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Zusammenfassung

Der Kalifornische Blutenthrips Frankliniella occidentalis Pergande (engl.: Western
Flower Thrips, Thysanoptera: Thripidae) gehért zu den bedeutendsten
Schadinsekten im Gemise- und Zierpflanzenbau im geschitzten Anbau,
insbesondere aufgrund seines extrem breiten Wirtsspektrums im Bereich
O0konomisch wichtiger Kulturen. Eine effiziente Kontrolle von F. occidentalis stellt
sich als &auflerst schwierig dar. Faktoren wie hohe Mobilitat, versteckte
("kryptische") Aufenthaltsorte wie Bluten und Knospen auf der Pflanze,
bodenbewohnende  Entwicklungsstadien  (Praepuppe, Puppe), kurze
Generationsdauer und insbesondere zunehmende Resistenzen gegen

synthetische, insektizide Wirkstoffe machen ihn schwer bekampfbar.

Im Rahmen des biologischen Pflanzenschutzes haben entomopathogene
Nematoden (EPN) als Gegenspieler einige viel versprechende Ansatze geliefert.
Ziel dieser Dissertation ist die Optimierung der Effizienz dieser Nematoden und
die Integration in ein zu entwickelndes Bausteinkonzept der biologischen
Schadlingsbekdmpfung. Hierbei soll die Bodenapplikation der EPN
(Heterorhabditis bacteriophora und Steinernema feltiae) durch Additive optimiert
werden. Augenmerk liegt auf dem Einsatz von "Chitosan’, einem Naturprodukt
hergestellt aus dem nachwachsenden Rohstoff Chitin, dem bereits durch diverse
Studien die Eigenschaft eines Elicitors (Molektl, das noch in sehr geringer
Konzentration bei Erregerbefall eine Abwehrreaktion in der Pflanze auslost)

gegen pflanzenpathogene Organismen nachgewiesen wurde.
Versuche mit Chitosan (Chitosan als Pflanzenstarkungsmittel)

Zunachst sollte nun in  Mikrokosmos-Versuchen an Bohnenpflanzen
(Buschbohne Phaseolus vulgaris var. “Speedy’) geklart werden, ob eine alleinige
Applikation von Chitosan (ohne Nematoden) einen Effekt auf den Befall bzw. die
Vermehrung von Thripsen hat. Zunachst zeigten sich leichte Effekte auf den
Entwicklungszyklus (bzw. den Ubergang zum bodenbdurtigen
Entwicklungsstadium) und die Anzahl an Thripsen. Diese Ergebnisse konnten
jedoch in einem weiteren Versuch (mit optimiertem Versuchsdesign) nicht
bestatigt werden. Ein Einfluss einer alleinigen Behandlung mit Chitosan ohne

Nematoden auf den Thripsbefall wurde ausgeschlossen.



Versuche mit Chitosan und entomopathogenen Nematoden (Chitosan zur

Effizienzsteigerung der Nematoden)

Weiterfihrende Versuche sollten nun zeigen, ob Chitosan in der Lage ist, die
Effizienz der entomopathogenen Nematoden zu erhdhen. Nach Zusatz von
Chitosan zeigte sich eine signifikante Effizienzsteigerung der entomopathogenen
Nematoden (H. bacteriophora und S. feltiae) bei der Bekdmpfung von
F. occidentalis im Mikrokosmos-System. Diese &auf3erte sich durch eine

niedrigere Anzahl an Thripsen der nachfolgenden Generation.

Versuche zum Wirkungsmechanismus

Um zunéachst einen direkten Effekt von Chitosan auf Thripse auszuschliel3en,
wurde eine Reihe von verschiedenen Experimenten durchgefiihrt. Da eine
Wirkung als Kontaktgift in Form von erhohter Thripsmortalitdt bereits von
anderen Studien ausgeschlossen wurde, sollte zunachst ein Feeding Test direkte
Toxizitdt nach oraler Aufnahme untersuchen. Jedoch zeigte sich bei
F. occidentalis keine erhdhte Mortalitdt nach oraler Aufnahme einer Chitosan-
Losung (selbst bei  10-facher  Konzentration der  praxisublichen
Anwendungsmenge). Desweiteren wurden mogliche Auswirkungen einer
Pflanzenbehandlung mit Chitosan auf das Verhalten der Thripse untersucht. Ein
Choice-Test zeigte hier, dass eine Chitosan-Behandlung von Bohnenpflanzen

keine Auswirkungen auf die Wirtswahl oder die Eiablage von F. occidentalis hat.

Um nun zu klaren, ob Chitosan einen direkten Einfluss auf die
Parasitierungsleistung entomopathogener Nematoden hat, wurde zunachst ein
Virulenz-Test mit dem Modellorganismus Tenebrio Molitor durchgeftihrt. Hierbei
wurde nur ein geringer Einfluss auf den Parasitierungsverlauf beobachtet. Die
kumulative Uberlebensrate von T. molitor unterschied sich nur in der S. feltiae-
Variante mit Chitosan-Behandlung signifikant zu allen H. bacteriophora-
Varianten. Schliellich sollte ein Agilitatstest zeigen, ob Chitosan die Mobilitat der
Nematoden beeinflusst. Die Ergebnisse deuteten darauf hin, dass eine Chitosan-
Behandlung keine Auswirkung auf die Agilitat von S. feltiae hat. Jedoch
verursachte Chitosan eine deutliche Verlangsamung der Migration von
H. bacteriophora.



Schlagworter:  Entomopathogene Nematoden, Chitosan, Kalifornischer

BlUtenthrips



Summary

The Western Flower Thrips; Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera:
Thripidae), is one of the most important insect pests in protected cultivation of
vegetable and ornamental crops. The latter is caused by its extremely wide host
range within economically important crops. An efficient control of F. occidentalis
proves extremely difficult to implement. Factors such as high mobility, hidden
("cryptic”) habitats like flowers and buds on plants, soil-dwelling developmental
stages (prepupae, pupae) and a short generation time make it difficult to control.
Aggravating this situation, F. occidentalis has developed resistance to several

synthetic, insecticidal active ingredients.

In the context of biological control, approaches employing entomopathogenic
nematodes (EPN) as natural enemies have shown some promising results. Aim
of this thesis was to optimize the efficiency of the use of EPN as well as its
integration in a modular biological pest control concept. Here, the soil application
of EPN (Heterorhabditis bacteriophora or Steinernema feltiae) was optimized by
additives. In this sense, the research focused on the use of 'Chitosan’, a natural
product made from renewable raw material chitin. This substance has already
demonstrated properties of an elicitor (a molecule which induces a defense
reaction within plants after pathogen attack even at very low concentrations)

against plant pathogenic organisms.

Experiments with chitosan (chitosan as plant strengthener)

Introductory microcosm experiments on bean plants (Phaseolus vulgaris bush
bean var. 'Speedy') were conducted to clarify whether an exclusive application of
chitosan (without nematodes) has an effect on thrips infection onset but also on
their reproduction. Initially, slight effects on the life cycle (or the transition to soil-
borne stages of development, resp.) and the number of thrips were observed.
However, these results could not be confirmed in a second experiment (with
optimized experimental design). In conclusion, an effect of an exclusive treatment

with chitosan (without nematodes) on thrips infestation was excluded.

Experiments with chitosan and entomopathogenic nematodes (chitosan for

increasement of nematode efficacy)



Current experiments were set up in order to demonstrate whether chitosan is
able to increase the efficacy of entomopathogenic nematodes. After adding
chitosan in microcosm systems, a significant increase of the nematode efficacy
(H. bacteriophora or S. feltiae) for the control treatment of F. occidentalis was
observed. This resulted in lower number of thrips of the next generation on the

plants.

Experiments concerning mode of action

To rule out direct effects of chitosan on thrips, a set of different experiments had
to be conducted. Since a mortality effect of chitosan on thrips as contact
pesticide was excluded by other studies, initially, a supplementary feeding test
was performed. The objective was to investigate direct toxicity after oral uptake.
After the evaluation, no mortality of F. occidentalis was observed (even at 10-fold
concentration of the recommended application rate). Additionally, in order to
investigate possible effects of plant treatments with chitosan on behavior of
thrips, a choice test was carried out. The results point out no effect on host
selection or oviposition of F. occidentalis after a chitosan treatment of bean

plants.

In order to elucidate possible effects of chitosan on nematodes, further
experiments were performed. At first, to clarify if chitosan has a direct effect on
the parasitation capability of entomopathogenic nematodes, a virulence test with
the model organism Tenebrio molitor was conducted. As main result, only a slight
influence on the parasitation process was observed. The cumulative survival rate
of T. molitor differed significantly only in the S. feltiae-variant plus chitosan
treatment to all H. bacteriophora-variants. Finally, in an agility test it was
investigated whether the addition of chitosan to the nematode solution affects
their mobility. The results suggest no effect of a chitosan treatment on the
mobility of S. feltiae. In contrast, a chitosan treatment caused a significant

slowdown of the migration of H. bacteriophora.

