: 800 g/kg
Hersteller: BASF AG
Spritzungen mit Netzschwefel werden im 6kologischen Obstbau gegen Schorf und Echten
Mehltau vorgenommen. Die biologische Wirkung des Schwefels beruht auf der Toxizitat
des elementaren Schwefels durch Bildung von Schwefelwasserstoff und Schwefeldioxid.
Dieser Wirkmechanismus setzt erst oberhalb von 10 °C ein (GOLBA 2002, BBA-
Datenbanken).

Funguran WP (Kupferoxychlorid)

Fungizid, 756 g Kupferoxychlorid / kg (= 45 % Cu)
Hersteller: Spiess - Urania Chemicals GmbH
Funguran wirkt als Kontaktfungizid mit vorbeugender Wirkung und hat ein breites
Einsatzspektrum. Die Wirkung des Kupfers ensteht durch die biozide Wirkung der
Kupferionen durch Blockade von Enzymsystemen. Kupfer ist als toxisch flr aquatische
Lebewesen und bedenklich fur Regenwirmer eingestuft (BBA-Datenbank).

Schwefelkalk (Calciumpolysulfid) Dispergierbares Konzentrat

Fungizid, Wirkstoffanteil 80 % (Schwefelanteil 23%)
Hersteller: Fa. Polisenio, Italien
Die Toxizitat des Schwefelkalks beruht auf Schwefelwasserstoffbildung und der atzenden
Wirkung der alkalischen Ldsung. Die pH-Wert-Verschiebung beim Verdinnen des
Konzentrats flihrt zu starker Bildung von Schwefelwasserstoff.

Kontrolle
In der Kontrolle wird deionisiertes Wasser appliziert
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2.3.4 Erste Untersuchungen zur Darlegung der genetischen
Diversitat unterschiedlicher Populationen der
Blutlauszehrwespe

Insekten

Die in den Untersuchungen verwendeten Exemplare von A. mali wurden Uber-
wiegend als Blutlaus-Mumien im Freiland gesammelt und bis zum Schlupf der Parasitoide
im Labor gehalten. Sie wurden im Winter 2003/2004 im Freiland gesammelt. Das Material
aus Ahrweiler und Sidtirol schllpfte nicht, so dass nur die in Tab. 4 dargestellten Her-
kinfte fur die DNA-Extraktion zur Verfigung standen. Bis zur DNA-Extraktion lagerten
frisch geschlipfte adulte Parasitoide bei -20°C.

Tab. 4: Geographische Herkunft der untersuchten A. mali-Tiere

Land Ort, Region
Deutschland Laborzucht BBA Dossenheim
Deutschland Bodensee, Lindau
Deutschland Altes Land
Deutschland Stuttgart-Mihlhausen
Niederlande

Kanada

DNA Extraktion

Aus einzelnen adulten Tieren wurde gesamt-genomische DNA nach der Methode
von REINEKE et al. (1998) extrahiert. Fir eine bessere Ausbeute wurde die DNA statt mit
Polyethylenglykol (REINEKE et al. 1998) mit 0.55 Vol. Isopropanol gefallt und in 15 pl TE-
Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) resuspendiert. Die Konzentration der
Proben wurde photometrisch bestimmt.

AFLP-Analyse

Die AFLP-Analyse folgte einer Modifikation der Methode von REINEKE &
KARLOVSKY (2000), wobei die Primer nicht radioaktiv sondern fluoreszenzmarkiert
waren. Abb. 9 gibt einen Uberblick tiber den methodischen Ablauf der AFLP-Analyse, die
Sequenzen der eingesetzten Adapter und Primer sind in Tab. 5: dargestellt.

Numerische Analyse der AFLP-Bandenmuster

Die Auswertung der AFLP-Gele erfolgte mit dem Programm GelCompar 4.1
(Applied Maths), wobei als Schwellenwerte in der automatischen Erkennung von Banden
ein Minimalprofil der Banden von 4% (Bandenintensitat musste mindestens 4% der
dunkelsten Flache des Gels betragen) und eine Minimalflache von 0.5% (der gesamten
Flache des Bandenmusters) eingestellt wurden. Die ermittelten AFLP-Fragmente wurden
in Form einer bindren Matrix codiert und die genetischen Ahnlichkeiten nach DICE (1945)
berechnet, wobei das Programm GelCompar die Banden in Klassen mit einem
Toleranzwert von 0.5% Abweichung einteilte. Zur graphischen Darstellung der ermittelten
Ahnlichkeiten zwischen den Isolaten wurde eine Clusteranalyse nach dem UPGMA-
Verfahren (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetric Averages, SNEATH &
SOKAL 1973) durchgefuhrt.
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Restriktionsverdau 70-150 ng DNA
Zugabe von 10 U EcoRI und 5 U Msel (beide MBI Fermentas)
Inkubation fiir 1.5 h bei 37°C und 1.5 h bei 65°C
Gesamtreaktionsvolumen: 10 pl

Ligierung Zugabe von EcoRI and Truel1l Adaptern in einer Endkonzentration
von 2 pmol, 1x LIG Puffer und 1 U T4 DNA Ligase (MBI
Fermentas), Inkubation bei 20°C, 2 h

10-fache Verdiinnung mit TE Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 mM EDTA)

Praamplifizierung 2 pl verdiinnte Ligierung

27 ng EcoRlI Primer (E4)

30 ng Msel primer (M13)

1x PCR Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 50 mM
KCI)

0.1 mM dNTPs (MBI Fermentas)

0.5 U Taqg DNA Polymerase (MBI Fermentas)

PCR-Programm: 20 Zyklen bestehend aus: 94°C, 30 s
56°C, 1 min
72°C, 1 min

10-fache Verdiinnung mit TE Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.1 mM EDTA)

Selektive Ampilifizierung 2.0 pl verdliinnte, praamplifizierte DNA

1x PCR Puffer

0.1 mM dNTPs (MBI Fermentas)

0.5 U Taq Polymerase

2.7 ng fluoreszenzmarkierter EcoRI Primer

7.6 ng Msel Primer

Gesamtvolumen: 10 pl

PCR-Programm: 12 Zyklen bestehend aus: 94°C, 30 s

65°C, 30 s
72°C, 1 min, dabei Senkung der

Annealingtemperatur bei jedem Schritt um 0.7°C

23 Zyklen bestehend aus: 94°C, 30 s
56°C, 1 min
72°C, 1 min

Zugabe von 10 yl Formamid-Puffer (98% Formamid, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.025% Xylene Cyanol
FF, 0.025 % Bromophenolblau), Denaturierung fiir 3 min bei 80°C

Gelektrophorese in einem 5%igen, denaturierenden Polyacrylamid Gel (Long Ranger) auf einem
automatischen Sequenzierer (ALFExpressll, Amersham)

Als Standard zur GroRenbestimmung der Fragmente und zur gemeinsamen Auswertung
unterschiedlicher Gellaufe mit Computer-Software diente der ALF Sizer 50-500 (Amersham).

Detektion entstandener Fragmente Uber eine Lasereinheit, Auswertung der Chromatogramme und
Erzeugung eines ,virtuellen“ Gelbildes mit geeigneter Software

Abb. 9: Ablauf der AFLP-Analyse
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Tab. 5: Sequenzen der in der AFLP-Analyse eingesetzten Adapter und Primer mit
Angabe der Anzahl selektiver Nukleotide (s.N.)

Primer s.N. Code Sequenz
EcoRI-Adapter 5’ -CTCGTAGACTGCGTACC-3"
3’ -CATCTGACGCATGGTTAA-5’
Msel-Adapter 5’ -GACGATGAGTCCTGAG-3’
3" -TACTCAGGACTCAT-5"
Primer EcoRI +0 E4 5’ - GACTGCGTACCAATTC-3'
+3 E14 5’ - GACTGCGTACCAATTCAAG-3’
E16 5"~ GACTGCGTACCAATTCACC-3’
Primer Msel +0 M13 5’ - GATGAGTCCTGAGTAA-3'
+3 M15 5’ - GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’
M16 5" - GATGAGTCCTGAGTAACGG-3’
M17 5’ - GATGAGTCCTGAGTAACCA-3’
M18 5" - GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3'
M19 5" - GATGAGTCCTGAGTAAAGG-3’
M25 5’ - GATGAGTCCTGAGTAATCC-3’
M35 5" - GATGAGTCCTGAGTAAGCA-3’

PCR-RFLP der ITS2-Region

Fur die Amplifikation der ITS2-Region wurde ein Reaktionsansatz von 50 l
bestehend aus 30-80 ng DNA, 1 x PCR-Puffer, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, je 10 pmol
der Primer OL 171 (5GTCTTGCCTGCTCTGAGS3’) und OL 141 (5 TGTGAACTGCAGG-
ACACATG3’) und 1 U Tag-Polymerase eingesetzt. Das PCR-Programm bestand aus
einer Eingangsdenaturierung bei 94°C fir 2 min, gefolgt von 30 Zyklen bestehend aus
94°C fur 1 min, 50°C fir 1:30 min und 72°C fur 1:30 min. AbschlieRend fand eine
Elongation bei 72°C fir 5 min statt.

Im Anschluss an die PCR wurde ein 5 ul Aliquot des Ansatzes auf ein 1.5%iges
Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt.

Fur die Restriktionsspaltung wurde 15 pl des PCR-Produkts mit den Enzymen
EcoRl, Pstl und Tagql (jeweils 5 U) in einem geeigneten Puffer versetzt und bei den fir das
jeweilige Enzym optimalen Temperaturen flr die Dauer von 2 h inkubiert.

Die Analyse entstandener Restriktionsfragmente erfolgte fir 80V und 80 min in
einem 3.5%igen Agarosegel mit anschlielender Farbung der Banden in Ethidiumbromid.
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3 Ergebnisse
3.1 Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1 Regulierung der Apfelsagewespe

3.1.1.1 Untersuchungen von Holzproben auf Inhaltsstoffe

In den nachstehenden HOolzern wurden der Quassin- und Neoquassin-Gehalt
bestimmt (Tab. 6). Quassin ist in den analysierten Holzern bis zu einem Gehalt von 1 ppm
nachgewiesen worden. Neoquassin und Quassin stehen in keiner konstanten Relation zu-
einander. Der Gehalt an Neoquassin kann lediglich ein Drittel des Gehaltes an Quassin
betragen. In einer Charge wurde aber auch der vierfache Gehalt nachgewiesen.

Tab. 6: Gehaltsbestimmungen von Quassin und Neoquassin in verschiedenen Bitter-

hélzern.
Urspung | Holar (Lfoamen- | Otargen, | ussh | gy
(mg/g Holz) Neoqu.
Mexiko Mexican Cuassia 2002 0.001 ca.1:1,5
amara chips ’
Mexiko Chapparo amargo 2002 0,08 nicht bestimmt
unbekannt Quassia amara Typ IS 0,08 1: 0,6
Brasilien Quassia amara A.0206052 0,13 1:1,6
Brasilien Quassia amara A.0203082 0,17 1:0,3
Brasilien Quassia amara A.0203083 0,19 1:0,8
Mexiko Quassia amara 2002 0,22 1:0,8
unbekannt Quassia amara Typ FF 0,40 1:2,3
unbekannt Quassia amara 2036 0,45 1:1,7
unbekannt Quassia amara Abladungsware 0,46 1:0,8
unbekannt Quassia amara 5085 0,56 1:1,8
Brasilien Picrasma excelsa A.0203081 0,64 1:3,3
Costa Rica Quassia amara Ernte Oktober 01 0,79 1:0,7
Jamaika Picrasma excelsa - 0,88 1:1,6
unbekannt Quassia amara 20110R02 0,97 1:1,6
China Picrasma quassioides - nicht nachweisbar -
Brasilien Quassia amara A.0309221 0,44 1:4
Brasilien Quassia amara A.0301211 0,47 1:1
Brasilien Picrasma excelsa A.0301213 0,59 nicht bestimmt
Min-/Max- bis 0,001- 1:0,3 bis 1:
Werte 1 mg/kg 4
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Diskussion

Der Gehalt an Quassin und Neoquassin schwankt sowohl relativ zueinander als
auch absolut in erheblichem Male bei Holzern unterschiedlicher Chargen.
Die Substanz 18-Hydroxyquassin war in einigen Holzern gar nicht vorhanden. Da die Iso-
lierung dieser Substanz sich als sehr schwierig und aufwandig gestaltete und in den Ver-
suchen die Bedeutung von Quassin bestatigt wurde, wurde auf eine weitere Bearbeitung
dieser Substanz verzichtet. Ein Qualitatskriterium fir die Praxis, das sich auf drei ver-
schiedene Substanzen griindet, ware auch zu komplex und nicht handhabbar.

3.1.1.2 Optimierung der Anleitung zur Selbstherstellung von Quassia-
ausziigen

SchnittgréRe (Abb. 10 links): zeigt die Ausbeute an Quassin bei der Extraktion von
Holz unterschiedlicher SchnittgréRe unter ansonsten gleichen Bedingungen. Nach der
ersten Extraktion erhalt man 74 bzw. 82% des gesamten Quassin-Gehalts im Holz,
bezogen auf den Quassin-Gehalt im komplett mit walrig/organischen Ldsungsmitteln
ausgezogenen Holz. Nachwaschen fluhrt zu 5%iger Ausbeuteerhéhung. Durch die
doppelte Extraktion kann Quassin quantitativ erhalten werden. Die angegebene
HolzgrélRe kann somit gut in der Praxis zur Extraktion verwendet werden. Versuche mit
Holzpulver dagegen flihrten zum Verstopfen der Filter. Dass in der verwendeten Holz-
Charge 5085 scheinbar mehr als 100% Quassin gefunden wurde, ist auf die
Inhomogenitat des eingesetzten Materials zurlckzufuhren.

Temperatur (Abb. 10 rechts): Die ausschlieBlich kalte Extraktion des Holzes fihrt
deutlich zu schlechteren Ausbeuten im Vergleich mit der Extraktbereitung bei 100°C.
Wahrend das Stehenlassen bei Raumtemperatur auch bei doppelter Durchfihrung der
Extraktion nur zu weniger als 80% Quassin bezogen auf den Gesamtgehalt im Holz fihrt,
erhalt man bereits bei der Extraktion mit 1stindigem Erhitzen und Nachwaschen dieses
Ergebnis. Das wiederholte Auskochen flhrt zur vollstandigen Extraktion.
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Abb. 10: Einfluss der Schnittgrofie des Holzes und der Temperatur bei der Extraktion auf
die Ausbeute an Quassin
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Wassermenge: Wie aus Abb. 11 (links) hervorgeht, hat die verwendete Was-
sermenge einen deutlichen, aber geringeren Einfluss auf die Extraktion des Quassins. Bei
Verwendung von 100 ml Wasser mit anschlielendem Nachwaschen erhdlt man bereits
Uber 80% des moglichen Quassins. Bei halbierter Wassermenge verringert sich die
Ausbeute nach einmaliger Behandlung auf 62%, Waschen erhéht den Quassin-Gehalt im
Extrakt um 13%. Die Wiederholung der Behandlung fuhrt in beiden Fallen zur
vollstandigen Extraktion.

Zeiteinfluss: Aus Abb. 11 (rechts) ist die Zeitabhangigkeit der Extraktion ersichtlich.
Durch 1-stindiges Kochen mit anschlieendem Waschen sind 44% des modglichen
Quassins erhaltlich. Die Wiederholung des Procederes fuhrt zu Ausbeuten von insgesamt
63%. Lalt man das Wasser jedoch langere Zeit einwirken, erzielt man deutlich bessere
Ausbeuten von 74%.
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Abb. 11: Einfluss der verwendeten Wassermenge und der Zeit bei der Extraktion

Diskussion

Zusammengefasst ergibt sich nachstehendes Bild fur eine optimale walrige
Extraktion von Quassia-Holz:

¢ das Holz sollte in kaltem Wasser eingeweicht werden (24 h). 2 Stunden sind auf jeden
Fall zu wenig.

¢ anschlielend sollte noch mind. 1 Stunde lang gekocht werden.

e es sollte reichlich Wasser verwendet werden, mindestens die 10-fache Gewichts-
menge des Holzes.

e Waschen mit Wasser lohnt sich in jedem Fall.
e zweifache Behandlung verbessert die Ausbeute.

¢ Quassia-Chips kénnen gut verwendet werden. Pulver auch, aber mdglicherweise
entstehen Probleme bei der Filtration.

e die Bruhen halten sich einige Tage, ohne dass der Wirkstoff abbaut.
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3.1.1.3 Untersuchungen zu den Effekten der wichtigsten aktiven Inhalts-
stoffe von Quassia auf verschiedene Stadien der Sagewespe

Ergebnisse im Versuchsjahr 2002

Uberraschenderweise zeigte sich bei der Aufwandmenge entsprechend 6g/ha kaum
ein Effekt auf den Schlupf der Sadgewespenlarven aus den Eiern (Abb. 12). Als daraufhin
der Versuch mit einer Aufwandmenge entsprechend 24 g/ha wiederholt wurde, konnte bei
Neoquassin eine statistisch zwar absicherbare, aber doch noch relativ geringe Wirkung
auf die Schlupfrate der Eier festgestellt werden.

Nach dem Schlupf bohrten sich die Larven entweder sofort in die Blite ein oder sie
verlieBen die Blite. Fir Sagewespenlarven im Freiland ist es vermutlich Uber-
lebenswichtig, dass sie keine Bliten akzeptieren, die auch nur die geringsten Welkeer-
scheinungen zeigen. Obwohl die Bluten immer im Wasser gehalten wurden, kam es den-
noch bei einigen Bliten auch in der Kontrolle zu mangelnder Akzeptanz. Dennoch konnte
bei der Anzahl der Larven, die sich in die Bliten einbohrten, ein deutlicher Effekt der
Behandlungen beobachtet werden. Beim Versuch mit der hohen Aufwandmenge ergaben
sich hier allerdings keine signifikanten Unterschiede, da aufgrund schlechter Bliten-
qualitat (Versuch gegen Saisonende durchgefiihrt) auch in der Kontrolle fast alle Larven
abwanderten.
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Abb. 12: Wirkung von Quassin und Neoquassin auf die verschiedenen Eireifungsstadien
der Sagewespe (Ei milchig, glasig, Augen der Larve sichtbar). Angegeben sind
die Aufwandmengen pro ha (5 g/ha). ** = signifikant (a= 0,01) mittels Mehrfel-
dertafel/Vierfeldertafel

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde im Rahmen einer Bachelor-Arbeit untersucht,
inwiefern eine Kontakt- oder Frasswirkung auf die Larven der Sdgewespe vorliegt. Da die
Saison bereits fortgeschritten war, konnten nur noch altere Larven verwendet werden. Ein
erster Tastversuch schlug aufgrund von methodischen Problemen fehl, die dann noch
verwendeten Larven waren bereits relativ alt (nach Ubertritt in die zweite Frucht).
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Abb. 13: Wirkung von Quassin und Neoquassin auf das Einbohren der Larven.
Angegeben sind die Aufwandmengen pro ha. ** = signifikant (a= 0,01);
* = signifikant (a= 0,05) mittels Mehrfeldertafel/Vierfeldertafel

Tab. 7: : Wirkung von Quassin und Neoquassin auf altere Larven der Sagewespe:
Korrigierte Mortalitét in %. Unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede (Mehrfeldertafeln, a= 0,05)

Auf- Korrigierte Mortalitat (%)
wand Kontakt Frass

Kontrolle Quassin Neoquassin | Kontrolle Quassin | Neoquassin

649 6,7 a| 10,0 a 6,7 a | 133 ac| 33,3 bc| 16,7 ac

12 g 20,0 ac | 10,0 ac 53,3 b | 30,0 bc

Eine Kontaktwirkung konnte nicht nachgewiesen werden. Quassin mit 12 g/ha
zeigte allerdings nach oraler Aufnahme eine signifikante Wirkung auf die Larven. Neo-
quassin wies keine ahnliche Wirkung auf.

Diskussion der Ergebnisse 2002

Die Laborversuche im Jahr 2002 erlaubten keine Aussage darlber, ob die
Reduktion der Anzahl eingebohrter Larven auf eine Schadigung der Larve im Ei (Schlupf
erfolgt, Larve ist aber nicht lebensfahig), einen Repellent-Effekt oder eine tddliche Fral-
oder Kontaktwirkung nach dem Schlupf zurliickzufiihren ist.

Die ovizide Wirkung scheint auf jeden Fall wider Erwarten eine eher geringe Rolle
zu spielen. Dies zeigte sich auch in Auswertungen von mit Quassia behandelten Frich-
ten, die keinen Befall aber eine Eiablagestelle der Sagewespe aufwiesen. Auch hier war
zu sehen, dass die Larven aus dem Ei geschlipft waren.
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Eine endgultige Aussage Uber die Bedeutung einer Kontamination der Eier mit der
Spritzbriihe, wie in allen Beratungsempfehlungen gefordert, wiirde aber erst moglich sein,
wenn nachgewiesen werden konnte, ob eine Schadigung der Larve im Ei erfolgt.

Ein offensichtlicher Effekt von Quassin bei oraler Aufnahme konnte bei alteren Lar-
ven festgestellt werden, nicht jedoch von Neoquassin. Es war daher davon auszugehen,
dass fur die Qualitatskriterien beide Substanzen getrennt betrachtet werden missen.

Ergebnisse im Versuchsjahr 2003

Im Versuchsjahr 2003 sollte geklart werden, ob eine direkte Kontamination der Eier
mit der Spritzbriihe notwendig ist. Dazu mussten behandelte Eier auf unbehandelte Bliten
verbracht werden. Umgekehrt wurden unbehandelte Eier auf behandelte Bliten gesetzt,
um den Effekt auf die Larven zu vergleichen.

Die Ergebnisse (Abb. 14) zeigten ein klares Bild: Nur wenn die Larven auf
behandelter Blite schllipften, ergab sich ein statistisch hochsignifikanter Unterschied zur
Kontrolle. Die Schlupfrate der Eier zeigte bei keinem der Versuche einen signifikanten
Unterschied.
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Abb. 14: FraRspuren und Anzahl nicht geschlipfter Eier bei behandelten Eiern, die auf
unbehandelter Blite schllipften bzw. bei unbehandelten Eiern, die auf behandelten
Bllten schlipften.

Zusatzlich zu diesen Untersuchungen wurden noch Tests mit Larven
unterschiedlicher Stadien durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 dargestellt.

Hier zeigte sich bei den L1-Larven kein grofler Unterschied im Wirkungsgrad
zwischen Quassin und Neoquassin. Bei den alteren Larven war jedoch ein deutlicher,
auch statistisch abgesicherter Unterschied zwischen den beiden aktiven Inhaltsstoffen
festzustellen. Der Wirkungsgrad von Neoquassin lieRe sich auch durch eine hohere
Aufwandmenge nicht verbessern. Je alter die Larven waren, desto schwacher wurde der
Effekt von Neoquassin wahrend Quassin noch deutliche Wirkung zeigte.
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Tab. 8: Wirkungsgrad nach ABBOTT der aktiven Inhaltsstoffe Quassin und Neoquassin
auf verschieden alte Larven der Sagewespe sowie “Wirkungsgrad” von Quassin im
Vergleich zu Neoquassin

Versuch Larven g/ha WG (ABBOTT) in % "WG" (ABBOTT) in %
Quassin Neoquassin Quassin im Verglleich
ca. zu Neoquassin
1 L1-Larven 1,5 71,9 61,0 17,8
3 75,1 71,1 5,7
6 91,6 63,0 45,3
12 80,7 69,5 16,2
18 76,7 75,5 1,6
2 bei der 6 68,6 314 54,3
iLr’]b;;W;”gimg 12 84,3 39,9 73,8
24 89,9 50,3 79,8
kurz nach der
3(2002) (perwanderung 6 20,6 0,3 20,3
in die 2. Frucht
12 41,6 18,1 28,7

Diskussion der Ergebnisse 2003

Im Versuchsjahr 2003 wurde zweifelsfrei nachgewiesen, dass es nicht von
Bedeutung ist, dass die Eier der Sagewespe mit der Spritzbriihe kontaminiert werden. Die
Wirkung auf Larven hat sich jedoch bestatigt. Beide Inhaltsstoffe wirkten auf die Larven.
Bei den L1-Larven waren mit den untersuchten Aufwandmengen nur geringe
Unterschiede zwischen Quassin und Neoquassin festzustellen. Da bei alteren Larven
grolere Differenzen zu beobachten waren, liegt die Vermutung nahe, dass bei entspre-
chend niedrigen Aufwandmengen ahnliche Effekte auch bei L1-Larven beobachtet werden
konnten. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung beider Reinsubstanzen verlief jedoch bei den
untersuchten Aufwandmengen extrem flach. Dies bedeutet, dass bereits sehr niedrige
Aufwandmengen sehr gut wirken.

Bei den alteren Larven konnte allerdings bei Neoquassin keine Verbesserung der
Wirkung bei héherer Aufwandmenge erzielt werden. Dies bedeutet, dass in diesem Fall
Quassin nicht einfach durch eine entsprechend héhere Menge an Neoquassin ersetzt
werden kann.

3.1.1.4 Freilandversuche zur Wirkung von Quassiaextrakten mit
verschiedenen Aufwandmengen / Terminen / Kombinationen mit
NeemAzal-T/S

Ergebnisse aus dem Versuchsjahr 2002

Im ersten Versuchsjahr sollten folgende Fragestellungen geklart werden:

e Einschatzung der Dosis-Wirkungskurve fur den Extrakt bezogen auf den Quassin-
gehalt

o Erste Einschatzung des Effektes von Neoquassin durch Vergleich von Extrakten mit
unterschiedlichem Verhaltnis Quassin/Neoquassin bei gleichem Quassingehalt
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e [st eine Kombination der Quassia-Behandlung mit NeemAzal-T/S sinnvoll? Kann der
Termin fur diese Behandlung auch noch eine Woche spater liegen? (Hintergrund:
Wenn der Betriebsleiter ein paar Tage nach der Quassia-Behandlung feststellt, dass
er zu spét behandelt hat, kann dann mit NeemAzal-T/S noch eine gewisse ,kurative®
Behandlung erfolgen, um wenigstens den Sekundérbefall zu verhindern?)

Diese Fragestellungen wurden auf drei Standorten (Altes Land, Pfalz und
Siddeutschland) mit denselben Varianten bearbeitet (Versuch A). In Ahrweiler wurden
noch zwei zusatzliche Varianten mit unterschiedlichen Aufwandmengen von NeemAzal-
T/S aufgenommen.

Bei der Wirkung einer Kombinationsbehandlung mit NeemAzal-T/S war noch zu
bertcksichtigen, dass unterschieden werden musste zwischen einem Effekt der
Neemkomponente (insektizid) und einem potentiellen Effekt der Formulierungshilfe, der
evtl. die Wirkung des Quassiaextraktes verstarken kénnte. Daher wurde in einem zweiten
Versuchsdesign (Versuch B) die Kombination mit der Formulierungshilfe von NeemAzal-
T/S (blank) im Vergleich mit der Kombination mit NeemAzal-T/S getestet. Aullerdem
wurde in diesem Zusammenhang noch die Wirkung einer Beimischung von Profital, einem
Pflanzenstarkungsmittel, dem ebenfalls eine Verbesserung der Verteilung der Spritzbriihe
zugeschrieben wird, gepruft.

Die Ergebnisse sind in Tab. 9 und Tab. 10 zusammengefasst. Um eine gewisse
Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, werden fiir die Darstellung der Ergebnisse zu den
einzelnen Fragestellungen im Folgenden dann nur jeweils die Varianten aus den
einzelnen Versuchen dargestellt, die fir diese Fragestellung relevant waren. Fir die
Versuche kamen zwei verschiedene Chargen von Quassia-Extrakt zum Einsatz: Charge 1
mit einem Verhaltnis von Quassin zu Neoquassin von 1:2 und Charge 1 mit einem
Verhaltnis von 1:1.

Im Versuch A (Tab. 9) in Suddeutschland | zeigten alle Varianten bei der Bonitur
des Primarbefalls einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Die Variante 2 mit
Quassia-Extrakt aus dem Jahr 2001 lag tendenziell schlechter wie auch an allen anderen
Standorten. Eine Rickstandsanalyse ergab einen um ca. 20 % geringeren Quassingehalt
als angegeben und ein Verhaltnis Quassin zu Neoquassin (Q:N) von 1 : 0,7, was die
etwas geringere Wirkung erklaren kann. Der Extrakt wurde in die Versuche als Referenz
zu den Vorjahresversuchen aufgenommen und war daflr eingefroren worden. Er hatte
wohl vor dem Einfrieren bereits etwas Wirkstoff abgebaut. Ansonsten waren beim
Primarbefall keine wesentlichen Unterschiede zwischen verschiedenen Quassia-Varian-
ten festzustellen. NeemAzal-T/S zeigte eine tendenziell schlechtere Wirkung als Quassia,
was jedoch nicht statistisch abgesichert werden konnte. Beim Sekundarbefall waren alle
Varianten signifikant verschieden von der Kontrolle. Die Variante mit 12 g/ha und die
Kombination mit NeemAzal unterschieden sich auch signifikant von der Variante 9
(NeemAzal alleine). Im Alten Land konnte bei der Bonitur des Priméarbefalls aul3er bei der
Variante Quassia 18 g/ha nur ein tendenzieller Unterschied zur Kontrolle festgestellt
werden. Beim Sekundarbefall zeigte sich dann mit Ausnahme der Varianten ,NeemAzal-
T/S* und ,Extrakt 2001“ ein statistisch absicherbar besseres Ergebnis als in der Kontrolle.

In der Pfalz war der Befall relativ gering, daher wiesen alle Varianten mit Ausnahme
von NeemAzal-T/S alleine mit einer Aufwandmenge von 2I/ha im Vergleich zur Kontrolle
eine signifikante Wirkung auf. Beim Sekundarbefall waren alle behandelten Varianten
absicherbar besser als die Kontrollvariante.

In Versuch B (Tab. 10) in Siddeutschland wiesen alle Varianten bereits beim
Primarbefall eine signifikante Wirkung auf. NeemAzal alleine unterschied sich jedoch
signifikant von fast allen Quassia-Varianten, nur in einem Fall war aufgrund eines
JAusreillers“ in einer Wiederholung nur ein tendenzieller Unterschied statistisch abzu-
sichern. Beim Sekundarbefall zeigte die nur mit NeemAzal behandelte Variante nur eine
tendenziell bessere Wirkung. In der Pfalz war der Befallsdruck sehr gering. Alle Varianten
wiesen jedoch einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf.
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Tab. 9: Primarbefall (P) und Sekundarbefall (S) im Versuch A an den drei verschiedenen
Standorten Siuddeutschland, Altes Land und Pfalz: Befallene Fruchtbischel in %.
Varianten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(Tukey-Test, a = 0.05). Die Aufwandmengen fir den Quassia-Extrakt sind jeweils
in g Quassin/ha angegeben. Ch1 und Ch2 = Charge 1 und 2.