Key words: Entomopathogenic nematodes, chitosan, Western flower thrips



Abkilrzungen

CaCVv Capsicum Chlorose Virus

EPN Entomopathogene Nematoden

H.b. Heterorhabditis bacteriophora

1J Infective Juvenile

IRAC Insecticide Resistance Action Committee
L1, Lo, L3 Larvenstadium 1, 2, 3

L:D Light:Dark

LDso Mittlere Letale Dosis

LSD Least Significant Difference

NPK Pflanzendiinger mit Stickstoff (N), Phosphat (P) und Kalium (K)
PAL Phenylalanin-Ammonium-Lyase

PCR Polymerase Chain Reaction

PR Pathogen-Related

RH Relative Humidity

SAR Systemic Aquired Resistance

S.f. Steinernema feltiae

SF Standard Fehler

TSWV Tomato Spotted Wilt Virus

uv Ultraviolett

var. Varietat




1

Inhaltsverzeichnis
y N o] (8T 7AW ] o 1= o [P Vi
1 BINIEIUNG ettt 1
11 Biologie des Kalifornischen BIUtENtNFIPS .......cccoeiieiiiiiciic e 1
1.2 Phytomedizinische Bedeutung und Probleme bei der Bek&dmpfung.........cccccoovivencnenne. 2
1.3 Chemische BEKAMPTUNG ....ccvviiiieiece ettt be e ae e anee s 5
14 Alternative Bek&mpfungsmOgliChKEITEN ...........ccooiiiiiiiieie e 7
15 Bi0l0gische BEKAMPTUNG........couiiiiiiiiie e 10
T R o =T o L0 =1 T PO U RSP PT PR PPRT PSP 10
T T ] 1 (0 (o[- SRR 12
1.5.3  ENtomOpPathogene PlZE........c..ociiiiiiiie ettt sttt te et 12
1.5.4  Kombination VON NUEZIINGEN ...c.eiiiiiiiie s 13
1.5.5 Allgemeine Probleme der biologischen Thrips-Bekampfung mit Nutzlingen..........ccccocvevieninnne 14
15.6  Entomopathogene Nematoden (Al10.) . ...covoveiiiiiiiiiiieic s 16
1.5.7  Entomopathogene Nematoden zur Bekdmpfung des Western Flower Thrips........c.cccooevevveinenne, 17
1.5.8  Pflanzenstirkungsmittel und das Prinzip der induzierten ReSIStENZ ...........cceiiiviiiiiiiiciieiienn 17
159  Entomopathogene Nematoden kombiniert mit ChitOSan ...........coceeviriiiiiiiiiniciec s 21
1.6 F AN g 0 T= T 6] )Y o1 1 T SRR 22
2 Material und MethOden .......ccooiiiiiiiiii e 24
21 VersUCNSMATEIIAL ........ooiiieie et 24
2.1.1  ANnzucht VON F. OCCIAENTAIIS. .......eeieieiieiie et 24
2.1.2  INBMALOGEN. c..cteeeee ettt b bR ettt R bR n e 25
2.1.3  PAANZENMELEITAL ........oieieee et 26
2.1 4 CREOSAN....ct vttt Rt R R e 27
2.2 Versuche MIt CRITOSAN........cciiiiee ettt nee e 28
2.2.1  Mikrokosmos-Experiment (Bodenabwanderung, mit Klebefallen) ..........cccoovvviniiiiiiininenn 28
2.2.2  Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Eklektoren).............ccccoeneeee. 30
2.2.3  Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Lebendfang-Eklektoren) ........ 31
2.3 Versuche mit Entomopathogenen Nematoden...........cccocceivieievie i e e 35
Mikrokosmos-Experiment zur Bestimmung der AppliKationSMENge .........c.cooveieiiiiiiiiieicieeeseseei 35
2.4 Versuche mit entomopathogenen Nematoden in Kombination mit Chitosan .............. 37
Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Lebendfang-Eklektoren)............ccc....... 37
2.5 Versuche zum WirkungsmechaniSmus............coeiiiiiiiiieie e 39
TN 1= o T o T I SRR P PP 39
T O 1 To o= T I PR 41
2.5.3  VITUIBNZ TESE ...ttt ettt e b et 42
254 AGIHEAISTEST. ...ttt bbb bbbt 45
2.6 STATISTISCNE ANGIYSE ...t sr e nne e 48
3 ErQEDNISS . 50
3.1 Versuche MIt CRITOSAN........ccciiiiiie et 50
3.1.1  Mikrokosmos-Experiment (Bodenabwanderung, mit Klebefallen) ............cccoovniiiniiiinicnnn 50
3.1.2  Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Eklektoren)............cccccvenneene. 53
3.1.3  Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Lebendfang-Eklektoren)........ 54
3.2 Versuche mit Entomopathogenen Nematoden..........cccooveieeieeii e 61
Mikrokosmos-Experiment zur Bestimmung der AppliKationSmeNge .........covvveiieiiiiieiiieeieieeenesee s 61
3.3 Versuche mit entomopathogenen Nematoden in Kombination mit Chitosan .............. 68

Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit Lebendfang-Eklektoren)...................... 68



VIl

3.4 Versuche zum WirkungsmeChaniSImMUS..........cocveiiie i 77
K I R 1= o oo T TSP PT TP UR 77
IR O oY (oY I R 78
O T VA 1 (V1 110 VA =) AR 79
I Ao 11 17 151 1) PSS 98

4 (D TEY O EToT [0 ] R 104

4.1 Chitosan-Effekt auf F. 0CCIAENTANIIS .......ooeeiviirieieee et 104

4.2 Chitosan-Effekt auf entomopathogene Nematoden...........ccccocoeviveiiee v, 108

4.3 ProdUKEQUATTTAT ......c.eoviiiiieee e 115
5 Fazit & SChlusSSTOlgerung ......cooooi i 120
B ANNANG o 127

7 AbDbiIlduNgSVErzeiChNiS ......uuiiiii 131
8 TabelleNVEIZEICHNIS e e 136
9 (I L= = L 1O R 139



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Biologie des Kalifornischen Blutenthrips

Der Kalifornische Blutenthrips gehort zur Ordnung der Thysanoptera. Mit einer
Dominanz tropischer Spezies treten diese weltweit auf (Morse & Hoddle, 2006),
wobei die Ordnung Frankliniella, zu der auch F. occidentalis gehort, weltweit die

verbreitetste Art darstellt.

Als adultes Tier erreicht F. occidentalis von der Spitze der Antennen bis zum
Ende des Abdomens eine Lange von 0,9-1,4 mm (Tommasini & Maini, 1995).
Der Lebenszyklus umfasst das Ei-Stadium, zwei Larven-Stadien mit
Nahrungsaufnahme (L1 und L2), zwei Puppen-Stadien ohne Nahrungsaufnahme
(Préapuppe und Puppe) und schlie3lich das adulte Tier (Gaum et al., 1994). Das
adulte Weibchen positioniert seine Eier mit Hilfe eines Ovipositors im
Parenchym-Gewebe von Blattern, Bliten und Frichten. Die frisch geschlipfte Li-
Larve beginnt sofort mit der Nahrungsaufnahme. Die L2-Larve ist gegentiber dem
L:-Stadium deutlich bewegungsaktiver und hat eine bis zu dreimal hohere
Saugtatigkeit (Tommasini & Maini, 1995). Zum Ende der Larvalphase bewegt
sich die spéate Lo.Larve gesteuert durch positive Geotaxis und negative
Phototaxis von der Pflanze weg hin zum Boden, wo sie zur Prapuppe reift
(Arzone et al., 1989). Frankliniella ist jedoch auch beféhigt, sich direkt auf der
Wirtspflanze in geschitzten Bereichen (Blattachseln, Blitenknospen) zu
verpuppen (Kirk, 1997a). Die Prapuppe sowie auch die Puppe nehmen keine
Nahrung auf und sind aul3er bei Stérung bewegungslos (Lewis, 1973). Erst nach
der letzten Hautung zum adulten Tier verlasst der Thrips den Boden. Positive
Phototaxis und negative Geotaxis fuhren in Bestanden zur direkten Besiedlung
der Wirtspflanzen oder zum Dispersionsflug. Je nach klimatischen Bedingungen
produziert F. occidentalis im Gewéachshaus bis zu 15 Generationen pro Jahr
(Zegula et al., 2003).



Einleitung 2

1.2 Phytomedizinische Bedeutung und Probleme bei der

Bekampfung

Frankliniella occidentalis ist zu einem weltweit bedeutenden Schaderreger im
Gemise- und Zierpflanzenbau geworden (Kirk, 2001). Die Art Frankliniella ist mit
Uber 160 Spezies die zweitgro3te in der Familie der Thripidae. Nahezu alle
haben ihren Ursprung in Amerika (Nakahara, 1997). Seit seinem ersten
Auftauchen in niederlandischen Gewachshausern 1983 hat sich F. occidentalis
sehr schnell Uber den gesamten europdischen Kontinent ausgebreitet
(Tommasini & Maini, 1995). Die Verbreitungsgeschwindigkeit erreichte dabei bis
zu 250 km / Jahr (Moritz, 2006). Diese Geschwindigkeit ist mit natdrlicher
Verbreitung unvereinbar und so gilt es als sicher, dass sich F. occidentalis
hauptsachlich passiv durch Transport von Pflanzenmaterial verbreitet hat (Kirk &
Terry, 2003). Aufgrund einer aufRerst effizienten Kombination von aktiver und
passiver Mobilitat sind jedoch in hoheren Lagen bedingt durch Luftturbulenzen
und starkem Wind Verbreitungen tber hunderte bis tausende Kilometer moglich
(Moritz, 2006). In den gemaligten winterkalten Klimaregionen wie Mitteleuropa
ist F. occidentalis nur in Gew&chshausern dauerhaft verbreitet, in warmeren
Klimaten ist die Art auch in der Lage im Freien zu tberwintern (Tommasini &
Maini, 1995). Frankliniella occidentalis ist ein polyphages Insekt und ernahrt sich
durch Saugtatigkeit an Blattern, Bliten und Frichten von Gemlse, Zierpflanzen
und anderen Gartenbau-Kulturen, ebenso an Obstbaumen sowohl im
Gewaéchshaus als auch im Freiland (Kirk, 1997b; Tommasini & Maini, 1995). Im
Gegensatz zu Blattlausen oder Weil3en Fliegen, die mittels langer Stechborsten
aus Phloemelementen Nahrung passiv und aktiv aufnehmen, saugen Thripse nur
aktiv den Inhalt angestochener peripherer Zellen aus (Lewis, 1973). Thripse
wechseln auch nicht wie Blattlause zwischen interzellularer und intrazellularer
Penetration. Sie stof3en durch die obere Epidermis in die ndchstgelegene Schicht
des Parenchymgewebes (Palisaden-Parenchym). Der Inhalt dieser sub-
epidermalen Zellen wird teilweise oder vollstandig aufgesaugt (Harrewijn et al.,
1996). Thripse haben einzigartige, asymmetrische Mundwerkzeuge bestehend
aus einer einzelnen linken Mandibel und einem Paar Maxillen (Chisholm & Lewis,

1984). Die rechte Mandibel ist bis auf einzelnes Mandibelbasissklerit stark
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reduziert (Moritz, 2006). Mit der linken Mandibel wird eine Initial6ffnung im
Pflanzengewebe geschaffen (Chisholm & Lewis, 1984). Die Laciniae
(Stechborsten) der Maxillen werden neben der Mandibeleinstichstelle
eingestochen. Dadurch entsteht die typische 8-formige Verletzung. Durch
Pumpbewegung des Cibariums wird der Nahrungssaft aufgenommen. Die durch
den Einstich der Mandibel entstandende Initial6ffnung entlasst dabei den
Unterdruck der Pflanzenzelle (Moritz, 2006). Beim einem Adulten Limothrips
cerealium wurde z. B. eine Pflanzensaftaufnahme von 8,5*10° ul / min pro
Saugakt gemessen, was einer Nahrungsaufnahme &quivalent zu ca. 12,5 % des
Korpergewichts pro Stunde entspricht (Chisholm & Lewis, 1984). Der dabei
entstehende Schaden reicht von Silberglanz auf Blattern (entsteht durch
Lufteinschlisse in ausgesaugten Zellen), Narben auf Friichten und Blattern, Uber
Deformationen und Wachstumsminderung einzelner Pflanzenteile bis hin zum
vollstandigen Ernteverlust (Fung et al., 2001; Hunter & Uliman, 1989; Tommasini
& Maini, 1995; Vandijken et al.,, 1994). AuRerdem fuhren durch Thripse
verursachte Narben und Kottropfen zu kosmetischen Schéden, welche Blatter,
Frichte und Bliten bzw. ganze Pflanzen im Marktwert mindern oder sie sogar
unverkauflich machen (Loomans & van Lenteren, 1995; Rosenheim et al., 1990).
Zusatzlich zu diesen direkten Schaden verursacht F. occidentalis indirekten
Schaden durch die mechanische Ubertragung einer Reihe mikrobieller
Pathogene. So kdnnen Thripse Pilzsporen und Bakterien an den mikro-
morphologischen Strukturen ihrer Chitinoberflache transportieren (Moritz, 2006),
die dann in die Pflanze durch die Einstichlécher der Thripse eindringen kénnen
(Tommasini & Maini, 1995). Als Beispiel fur pilzliche Pathogene ware der
Zusammenhang zwischen Fusarium-Erkrankung an Mais und einem
Frankliniella-Befall zu nennen (Farrar & Davis, 1991). Aber auch Bakterien wie
Erwinia amylovora kdénnen durch Thripse im Allgemeinen Ubertragen werden
(Bournier, 1983) und wurden auch auf F. occidentalis nachgewiesen (Moritz,
2006). Von grol3erer Bedeutung ist aber die Funktion als Vektor von pflanzlichen
Viren. So ubertragt er u.a. Viren von mindestens vier Gattungen: llarviren,
Sobemoviren, Carmoviren und Tospoviren (Whitfield et al., 2005). Der
okonomisch bedeutendste Vertreter ist das zu den Tospoviren gehdrende
Tomaten-Welke-Virus (Tomato Spotted Wilt Virus) (German et al.,, 1992;
Goldbach & Peters, 1994). Das Genus Tospovirus beinhaltet 14 bekannte
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Spezies, welche priméar auf der Basis ihrer serologischen Eigenschaften und
Aminosaure-Sequenzen der viralen Strukturproteine unterschieden werden
(Whitfield et al., 2005). Sie verursachen eine persistente, nicht letale aber
lebenslange Infektion ihres Wirtes (German et al., 1992). Adulte Thripse kénnen
das Tomaten-Welke-Virus nur Utbertragen, wenn sie es wahrend des Larven-
Stadiums aufgenommen haben. Selbst wenn sie als Adulte an infizierten
Pflanzen saugen, kénnen sie das Virus nicht weitergeben (German et al., 1992).
Moritz et al. (2004) zeigten, dass nur vom ersten bis zum frihen zweiten
Larvenstadium die primare Speicheldrise, Mitteldarm und viszerale Muskeln
dicht im Thorax zusammengepresst liegen. Durch diesen direkten Kontakt
kénnen Virus-Partikel tber Membranen des Mitteldarms durch die Hamolymphe
in die Speicheldrisen gelangen, von wo sie bei Saugtatigkeit in eine Pflanze
Ubertragen werden (German et al., 1992; Whitfield et al., 2005). Wenn das Insekt
waéchst, wandern Gehirn und Speicheldrise vorwéarts, wahrend die erste
Mitteldarmschleife in den Metathorax zurtickgezogen wird. Daraus resultiert eine
raumliche Trennung der Organe und das Virus kann nicht mehr durch die
Gewebe wandern (Moritz et al., 2004).

Die Bekampfung jeglicher Art erweist sich aufgrund mehrerer Punkte als sehr
problematisch: Thripse sind sehr klein und schnell zu Gbersehen; ein Drittel ihres
Lebenszyklus verbringen sie im Boden; sie besitzen generell eine versteckte
Lebensweise; sie weisen ein dul3erst breites Wirtsspektrum auf; Thripse haben
eine hohe Reproduktionsrate; sie zeigen Resistenz gegen fast alle géangigen
Insektizide (Brodsgaard, 1994; Gao et al., 2012; Helyer & Brobyn, 1992; Jensen,
2000a). In der Arthropod-Pesticide-Resistance-Database (APRD) der Michigan
State University sind 153 dokumentierte Falle von Insektizidresistenz bei
F. occidentalis gelistet, die 23 aktive Substanzen umfassen (IRAC, 2014). Im
Folgenden werden Bekdmpfungsmdglichkeiten und deren Grenzen aufgezeigt.
Diese Auflistung umfasst die chemische Bekampfung, alternative Bekampfungs-
moglichkeiten und schlie3lich die biologische Bekadmpfung, zu welcher der

Gegenstand dieser Arbeit gehort.
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1.3 Chemische Bekdmpfung

Zu den Hauptproblemen des Insektizideinsatzes gehéren die versteckte

Lebensweise, auftretende Resistenz und Nebenwirkungen auf Nutzlinge.

Samtliche Entwicklungsstadien zeichnen sich durch ihr verborgenes Verhalten
aus. Die Eier werden in das Pflanzengewebe - und damit fir Kontakinsektizide
unerreichbar - gelegt. Die Larven und Adulten saugen in geschitzten Bereichen
wie dem Inneren von Bluten und die Puppen ziehen sich fir ihre weitere

Entwicklung in den Boden zurlick (Jensen, 2000a).

Seit den 70er Jahren wird der Insektizid-Markt von drei chemischen Gruppen
dominiert: Den Organophosphaten, den Carbamaten und den Pyrethroiden. In
den letzten Jahren sind einige neue Insektizide hinzugekommen. Besonders die
Neonicotinoide haben sich aufgrund ihrer chemischen und biologischen
Eigenschaften etabliert (Maienfisch et al., 2001). Immer haufiger tauchen jedoch
in Gewachshausern weltweit resistente Thrips-Populationen auf. Der unbedachte
Einsatz von Insektiziden, die kurze Generationszeit von F. occidentalis, seine
hohe Reproduktionsrate mit kurzer Generationsdauer und sein haplodiploides
Reproduktionsystem haben zu Resistenzen gegen eine Anzahl von
Insektizidklassen gefuhrt (Bielza, 2008). Die Resistenz erstreckt sich Uber die
oben genannten Organophosphate wie Malathion (Herron & James, 2005; 2007),
die Carbamate wie z.B. Methiocarb oder Formetanat (Espinosa et al., 2002,
Jensen, 1998; Jensen, 2000b), Pyrethroide wie Deltamethrin (Broadbent & Pree,
1997; Foster et al., 2010) aber auch die Neonicotinoide, zu denen Mittel wie
Imidacloprid (Wang et al., 2011; Zhao et al., 1995) gehdren. Bei F. occidentalis
wurde selbst Resistenz gegen naturliche Insektizide beobachtet. Durch einseitige
und UbermaRige Anwendung (bis zu 19 Anwendungen pro Kulturzeitraum!)
kommt es in Gewachshausern Std-Spaniens vermehrt zu Spinosad-Resistenz
bei F. occidentalis (Bielza, 2008; Bielza et al., 2007). Spinosad ist ein
,biologisches” Insektizid, gewonnen aus bakteriellen Fermentationsprozessen
des Actinomyceten Saccharopolyspora spinosa. Im Laufe der letzten Dekade
wurden mit diesem Mittel beachtliche Bekampfungserfolge erzielt (Jones et al.,
2005; Reitz et al., 2003). Bei der Spinosad-Resistenz handelt es sich nicht um
eine metabolische Resistenz wie z.B. der erhohten Detoxifizierung durch
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verstarkte Monooxygenase-Aktivitat bei der Methiocarb-Resistenz (Jensen,
2000b). Vielmehr liegt der Verdacht nahe, dass es sich um eine Target-Site- oder
Wirkort-Resistenz handelt (Bielza et al., 2007; Zhang et al., 2008).