Varianten Siddeutschland | Altes Land Pfalz |
P S P S P S
1 Kontrolle 33,0 a 375 a 345 a 65,0 a 95 a 84 a

2 Quassia-Extrakt01
6 bzw. 8 g/ha 145 b 85 bc 20,5 ab 445 ab 3,6 ab 22 b

3 Quassia-Extrakt02
Ch1 6 bzw. 8 g/ha 30 b 25 bc 240 ab 30,5 bc 22 b 04 b

4 Quassia-Extrakt02
Ch2 6 bzw. 8 g/ha 6,0 b 3,5 bc 240 ab 19,5 bc 16 b 03 b

5 Quassia-Extrakt02
Ch2 12 g/ha 40 b 30 b 215 ab 215 bc 16 b 04 b

6 Quassia-Extrakt02
Ch2 18 g/ha 20 b 1,0 bc 120 b 55 ¢ 12 b 0,6 b

7 Quassia-Extrakt02
Ch2 6 bzw. 8 g/ha
+NeemAzal 2l/ha 75 b 1,5 b 220 ab 155 ¢ 06 b 05 b

8 Quassia-Extrakt02

Ch 2 6 bzw. 8 g/ha
+ nach 7 Tagen 10,0 b 35 b 27,5 ab 29,0 bc 14 b 05 b

NeemAzal 2 I/ha

9 NeemAzal 2 I/ha 150 b | 135 ¢ 30,5 ab 450 ab |37 ab |25 b

10 NeemAzal 4 I/ha 1,0 b 0,1 b

11 NeemAzal 6 I/ha 26 b 1,7 b
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Tab. 10: Primarbefall (P) und Sekundarbefall (S) im Versuch B an den zwei verschie-
denen Standorten Suddeutschland und Pfalz: Befallene Fruchtblischel in %.
Varianten mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
(Tukey-Test, a = 0.05). Die Aufwandmengen fir den Quassia-Extrakt sind je-
weils in g Quassin/ha angegeben

Varianten Suddeutschland Il Pfalz Il
P S. P S

1 Kontrolle 430 a 41,0 a 4,18 a 4,44 a
2 Quassia Extrakt02 Ch. 1: 6/8 g/ha 10,0 ¢ 50 bc 0,29 b 0,38 b
3 Quassia Extrakt02, Ch. 2: 6/8 g/ha 14,0 bc 3,5 bc 0,67 b 0,19 b
4 Quassia Extrakt02, Ch. 2: 6/8 g/ha

+ Profital 1 I/ha Stamml&sung 90 ¢ 40 ¢ 0,51 b 0,3 b
5 Quassia Extrakt02, Ch. 2: 12 g/ha 85 ¢ 05 ¢ 0,33 b 0,14 b
6 Quassia Extrakt02 Ch. 2: 18 g/ha 55 ¢ 35 ¢ 0,11 b 0,17 b
7 Quassia Extrakt02: 6/8 g/ha

+ 2 I/ha NeemAzal-T/S 10,5 ¢ 30 ¢ 0,21 b 0,28 b
8 Quassia Extrakt02: 6/8 g/ha

+ blank-Formulierung NeemAzal 2I/ha 55 ¢ 35 ¢ 0,33 b 0,1 b

9 NeemAzal 2 I/ha 38,5 b 240 ab 0,38 b 0,53 b

Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir den Extrakt bezogen auf den Quassingehalt
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Abb. 15: Primar- und Sekundarbefall (in Prozent) bei verschieden hoher Aufwandmenge

(6-8-12-18 g AQuassin/ha)
unbehandelten Kontrolle (K).

an den einzelnen Standorten

im Vergleich zur

In Abb. 15 sind die Ergebnisse des Vergleichs verschieden hoher Aufwandmengen an
den verschiedenen Standorten dargestellt. Trotz der ungunstigen Witterungsbedingungen
wurde sowohl in Suddeutschland als auch in der Pfalz bei allen Aufwandmengen eine
sehr gute Wirkung beobachtet. Bei Versuch Il im slddeutschen Raum waren zwar
tendenzielle Unterschiede beim Primarbefall zu beobachten, alle drei Varianten zeigten
jedoch eine signifikante Befallsreduzierung im Vergleich zur Kontrolle.
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Bei gleichem Befall in der Kontrolle waren im Versuch | in Suddeutschland keine Unter-
schiede zwischen den einzelnen Aufwandmengen festzustellen. In der Pfalz zeigten sich
bei relativ geringem Befall in der Kontrolle ebenfalls keine Unterschiede zwischen den
einzelnen Aufwandmengen. Im Alten Land dagegen wies die Variante mit 18 g/ha beim
Primarbefall als einzige eine signifikante Wirkung im Vergleich zur Kontrolle auf. Obwohl
der Sekundarbefall in allen Varianten im Vergleich zur Kontrolle stark reduziert wurde, war
die Variante 18 g/ha immer noch deutlich besser. Zwischen 6 g/ha und 12 g/ha waren
keine Unterschiede zu beobachten.

Erste Einschiatzung des Effektes von Neoquassin durch Vergleich von Extrakten
mit unterschiedlichem Verhiltnis Quassin/Neoquassin bei gleichem Quassingehalt
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Abb. 16: Vergleich von Quassiaextrakten mit dem Verhaltnis Quassin:Neoquassin 1:2 und
1:1 in den verschiedenen Versuchen (es ist jeweils der Quassingehalt —
Neoquassingehalt in g/ha angegeben; K = Kontrolle)

Beim Vergleich der beiden Extrakte mit unterschiedlichem Neoquassingehalt war auf
keinem der Standorte ein Unterschied in der Wirkung festzustellen (Abb. 16).

Ist eine Kombination der Quassia-Behandlung mit NeemAzal-T/S sinnvoll? Kann
der Termin fiir diese Behandlung auch noch eine Woche spater liegen?
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Abb. 17: Wirkung der Kombination von Quassia (Quassin in g/ha) und NeemAzal-T/S
(NA) im Vergleich zur Quassia-Behandlung und zu NeemAzal-T/S an den
einzelnen Standorten bei gleichzeitiger Anwendung
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Die Zugabe von NeemAzal-T/S zu Quassia mit relativ niedriger Aufwandmenge
(8 g/ha) zeigte weder beim Primar- noch beim Sekundarbefall eine sichtbare Wirkung
(Abb. 17).
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Abb. 18: Wirkung der Kombination von Quassia (Quassin in g/ha) und NeemAzal-T/S
(NA) im Vergleich zur Quassia-Behandlung an den einzelnen Standorten bei
Anwendung von Neem-Azal-T/S gleichzeitig mit Quassia und 7 bis 8 Tage nach der
Quassia-Behandlung

Auch die zeitversetzte Anwendung von NeemAzal-T/S zeigte kaum einen Effekt
(Abb. 18). Tendenziell war sie im Alten Land eher besser als die zeitgleiche Behandlung.

Wirkung von Formulierungshilfen

Im Versuch Il in Stddeutschland konnte nur ein sehr geringer Effekt der Formu-
lierungshilfe auf die Wirkung des Quassiaextraktes festgestellt werden. In der Pfalz waren
aufgrund des geringen Befalls keine Unterschiede festzustellen (Abb. 19)..
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Abb. 19: Vergleich der Wirkung von Quassiaextrakt mit einer Aufwandmenge von 6 bzw.
8 g Quassin/ha mit und ohne Zusatz von Profital bzw. der Forumlierungshilfe von
NeemAzal-T/S.
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Versuche zur Regenbestandigkeit von Quassiaextrakt
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Abb. 20: Vergleich von Behandlungen vor und nach einer starken Regenperiode im
Bodenseegebiet. Die erste Zahl der Legende zeigt den Quassingehalt des
verwendeten Extraktes in g pro ha, die zweite den Neoquassingehalt.

Bei einem ad hoc anlasslich einer sich bietenden Gelegenheit durchgefiihrten Ver-
such in Siddeutschland, bei dem Behandlungen vor und nach den starken Nieder-
schlagen verglichen wurden, zeigten sich so gut wie keine Unterschiede zwischen den
Varianten. Bei dem Extrakt mit dem Verhaltnis Quassin-Neoquassin 1:1 war die Variante
nach dem Regen tendenziell eher etwas schlechter (Abb. 20).

Diskussion der Ergebnisse aus dem Versuchsjahr 2002

Die Ergebnisse zur Dosis-Wirkungs-Beziehung waren etwas Uberraschend. Trotz
der ungunstigen Witterungsbedingungen zeigten bereits niedrige Aufwandmengen von 6
bzw. 8 g/ha Quassin eine gute Wirkung, die sich an den meisten Standorten nicht
wesentlich steigern lie3. Bei dem Versuch im Alten Land ist zu berlcksichtigen, dass die
Auswertung relativ frih erfolgte, u.U. bevor alle Larven geschlipft waren. Darauf weisen
auch die Werte im Sekundarbefall der Kontrolle hin, die im Vergleich zum Primarbefall
héher anstatt vergleichbar sind, wie das bei den anderen Versuchen meist der Fall ist.
Zwischen der Aufwandmenge von 6 und 12 g/ha gab es dann kaum Unterschiede, eine
bessere Wirkung stellte sich erst bei 18 g/ha ein. Im Vorversuch von 2001 gab es
dagegen Differenzen zwischen 6 und 12 g, nicht jedoch zwischen 12 und 18 g/ha
(KIENZLE et al., 2002). Diese Ergebnisse wiesen zwar darauf hin, dass eine Reduzierung
der Aufwandmenge grundsatzlich moglich sein misste, waren jedoch zu uneinheitlich fur
eine eindeutige Empfehlung flr die Praxis. Demzufolge sollte diese Versuchsreihe im
Folgejahr nochmals wiederholt werden.

Eine erste Einschatzung des Effektes von Neoquassin durch Vergleich von
Extrakten mit unterschiedlichem Verhaltnis Quassin/Neoquassin bei gleichem Quassin-
gehalt konnte aufgrund der Ergebnisse nicht erfolgen. Der Vergleich wurde mit der nied-
rigsten Aufwandmenge von Quassin (6 bzw. 8 g/ha) durchgefuhrt.
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Dabei war man aufgrund der Ergebnisse von 2001 davon ausgegangen, dass diese
Aufwandmenge nur eine relativ geringe Wirkung haben wiirde und Effekte einer hdheren
Menge von Wirkstoff daher sichtbar wiurden. Da in allen Versuchen mit Ausnahme des
Standortes ,Altes Land® auch durch héhere Aufwandmengen an Quassin keine Wirkungs-
steigerung erreicht wurde, sind die Versuche nicht aussagefahig. Im Alten Land wurde
zwar eine bessere Wirkung bei hdherer Aufwandmenge erreicht, ein Effekt wurde aber
erst bei 18 g Quassin/ha sichtbar. Dies entspricht einer Gesamtaufwandmenge von
Quassinoiden von 36 g/ha (18 g Quassin und 18 g Neoquassin). Mit 24 g Quassinoiden
(12 g Quassin, Extrakt 1:1) wurde kein besserer Effekt festgestellt. Beim Versuch wurde
jedoch nur mit Aufwandmengen von jeweils 12 g/ha Quassinoiden (6 g/ha Quassin + 6
g/ha Neoquassin) bzw. 18 g/ha Quassinoiden (6 g/ha Quassin + 12 g/ha Neoquassin)
gearbeitet. Demzufolge war davon auszugehen, dass auch bei einem vergleichbaren
Effekt von Quassin und Neoquassin keine Wirkungssteigerung zu erwarten gewesen
ware.

Bei der Kombination von NeemAzal-T/S mit Quassia ergab sich keine bessere
Wirkung auf den Sekundarbefall. Dies erklart sich durch die an anderer Stelle
beschriebene Beobachtung (s. Laborversuche) der Wirkung von Quassia auf altere
Larven. Dies bedeutet auch, dass eine zu spat (nach Schlupf der Larven) ausgebrachte
Quassia-Behandlung zwar den Primarbefall nicht mehr verhindern kann, jedoch noch eine
erhebliche Wirkung auf den Sekundarbefall hat. Dieser Effekt wurde auch bei hier nicht
dargestellten Feldversuchen festgestellt, bei denen bei zu spater Quassia-Behandlung
getestet wurde, ob mit NeemAzal-T/S der Sekundarbefall noch verhindert werden kann.
Nach diesen Versuchen ist also eine Kombination von Quassia und NeemAzal-T/S nicht
notwendig, um den Sekundarbefall zu verhindern. Gelegentlich zeigten sich jedoch
uneinheitlich Effekte auch auf den Primarbefall. Dies konnte eventuell darauf
zurtckgefiihrt werden, dass die Eier der Sagewespe wahrend des Quellens NeemAzal-
T/S aufnehmen und so eine Wirkung auf die schlipfenden Larven zustande kommt.
Daher sollten im Folgejahr erneut Terminversuche mit NeemAzal-T/S (zur oder kurz nach
der Eiablage im Vergleich zum Termin ,Augen sichtbar®) erfolgen.

Die Zugabe von Formulierungshilfen brachte nur eine unwesentliche Verbesserung
der Wirkung. Dabei muss jedoch berlcksichtigt werden, dass auch diese Versuche mit
niedriger Aufwandmenge an Quassin (6 bzw. 8 g/ha) durchgefihrt wurden, um einen
relativ geringen und ,steigerungsfahigen® Wirkungsgrad zu erzielen. Durch die gute Wir-
kung der geringen Aufwandmenge sind auch diese Versuche begrenzt aussagefahig.

Eine wichtige zusatzliche Aussage brachte der dritte Versuch in Stiddeutschland zur
Ausbringung vor und nach dem Regen. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass selbst
starke Niederschlage keinen EinfluR auf die Wirkung der Applikation haben. Die gute
Wirkung der Applikationen in Ahrweiler, die ebenfalls direkt vor dem Regen erfolgten, be-
statigen dieses Ergebnis. Dies konnte entweder darauf zuriickzufiihren sein, dass
Quassia relativ regenbestandig ist, oder aber darauf, dass vom Blitenboden relativ wenig
Belag abgewaschen wird. Bei einem begleitenden Tastversuch im Labor zeigte Quassia-
extrakt eine hohe Bestandigkeit gegen Abwaschung.

Ergebnisse aus dem Versuchsjahr 2003

Aufbauend auf die Ergebnisse im Vorjahr in Freiland und Labor sollten folgende
Fragestellungen geklart werden:

» Dosis-Wirkungs-Beziehung fur den Extrakt bezogen auf den Quassingehalt

« Terminierung und Anzahl der Behandlungen: Wirkung einer Behandlung in die
offene BlUte vor und nach der Eiablage bzw. zum Termin ,Augen der Larve
sichtbar®, Wirkung einer Behandlung bei geschlossener Blte

* Vergleich der Wirkung von Quassin und Neoquassin als weitgehend reine
Substanz im Feldversuch
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+ Einsatz von NeemAzal-T/S gegen Sagewespeneier zu Beginn der Eientwicklung
* Mischbarkeit von Quassia mit Mycosin und Netzschwefel

Aufgrund der Komplexizitat dieser Fragestellungen wurde in diesem Versuchsjahr in
jeder Region im Hinblick auf die verfugbaren geeigneten Anlagen ein eigener
Versuchsaufbau gewahlt.

Die Ergebnisse der Versuche an den einzelnen Standorten werden daher einzeln
dargestellt und diskutiert.

Standort Siiddeutschland

Auch im Jahr 2003 wurden diese Versuche aufgrund des starken Blutenfrosts in den
anderen Regionen im Bodenseegebiet durchgefiihrt.