Bei mdglichen Nebenwirkungen auf Nutzlinge bzw. Nicht-Ziel-Organismen gibt es
aul3er den lethalen auch sublethale Effekte. Hier konnen die Physiologie (z.B.
Neurophysiologie, Entwicklung, Lebensdauer, Fortpflanzungsfahigkeit und
Sexualproportion) und das Verhalten (z.B. Beweglichkeit, Orientierung,
Frassaktivitat, Wirtsfindung, Eiablage and Paarung) von natirlichen
Gegenspielern beeintrachtigt werden (Biondi et al., 2012). Derartige Effekte
wurden bereits haufig beobachtet: Effekte von Lamda-cyhalothrin, Chlorpyrifos,
Pirimicarb und Triazamaten bei der Schlupfwespe Aphidius ervi (Desneux et al.,
2004a; Desneux et al., 2004b); Effekte von Chlorpyrifos-methyl, Buprofezin,
Pyriproxifen, Spinosad und Mineral6len bei der Schlupfwespen Aphytis melinus
und Leptomastix dactylopii (Suma et al., 2009); Effekte von Azadirachtin,
Spinosad und Indoxacarb auf die Raubwanzen Macrolophus pygmaeus und
Nesidiocoris tenuis (Arné & Gabarra, 2011); Effekte von Imidacloprid und
Fenpyroximat auf die Schlupfwespe Trichogramma cacoeciae (Saber, 2011);
Effekte von Methoxyfenozid, Indoxacarb, Pyridaben, Acetamiprid, Azadirachtin A,
Spinosad und Propargit auf die Schlupfwespe Aphidius colemani, die
rauberische Gallmicke Aphidoletes aphidimyza und die Raubmilbe Neoseiulus
cucumeris (Stara et al., 2011). Die Probleme, die hierdurch fur den integrierten
Pflanzenschutz entstehen kdnnen, zeigten Broughton et al. (2014) eindrucksvoll
am Beispiel der Raubwanze Orius armatus, einem wichtigen Gegenspieler von
F. occidentalis in australischen Gewachshausern. In ihrer Studie zeigte sich,
dass selbst neuere Insektizide, die als risikoarm fur Nutzlinge und damit als
kompatibel mit dem integrierten Pflanzenschutz galten, eine Etablierung der
Raubwanze in Gewachshéusern verhinderte. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen
auch Rahman et al. (2011) bei Versuchen mit den Raubmilben Typhlodromips
montdorensis, Neoseiulus cucumeris und Hypoaspis miles in Kombination mit

Spinosad zur Bekampfung von F. occidentalis.
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1.4 Alternative Bekampfungsmaoglichkeiten

Als Alternative zum Einsatz chemischer Mal3Bnhahmen dient u.a. der Einsatz
resistenter bzw. toleranter Pflanzen. So ist bekannt, dass Reproduktion,
Mortalitdt und Wirtspraferenz von F. occidentalis z.B. durch resistente Paprika-
Kulturen beeinflusst werden (Maris et al., 2004). Ahnliche Effekte wurden bei
Chrysanthemen beobachtet (Ohta, 2002). Im Fall von Thrips palmi wurden bei
Bohnen Genotypen mit bedingter Resistenz beobachtet (Cardona et al., 2002).
Maharijaya et al. (2012) fanden heraus, dass bei resistenten Pfeffer- und
Paprikapflanzen die Eiablage gesenkt und Mortalitat von Larven erhoht ist. Die
Ursache dieser Resistenzen wird sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen
zugeschrieben. Diese konnen Wachstum, Entwicklung, Reproduktion und
Uberlebensrate von Thripsen beeinflussen (Maharijaya et al., 2012). Spezifische
Cystein-Protease-Inhibitoren in Kartoffeln kdnnen beispielsweise die Wirtswahl
von F. occidentalis beinflussen. Als Ursache hierfir wird eine deterrente aber
auch antimetabolische Wirkung der Proteine vermutet (Outchkourov et al., 2004).
Desweiteren wurde von Abe et al. (2008) die negative Wirkung von Jasmonat auf
die Saugtatigkeit von F. occidentalis diskutiert. Auf den Effekt von Jasmonat wird
noch im weiteren Verlauf eingegangen (u.a. in 1.5.8-Pflanzenstarkungsmittel und
das Prinzip der induzierten Resistenz). Die bereits fur ihre frasshemmende
Wirkung bei Herbivoren bekannte Chlorogenséure zeigte bei F. occidentalis
verringerte Saugaktivitat (in  vivo), reduziertes Larvenwachstum, erhdhte
Larvenmortalitdt und einen Einfluss auf die Wirtswahl (in vitro) (Leiss et al.,
2009). Bei der Diskussion uber Resistenz muss jedoch zwischen Antixenosis,
Antibiose und Toleranz unterschieden werden. Auch wenn Toleranz als
besondere Form der Resistenz angesehen wird, verhindert sie nicht den Befall
sondern begrenzt die negativen Auswirkungen. Da jedoch bei Thripsbefall im
Allgemeinen und im Fall von Zierpflanzen im Besonderen die Schadschwelle vor
allem wegen der Virusubertragung sehr niedrig ist, kann Resistenz bzw. Toleranz
nur als Baustein in einem Bekampfungskonzept fungieren. In diesem
Zusammenhang ist die Madoglichkeit der Pflanzenstarkung bzw. Resistenz-

induktion zu erwéhnen, auf die spater noch eingegangen werden soll.
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Ein weiteres Konzept stellt der Einsatz von UV-absorbierender
Gewachshausfolie dar. Experimente mit der Weil3en Fliege Bemisia argentifolii
und F. occidentalis zeigten einen signifikanten Einfluss auf deren Flugverhalten.
In Choice-Experimenten wahlten 85 bis 94 % der Weilen Fliegen und 90 bis
98 % der Thripse nach Freilassung in einer zentralen verdunkelten und nur zu
den Tunnelseiten offenen Startbox ("Black Box") den Tunnel mit UV-
durchlassiger Folie. Auf Grund dessen wird eine Einflussnahme von UV-
absorbierender Gewdachshausfolie auf die Immigration in Gewachshauser
vermutet (Costa & Robb, 1999). Nachfolgende Gewdachshausversuche
bestatigten zwar tendenziell diese Ergebnisse, zeigten jedoch, dass der Einsatz
dieser Folien ebenfalls nur ein Bestandteil einer Bekampfungsstrategie darstellen
kann (Costa et al., 2002). Diaz et al. (2006) berichten, dass in einer zweijahrigen
Studie der Einsatz von UV-absorbierender Folie eine Reduzierung der
Populationsdichte von F. occidentalis und damit verbunden der Verbreitung des
Tomaten-Welke-Virus bewirkte. Ahnliche Ergebnisse erzielten (Kigathi &
Poehling, 2012). Auch hier favorisierte F. occidentalis in einem Choice-
Experiment Tunnel mit UV-durchlassiger Folie. In einem Gewéachshaus-Versuch
zeigte sich hier aber auch ein signifikanter Einfluss auf den Dispersionsflug.
Frankliniella occidentalis verteilte sich auf der Versuchsflache signifikant weniger
unter UV-strahlungsreduzierten Bedingungen. Ebensolche Resultate wurden mit
dem tropischen Thrips Ceratpthripoides claratris erzielt. Auch hier wurden in
Choice-Experimenten UV-strahlungsreduzierte Areale gemieden. Durch den
Einsatz von UV-absorbierenden Materialen konnte sogar die Einwanderung der
Thripse in Gewachshauser aus der direkten Umgebung um bis zu 77 % reduziert
werden (Nguyen et al., 2009). Diese Egebnisse unterstiitzen die Hypothese,
dass UV-Licht bei F. occidentalis den Startvorgang auf der Pflanze und die
Einleitung des Dispersionfluges fordert. Kumar und Poehling (2006) bewiesen,
dass durch den Einsatz UV-absorbierender Materialien durch die geringere
Einwanderung von Thripsen die Virus-Infektion an Tomaten reduziert und
verzogert werden kann. In ihren Experimenten konnte jedoch nicht verhindert
werden, dass der Grofteil der Pflanzen letztlich mit dem Tospovirus Capsicum
Chlorose Virus (CaCV) infiziert wurde.
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Freiland-Studien zeigten eine reduzierte Anzahl an Thripsen (F. occidentalis,
Frankliniella tritici & Frankliniella bispinosa) und einen verminderten TSWV-Befall
durch den Einsatz von UV-reflektierendem Mulch (Stavisky et al., 2002). Bereits
Terry (1997) wies auf die Bedeutung von Farben bei der Wirtsfindung von
F. occidentalis hin. So ist der relative Reflexionsgrad von UV-Wellenlangen
essentiell fur die Entscheidung ob F. occidentalis auf einem Wirt landet. Die
reflektierenden Mulche storen hier die Besiedlung der Pflanze (Reitz et al., 2003;
Riley & Pappu, 2004; Stavisky et al., 2002).