Zwei Versuche zur Terminierung der Behandlungen mit jeweils 7 Varianten wurden
zwar durchgefuhrt, blieben aber ohne auswertbare Ergebnisse, da nur ganz zu Anfang
etwas Befall auftrat und bei der ersten Auswertung der Befall in der Kontrolle bei ca. 1 %
lag. Sie sind daher hier nicht dargestellt. Ein Versuch mit 12 Varianten musste ebenfalls
abgebrochen werden, da der Betriebsleiter den Versuch aus Versehen mit Quassia
behandelte. Als Ersatz wurde kurzfristig ein Versuch in einer anderen Anlage angelegt.
Hier konnten aber keine Varianten zur Terminierung mehr aufgenommen werden. Die
Versuche beschrankten sich daher auf den Vergleich der Reinsubstanzen Quassin und
Neoquassin, der Uberpriifung der Dosis-Wirkungs-Beziehung und der Mischbarkeit mit
Mycosin. Um aussagefahige Ergebnisse zu erhalten, wurde die Aufwandmenge an
Quassin sehr gering gehalten (4 g/ha). Trotz des starken Befalls in der Kontrolle zeigte
bereits diese geringe Aufwandmenge eine sehr gute Wirkung. Auch Neoquassin wirkte
mit dieser Aufwandmenge bereits sehr gut (Abb. 21). Der Sekundarbefall war auch in der
Kontrolle im Vergleich zum Primarbefall reduziert, da ein groRer Teil der Friichte nach der
Blite abfiel. Die Variante mit der Beimischung von Mycosin zeigte keine auffallige
Minderwirkung.
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Abb. 21: Vergleich verschiedener Aufwandmengen an Quassiaextrakt und Reinsubstan-
zen (Quassin, Neoquassin) in Stiddeutschland
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Standort Pfalz

Von Ahrweiler sollten 2003 eigentlich auch Fragestellungen zur optimalen Wasser-
aufwandmenge und Spritztechnik bearbeitet werden. Durch den Blutenfrost fielen jedoch
samtliche geeigneten Anlagen fiir die Versuche aus, so dass auf hoher gelegene Anlagen
zurtckgegriffen wurde, die aus technischen Grinden nur mit der Motor-Rickenspritze
behandelt werden konnten.

Dort wurde ein Versuch zur Terminierung und ein Versuch zum Vergleich
verschiedener Aufwandmengen und Reinsubstanzen durchgefihrt. Der zweite Versuch
brachte aufgrund sehr niedrigen Befalls in der Kontrolle keine auswertbaren Ergebnisse.
Der Verlauf von Eiablage, ,Eireifung® und Apfelblite ist mit den entsprechenden Spritz-
terminen in Abb. 22 dargestellt.
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Abb. 22: Verlauf der Eiablage und ,Eireifung® im Terminversuch am Standort Pfalz. Die
roten Pfeile markieren die Termine der verschiedenen Behandlungen.
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Abb. 23: Vergleich verschiedener Spritztermine von Quassia und NeemAzal-T/S am
Standort Pfalz
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Da die Behandlung zum Stadium ,Augen sichtbar® unter sehr unglnstigen
Witterungsbedingungen erfolgte (Regenpause, vor Behandlung 22 mm, nach Behandlung
16 mm Niederschlag), sind die verschiedenen Varianten nur bedingt vergleichbar. Der
Befall in der Versuchsanlage war auch sehr uneinheitlich, was zu grof3en Streuungen
fuhrte.

Die Ergebnisse waren daher nur bedingt statistisch absicherbar, beim Sekundar-
befall gab es gar keine statistisch gesicherten Unterschiede. Grundsatzlich sind keine
Unterschiede zwischen den drei Terminen ,Koénigsblite offen”, Vollblite* und ,Augen
sichtbar® festzustellen. Allerdings zeigt auch die Variante ,NeemAzal-T/S“ zum Termin
»+Augen sichtbar‘ Ergebnisse, die nicht den vorhergehenden Versuchen und den Praxis-
erfahrungen entsprechen. Eine gesicherte Aussage aufgrund dieser Versuchsergebnisse
ist daher nicht moglich.

Standort Altes Land

Im Alten Land wurden die Versuche zur Terminierung in einer Anlage mit Elstar mit
viel zweijahrigem Holz, das spate Bluher aufwies, durchgefuhrt. Die Blutenblschel mit
offenen und geschlossenen Bliten fiir die einzelnen Termine wurden je nach Stadium
markiert und spater nach der Markierung ausgewertet. Der Befall war sehr uneinheitlich,
daher sind in Abb. 24 die einzelnen Wiederholungen separat dargestellt, um wenigstens
eine gewisse Aussage zu ermoglichen. Da in diesem Versuch ein massiver Fruchtfall
stattfand, konnte der Sekundarbefall nicht ausgewertet werden.

Alle Behandlungen bis auf Quassin (Var. 8) zeigten eine signifikante Wirkung.

Varianten

(Aufwandmenge fiir Extrakt in
g Quassin/ha angegeben

1 Kontrolle v1a

2 64g Termin 0 4.Wiederholung

Konigsblute

30 1

3 6 g Termin einj. [ 3.Wiederholung

Bliten offen
4 6 g Termin 2+3

5 6 g Termin
Ballonstadium

25

M 2 .Wiederholung

20 1

B 1. Wiederholung

6 6 g Termin
~LAugen sichtbar”

Befall auf 200 Blitenblischeln

7 4 g Termin
~Augen sichtbar®

8 8 g Quassin
Reinsubstanz

9 8 g Neoquassin
Reinsubstanz

Abb. 24: Primarbefall beim Versuch zur Terminierung und zur Wirkung der Reinsub-
stanzen am Standort Altes Land
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Diskussion der Ergebnisse aus dem Versuchsjahr 2003

Aus den Ergebnissen im Freiland 2003 konnten leider keine eindeutigen Aussagen
abgeleitet werden. Aufgrund der sehr guten Wirkung bereits sehr niedriger
Aufwandmengen in Siddeutschland und im Alten Land konnten weder zur Dosis-
Wirkungs-Beziehung noch zum Vergleich der beiden Reinsubstanzen Quassin und
Neoquassin definitive Aussagen gemacht werden. Klar ist jedoch, dass auch Neoquassin
im Freiland eine Wirkung zeigt. Die Versuche zur Terminierung waren insgesamt aufgrund
diverser Probleme bei der Versuchsanstellung wenig aussagekraftig. Die Ergebnisse
weisen jedoch darauf hin, dass eine Behandlung auch schon vor der Eiablage erfolgen
kann ohne dass eine Wirkungsminderung auftritt. Sie gaben jedoch keine Hinweise dafir,
dass bei geschlossener Blite — wie eigentlich zu erwarten — keine Wirkung der Behand-
lung zu sehen ist. Diese Ergebnisse kdnnen aber auch auf die starke Streuung zurlck-
zufiihren sein. Bei dem Terminversuch im Alten Land ware es auch denkbar, dass an den
markierten Blltenbischeln, die sich im Ballonstadium befanden, keine Eiablage stattfand.
Dies wurde in den Bonituren nicht eindeutig belegt. Bei den Terminversuchen ist zu
berlcksichtigen, dass die ersten Behandlungen bereits zu einem Zeitpunkt erfolgen
mussen, an dem der Befallsdruck und der Befallsverlauf nur durch die ersten Fallenfange
der Adulten abgeschatzt werden kann. In Stddeutschland wurden z.B. an zwei Stand-
orten anfangs adulte Sagewespen an der Weil¥falle beobachtet, der Flug setzte sich je-
doch dann nur schwach fort. Die Ausfalle durch Blitenfrost waren ein weiterer Faktor, der
die Versuche stark behinderte.

3.1.1.5 Auswertung der Praxiserfahrungen im Jahr 2003

Vor allem im Bodenseegebiet und in Stidbaden war die Wirkung von Quassia mit
12 g/ha Aufwandmenge, oft mit zwei Behandlungen, in diesem Jahr in vielen Betrieben
nicht zufriedenstellend. Fehler in der Terminierung konnten aufgrund genauer Bonituren
der Beratung und aufgrund des Temperatursummenmodells weitgehend ausgeschlossen
werden. Nach einer intensiven Diskussion mit Praxis und Beratung und einer Praktiker-
befragung mit Fragebogen am Bodensee zeichnen sich folgende Faktoren ab:

* In diesen Regionen war 2003 die Vegetationsentwicklung im Vergleich zur ,Eireife”
der Sagewespe sehr stark fortgeschritten. Die Behandlung erfolgte daher, als die
Bllite bereits voriber war. Durch die hohen Temperaturen und die geringe
Luftfeuchtigkeit hatte sich auf vielen Bluten ein relativ undurchdringliches Geflecht
aus vertrockneten Staubgefaf3en gebildet, das verhindert haben kbnnte, dass die
Spritzbriihe auf den Blitenboden gelangte. Die Probleme waren dort am gréften,
wo der Spritztermin im Vergleich zur Bllite sehr spat lag, d.h. die Bliten schon
sehr stark abgebliht waren.

» Die Spritztechnik scheint eine Rolle zu spielen, ein einheitliches Bild bezlglich der
verwendeten Wassermenge zeigte sich aber nicht. Evtl. kdnnten Betriebe, die
frihmorgens bei Tau behandeln, eine bessere Wirkung erzielt haben.

« Aufgrund der groRen Trockenheit war in vielen Bliten der Blitenboden fast
»-ausgetrocknet®. Bei den fir die Laborversuchen gesammelten Bliten wurde beob-
achtet, dass etwa 30 % der Sdgewespeneier nicht wie Ublich aufgequollen waren
und den Blutenboden durchstossen hatten. Der Blitenboden blieb unversehrt und
die Larven wanderten beim Schlupf sofort in die Frucht ein, ohne an die
Oberflache zu kommen. Dadurch konnten sie natiirlich auch kein Quassia aufneh-
men. Bonituren bei befallenen Friichten von einem Betrieb in Baden ergaben,
dass auch hier ca. 30 % der Frichte u.U. dieses Symptom aufwiesen. Die beob-
achtete geringe Wirkung von Quassia kann also nicht nur mit einem solchen Effekt
erklart werden.
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3.1.1.6 Evaluierung eines temperatursummengesteuerten Erstmodells von
GRAF auf Tauglichkeit zum Einsatz in der Beratung bei der
Bestimmung des optimalen Spritztermins

Bei der Berechnung der Schlupftermine ergeben sich an den meisten Standorten
gute Ubereinstimmungen mit dem Termin, der nach dem ersten Fallenfang berechnet
wurde. Hierbei ist allerdings zu bertcksichtigen, dass die Fallen nicht immer so frih
aufgehangt wurden, dass wirklich die erste Sagewespe erfasst wurde. Es ist davon
auszugehen, dass zu diesem Termin Sagewespen erstmals in héherer Zahl (noch kein
Flughéhepunkt aber erstes Auftreten) in der Anlage vorhanden waren. Zu beriicksichtigen
ist auch, dass die Baumblute die Fallenfange beeintrachtigt, d.h. bei Vorhandensein vieler
weiller geoffneter Bliten ist die Falle relativ wenig attraktiv. Aufgrund der Ergebnisse wird
daher fir die Praxis davon ausgegangen, dass eine Berechnung ab dem Zeitpunkt
erfolgen sollte, wo zum ersten Mal Sagewespen in der Region beobachtet wurden,
warmes Wetter herrscht sowie erste offene Bliten eine Eiablage ermdglichen und nicht ab
dem ersten Flughéhepunkt bei den Fallenfangen. Die Ergebnisse flir das Bodenseegebiet
im Jahr 2002 fallen aus dem Rahmen, lassen sich aber nicht nur durch Probleme mit der
Weil¥falle erklaren. Fir einen Schlupf am 7./8.5.02 wie beobachtet hatte die Eiablage
nach Modellberechnung am 3.4.02 erfolgen missen. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich
die Baume noch nicht einmal ansatzweise in der Bllte.

Tab. 11: Beobachteter und berechneter Schlupftermin der Sagewespenlarven in den
unterschiedlichen Regionen ausgehend vom ersten nennenswerten Flug und vom
Fang der ersten Sagewespen.

Standort Spritz- Schlupfbeginn Lage Wet-
termin terstation
beob- berechnet nach berechnet nach
achtet Termin erste Fallenfang 1.
Sagewespen auf nennenswerter
der Falle Flug
Pfalz 2002 25.02 | 6./7.5.02 1.5.02 6./7.5.02 vor Ort
Bodensee | 2.5.02 | ab 7.5.02 12.5.02 16.5.02 ca. 5 km
Bodensee lll | 2./6.5.02 | ab 8.5.02 10.5.02 13.5.02 ca. 10 km
Jork 2002 17.5.02 17.5.02 17.5.02 19.05.02 ca. 5km
Lindau 2003 4.5.03 4.5.03 5.5.03 7.5.03 ca. 5km
Pfalz 2003 19.5.03 19.5.03 19.5.03 28.5.03 ca. 30 km
Jork 2003 2./8./ 12.5.03 11.05.03 14.05.03 ca. 2 km
12.5.03

Weitere Daten missen daher im Folgeprojekt erhoben werden, bis klar definiert
werden kann, ob diese Berechnungen eine gewisse Sicherheit geben. Ansatzweise wer-
den sie jedoch bereits jetzt in der Beratung als Hilfe verwendet.
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3.1.1.7 Freilandversuche zur Langzeitwirkung von NeemAzal-T/S

Festgestellt werden sollte, ob bei der Kombination der Quassia-Behandlung mit
einer Behandlung mit NeemAzal-T/S die Mortalitdt der Sagewespenlarven nach
Schadigung der zweiten bzw. dritten Frucht erhdht wird, so dass es auf Dauer zu einer
zusatzlichen Reduktion der Population kommt. Hierzu wurden verschiedene Versuche
durchgefiihrt, die aufgrund hoher, so nicht erwarteteter Larvenmortalitaten durch Quassia
nicht alle aussageféhig waren. Erste Ergebnisse liegen aber vor. Zusatzlich sollte noch
der Verlauf der Wintermortalitdt geprift werden. Hier kam es aufgrund des plétzlichen
Temperaturanstiegs Anfang Juni zu hoher Larvenmortalitat, so dass dieser Versuch 2003
nicht ausgewertet werden konnte. Die Kopfkapseln der abgestorbenen Larven wurden
jedoch vermessen. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass durch die Neem-Behand-
lung zumindest eine Storung der Entwicklung der Larven erreicht wurde.

Im Jahr 2003 konnten aufgrund der erstaunlich guten Wirkung von Quassia mit 4
g/ha Quassin in Suddeutschland nur sehr wenige Larven gesammelt werden. Die Larven
aus einem noch angelegten Tastversuch sind im Moment in der Winterruhe und kénnen
evil. ansatzweise Aussagen ermdglichen. Sie kdnnen aber friihestens Anfang Mai 2004
ausgewertet werden.

3.1.1.8 Diskussion Regulierung der Apfelsdgewespe

Bereits im ersten Versuchsjahr stellte sich heraus, dass die den
Beratungsempfehlungen zugrundeliegende Annahme, eine direkte Kontamination der Eier
der Apfelsagewespe in einem bestimmten Stadium sei fir die Wirkung von entschei-
dender Bedeutung, nicht zutraf. Wie bei den Laborversuchen im zweiten Jahr dann
zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, ist dagegen die Wirkung auf die Larven
wichtig. Die Beratungsempfehlung, zum Stadium ,Augen sichtbar®, d.h. kurz vor dem
Schlupf der ersten Larven, zu behandeln, ergab auch aus diesem Grund immer gute
Ergebnisse. Berlcksichtigt werden muss jedoch die Anzahl der Behandlungen. Bisher
wurde davon ausgegangen, dass bei verschiedenen Eiablageterminen die Behandlung
wiederholt werden musste, wenn die Eier des zweiten Eiablagetermins in das Stadium
»LAugen sichtbar kamen. Nach den jetzt vorliegenden Ergebnissen aus Freiland und
Labor kann davon ausgegangen werden, dass dies nicht notwendig ist. Als
entscheidendes Kriterium wird dagegen angenommen, dass Quassia-Extrakt auf der
Blite sein muss, wenn die Larve schlipft. Die Frage, ob die Blute offen sein muss, damit
ein gegen die schliipfende Larve wirksamer Belag aufgebracht werden kann, ist noch
nicht definitiv beantwortet. Erste Ergebnisse aus dem Freiland bestatigen dies nicht
unbedingt, waren aber nur bedingt aussagefahig. Ob und in welchem Umfang uberhaupt
Spritzmittel auf den Blitenboden gelangt, muss in weiterfiihrenden Untersuchungen erst
noch geklart werden.