Das Vorhandensein von UV-Strahlung scheint von essentieller Bedeutung bei

der Besiedlung von Pflanzen zu sein (Costa & Robb, 1999).

Seit einiger Zeit gibt es auch Untersuchungen zu sogenannten Push and Pull-

Strategien bzw. Stimulus-Deterrent-Ablenkungs-Strategie. Dabei werden
Schadlinge von der zu schiutzenden Kultur mittels repellent wirkender Stoffe
(Repellents, Antifeedant oder Oviposition Repellents) ferngehalten oder gar
vertrieben. Gleichzeitig werden eben diese Schadlinge von Lockstoffen
(aggregative Semio-Chemikalien) zu Fang-Pflanzen oder Fallen gelockt, wo dann
auch direkt ein selektives Bekampfungsmittel die Population reduzieren kann
(Pickett et al., 1997). Mit dieser Methode erzielten beispielsweise van Tol et al.
(2007) beachtenswerte Erfolge. Sie zeigten in einem Modellversuch, dass diese
Methode beim Zwiebelthrips Thrips tabaci mit Majoran-Ol als Deterrent und Ethyl
Iso-Nicotinat als Lockstoff effizient funktioniert. Tyler-Julian et al. (2014)
arbeiteten bei der Bekampfung von Frankliniella bispinosa mit UV-
reflektierendem Mulch und Kaolin-Applikation als Push-Komponente. Kaolin wird
als ein Aluminium-Silikat-Partikel-Film direkt auf die Pflanze appliziert. Es stort
Saugtatigkeit und Eiablage, erhoht die Mortalitéat, maskiert die Wirtspflanze
optisch und chemisch und verlangert die Entwicklungszeit der Thripse (Barker et
al.,, 2006; Lapointe, 2000; Peng et al., 2011). Als Pull-Element diente die
Sonnenblume als Begleit- bzw. Fangpflanze (zusammen mit den auf ihr lebenden
Orius insidiosus und O. pumilio). Hier funktionierte die Strategie allerdings nicht.
Weder der UV-reflektierende Mulch noch das Kaolin wirkten synergistisch mit der
Sonnenblume als Fangpflanze. Die Kaolin-Applikation wirkte sich sogar negativ
auf die O. insidiosus- und O. pumilio-Populationen aus.
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1.5 Biologische Bekdmpfung

Aufgrund der bereits erwahnten versteckten Lebensweise von F. occidentalis,
moglicher Nebenwirkungen und insbesondere haufiger auftretender Resistenz
gewinnt die biologische Bekampfung immer mehr an Bedeutung. Aul3er den in
dieser Studie vorgesehenen entomopathogenen Nematoden gibt es zahlreiche
Moglichkeiten des biologischen Pflanzenschutzes. Folglich werden diverse

Nutzlinge als Antagonisten gegen F. occidentalis eingesetzt.

1.5.1 Pradatoren

Eine Moglichkeit der Nutzung von Antagonisten bietet der Einsatz von
Pradatoren, die ihre Beute in der Regel zum Verzehr sofort téten. So wurden die
Raubmilben  Amblyseius cucumeris, Amblyseius barkeri, Amblyseius
degenerans, Amblyseius swirskii, Hypoaspis aculeifer und Hypoaspis miles und
die Raubwanzen Orius insidiosus, Orius laevigatus und Orius majusculus
erfolgreich bei der Bekampfung von F. occidentalis verwendet (Berndt et al.,
20044a; Berndt et al., 2004b; Messelink et al., 2006; Shipp & Wang, 2003; Van
Driesche et al., 2006; Wiethoff et al., 2004; Wittmann & Leather, 1997). Berichte
uber den Einsatz von Raubmilben gehen in ihren Bewertungen jedoch weit
auseinander, was das Beispiel der Raubmilbe Amblyseius cucumeris
verdeutlicht: So setzten Van Driesche et al. (2006) u.a. die Raubmilbe
Neoseiulus (=Amblyseius) cucumeris gegen F. occidentalis auf Beetpflanzen in
Gewachshaus-Versuchen ein, erzielten jedoch keine zufriedenstellenden
Resultate. Ahnlich negative Ergebnisse erzielte bereits Higgins (1992) mit
derselben Raubmilbe an Paprika und Gurke. Andererseits erreichten (Shipp &
Wang, 2003) durch den Einsatz von Amblyseius cucumeris eine effektive Thrips-
Kontrolle an Gewéchshaus-Tomaten. Jacobson et al. (2001) berichten von einer
nahezu vollstandigen Thrips-Kontrolle an Gurken bei einer praventiven

Ausbringung von A. cucumeris.

Die Bekampfungserfolge beim Einsatz von Raubwanzen sind ebenfalls
schwankend. Orius laevigatus erzielte bei alleiniger Ausbringung und in

Kombination mit Amblyseius swirskii gute Resultate an Paprika (Weintraub et al.,
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2011). Der Raubwanze Orius tristicolor wurde ebenfalls Bek&dmpfungseffizienz
nachgewiesen (Tavella et al., 1996). Funderburk et al. (2000) schlieRen aufgrund
ihrer Studie auf eine hohe Bekampfungseffizienz von O. insidiosus bei Paprika
unter Freilandbedingungen. Dagegen zeigten Shipp und Wang (2003) eine
mangelnde Effizienz der Raubwanze O. insidiosus beim Gewachshaus-einsatz
an Tomaten. Die Raubmilben waren hier nicht in der Lage, eine Population zu
etablieren bzw. die Thripspopulation auf ein 6konomisch akzeptables Niveau zu

reduzieren.

Zegula et al. (2003) untersuchten in ihrer Studie die Eignung von Raubthripsen
zur biologischen Bekampfung von F. occidentalis. Sowohl unter Labor- als auch
unter Gewéachshausbedingungen zeigte der Raubthrips Franklinothrips
vespiformis hohe FraRaktivitat und Fruchtbarkeit mit F. occidentalis als Beute. In
einer Euphorbia milii-Kultur fuhrte der Einsatz des Raubthripses zu einer
Reduktion der F. occidentalis-Larven. Die schwierige Handhabung und Zichtung
von F. vespiformis und sein hoher Preis bei den Nutzlingsfirmen limitieren jedoch
seine Eignung als Antagonist. Ein wesentliches Problem stellt die Haltbarkeit dar.
Aufgrund der pantropischen Herkunft und der mangelnden Kéltetoleranz ist die
Moglichkeit der Lagerung bei niedrigen Temperaturen nicht gegeben und ohne
dies ist langere Lagerung (> 4 Wochen) nicht moglich (Larentzaki et al., 2007a).
Lagerung spielt eine wichtige Rolle bei der Massenzucht, da sie es dem Zichter
erlaubt das ganze Jahr natlrliche Gegenspieler zu produzieren, die nur fur einen
begrenzten Zeitraum bendtigt werden. Niedrige Temperaturen werden haufig in
Insektenmassenzuchten verwendet, um den Verwendungs-Zeitraum der
Nutzlinge zu verlangern und somit den Nutzen und die Wirtschaftlichkeit der
Herstellung eines wirksamen Gegenspielers zu erhéhen (Bellows & Fisher,
1999). Hoddle (2000) und Hoddle et al. (2002) erkannten bereits den Adulten
und Larven (u.a.) der Franklinothrips-Arten aufgrund ihrer biologischen
Eigenschaften eine Regulationsfahigkeit in der biologischen Schadlings-
bekampfung ab, da sie sich nur bei 25 °C und unbegrenzten Ressourcen gut
entwickeln wuirden. Eine Etablierung im Freiland ist beim pantropischen
F. vespiformis aufgrund der niedrigen Kaéltetoleranz nahezu ausgeschlossen.
Larentzaki et al. (2007b) stellten in ihren Studien fest, dass sich der Raubthrips

nur begrenzt von niedrigen Wintertemperaturen erholt und eine reduzierte Anzahl
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eierlegender  Weibchen, erhthte Larven-Mortalitat und  verlangerte

Entwicklungsdauer die Folge sind.

1.5.2 Parasitoide

Hymenoptere Parasitoide von Thripsen gehéren ausnahmslos der Uberfamilie
Chalcidoidea an. Sie sind grof3tenteils solitare Endoparasiten der Thripslarven
(Familie: Eulophidae) oder der Eier (Familie: Trichogrammatidae, Mymarida)
(Loomans & van Lenteren, 1995). Unter diesen Parasitoiden wurden die
Erzwespen Ceranisus menes und Ceranisus americensis fur die Blutenthrips-
Bekampfung untersucht. Zwar verbreiteten sich die Parasitoide rasch und
etablierten sich innerhalb des Bestandes, doch erreichten sie nie eine

Parasitierungsrate von mehr als 10 % (Loomans et al., 2006).

1.5.3 Entomopathogene Pilze

Ebenfalls zur Thripsbekampfung geeignet sind entomopathogene Pilze. So
stellten z.B. bereits (Vestergaard et al., 1995) die Anfalligkeit von F. occidentalis
gegenuber den Hyphomyceten Verticilium lecanii und Metarhizium anisopliae
fest. Jedoch zeigten Azaizeh et al. (2002), dass Metarhizium anisopliae lediglich
zu maligem Erfolg gegen F. occidentalis an Gurken fuhrte. Eine Behandlung war
nur bei leichtem bis mittlerem Befall effizient. Beauveria bassiana wurde
ebenfalls erfolgreich gegen Frankliniella eingesetzt, wobei sich jedoch
gleichzeitig Nebeneffekte gegen Nitzlinge wie Orius insidiosus, Aphidius
colemani und Dacnusa sibirica zeigten (Shipp et al., 2003). Dieser niedrige
Bekampfungserfolg wurde indirekt durch Ugine et al. (2007a) bestatigt, in deren
Versuchen lediglich eine Reduzierung der Population von 30 — 40 % erzielt

wurde.

Ein Vorteil der entomopathogenen Pilze gegenuber anderen Agenzien ist z.B.,
dass ihre Aktivitat nicht von der Tageslange beeinflusst wird wie im Fall von
Orius-Raubwanzen (van den Meiracker, 1994). Wenngleich es auch Ansatze zur

zeitgleichen Bekampfung der pflanzen- und bodenbirtigen Stadien von
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F. occidentalis gibt (Ebssa et al., 2006; Thoeming & Poehling, 2006; Wiethoff et
al., 2004), so beschranken sich doch viele Strategien auf die Bekdmpfung des
oberirdischen Stadiums (Bosco et al., 2008; Funderburk et al., 2000; Loomans et
al., 2006; van Houten et al., 1995; Wittmann & Leather, 1997). Hier ist ein
weiterer Vorteil der entomopathogenen Pilze, dass sie (wie auch die
entomopathogenen Nematoden) das Bodenstadium erreichen. So zeigten
Skinner et al. (2012) in ihren Versuchen mit experimentellen Isolaten von
Beauveria bassiana und Metarhizium anisopliae, dass diese Pilze (auf Hirse
kultiviert) in den Boden eingebracht F. occidentalis effektiv bekdmpfen kénnen.
Der Erfolg war jedoch stark abhéngig vom verwendeten Pilz-Isolat. So erzielte
eine zusatzliche Versuchsreihe mit einem kommerziell vertriebenen Beauveria
bassiana-lsolat Uberhaupt keinen Effekt. Der Erfolg einer Behandlung mit
entomopathogenen Pilzen hangt auch von diversen weiteren Faktoren wie
Pilzstamm, Verteidigungsmechanismen des Wirts, kutikulare und epikutikulare
Mikroorganismen und Umweltbedingungen wie der Luftfeuchte ab (Goettel &
Inglis, 1997). Aber auch Faktoren wie das Hautungs-Stadium der Thripse (Ugine
et al., 2005) und die Art der Wirtspflanze (Inyang et al., 1998; Ugine et al.,
2007b) beeinflussen den Bekampfungserfolg. AuRerdem wirken Mycoinsektizide
im Gegensatz zu chemischen Mitteln langsamer und erfordern haufigere

Applikationen (Copping & Menn, 2000).

1.5.4 Kombination von Nitzlingen

Frihere Ansatze der biologischen Schéadlingsbekampfung stlitzten sich auf einen
einzelnen  natirlichen  Gegenspieler je Schaderreger (siehe oben
- Pradatoren”). Dem entsprechend beschrankt sich die Mehrzahl bisheriger

Untersuchungen auf die Anwendung einzelner Nitzlinge.

Eine Moglichkeit zur Effizienz-Steigerung stellt die Kombination von zwei oder
mehreren Nitzlingen dar. Eine biologische Bekampfung kann effizienter sein,
wenn Antagonisten additiv oder gar synergistisch wirken. Selbst eine nicht
additive Wirkung kann eine Einzelwirkung ubertreffen und besonders bei
Kulturen mit niedriger Schadschwelle Sinn machen. Im Fall von Pradatoren kann
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ein synergistischer Effekt eintreten, wenn 1.) die Pradatoren gleichzeitig
auftreten, 2.) ein Pradator Fluchtverhalten der Beute induziert, was sie flr den
anderen Pradator erreichbar macht und 3.) die Pradatoren nicht bzw. nur minimal
negativ interagieren (Losey & Denno, 1999). Darin liegt jedoch ein wesentliches
Problem der Kombination von Nutzlingen. So besteht auch die Mdglichkeit, dass
diese sich negativ beeinflussen. Diese Intraguild-Effekte fuhren dann zur
Verschlechterung der Einzel-Effekte. Hemmend kann hierbei sowohl Konkurrenz
um Beute als auch gegenseitig verursachte Mortalitdit sein. So weisen
Brodsgaard und Enkegaard (1995) darauf hin, dass sich bei einem kombinierten
Einsatz der Raubmilbe Phytoseiulus persimilis und der Raubwanze Orius
majusculus die Kontrolle der Spinnmilbe Tetranychus urticae verschlechtert.
Wittmann und Leather (1997) bewiesen, dass Orius majusculus sowohl
F. occidentalis als auch den Antagonisten A. cucumeris frisst. Die Raubwanze
O. tristocolor erbeutet ebenfalls nicht nur Thripse sondern auch Raubmilben wie
A. cucumeris (Gillespie & Quiring, 1992). Berndt et al. (2003) zeigten, dass es
zwischen H. aculeifer und H. miles zu Kannibalismus kommen kann. Sie zeigten
jedoch ebenfalls, dass diese intraspezifische Konkurrenz bei alternativer Beute
ausbleibt und somit die Eignung zur biologischen Schadlingsbekampfung nicht
mindert. Wiethoff et al. (2004) testeten die Kombinations-Effekte von
Antagonisten gegen pflanzenbewohnende (Antagonist war hier A. cucumeris)
und bodenbirtige Thrips-Stadien (Antagonist war hier H. aculeifer). Zwar zeigten
sich hier keine Intraguild-Effekte, jedoch war die Wirkung einer Kombination auch
nicht gréRer als nach Applikation einzelner Raubmilben-Spezies. So zeigen die
beschriebenen  Studien  Mdglichkeiten und Grenzen von  Nuitzlings-

Kombinationen.

1.5.5 Allgemeine Probleme der biologischen Thrips-Bekampfung

mit NUtzlingen

Eine wesentliche Schwierigkeit bei der biologischen Thrips-Bekdmpfung ist die
Tatsache, dass einzeln betrachtete Nutzlinge nicht alle Entwicklungsstadien
erfassen. Die géangigen Konzepte beschrdnken sich in der Regel auf die

Erfassung eines Teils des Entwicklungszyklus von Thripsen. So werden beim
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Einsatz von Raubmilben wie A. cucumeris und A. degenerans Thrips-Eier und
das erste Larven-Stadium auf der Pflanze anvisiert (Bakker & Sabelis, 1989;
Wittmann & Leather, 1997). Raubwanzen der Gattung Orius spp. ernahren sich
von oberirdisch lebenden Adulten und Larven (Riudavets, 1995). Der Einsatz
entomopathogener Nematoden mittels Bodenapplikation hingegen beschrankt
sich auf das bodenbdrtige spate L2-, Prapuppen- und Puppen-Stadium (Ebssa et
al., 2001; Premachandra et al., 2003a). Aufgrund der niedrigen
Schadensschwelle (insbesondere bei Zierpflanzen) scheinen einzelne
Bekampfungsstrategien keine ausreichende Kontrolle von Thrips-Populationen

zu gewabhrleisten.

Der Wirkungsgrad und die Wirkungssicherheit beim Einsatz einzelner
biologischer Agenzien stellen weitere Probleme dar. Shipp und Wang (2003)
zeigten in ihrer Studie auf, dass der Einsatz von O. insidiosus im Gewachshaus
den Befall von F. occidentalis an Tomaten nicht unter die ©6konomische
Schadensschwelle reduzieren konnte. Coll und Ridgway (1995) sahen in ihren
Experimenten die Behaarung von Blattern und Stdmmen der Tomate als Ursache
hierfur. Shipp und Whitfield (1991) registrierten auf Paprika-Pflanzen eine
signifikant hohere Pradationsleistung von A. cucumeris mit F. occidentalis als
Beute im Vergleich zu Gurken als Wirtspflanze. Interessant erscheinen in diesem
Zusammenhang auch die Zuchtbedingungen von Nitzlingen wie Raubmilben.
Drukker et al. (1997) zeigten in ihrer Studie folgendes: wenn Pradatoren (hier die
Raubmilbe P. persimilis) auf Bohnen-Pflanzen gezichtet werden und auf
Tomaten-Pflanzen ausgesetzt werden, so zeigt sich eine niedrigere Eiablage-
Rate und erhdhte Mortalitdt bei Nachkommen der Folgegeneration. Erst nach
mindestens vier Generationen verschwindet dieser Effekt. Dies macht deutlich,
dass Wirkungsgrad und die Wirkungssicherheit bei verschiedenen Wirtspflanzen

und Zuchtbedingungen stark variieren kénnen.

Ein weiteres Problem kann in der Qualitat von versendeten Nitzlingen liegen. So
kann eine reduzierte Lebensfahigkeit bedingt durch Transport oder Lagerung die
Ausbringung und Effizienz eines Ndutzlings massiv beeinflussen (Shipp &
VanHouten, 1997). Dieses Problem beeinflusste auch einige Experimente dieser
Studie (siehe hierzu auch 4.3 Produktqualitat).
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Diese aufgelisteten Beispiele zeigen Mdglichkeiten und Grenzen der
biologischen Bekampfung von Thripsen. So wird ihre Eignung deutlich, aber es
zeigt sich auch die Notwendigkeit und das Potenzial der Verbesserung, wie z.B.
bei den Zuchtbedingungen, dem Transport oder der Abstimmung bei
Bausteinkonzepten.