Nach dem Schlupf bohrt sich die Larve sofort vom oberen Bereich des
Blitenbodens (innerhalb des Kronenrings) in die Blute ein und miniert spiralférmig unter
der aufderen Fruchthaut entlang. Allerdings bestatigen eigene Beobachtungen die
Untersuchungen von DICKER (1953), dass einige Larven (ca. 30 % in unseren
Beobachtungen) uber das Kelchblatt auswanderten und sich von der Seitenwand aus
einbohrten. Dies wirde bedeuten, dass ein Teil der Larven auch Spritzbriihe aufnimmt,
wenn bei geschlossener Blute behandelt wurde.

Bei einer nicht allzu hohen Population kénnte daher dieser Effekt ausreichen, um
auch bei einer Eiablage in Bliten, die noch geschlossen waren als die Behandlung
erfolgte, eine ausreichende Wirkung zu erzielen.

Zu bericksichtigen ist ferner, dass Quassia sowohl insektizide als auch repellente
Wirkung aufweist (DAIDO et al. 1993). Das Uberleben der Sagewespenlarven, die sehr
leicht austrocknen, ist ausserhalb der Frucht nur sehr kurze Zeit mdglich. Ein starker
Repellenteffekt des Spritzmittels kdnnte ein Abwandern der Sagewespenlarven bewirken,
wobei die unterschiedlichen Umweltbedingungen dann die stark variierenden Ergebnisse
im Freiland mit verschiedenen Aufwandmengen verursacht haben kénnten.
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Dagegen spricht allerdings, dass 2003 am Bodensee sehr heisse und trockene Wit-
terung herrschte, die fir die Sdgewespe sehr unglinstig war, so dass die Probleme in der
Praxis dann nicht hatten entstehen dirfen.

Es wird daher vermutlich noch einiger Freilandversuche bedirfen, um diese Fragen
definitiv zu klaren. Momentan kann der Praxis bereits empfohlen werden, dass bei
weitgehend offener Blite vor dem Beginn des Larvenschlupfes nur eine Behandlung
notwendig ist.

Nach den Ergebnissen kann zwar davon ausgegangen werden, dass bereits sehr
geringe Aufwandmengen eine gute Wirkung haben. Dennoch werden aber aufgrund der
uneinheitlichen Ergebnisse aus der Praxis momentan nach wie vor hohe Aufwandmengen
empfohlen.

Nach den Ergebnissen zur Wirkung von Quassin und Neoquassin auf altere
Sagewespenlarven muissen bei Erstellung von Qualitatskriterien fir Quassiaholz beide
Substanzen getrennt berlcksichtigt werden. Nach den Ergebnissen der Versuche mit L1-
Larven ware es denkbar gewesen, Quassin und Neoquassin zusammenzufassen und
einen Faktor flr die geringere Wirkung von Neoquassin einzuarbeiten (z.B. 1 Einheit
Quassin = 1,5 Einheiten Neoquassin, angegeben werden Quassinoide). Da die Wirkung
von Neoquassin bei alteren Larven aber auch bei hoherer Aufwandmenge nicht mehr
gesteigert werden konnte, ist dies nicht méglich.

Bei einem stark Neoquassin-haltigen Extrakt muss davon ausgegangen werden,
dass der Effekt auf den Sekundarbefall, der in zahlreichen Versuchen festgestellt wurde,
nicht oder nur ansatzweise vorhanden ist.

3.1.2 Nebenwirkungen der Strategie gegen die Sagewespe auf die
Blutlauszehrwespe und andere Niitzlinge

3.1.2.1 Versuche mit Aphelinus mali und Aphidius rhopalosiphi

Fur die in der Studie gepriften Reinstoffe Quassin und Neoquassin und den Quassia-
Extrakt mit bekannter Zusammensetzung ergaben sich fir Aphelinus mali keine
gravierenden Nebenwirkungen im Laborversuch (Abb. 25 und Abb. 26). Eine
kontakttoxische Wirkung der Reinstoffe konnte nicht festgestellt werden. Die Mortalitat
nach oraler Verabreichung von Quassin und dem Extrakt war bei A. mali sehr ahnlich und
Uberschritt nie 30 % (korrigierte Mortalitdt nach Schneider-Orelli). Die oraltoxische
Wirkung war gering, wenn man bedenkt, dass die Tiere Uber den Versuchszeitraum von
48 h regelmaRig den Wirkstoff aufnahmen. Die hohen Uberlebensraten belegen, dass die
Insekten Nahrlésung aufnahmen, da sie nach Ergebnissen einer Voruntersuchung nach
24 h sterben, wenn sie keine Nahrlésung zu sich nehmen. Selbst bei dreifacher
Konzentration der Spritzbrihe (Berechnung auf eine Wassermenge von 200 L/ha)
konnten fir 18g Quassin/ha in einem Vortest zur oralen Toxizitat nur 60% Mortalitat
beobachtet werden. Insgesamt erwies sich das Testsystem als sehr gut geeignet fur
Aphelinus mali, da die Mortalitat in den Kontrollvarianten sehr gering war (maximal 6,7 %).
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Abb. 25: Kontakttoxizitat auf Glas von Quassin und Neoquassin bei Aphelinus mali,
Darstellung der nach Schneider-Orelli korrigierten Mortalitat in %.
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Abb. 26: Orale Toxizitat von Quassin, Neoquassin und Quassia-Extrakt bei Aphelinus
mali. Darstellung der nach Schneider-Orelli korrigierten Mortalitat in %.
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Bei der Behandlung der Mumien (Spruh- und Tauchversuch) zeigte sich kein
Unterschied zur Kontrollvariante im Schlupfverlauf und auch die Behandlung des
gesamten Systems Blutlaus/Blutlauszehrwespe ergab keine deutlichen Unterschiede in
der Reproduktionsleistung der Zehrwespe (Abb. 27 und Abb. 28).

Bei der Schlupfwespe Aphidius rhopalosiphi, einem empfindlichen Testorganismus
(VOGT 2000), blieb die beobachtete Mortalitat bei Quassin und Neoquassin niedrig
(< 40%), war allerdings in der Kontrolle zu hoch (Tab. 12).

Tab. 12: Aphidius rhopalosiphi: Orale Verabreichung

Orale Kontrolle | Quassia — Extrakt 12 g/ha | Quassin 12 g/ha | Neoquassin 12 g/ha
Toxizitat

Mortalitat 15 15 40 25

[%]

30

25 A

20 e

15 4

30)

—o— Kontrolle

10
%/ —e— Quassin 12 g/ha
5 —— Quassia-Extrakt 12 g/ha
% —=— Quassin 18 g/ha
0 * T T T T T T

d1 d2 d3 dé d7 d8 d9 d13 d14 d15
Tage

Anzahl der Tiere (n

Abb. 27: Spriihbehandlung von Blutlausmumien mit Quassin und Quassia—Extrakt.
Dargestellt ist der Schlupfverlauf von Aphelinus mali.
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Anzahl A. mali geschliipft / Wiederholung

O Kontrolle
[0 Quassin 12g/ha
O Quassia-Extrakt 12g/ha

|

18.02.
25.02.
2802 03.03. 503,

Quassia-Extrakt 12g/ha
Quassin 12g/ha
Kontrolle

14.03.
17.03. 49 03,
Boniturdatum 26.03.

Abb. 28: System Blutlaus/Zehrwespe, Tauchversuch mit Quassin und Quassia—Extrakt.
Anzahl geschllpfter Aphelinus mali pro Wiederholung. Die zu erwartende
Entwicklungsdauer bei 20 °C betragt 22 Tage (ASANTE & DANTHANARAYANA
1992).

3.1.2.2 Versuche mit Forficula auricularia

Bei Forficula auricularia gab es in keinem der beiden Versuche tote oder
geschwachte Tiere. Getestet wurden der Extrakt und die Reinstoffe Quassin und
Neoquassin (Tab. 13 und Tab. 14).

Tab. 13: Forficula auricularia: Orale Verabreichung

Orale Kontrolle | Quassia — Extrakt 12 g/ha | Quassin 12 g/ha | Neoquassin 12 g/ha
Toxizitat
Mortalitat 0 0 0 0

[%]

Tab. 14: Forficula auricularia: Besprihen der L4-Larven

Benetzung | Kontrolle Quassia—Extrakt 12 g/ha Quassia — Extrakt 18 g/ha
Mortalitat 0 0 0
[%]

3.1.2.3 Versuche mit Coccinella septempunctata

Bei Coccinella unterschieden sich die Ergebnisse bei der Prifung der oralen
Toxizitat und der Benetzung der Tiere nicht signifikant von der Kontrollvariante (Abb. 30).
Eine geringere Eiablage/Weibchen u. Tag konnte man in der Variante Quassia—Extrakt
6 g/ha feststellen. Da sich die Werte in der 12 g/ha und der 18 g/ha Variante nicht deutlich
von den Werten in der Kontrollgruppe unterscheiden, ist jedoch kein durch den Extrakt
hervorgerufener Effekt zu vermuten.
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Abb. 30: Einfluss von Quassia — Extrakt auf die Reproduktionsleistung von Coccinella
septempunctata.
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3.1.2.4 Versuche mit Chrysoperla carnea

Auch bei C. carnea fluhrte der Quassia-Extrakt weder bei oraler Verabreichung noch
bei direktem Besprihen der Tiere zu hoheren Mortalitdten als in der Kontrolle. Die
Erhebung der Reproduktionsleistung muss bei Chrysoperla wiederholt werden, weil in
keiner Variante Tiere geschlupft waren und die Eiablage unter dem Erwartungswert lag.
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Abb. 31: Nebenwirkungen von Quassia — Extrakt auf Chrysoperla carnea bei oraler Auf-
nahme und Benetzung (n.g. = nicht gepriift).

Die Ergebnisse zur Reproduktion bei Chrysoperla kbénnen nicht verwendet werden,
weil die Eiablage in allen Varianten unter der zu erwartenden Ablagerate blieb und in
keiner Variante Tiere schlipften. Es gab am 3. Versuchstag aufgrund einer technischen
Stérung eine Uber mehrere Stunden andauernde Temperaturerhéhung auf 40°C in der
Klimakammer. Die beobachtete Stérung der Fertilitdt und der Fekunditat wurde sehr
wahrscheinlich durch diesen Temperaturschock hervorgerufen.

3.1.2.5 Zusammenfassung Nebenwirkungen auf Niitzlinge

Fir alle Prifsubstanzen wurden die Laborversuche mit fur die Praxis relevanten
Aufwandmengen durchgefuhrt.

Fur Aphelinus mali, Forficula auricularia, Coccinella septempunctata und
Chrysoperla carnea ist unter Freilandbedingungen kein schadigender Einfluss des Quas-
sia-Extraktes zu erwarten.

3.1.3 Forderung der Blutlauszehrwespe

3.1.3.1 Untersuchungen zur Méglichkeit/Notwendigkeit der Entnahme von
Material zur Uberwinterung der Blutlauszehrwespe vor Saisonende

Auch bei diesen Proben konnte die Erfahrung der Praxis bestatigt werden, dass im
Frihwinter kaum noch mit Zehrwespen besetztes Material in den befallenen Anlagen zu
finden war. In Jork musste Material aus einer anderen Anlage verwendet werden, da in
der im Sommer verwendeten Anlage keine Mumien mehr gefunden werden konnten.

Die Parasitierung der jingeren Blattlausstadien (mittelgroRe Blattlduse) war beim
Termin Ende Juli in Ahrweiler und Siddeutschland etwas héher. Im August/September
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war der Anteil der Puppen in den ,schwarzen® Lausen, d.h. in den Mumien hdher als im
Juli. Insgesamt waren aber immer alle Stadien vertreten.

Tab. 15: Entwicklungsstadien von A. mali in den verschiedenen Proben

Standort vorhandene Entwicklungsstadien von
A.mali (in % )
Note far kleine  groRe frilhe gltere  BIm. Parasitie-
Ausbeute Datum Laustyp |Larven Larven Puppen Puppen dkl. M. | rungin %
mittel 1,12 2,99 4.1
Bodensee 27.7. grof} 0,37 2,25 2,6
5 schwarz 2480 29,32 4210 3,76 100,0
mittel 0,37 1,12 1,5
Bodensee 6.8. grof3 0,75 1,12 1,9
4 schwarz 17,67 52,26 27,44 2,63 100,0
mittel 1,50 1,50 3,0
Bodensee 5.9. grof} 4,50 5,20 9,7
2 schwarz 21,05 1540 57,52 6,02 100,0
mittel 5,99 4,12 10,1
Ahrweiler  29.7. groB3 1,87 4,49 6,4
5 schwarz 44 .36 26,32 13,91 15,41 100,0
mittel 1,50 1,12 2,6
Ahrweiler 7.8. groB 0,75 1,87 2,6
5 schwarz 27,82 32,33 38,72 1,13 100,0
mittel 0,37 1,12 1,5
Ahrweiler  28.8. grof3 0,37 2,62 3,0
4 schwarz 31,68 29,70 36,84 1,88 100,0
mittel 0 0 0,0
Ahrweiler 22.11. groB3 2,96 12,60 15,6
2 schwarz 76,47 0,74 11,76 11,03 100,0
mittel 2,25 1,87 412
Jork 7.8. groB 0,37 1,87 2,24
4 schwarz 34,96 48,12 10,90 6,02 100,00
mittel 0 0,37 0,37
Jork 29.8. grol 0 4,87 4,87
4 schwarz 37,97 36,84 2406 1,13 100,00
mittel 0 0 0
Jork 0 25.11. grofR 0,73 0 0,73
altern. Anlage 5 schwarz 90,85 0 4,22 4,93 100,00
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Anfang Marz wurde eine erste Untersuchung (Sektion) der geklhlten Blutlduse aus
den Sommerproben vorgenommen. Die untersuchten Parasitoidenlarven und —puppen
waren alle nicht mehr am Leben.

Im April 2003 wurden alle Proben aus dem Kihllager enthommen und bei
Zimmertemperatur warmgestellt. Aus den im Spatherbst gezogenen Proben schlipften
einige Zehrwespen (Besatz und Parasitierungsgrad sehr gering). Aus den im Sommer
gezogenen Proben schliipften keine Zehrwespen.

Diskussion

Nach diesen Ergebnissen ist eine langere Lagerung der Parasitoide von
Spatsommer bis April/Mai unter Praxisbedingungen ohne vorherige Induktion der
Diapause nicht méglich. Eine Entnahme im Frihwinter, wenn die Diapause induziert ist,
ergibt oft keine oder nur eine sehr karge Ausbeute an parasitierten Blutldusen, wie auch
die Auswertung der Proben (,Ausbeute®) zeigt. Bei der Diskussion dieser Ergebnisse mit
den Praktikern wurde dann die Frage aufgeworfen, ob es mdglich sei, bei im Freiland
parasitiertem Material mit sehr jungen Parasitoidenlarven wenigstens zu einem gewissen
Prozentsatz unter professionellen Bedingungen (Nutzlingszucht) die Diapause zu
induzieren.