1.5.6 Entomopathogene Nematoden (allg.)

Entomopathogene Nematoden (EPN) (Rhabditidae: Heterorhabditidae und
Steinernematidae) stellen ein wichtiges biologisches Bekampfungsmittel
zahlreicher Schadinsekten dar (Poinar, 1986). Eine Gemeinsamkeit aller
Nematoden der Ordnung Rhabditida ist die Bedeutung und Funktion des dritten
Entwicklungsstadiums, die sogenannte “Dauerlarve” oder auch ’Infective
juvenile” (Ehlers, 2001). Dauerlarven von H. bacteriophora enthalten im
gesamten Darmtrakt bakterielle Symbionten (Steinernematidae-Arten enthalten
diese in speziellen Vesikeln). Die Nematoden gewahrleisten den Bakterien
Schutz und Transport, wahrend diese den Insektenwirt téten, geeignete
Bedingung fur die Vermehrung der Nematoden etablieren und aufrecht erhalten,
sie mit Nahrstoffen versorgen und durch antimikrobielle Substanzen das
Wachstum anderer Mikroorganismen unterdriicken (Forst & Clarke, 2002). Die
Dauerlarven dringen in die Leibeshthle des Wirtes ein und entlassen die
symbiontischen Bakterien, welche den Wirt innerhalb der ersten drei Tage nach
Infektion toten (Lewis, 2002). Dabei lasst sich nicht eindeutig sagen, ob der Tod
des Insektes durch eine Septikamie verursacht wird. Dies ist abhangig von der
Bakterien-Insekt-Kombination (Dowds & Peters, 2002). Das getttete Insekt
verfarbt sich rot, violett, orange oder manchmal auch grin. Solange sich die
Bakterien im Wirt befinden, luminesziert dieser in der Dunkelheit (Kaya & Stock,
1997).

Das breite Wirtsspektrum, die Fahigkeit den Wirt binnen 48 Stunden zu téten, die
Fahigkeit in kodnstlichem Medium zu wachsen, ein lagerfahiges dauerhaft
infektioses Stadium, Fehlen von Resistenzbildung beim Wirt und die
Umweltfreundlichkeit haben den Nematoden zur Eignung als kommerzielles
Produkt fur die Schadlingsbek&ampfung verholfen (Poinar, 1986). Des Weiteren
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sind sie zuganglich fur genetische Modifikation (Burnell, 2002; Hashmi et al.,
1998) und kompatibel zu anderen biologischen und chemischen Bekampfungs-
mitteln (z.B. (Koppenhofer & Kaya, 1997; Premachandra et al., 2003a;
Premachandra et al., 2003b; Rovesti & Deseo, 1991).

1.5.7 Entomopathogene Nematoden zur Bekdmpfung des Western

Flower Thrips

Entomopathogene Nematoden haben ihr Potenzial als biologisches
Bekampfungsmittel bereits unter Beweis gestellt. Sie stellen eine interessante
Alternative bzw. Erganzung zu Pradatoren dar, da sie zumindest theoretisch
sowohl gegen auf der Pflanze befindliche als auch gegen bodenbirtige Stadien
von F. occidentalis eingesetzt werden kénnen. Die Kombinations-Mdoglichkeit mit
anderen Antagonisten wurde bereits untersucht und erwies sich als Erfolg
versprechend (Ebssa et al., 2006). Weitere Studien haben aber auch bereits
Moglichkeiten eines alleinigen Einsatzes gegen bodenbirtige Stadien aufgezeigt
(Belay et al., 2005; Chyzik et al., 1996; Ebssa et al., 2001; Premachandra et al.,
2003Db), jedoch auch Notwendigkeiten zur Optimierung der

Anwendungsbedingungen.

1.5.8 Pflanzenstarkungsmittel und das Prinzip der induzierten

Resistenz

Neben dem Einsatz von Nutzlingen als Pradatoren oder Parasitoide bietet auch
die Induktion pflanzlicher Abwehrmechanismen Potential fiir einen nachhaltigen
Pflanzenschutz. Besonders gut ist dieses Prinzip fur pflanzenpathogene

Mikroorgansimen untersucht.

Man spricht hier auch von systemisch erworbener Resistenz (SAR - Systemic
Aquired Resistance). Grundsatzliches Prinzip ist die Induktion von Signaltrans-
duktionsmechanismen. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Fahigkeit von
Pflanzen sich gegen Pathogene zu verteidigen (Ryals et al., 1996). Angriffe von
Pathogenen werden durch pathogen-gebildete Verbindungen oder pflanzliche

Molekile von der Pflanze erkannt und l6sen Verteidigungsmechanismen aus
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(Garcia-Brugger et al.,, 2006). Induzierte Abwehrprozesse sind aber auch bei
Herbivorenbefall bekannt. Pflanzen haben hier komplexe Reaktionsmuster auf
den Befall. Die Art der dabei aktivierten Gene korreliert stark mit der Art des
SchadfralRes und des dabei entstehenden Gewebeschadens (Walling, 2000). Die
Produktion von Signalmolekilen (wie Salicylsaure, Jasmonat und Ethylen), die
durch sie gesteuerte Modulation der betreffenden Signalpfade, die daraus
resultierende Genexpression und letztendliche Verteidigungsreaktionen sind
abhangig von der jeweiligen Wirt-Parasit-Kombination und variieren stark
(Kawazu et al., 2012). Studien der Signalwege bei Pflanzen haben ergeben,
dass der Salicylsdure-Weg vor allem durch Krankheitserreger aktiviert wird,
wahrend die Jasmonsaure-Weg auf einen Befall mit Herbivoren anspricht
(Hatcher et al., 2004; Kessler & Baldwin, 2002; Thomma et al., 2001; Walling,
2000). Diese strikte Zweiteilung ist jedoch nicht immer der Fall. Beide
Signalwege konnen gleichzeitig erfolgen oder interagieren (Arimura et al., 2009;
Maleck & Dietrich, 1999; Stout et al., 2006; Thaler et al., 2001).

Es stellt sich auch die Frage, welche tritrophischen Interaktionen diese
Signaltransduktionsmechanismen und die daraus resultierenden Verteidigungs-
reaktionen hervorrufen. Auftretende Wechselwirkungen zwischen Wirtspflanzen-
Resistenz und biologischer Schadlingsbekampfung mit Nutzlingen kdnnen
vorteilhaft sein. In Laborversuchen von Braman et al. (2003) erzielte der
polyphage Ré&uber Geocoris uliginosus die hoéchste Pradationsleistung bei
Spodoptera frugiperda-Larven auf Zoysiagras Zoysia japonica, welches resistent
gegen den ,Armyworm® ist. Da die S. frugiperda-Larven auf einer resistenten
Wirtspflanze deutlich kleiner waren als Larven auf einer nicht resistenten Sorte
(7-fach), liegt laut Braman et al. die Ursache fur die hohere Pradationsleistung
von G. uliginosus in der Tatsache, dass die Beute sich langer in einer GroR3e
befand, in der die Wanze sie erbeuten konnte. Bereits in vorangegangenen
Studien zeigte sich, dass auf resistenten Gras-Sorten nicht nur die Larven-
Mortalitdt héher war. Ausserdem war die Entwicklungsdauer der tberlebenden
Larven bis zu dreimal langer als die von Larven auf nicht resistenten Sorten.
Dadurch befanden sie sich fir einen verlangerten Zeitraum im zweiten und
dritten Larvenstadium und waren dadurch langer als Beute fur naturliche Feinde
geeignet (Braman et al., 2000; Braman et al., 2002). Die Ergebnisse der

Laborversuche von Braman et al. (2003) konnten jedoch nicht durch
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Feldversuche bestatigt werden. Das lag u.a. daran, dass dort eine vielfaltige
rauberische Arthropoden-Gemeinschaft prasent war, die in der Zusammen-

setzung je nach Grassorte stark variierte.

Bereits 1989 zeigten Isenhour et al. eine verbesserte Pradation von O. insidiosus
mit S. frugiperda als Beute auf resistentem Mais (Zea mays L.). Auch hier galt die
verlangerte Entwicklungsdauer und das damit verbundene langere L2- und
Ls-Stadium der Beute als Ursache.

In dem Zusammenhang soll in dieser Studie die Wirkung entomopathogener
Nematoden mittels Induzierung von Abwehrreaktionen der Pflanze erhdht
werden. Feldversuche in Spanien lieferten vielversprechende Resultate durch
den Einsatz von ,BIOREND®” (siehe auch Kapitel 1.5.9). Dieses Praparat, das
hier in Verbindung mit Steinernema spp. verwendet wurde ("BIOREND R®”), ist
besser bekannt als Chitosan. Das Biopolysaccharid Chitosan ist ein
deacetyliertes Derivat von Chitin, dem Hauptbestandteil des Exoskeletts von
Insekten und Bestandteil bzw. Abbauprodukt pilzlicher Zellwande (Bartnick.S,
1968; Campbell, 1929). Es wird aber auch von einigen Schadorganismen wie
z.B. Gallmilben beim Saugen ausgeschieden (Bronner et al., 1989). Chitosan
kann die Konformation von Nukleinsduren (von Hippel & McGhee, 1972) und
Membranen von Pflanzenzellen (Young et al.,, 1982) beeinflussen. Es wird
vermutet, dass Chitosan hier eine Rolle bei der Milben-Pflanzen-Interaktion
spielt. So wird angenommen, dass Chitosan die Teilung der den
angestochenenen Zellen benachbarten Zellen anregt und damit die Gallbildung
fordert. Desweiteren wird vermutet, dass Chitosan Wundreaktionen induziert und

damit den Tod der angestochenen Zellen verhindert (Raman, 2012).