3.1.3.2 Untersuchungen zur Méglichkeit der Diapauseinduktion, Lagerung
und Wiederausbringung von Freilandmaterial bei einem
professionellen Niitzlingsziichter

Im Rahmen dieser Versuche sollten im Wesentlichen folgende Fragen geklart werden:

» Ist es mdglich, im August im Freiland geerntete Mumien in einem Nitzlingszucht-
betrieb in Diapause zu versetzen? (Versuchs-Serie A)

* Unterscheidet sich der Anteil Diapause-induzierter Mumien zwischen den verschie-
denen Entwicklungsstadien der Blutlauszehrwespe zu Beginn der Induktion von-
einander? (Versuchs-Serie A)

+ Wie muss das Diapause-Management beschaffen sein, um die preadulte Mortalitat
der Zehrwespen moglichst gering und die Fitness der geschlipften Aphelinen mog-
lichst hoch zu halten ? (Versuchs-Serie B und C)

« Wie sind die optimalen Modalitaten fiir die Wiederausbringung des Materials?
(Versuchs-Serie D)

Versuche zur Diapause-Induktion (Serie A)

In diesem Versuch sollte geprift werden, in welchem Umfang eine Diapause-
Induktion bei verschiedenen Larvenstadien moglich ist. Dazu wurde mittels Sektion die
Parasitierungsrate ermittelt. Aulerdem erfolgte eine Schlupfkontrolle zu den Terminen, an
dem nicht Diapause-induzierte Tiere schliipfen mussten.

Sektionen

Bei der ersten Mumien-Sektion am 5.12.2003, 50 h nach Parasitierungsbeginn,
konnte bei 25-facher VergroRerung keine Parasitierung erkannt werden. Die 30
untersuchten vitalen Blutlduse waren alle im L;4-Stadium. Die Aphelinen hatten maximal
50 h alt sein koénnen, was bei einer Temperatur von 24°C und einem
Entwicklungsschwellenwert (t5) von A. mali von 8,2 ca. 32 Grad-Tage (DD) ausmacht. Die

Entwicklungsphase der Aphelinen misste demnach das Ei-Stadium gewesen sein.
In Vorversuchen ist u.a. die Parasitierungsrate erhoben worden. Bei optimaler

Platzierung und Belichtung der zu parasitierenden Blutlduse, ergab sich nach 2x 16 h
Parasitierungszeit bei 24°C eine 70-80%ige Parasitierungsrate.
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Es wurde davon ausgegangen, dass bei der Versuchsserie A eine
Parasitierungsrate von mindestens 50-70% vorlag, da die Vorgehensweise gleich war.

Die 2. Mumien-Sektion erfolgte an den Varianten A3 und A4 am 12.12.2003, also
zwischen der Wartezeit nach der Parasitierung und dem Beginn der Diapause-Induktion.
Alle 32 Blutlaus-Proben waren tot und mumifiziert, sie waren etwa im L3 bis L,-Stadium
als sie mumifizierten bzw. abstarben. Die Bestimmung der Blutlaus-Larven-Stadien
erfolgte nach MalRangaben von ASANTE et al. (1990).

In der Klimakammer kam es zu leichten Verpilzungen an den unteren
Triebbereichen, die sich dicht an der nassen Steinwolle befanden. Die
Sektionsergebnisse widerspiegeln diesen methodischen Fehler.

e 22 von 32 Mumien waren parasitiert und enthielten vitale A. mali-Larven = 68,75%

e 12 von 32 Mumien enthielten tote, schwarz gefarbte Blutlaus-Larven = 37,50%.
Dennoch war auch bei diesen eine Parasitierung nicht auszuschlief3en.

Die vitalen A. mali befanden sich in einem spaten Larvenstadium. Die Langen der Larven
lagen durchschnittlich bei 0,5 mm (0,4 bis 0,8 mm). Es handelte sich hauptsachlich um
gelbe oder gelb-schwarze, aulerlich schon differenzierte Larven sowie einige
undifferenzierte schwarz-gelbe noch runde Larven.

Schlupfverlauf

Bei 20°C und einer Helldauer von 16 h verlief der Schlupf in den Varianten A2 und A4
offensichtlich ohne Diapause. Gemessen an den Untersuchungsergebnissen von
BONNEMAISON (1965) hat die Induktion der Diapause weder im jungen Larvenstadium,
noch in einem alteren Larvenstadium stattgefunden. 67,80% der Aphelinen schlipften
zwischen dem 20. bis 26. Tag nach Parasitierungsbeginn (s. Abb. 32). Wirde die
Diapause erfolgreich induziert worden sein, sollte laut BONNEMAISON (1965) der Schlupf
zwischen dem 55. und 150. Tag erfolgen.
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Abb. 32: Schlupf von Aphelinus mali in der Versuchsvariante A2 und A4, Dezember
2003.Serie A (A2 u. A4): N= 118 Mumien, Schlupf vom 20.12.- 28.12.03= 67,80 (%),
Parasitierung: 03. - 05.12. 03
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Diskussion

Der Grund fur die erfolglose Diapause-Induktion wird in einer zu hohe
Parasitierungstemperatur vermutet. Wahrend in den Versuchen von BONNEMAISON (1965)
bei einer Temperatur von 20°C parasitiert wurde, lag die Temperatur in den Versuchen in
Baruth 2003 bei 24°C + 1°C. Wahrscheinlich spielt schon ab der Parasitierung, also ab
dem Eistadium von A. mali, die Temperatur eine entscheidende Rolle fir die
Diapausierung. Zudem ist dies der einzige Unterschied zu den erfolgreichen Diapause-
Induktions-Versuchen von BONNEMAISON (1965).

Unter diesen Umstanden endete diese Versuchsserie vorzeitig. Die Versuchsfrage,
ob die Diapause-Induktion, zwischen den verschiedenen Entwicklungsstadien der
Blutlauszehrwespe unterschiedliche Quoten erreicht, kann somit in der Versuchs-Serie A
nicht geklart werden. Die Variante A1 befindet sich derzeit planmaRig im Kihllager, wenn
auch klar ist, dass keine Diapause induziert worden sein kann. Die Zehrwespen der
Variante A3 sind durch die verlangerte Wartezeit von +5 Tagen, noch in der
Induktionskammer geschlipft, da ebenfalls keine Diapause vorlag.

Folgeversuche zur Diapauseinduktion

Um eine Aussage Uber die Diapauseinduktion treffen zu kdnnen, musste nach den
Ergebnissen der ersten Versuche =zunachst geklart werden, unter welchen
Klimabedingungen eine Diapause-Induktion Uberhaupt zustande kommt. Daher wurde der
Versuche Serie A mit einer Parasitierungstemperatur von 20 °C zweimal wiederholt.

Der Schlupfverlauf im ersten Versuch (s. Abb. 33) lasst laut BONNEMAISON (1965)
den Schluss zu, dass die Aphelinen sich zu rund 97% in Diapause befanden. In der Zeit
vom 20. bis 32. ab der Parasitierung schliipfte eine A. mali, am 30.01. eine Weitere. Es
befanden sich demnach 2,86% der Aphelinen nicht in der Diapause.
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Abb. 33: Schlupf der Aphelinus mali, nach Parasitierung bei 20°C und Standard-
Diapause-Induktion (1. Test), Dezember 2003 - Marz 2004. (N = 70 Mumien, Para-
sitierung: 27.12. - 29.12. 03)
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Sektionen

Am 12.01.04, 17 Tage nach Parasitierungsbeginn, wurden drei Mumien seziert. Die
drei A. mali-Larven waren vital und befanden sich noch im Larvenstadium. Verglichen mit
Larven, die sich ohne Unterbrechung entwickeln, ware dieses Stadium mit der
Entwicklung nach 7 - 9 Tagen, d.h. von ca. 100-120 Grad-Tagen vergleichbar, was knapp
50% der totalen Entwicklungszeit entsprache.

Eine weitere Sektion von 2 Mumien wurde am 27.01.04 durchgefuhrt. Eine A. mali-
Larve war vital und in einem etwas jungeren Entwicklungsstadium als die Larven der 1.
Sektion vom 12.01.04. Eine zweite A. mali-Larve war abgestorben. Die dritte
Sektionsstichprobe mit 2 Mumien erfolgte am 16.02.04. Beide A. mali-Larven waren vital,
der Entwicklungszustand war dem der ersten beiden Sektionen voraus, wobei noch kein
Nymphenstadium erreicht wurde.

Am 24.02.04 fand eine vierte Sektio statt, dabei wurden 8 Mumien untersucht. 4
vitale Aphelinen befanden sich in einem alteren Larvenstadium, eine vitale Schlupfwespe
befand sich im Nymphenstadium, 3 Nymphen waren abgestorben. Die Mortalitatsrate bei
n=8 betrug 37,5 %.

Am 30.01.04 wurde der Test bei gleicher Methode wiederholt, wobei wahrend der
Parasitierungsphase nur kiinstliches Licht gegeben werden konnte. Die Parasitierungsrate
war entsprechend geringer, so standen fir das Monitoring und die Sektionen nur 27
Mumien zur Verfugung. Bis zum 25.02.04 schlupfte keine Aphelinus mali, wobei der
Schlupfverlauf laut BONNEMAISON (1965) theoretisch schon am 22.02.04 hatte beginnen
mussen, wenn keine Diapause vorliegt.

Bis zum 24.02.04 schllpfte keine Aphelinus mali, jedoch 10 Aphelinen (37,0%) vom
25.-27.02.04. Bis zum 18.03.04 schllpfte keine weitere A. mali. Die Sektions-Ergebnisse
bestatigen dennoch die Annahme, dass sich die Schlupfwespen zum Grofteil in der
Diapause befanden.

Sektionen

Die erste Mumien-Sektion erfolgte am 16.02.2004, also 16-18 Tage nach der
Parasitierung. Bei einer Entwicklung ohne jede Unterbrechung wirden sich die Aphelinen
nach diesem Zeitraum unmittelbar vor dem Schlupf befinden, d.h. die Larven in den
Mumien waren komplett differenziert.

Tatsachlich befanden sich die A. mali aber — wie schon im Versuch zuvor — in einem
mittleren Larvenstadium, das kaum eine ausserliche Differenzierung zeigte. Bei einer
Entwicklung, die ohne jede Unterbrechung abgelaufen ware, entsprache dieses Larven-
Stadium dem 7.-9. Entwicklungstag bzw. einem Grad-Tage-Wert von 100-120. Die zweite
Sektion erfolgte am 26.02.2004, also innerhalb der Zeitspanne, die zum Abschlupf der
Aphelinen fuhrt, wiirde keine Diapause vorliegen. 5 Stichproben wurden untersucht, dabei
war eine Mumie vertrocknet, 3 vitale Aphelinen befanden sich in Larvenstadien, eine vitale
Aphelinus mali war bereits voll entwickelt und befand sich unmittelbar vor dem Schlupf.

Diskussion

Die durchgefihrten Untersuchungen deuten darauf hin, dass bei einer
Parasitierungstemperatur von 24°C + 1°C keine Diapause induziert werden kann. Knapp
70% der A. mali aus der Versuchsserie A2, die bei 24°C parasitiert wurde, schlipften vom
20. bis 26. Tag ab Parasitierung und waren demnach nicht durch eine Diapause
beeinflusst. Bei einer Temperatur von 20°C + 1°C ist es jedoch offensichtlich mdglich, die
Diapause zu induzieren. Die Sektionsstichproben in den Tests 1 und 2 zeigten eine
stagnierende Entwicklung in einem Zeitraum, der ohne Diapause bereits zum Schlupf der
Aphelinen gefuhrt hatte. Knapp 3% der Zehrwespen aus Test 1 schlupften vor dem 55.
Tag ab Parasitierung; sie befanden sich laut BONNEMAISON (1965) nicht in Diapause.
Zwischen dem 08.03. und dem 18.03.04 schllpften 6 A. mali (8,57%), diese hatten die
Diapause bereits beendet. Weitere Schlupfdaten konnten in diesem Bericht nicht mehr
erfasst werden.
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Die Sektionsdaten vom 26.02.04 zeigten, dass etwa 60% der noch nicht
geschlipften Aphelinen vital waren und sich im spaten Larven oder Nymphenstadien
befanden. Die Mortalitatsrate lag bei knapp 40%. Es wird daher angenommen, dass sich
etwa 60% der Aphelinen zu dieser Zeit in der Diapause befanden.

Der Test 2 unterscheidet sich in den Ergebnissen von Test 1. Hier waren
offensichtlich etwa 37% nicht diapausierend. Die Sektionsstichproben wiesen dennoch auf
eine Diapause-Rate von >50% hin. Es ist sehr wahrscheinlich, dass Stérlicht wahrend der
Diapause-Induktion der Grund flir die geringe Erfolgsquote ist. Reproduktionstests kénnen
aus zeitlichen Griinden, im Rahmen des Projektes nicht mehr stattfinden, da der Schlupf
der 1. Testserie ab dem 22.02.04 erwartet wird.

Die Frage, ob es mdglich ist das im August geerntete Freilandmaterial in einem
Nutzlingszuchtbetrieb in Diapause zu versetzen, ist negativ zu beantworten. Die
Temperaturen im Freiland wirden bei glnstigen Parasitierungsbedingungen fiir die
Blutlauszehrwespe sicher im Mittel > 24°C betragen, so dass die anschlieRende Dia-
pause-Induktion in Klimakammern zu einem hohen Prozentsatz erfolglos bleiben wirde.
Die Einlagerung von Zweigproben in einem Kihlraum der BBA flihrte mdglicherweise
aufgrund hoher Freilandtemperaturen zum Zeitpunkt der Parasitierung, d.h. ohne
Diapauseinduktion, zum Absterben der Blutlauszehrwespen in den Mumien. Allerdings
sind auch noch Stérungen der Klimaanlage mit zu berticksichtigen, die sich nachteilig auf
die Lagerung ausgewirkt haben koénnten. Bei der Versuchsplanung hatte man nicht
erwartet, dal® die Temperatur wahrend der Parasitierungsphase einen entscheidenden
Einfluss auf die Diapauseinduktion ausiibt.

Untersuchungen zum Diapause-Management (Serie B und C)

Die Versuchsserien B und C sollten klaren, unter welchen Diapause- bzw. Lagerbe-
dingungen die geringste praeadulte Mortalitdt zu erwarten ist und unter welchen
Bedingungen die beste Fitness der geschlipften Aphelinen erreicht werden kann.

Sektionen

Fir die erste Sektion der Mumien in der Kontrolle (Serie C), wurden nur 5
Stichproben untersucht. Die Aphelinen waren alle vital und befanden sich in spatem
Larven- bzw. frihem Nymphenstadium. Wirden blutlausbesetzte Apfelzweige im Freiland
geschnitten werden, so wéare es aus technischen Grinden notwendig, die Mumien von
den Asten zu entfernen. Es wiirden demnach zunachst lose Mumien U(berwintern, bzw.
eingelagert werden, die erst spater auf Ausbringungskarten geklebt wirden. Um diese
Situation zu simulieren, wurden die mumifizierten Blutlduse vom Holz entfernt und
anschlieRend im Kihlschrank gelagert. Am 3. Februar waren die Mumien 6 Wochen lang
geklhlt. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich, dass ca. 90% der Mumien und Aphelinen
eingetrocknet waren. Vorversuche, die im November 03 eingelagert wurden, zeigten nach
3,5 Monaten Lagerung unter gleichen Kihlbedingungen 50-70 % Mortalitdt bei Larven
bzw. Nymphenstadien.

Um dennoch Kenntnisse Uber eine Lagerung ohne Diapause zu erhalten, wurden
die Mumien der Versuchsserie A 1 als ,Ersatzkontrolle® verwendet. Bei diesen A. mali
gelang die Diapause-Induktion nicht, sie wurden aber dennoch — nach Mumifizierung der
Blutlduse — in die Kihlzelle im Pflanzenschutzamt Berlin gegeben (5°C = 0,1°C,
Photoperiode: 12:12). Die Mumien lagerten 7 Wochen in der Kihlzelle, ab dem 2.02.04
wurden Schlupfbedingungen gegeben (LT, 20-22°C). Da die komplette Schlupfphase
nicht mehr fir den Bericht erfasst werden kann (s. Abb. 5), sind 30 Mumien am 20.02.04
seziert worden (Abb. 4). 66,6 % der Aphelinen waren abgestorben.

Auffallig war, dass der Anteil toter Larven sehr hoch (36,60%), der Anteil vitaler
Larven aber sehr gering war (3,30%). Die Mortalitits- bzw. Uberlebensrate der Nymphen
lag jeweils bei etwa 30%. Ob die Vitaliat der Nymphen jedoch ausreicht, um schlipfen zu
kdnnen, bleibt fraglich.
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Abb. 34: Ergebnisse der Sektion, Mortalitat und Vitalitdt der sezierten Aphelinen in den
Mumien: Anteil toter und vitaler Aphelinus mali in den Mumien (n= 30) nach 7
Wochen Kihllager (5°C, Photoperiode 12:12)

Schlupfverlauf der Serie A1 ,Kontrolle*
83 Mumien wurden einzeln in Gelatinekapseln gegeben, um den Schlupfverlauf zu
dokumentieren. Abb. 5 zeigt den Schlupf der Aphelinen bis zum 13.03.04. Die Schlupfrate

von 44% widerspiegelt in etwa die Sektionsdaten. Reproduktionstests konnten auf Grund
des Zeitrahmens nicht mehr durchgefihrt werden.
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Abb. 35: Schlupf der Aphelinus mali nach 7 Wochen Lagerung ohne Diapause, Februar

2004. (Parasitierung: 10. - 13.12. 03, Lagerung ohne Diapause, Schlupf bis
13.03.04 = 44 (%), n= 83 Mumien).
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Diskussion

Die Sektions- und Schlupfergebnisse, die sich nach beschriebenen Licht- und
Temperaturbedingungen zur Parasitierungs-, Lagerungs- und Wachstumsphase zeigten,
bestatigen die Vermutung, dass eine 7-woOchige Lagerzeit zu hohen Mortalitdtsverlusten
fuhren wirde. Da die Kihltemperatur < t, lag, konnte theoretisch keine Entwicklung
stattgefunden haben. Bezogen auf den hohen Anteil der abgestorbenen Larven (36,6%),
kann daher angenommen werden, dass die Mortalitdt bei Larven, die sich nicht in der
Diapause befanden, wahrend der Kiihlphase sehr hoch war.

Untersuchungen zur Wiederausbringung der Mumien (Serie D)

Theoretisch ist durch die Untersuchungen zur Diapause-Induktion (Kap. 3)
klargeworden, dass eine Diapause-Induktion der Mumien an geschnittenen Asten nicht
funktioniert. Die Tatsache, dass flr eine erfolgreiche Induktion der Diapause eine
bestimmte Schwellentemperatur zur Parasitierung nicht Gberschritten werden darf, macht
es unmoglich, die Diapause bei Freilandmaterial zu induzieren. Die Frage nach den
Ausbringungsmodalitdten des urspringlich aus dem Freiland geschnittenen
Mumienmaterial hat sich somit im Prinzip erledigt. Dennoch wurden Untersuchungen
durchgefiihrt, die Aufschluss dartiber geben, ob die Schlupfrate von Mumien, die keine
Diapause durchlaufen haben, unterschiedlich ist, wenn sie auf dem Holz belassen, oder
auf Ausbringungskarten geklebt wurden.

Die Schlupfquoten unterschieden sich im Endergebnis — also nach 10 tagiger
Wartezeit bei ca. 24°C — nur geringfligig voneinander. Mumien, die sich am Holz
befanden, schlipften im Mittel zu 98,18%. Mumien, die auf Ausbringungskarten geklebt
waren, schllpften im Mittel zu 98,50%.

Bemerkenswert ist der unterschiedliche Schlupfverlauf zwischen den beiden
Varianten. Der Schlupf von Ausbringungskarten verlief im Vergleich zur Holzvariante
deutlich verzdgert. Wahrend zur ersten Bonitur (23.02.) in der Holzvariante bereits knapp
70% der Parasitoide geschlupft waren, konnten in der Karten-Variante erst knapp 30%
leere Mumien gezahlt werden. Zur 2. Bonitur lag das Schlupfverhaltnis bei 81,58% (Holz)
zu 43,59% (Karte), 3. Bonitur: 91,81% (Holz) zu 82,67% (Karte), 4. Bonitur: 98,81% (Holz)
zu 98,50% (Karte) (Abb. 6). Mit den Daten zur prozentualen Schlupfrate der 10 Karten
wird deutlich, dass in diesem Versuch eine Schlupfverzégerung vorliegt.

Schlupf-Daten der 10 Ausbringungskarten:
1. Bonitur: 0-50%; 2. Bonitur: 29-70%; 3. Bonitur: 67-100%; 4. Bonitur: 67-100%.

=&— Ausbringungskarten

120 -

100 { =#=Ast/Holz 81.58 91,81 98,18
g 80 98,5
£
% 60
=
S 40 -

w
20
0 ‘ ‘ ‘ ‘
20.02. 23.02. 25.02. 27.02. 01.03.

Zeit in Tagen

Abb. 36: Schlupf von Ausbringungskarten (arithmetisches Mittel aus 10 Katen) sowie vom
Holz: ,Abschlupf von Aphelinus mali (Hald.) von Ausbringungskarten (n= 78)
und Ast/Holz (n= 114). Werte im arithmetischen Mittel.
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Diskussion

Der Schlupf von Aphelinus mali aus auf Ausbringungskarten aufgeklebten Mumien
bzw. aus auf dem Holz belassenen Mumien, ist etwa gleich hoch. Nach 10 Tagen werden
Werte von rund 98% erreicht. Bemerkenswert ist jedoch der etwas verzdgerte Schlupf der
Zehrwespen, wenn die Mumien vom Holz entfernt und auf die Ausbringungskarten geklebt
wurden. Diese Untersuchungen sollten in jedem Fall wiederholt werden, da die
Schlipfverzégerung wichtige Auswirkung auf die Ausbringungsstrategie haben kann.

Zusammenfassende Diskussion

Die Ergebnisse der Versuche zur Diapause-Induktion (Kap. 3) deuten darauf hin,
dass die Diapause bei Aphelinus mali nicht induziert werden kann, wenn die
Temperaturen zur 2-3 tagigen Parasitierungsphase einen bestimmten Schwellenwert
Uberschreiten. Wahrend in den Versuchen von BONNEMAISON (1965) bei einer Temperatur
von 20°C (LT) parasitiert wurde, lag die Temperatur in den Versuchen in Baruth 2003 bei
24°C + 1°C (LT). Auch wenn zum 2. bzw. 4 Larvenstadium die Temperatur auf 20°C
abgesenkt und 12:12 h (= KT) belichtet wurde, trat keine Diapause ein. Knapp 70% der A.
mali aus dieser Versuchsserie schlipften vom 20. bis 26. Tag ab Parasitierung und waren
demnach nicht in Diapause gegangen. Hierdurch endete diese Versuchsserie vorzeitig.
Die Frage, ob die Diapause-Induktion bei verschiedenen Entwicklungsstadien der
Blutlauszehrwespe zu unterschiedlichen Diapause-Raten fiihrt, konnte somit in der
Versuchserie A nicht geklart werden.

Weitere Tests zur Diapause-Induktion zeigten, dass es offensichtlich gelingt, die
Diapause zu induzieren, wenn zur 2-3 tagigen Parasitierungsphase statt 24°C 20°C £ 1°C
gegeben werden. Die Aphelinen schliipften demzufolge nicht zwischen dem 20.-32. Tag,
sondern befanden sich in ruhenden aber vitalen Larvenstadien, was auf eine Diapause
hinweist. Die Schlupfphase der ersten Testserie kdnnte ab dem 22.02.04 beginnen und
sich Uber 100 Tage erstrecken. Zwischen dem 08.03. und 18.03.04 schllpften 6
Aphelinus mali, weitere Daten konnten flr diesen Bericht nicht mehr erfasst werden.
Aufgrund der geschlupften Zehrwespen sowie der Sektionsergebnisse wird angenommen,
dass sich bei Test 1 70-90% der A. mali in Diapause befanden.

Die Frage, ob es mdglich ist, das im August geerntete Freilandmaterial bei einem
Nutzlingsbetrieb in Diapause zu versetzen, ist offensichtlich negativ zu beurteilen. Die
Temperaturen im Freiland wirden bei glinstigen Parasitierungsbedingungen fiir die
Blutlauszehrwespe sicher = 24°C betragen, sodass anschlieffend in Klimakammern zu
einem hohen Prozentsatz keine Diapause induziert werden kann.

Bei der Versuchsplanung hatte man diesen entscheidenden Einfluss der
Temperatur zur Parasitierungsphase nicht erwartet. Durch den methodischen Unterschied
zwischen den Versuchen von BONNEMAISON (1965) und den Versuchsserien bei der Firma
Katz Biotech AG in Baruth 2003/2004 wurden Grenzen deutlich und somit die Mdglichkeit
fir angepasste Strategien gegeben. Aufgrund dieser Erkenntnisse intensivierte man in
diesem Projekt die Untersuchungen beziiglich Diapause-Induktion und Klimaflihrung.
Weitere Versuche werden auf der Basis gewonnener Erkenntnisse in Eigenregie
fortgesetzt.

Die Versuchs-Serie C sollte die Mdglichkeiten und Probleme einer Lagerung ohne
Diapause klaren (Kontrolle). Bei ca. 4°C und einer rel. LF von 40-80% waren nach 6
Wochen ca. 90% der Mumien sowie der Aphelinen vertrocknet. Die Versuchserie A1
wurde ersatzweise verwendet. Diese Mumien waren ohne Diapause in einem
klimagesteuerten Lager untergebracht (5°C, rel. LF 70%, 12:12 Licht/Dunkel-Wechsel).
Sektions- und Schlupfergebnisse der Zehrwespen deuten darauf hin, dass eine 7-wdchige
Lagerzeit zu hohen Mortalitatsverlusten (ca. 60-70%) fuhren wirde. Besonders bei den
Larvenstadien gab es hohe Mortalitaten.

Bezlglich der Wiederausbringungsmodalitdten Ilasst sich sagen, dass die
Schlupfraten von 98% bei Ausbringungskarten sowie auf Holz hoch ist und sich in der
Endsumme kaum unterscheiden. Es ist jedoch offenbar mit einer geringen
Schlupfverzégerung zu rechnen, wenn die Mumien auf Ausbringungskarten ausgebracht
werden.
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3.1.3.3 Untersuchungen zu den Nebenwirkungen von im Okologischen
Obstbau verwendeten Pflanzenbehandlungsmitteln auf die
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Abb. 37: Kontaktwirkung auf Glas von Kumulus (Netzschwefel), Funguran (Kupfer-
oxychlorid) und Schwefelkalk (Calciumpolysulfid) bei Aphelinus mali.

Bei den Versuchen zu Nebenwirkungen von Schwefelpraparaten und Kupfer auf
Aphelinus mali fGhrten Kumulus und Funguran zu sehr geringen Mortalitaten von <10%.
Schwefelkalk zeigte bei Kontakt auf Glas deutlich schadigende Wirkung auf Aphelinus
mali (Abb. 37). Bei der Prifung von Kumulus auf Glas lieRen sich aus technischen
Grinden maximal 2 kg/ha testen, weil flr eine dickflissigere Spritzbriihe das Durch-
lassvermogen der Spritzdiise am Potter Tower nicht ausreicht.

Diskussion

Beim Netzschwefel sollten zur Sicherheit noch héhere Aufwandmengen, bis zu
3kg/ha und m Kronenhdhe, untersucht werden. Aufier beim Schwefelkalk ist bei keiner
der gepruften Substanzen zu erwarten, dass sie im Freiland einen stark schadigenden
Einfluss auf Aphelinus mali hat. Fir eine bessere Einschatzung der Schwefelpraparate
sollten Halbfreiland- oder Freilandversuche durchgefiihrt werden.

3.1.3.4 Erste Untersuchungen zur Darlegung der genetischen Diversitéat
unterschiedlicher Populationen der Blutlauszehrwespe

DNA Extraktion

Trotz der geringen Korpergrofie der untersuchten Aphelinus mali-Tiere gelang es,
mit dem eingesetzten Protokoll aus den meisten Tieren zwischen 100 und 400 ng DNA
von ausreichender Qualitat fr die durchzufihrenden molekulargenetischen Analysen zu
extrahieren.

AFLP-Analysen

In einem eingangs durchgefiihrten Primerscreening wurden insgesamt 7
verschiedene AFLP-Primerkombinationen mit einer unterschiedlichen Kombination von
selektiven Nukleotiden getestet, um fur die Genomgréf3e von A. mali geeignete Kombi-
nationen zu bestimmen.
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Fiar die Differenzierung von A. mali-Tieren aus unterschiedlichen geographischen
Herklinften wurden 5 Primerkombinationen (E16/M17, E16/M18, E16/M19, E16/M25,
E16/M35) ausgewahlt, die in dem durchgeflihrten Screening scharfe und gleichmafige
Bandenmuster gezeigt hatten. In Abb. 38 sind AFLP-Bandenmuster von einigen A. mali-
Tieren aus verschiedenen Herkinften dargestellt, die mit 2 verschiedenen
Primerkombinationen erzielt wurden.

E16/M18 E16/M25 . _ ; ;
M BBA KAN AL M BOD KAN AL M Abb. 38: AFLP-Bandenmuster von jeweils

123412341234 123412341234 4 A. mali-Tieren unterschiedlicher
Herkunft mit 2 Primerkombinationen.

BBA: Laborzucht; KAN: Kanada; AL:
Altes Land; BOD: Bodensee. M
bezeichnet einen Molekulargewichts-
standard (ALF sizer), die GroRe
einiger Banden ist angegeben (in bp).

350

— 250

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden insgesamt 36 A. mali-Tiere (6 Tiere von
jeder Herkunft) in AFLP-Analysen untersucht. Die Grolie der mit der Computer Software
GelCompar ausgewerteten Banden lag zwischen 50 und 500 bp bei den
Primerkombinationen E16/M17 und E16/M35 und zwischen 50 und 600 bp bei den
Primerkombinationen E16/M18, E16/M19 und E16/M25. Von den mit den 5 eingesetzten
Primerkombinationen erzielten Banden gingen durchschnittlich 57 (E16/M17 und
E16/M35) bis 75 (E16/M25) Banden je Tier in eine Berechnung der genetischen
Ahnlichkeiten mit ein. Anhand dieser Daten wurde eine bindre Matrix erstellt und die
genetische Ahnlichkeit fiir alle paarweisen Isolatvergleiche nach DICE (1945) bestimmt.

Beim Vergleich der Tiere lieRen sich Ahnlichkeitskoeffizienten zwischen 60 und 100 %
ermitteln. Auf Basis dieser Ahnlichkeitskoeffizienten wurde eine Clusteranalyse nach dem
UPGMA-Verfahren durchgefiihrt, um die Tiere entsprechend ihrer genetischen Ahnlichkeit
in Gruppen zusammenzufassen. In Abb. 39a bis e sind diese Clusteranalysen fir die
einzelnen Primerkombinationen dargestellt.

Wenn alle mit den 5 Primerkombinationen erzielten Banden (insgesamt 314
Banden) mit Hilfe von GelCompar verrechnet wurden, dann lagen die nach DICE (1945)
ermittelten genetischen Ahnlichkeiten zwischen den A. mali-Tieren aus verschiedenen
Populationen zwischen 80 und 92 % (Abb. 40).



Abschlussbericht Regulierung von Apfelsdgewespe und Blutlaus im Okologischen Obstbau

67

Insgesamt war in den Dendrogrammen keine eindeutige Auftrennung der Tiere nach
ihrer geographischen Herkunft sichtbar. Eine Ausnahme bildeten Tiere der Herkunft
Niederlande, die eine eigenstandige Untergruppe bildeten (vgl. Abb. 39d und Abb. 40).
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Abb. 39: Graphische Darstellung der genetischen Ahnlichkeiten (%) von A. mali-Tieren
aus 6 verschiedenen geographischen Herkinften nach AFLP-Analyse mit 5

unterschiedlichen Primerkombinationen.

Die Clusteranalyse wurde nach dem

UPGMA-Verfahren durchgefiihrt. Datengrundlage bilden AFLP-Fragmente, die mit
a) der Primerkombination E16/M17, b) der Primerkombination E16/M18, c) der
Primerkombination E16/M19, d) der Primerkombination E16/M25 und e) der
Primerkombination E16/M35 (siehe nachste Seite) erzeugt wurden.
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Abb. 39 Fortsetzung.

Abb. 40: Graphische Darstellung der

genetischen Ahnlichkeiten (%)
von A. mali-Tieren aus 6
verschiedenen geographischen
Herkinften nach AFLP-Analyse
mit 5 unterschiedlichen Primer-
kombinationen. Datengrundlage
bilden 314 AFLP-Fragmente. Die
Clusteranalyse wurde nach dem
UPGMA-Verfahren durchgeflihrt.

Insgesamt zeigten die AFLP-Analysen aber, dass sich alle untersuchten A. mali-

Tiere genetisch sehr ahnlich waren. Auffallig ist dabei, dass sich selbst die Tiere einer
Laborzucht (BBA), von denen anzunehmen ist, dass sie aufgrund von Laborzucht-
bedingungen genetisch sehr homogen sein sollten, nicht deutlich von den Ubrigen Frei-
landtieren unterschieden.
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PCR-RFLP der ITS2-Region

Mit Hilfe der eingesetzten Primer konnte unter den gewahlten Bedingungen bei allen
DNAs der untersuchten A. mali-Tiere eine spezifische Bande der ITS2-Region Uber eine
PCR amplifiziert werden (Abb. 5). Diese Bande hatte bei allen Tieren (aus verschiedenen
Herklnften) eine GroRe von etwa 510 bp. Auffallig war das Auftreten einer kurzen
zusatzlichen Bande (etwa 150 bp groRR) bei den Tieren der Herkunft Niederlande. Im
Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte allerdings nicht geklart werden, um
welche Genregion es sich bei dieser kurzen Bande handelte.

M AL BBA BOD KAN NL STG o .
1 27 2 e Abb.41: Amplifikation einer etwa 510 bp

groBen Bande der ITS2-Region bei
jeweils 2 A. mali-Tieren aus unter-
schiedlichen geographischen Herklnf-
ten. AL: Altes Land; BBA: Laborzucht;

o

750 BOD: Bodensee; KAN: Kanada: NL:
ggg Niederlande; STG: Stuttgart. M be-

zeichnet einen Molekulargewichtsstan-
dard (1 kb Ladder), die GroRRe einiger
Banden ist angegeben (in bp).

Nach Uberpriifung einer gelungen Amplifikation der ITS2-Region auf einem
Agarosegel (Abb.41) wurde das PCR-Produkt mit drei unterschiedlichen Restriktions-
enzymen verdaut. Mit den Enzymen EcoRI und Pstl konnte das Produkt nicht gespalten
werden. Das Restriktionsenzym Taql spaltete das ITS2-PCR-Produkt bei allen Tieren
einmal, so dass zwei Banden mit einer GroRe von etwa 260 und 240 bp auf einem
Agarosegel sichtbar waren. Zwischen den A. mali-Tieren aus unterschiedlichen geo-
graphischen Herkiinften bestand hierbei kein Unterschied, d.h. ein Verdau des ITS2-PCR-
Produktes mit Taql war nicht zur Unterscheidung von Tieren einzelner Herkunfte
geeignet.

Diskussion

Insgesamt ist eine fir Freilandsammlungen aus unterschiedlichen Regionen sehr
grol’e genetische Homogenitat zu beobachten, die einzelnen Herkinfte unterscheiden
sich nur unwesentlich. Einzige Ausnahme scheinen die Tiere aus den Niederlanden zu
bilden, die sowohl nach AFLP-Analysen eine einzelne Unterguppe bilden (Abb. 4) als
auch eine zusatzliche Bande nach Amplifikation der ITS2-Region zeigen (Abb. 5). Die
Existenz verschiedener Biotypen kann nach diesen Untersuchungen nicht vdllig
ausgeschlossen werden. Sie weisen jedoch darauf hin, dass die untersuchten Tiere aus
den verschiedenen Herklinften/Populationen relativ dhnlich sind und keine stark ausge-
pragten regionalen Genotypen mit vdéllig unterschiedlichem Erbmaterial existieren. Die
Untersuchungen von MOLS und BOERS (2001), die kanadische und hollandische
Biotypen mit unterschiedlichen Temperaturschwellen unterschieden, werden durch diese
Ergebnisse nicht widerlegt. Die deutschen Blutlauszehrwespen waren dann aber eher
dem kanadischen als dem hollandischen Typus zuzuordnen. Bei der erwahnten Studie
MOLS und BOERS (2001) ist grundsatzlich auch zu berlcksichtigen, dass die
Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf die Blutlauszehrwespen nicht in einem
Experiment gleichzeitig erhoben wurden sondern dass neu erhobene Daten zu den
kanadischen Zehrwespen mit alteren Literaturdaten zu den hollandischen Zehrwespen
verglichen wurden.
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse gehen direkt in die Beratungsempfehlung fir die Okologischen
Obstbaubetriebe mit ein. In jedem Jahr wurde aufgrund der neuen Erkenntnisse die Bera-
tungsempfehlung flir die Betriebe zur Regulierung der Sagewespe Uberarbeitet. Bei den
Treffen der Versuchsansteller war zu diesem Zweck auch die Beratung (Beratungsdienst
Okologischer Obstbau e.V., die anderen Beratungseinrichtungen waren auch als Ver-
suchsansteller beteiligt) vertreten. Erfahrungen und Fragen aus der Praxis flossen so
auch in die Versuchsanstellung mit ein.

Die Ergebnisse wurden so umgesetzt und angewendet. Sie wurden 2003 und 2004
an der Okologischen Obstbautagung sowie an regionalen Veranstaltungen zum
Okologischen Obstbau der Praxis vorgestellt.

Aulerdem wurde ein Foliensatz mit den Ergebnissen und der daraus abzuleitenden
Beratungsempfehlung flir die Beratung erstellt.

Publikationen

H. Bathon, J. Kienzle, K. Yamada, C.P.W. Zebitz, K.Klopp, J. Zimmer, P. Ternes, H.
Vogt (2003): Untersuchungen zur Regulierung der Apfelsagewespe Hoplocampa
testudinea Klug im Okologischen Obstbau. Poster an der Entomologentagung der
DGaaE, Halle/Saale, 24.-28.3.2003.

Jutta Kienzle, Horst Bathon, Jirgen Zimmer, Karsten Klopp, Harald Rank;
Kazuhisha Yamada, Claus P.W. Zebitz, Pia Ternes, Heidrun Vogt: Neue Ergebnisse zur
Regulierung der Apfelsagewespe im Okologischen Obstbau. Oko-Obstbau 1/03: 19-24
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C.P.W.; Ternes, P.; Vogt, H.: Control of the apple sawfly Hoplocampa testudinea Klug in
organic fruit growing and possible side effects of control strategies on Aphelinus mali
Haldeman and other beneficial insects. Proceedings 11 th International Conference on
Cultivation Technique and Phytopathological Problems in Organic Fruit Growing, Weins-
berg, 2004: 7-14.

Jutta Kienzle, Horst Bathon, Jirgen Zimmer, Karsten Klopp, Harald Rank;
Kazuhisha Yamada, Claus P.W. Zebitz, Pia Ternes, Heidrun Vogt: Neue Ergebnisse zur
Regulierung der Apfelsdgewespe im Okologischen Obstbau 2004. Oko-Obstbau 1/04, in
Vorbereitung

Kienzle, J.; Bathon, H.; Zebitz, C.P.W.; Yamada, K.; Klopp, K.; Zimmer, J.; Vogt, H.;
Ternes, P.: Regulierung der Apfelsdgewespe mit Quassiaausziigen im Okologischen
Obstbau. Angemeldeter Beitrag zur 54. Deutschen Pflanzenschutztagung in Hamburg
vom 20.-24.9.04.

4 Zusammenfassung

Ziel des Projekts war es, die bestehenden groRen Unsicherheiten beziiglich Qualitat
und Terminierung, Kombinationsmoglichkeit mit anderen Praparaten sowie
Nebenwirkungen auf die Blutlauszehrwespe und andere Niitzlinge des traditionell zur
Regulierung der Sdgewespe eingesetzten Quassiaholzauszuges auszuraumen.

Des weiteren sollten mogliche Managementstrategien fir eine Férderung der
Blutlauszehrwespe auf ihre Praxistauglichkeit Uberprift und gegebenenfalls optimiert
werden.
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Folgende Erkenntnisse wurden aus dem Projekt gewonnen und sind fur die Praxis
relevant:

Quassia wirkt vor allem auf die Larven der Apfelsdgewespe. Wichtig ist daher, dass
Quassia ausgebracht wird, bevor die ersten Larven schllipfen. Das Eistadium zum
Ausbringtermin ist nicht von Bedeutung, die Eier mussen auch nicht direkt getroffen
werden (d.h. eine Ausbringung kann, wenn die Blite offen ist, auch vor Ende der
Eiablage erfolgen).

Die wichtigsten aktiven Inhaltsstoffe Quassin und Neoquassin wirken unterschiedlich
stark: Besonders bei alteren Larven ist die Wirkung von Neoquassin schlechter. Sie
I&sst sich auch durch eine héhere Aufwandmenge nicht verbessern.

In verschiedenen H&lzern waren Quassin und Neoquassin in unterschiedlichem
Verhaltnis vorhanden.

Zur Beurteilung der Qualitat von Quassiaholz missen Quassin und Neoquassin daher
getrennt bewertet werden (Sekundarbefall!).

Eine Empfehlung fur die Selbstherstellung von Quassia mit moglichst hoher Ausbeute
wurde erarbeitet.

Eine Behandlung mit Quassia-Extrakt vor starkem Regen ist wirksam.

Es gibt einerseits Hinweise, dass auch geringe Aufwandmengen schon sehr gut
wirken, andererseits gibt es auch Falle, wo erst sehr hohe Aufwandmengen (18 g/ha)
eine ausreichende Wirkung zeigten. Hier sind noch weiterflihrende Untersuchungen
notwendig, um der Praxis gesicherte Empfehlungen fir den Einsatz niedrigerer
Aufwandmengen geben zu kdnnen (Spritztechnik!).

Zwei Behandlungen sind wohl in den meisten Fallen nicht notwendig, es muss aber
noch untersucht werden, inwieweit zweimal behandelt werden muss, wenn bei der
ersten Spritzung ein Teil der Bluten noch geschlossen ist.

Die Kombination von Quassia mit NeemAzal-T/S scheint wenig sinnvoll, da Quassia
auch den Sekundarbefall reduziert

Bei Quassia-Behandlungen sind im Freiland keine Nebenwirkungen auf die Blutlaus-
zehrwespe sowie den Gemeinen Ohrwurm, den Siebenpunkt-Marienkafer und die Flor-
fliege zu erwarten.

Die Strategie, Blutlauszehrwespen bereits im Sommer in den Anlagen zu sammeln und
ins Kuhllager zu bringen, ist nicht praxistauglich, da diese Tiere im Kihllager die Zeit
bis zum Frihling nicht Gberdauern kénnen.

Eine Induktion der Diapause und darauffolgende Lagerung friiher Stadien, die im
Freiland gesammelt wurden, ist auch unter den Bedingungen eines professionellen
Nutzlingszichters nicht mdglich, da die Temperatur bei der Eiablage bereits die
Induktion der Diapause massgeblich beeinflusst, so dass mit Freilandmaterial aus dem
Spatsommer fast nie eine Diapauseinduktion erreicht werden kann.

Die Nebenwirkungen weiterer im Okologischen Obstbau verwendeter Préparate auf
Blutlauszehrwespen wurden in einem ersten Versuch abgeschatzt. Bei Netzschwefel-
und Kupferpraparaten kann eine starke Nebenwirkung im Freiland weitgehend
ausgeschlossen werden. Bei Schwefel-Kalk-Brihe sind weitere Untersuchungen
notwendig, um eine Aussage Uber eine mogliche Schadigung der Zehrwespen im
Freiland zu ermdglichen.

Die Populationen der Blutlauszehrwespe aus verschiedenen Regionen in Deutschland,
Holland und Kanada sind genetisch weitgehend homogen. Nur die hollandische
Population unterschied sich etwas von den anderen Herklinften. Es gibt bisher keine
Hinweise auf stark unterschiedliche regionale Biotypen.
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5 Gegenuberstellung der urspriunglich geplanten zu den
tatsachlich erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf
weiterfuhrende Fragestellungen

Die Gegenuberstellung erfolgt anhand der im Projektantrag formulierten wissenschaftlich-
technischen Arbeitsziele.

e Uberschlag Uber das quantitative Vorkommen der wichtigsten aktiven Inhaltsstoffe in
einer GroélReren Stichprobe von auf dem Markt angebotenen Quassiaholz: Ziel
erreicht.

e Optimierung der Anleitung zur Selbstherstellung von Quassiaauszligen: Ziel erreicht.

e Ergebnisse zu den Effekten der wichtigsten aktiven Inhaltsstoffe von Quassia auf
verschiedene Eireifungsstadien der Sagewespe (Terminierung, Anzahl Behand-
lungen), auf die Blutlauszehrwespe und andere relevante Nutzlinge: Ziel erreicht.

e Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve mit definierten Quassia-Extrakten im Freiland:
Erste Ansitze, Ziel noch nicht volistindig erreicht.

e Erarbeitung von ersten Anhaltspunkten zur Notwendigkeit von Doppelbehandlungen
bei zwei Schlupfhéhepunkten der Sagewespe: Erste Anhaltspunkte, aber noch
keine definitive Aussage moglich.

e Erarbeitung einer optimalen Kombinationsstrategie von Quassia mit NeemAzal-T/S
(Kostenminimierung) unter Berlicksichtigung der Nebenwirkungen auf Nuitzlinge: Ziel
erreicht, Kombination nicht notwendig.

e Evaluierung einer Arbeitsversion eines Modells zur Embryonalentwicklung der
Sagewespenlarven (Graf, Wadenswil) auf Tauglichkeit zur Integration in die
Bestimmung des Einsatztermins von Quassia: Erste Anhaltspunkte, wird von
Praxis fortgefiihrt.

e Evaluierung der Moglichkeit einer Optimierung der Effizienz der Blutlauszehrwespe
durch Verfrihung des Schlupfes wahrend der kihlen Friihsommerperiode durch
~Warmstellen“: Konnte witterungsbedingt nicht durchgefiihrt werden.

e Evaluierung der Moglichkeit/Notwendigkeit, in den Regionen Material zur Uberwin-
terung der Blutlauszehrwespe vor Saisonende zu entnehmen (zu Saisonende sind je
nach Witterungsverlauf oft nur wenige Zehrwespen im zur Uberwinterung geeigneten
Stadium vorhanden): Ziel erreicht, Verfahren definitiv nicht praktikabel.
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