Chitosan induziert verschiedene Wund- und/oder Verteidigungs-Signalpfade, die
letztendlich in die Aktivierung von ,Wound-Response“-Genen minden kénnen.
Diverse Studien haben bereits durch Chitosan hervorgerufene Effekte

nachgewiesen:

So stimuliert Chitosan als Elicitor in Pflanzen eine erhdhte Lipoxygenase-Aktivitat
(Bohland et al., 1997). Dies ist ein Schlusselenzym flr Reaktionswege, die zur
Synthese von Vorlaufern des Jasmonats fuhren. Dies ist bekanntermal3en der

zentrale Signalstoff fir die Steuerung von Genaktivitaten, die Resistenz
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insbesondere gegen beil3end-kauend agierende Herbivore bedingen (Bohland et
al., 1997; Hamberg & Gardner, 1992; Sembdner & Parthier, 1993). An dieser
Stelle sollte erwahnt werden, dass F. occidentalis auch den Jasmonat-
abhangigen Signalpfad induziert, obwohl er mit Mandibel und Stechborsten
weniger Zellschaden als beil3end-kauende Insekten verursacht (Li et al., 2002).
Desweiteren bewirkt Chitosan erhdhte Phenylalanin-Ammonium-Lyase-Aktivitat
(PAL). Dies ist ein Schlisselenzym bei der Synthese von sekundaren
Metaboliten, besonders bei der Produktion von Phytoalexinen und Salicylsaure
(Bohland et al., 1997; Kim et al., 2005; Trotel-Aziz et al., 2006; Vander et al.,
1998). Durch Chitosan kommt es zu erhdhter Chitinase-Aktivitat. Chitinasen
gehoren zu einer Gruppe von PR-(Pathogenesis-Related-)-Proteinen, deren
Synthese in Pflanzengeweben nach Infektion erfolgt und denen direkte Aktivitat
vor allem gegen pilzliche Pathogene bereits nachgewiesen wurde (Derckel et al.,
1999). Desweiteren kann es zu erhdhter Terpenoid-Konzentration in Pflanzen
kommen, wie z.B. in Basilkum (Kim et al., 2005) und/oder lokaler und
systemweiter Bildung von volatilen Exsudaten, wodurch z.B. die
Wirtspflanzenwahl von F. occidentalis beeinflusst wird (Yurchenko et al., 2004).
Chitosan bewirkt auch physiologische Veranderungen der Pflanze, z.B. erhdhte
Lignin-Deposition in der Zellwand von Weizen (Barber et al., 1989; Vander et al.,
1998). Diese Lignifikation und die damit verbundene Gewebehérte spielt eine
entscheidende Rolle bei der Wirtseignung fir pilzliche Pathogene aber auch fur

stechend-saugende Insekten (Kryvynets & Zebitz, 2009).

AuBBer den Eigenschaften als Elicitor stimuliert Chitosan auch das
Pflanzenwachstum (Ait Barka et al., 2004; Kim et al., 2005; No et al., 2003).
AulRerdem hat es direkte insektizide (Badawy et al., 2005; Rabea et al., 2005;
Zhang & Tan, 2003) und fungizide Wirkung (Ait Barka et al., 2004; Badawy et al.,
2005; Kurosaki et al., 1988; Rabea et al., 2005).
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1.5.9 Entomopathogene Nematoden kombiniert mit Chitosan

Chitosan kann z.B. mittels einer Tropfchen-Bewasserung zusammen mit
entomopathogenen Nematoden eingesetzt werden. Versuche mit Chitosan und
S. feltiae (,BIOREND R®“) haben bereits positive Ergebnisse bei der
Bekampfung der Fruchtfliege Ceratitis capitata erzielt (Laborda et al., 2003).
Feldversuche mit "BIOREND R®” ergaben auch eine effiziente Kontrolle des
Wourzelbohrers Capnodis tenebrionis sowohl nach konventionellem Angiel3en,
Injektion oder Tropfchen-Bewadsserung (Martinez de Altube et al.,, 2007).
Halbfreiland-Versuche von (Llacer et al., 2009) ergaben eine effiziente Kontrolle
des Palmriusselkafers Rhynchophorus ferrugineus mit korrigierter Mortalit bis zu
80 % bei kurativer und 98 % bei praventiver Behandlung. Ausserdem zeigten
Feldversuche von Dembilio et al. (2010), dass mit ,BIOREND R®” bei der
Bekampfung eben dieses Palmrisselkafers gleich hohe Bekampfungserfolge
erzielt werden konnen wie mit Confidor® 240 OD. Leider wurde in allen Studien
weder die Blankformulierung noch eine ,Nematoden-ohne-Chitosan-Variante*
getestet.  Dementsprechend  konnen  keine  Aussagen Uber eine
Effizienzsteigerung durch Chitosan gemacht werden. Es wurden seitens der

Autoren auch keine Hypothesen tUber Wirkungsmechanismen vorgenommen.
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1.6 Arbeitshypothese

Innerhalb dieser Studie sollte nun untersucht werden, ob die Kombination von
Chitosan und entomopathogenen Nematoden Potenzial fir ein Bekdmpfungs-
konzept gegen Thripse bietet. So sollte die Frage geklart werden, ob Chitosan
eine Resistenz gegen Schaderreger (hier Thripse) induziert und die Effizienz der
Nematoden steigern kann. Zunachst sollte der direkte Einfluss von Chitosan auf
Thripse und damit die Mdglichkeiten eines Gewéachshauseinsatzes von Chitosan
untersucht werden. Dabei wurde sowohl der direkte kurative Einsatz als auch
eine Wirkung via Resistenz-Induktion Uuberpruft. Anschliessend wurde die
Wirkung einer Kombination von Chitosan und entomopathogenen Nematoden
untersucht. Hierbei geht es primar um den Einsatz mittels Bodenapplikation. Die
Blattapplikation von entomopathogenen Nematoden lieferte bei einigen gréeren
Schadorganismen wie z.B. der Kohlmotte Plutella xylostella vielversprechende
Ergebnisse (Schroer & Ehlers, 2005). Jedoch ist ein erfolgreicher Einsatz stark
davon abhangig, dass die Okologie des Zielorganismus zu der Aktivitat der
Nematoden passt. So zeigen Arthurs et al. (2004) in lhrer Analyse bisher
durchgefuhrter Studien die Moglichkeiten und Grenzen der Blattapplikation. Die
Effizienz von Nematoden wurde in einer Reihe von Lebensrdumen getestet, wie
z.B. Bohrlochern und Frafdgangen in Stammen oder Holz, Blattminen, krausen
Blattern, und Reproduktionsstrukturen (z.B. Bliten, Knospen) sowie im Extremfall
der Blattoberflache. Abgesehen von der Blattoberflache sind diese Lebensraume
kryptisch, und damit kann den infektiosen Dauerstadien der Nematoden etwas
Schutz vor ungunstigen Umweltbedingungen gewahrleistet werden. Jedoch
wurden viele Schadlinge in kryptischen Lebensraumen nicht ausreichend mit
Nematoden kontrolliert. Zwar gab es auch einige vielversprechende Resultate,
aber Arthurs et al. (2004) schranken ein, dass Arten von holzbohrenden
Lepidoptera aufgrund des geschiitzen Habitats im Bohrloch als aussichtsreichste
Ziele fur die oberirdische Anwendungen erscheinen. Auch die Bekampfung von
einigen  Wicklerarten, = Miniermotten  und  Stangelbohrern  erscheint
vielversprechend. Thripse sind im Vergleich dazu aber sehr kleine, sehr
bewegungsaktive Insekten und eine erfolgreiche Infektion durch topikal
applizierte Nematoden erscheint fraglich. Es gab zwar hier ebenfalls Anséatze,
jedoch zeigten z.B. Buitenhuis und Shipp (2005), dass die oberirdischen Stadien
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von F. occidentalis (Larven und Adulte) - die ja die Ziele der Blattapplikation
sind - wenig oder gar keine Anfalligkeit gegeniber S. feltiae aufweisen. So wurde
beim Li- und L2-Larvenstadium nur bei einer Aufwandmenge von 20.000 und
40.000 1J/ml ein signifikanter Effekt beobachtet. Diese Menge entspricht aber
dem 13- bzw. 26-fachen der empfohlenenen Aufwandmenge (der in dieser
Studie verwendeten Produkte). Adulten wurden tberhaupt nicht beeinflusst. Der
exponierte, haufig trockenende, oberirdische Lebensraum durfte hier
entscheidend sein beim Vergleich der Effizienz zur Bodenapplikation von
Nematoden. Arthurs et al. (2004) fanden bei ihrer Auswertung von 136 Studien
mit S. carpocapsae eine enge Korrelation zwischen Nematoden-Effizienz und
dem Grad der "Habitat-Verborgenheit”. So war die Effizienz der Nematoden beim
Einsatz gegen bohrende Insekten 65 % hoher als im Vergleich zum Einsatz
gegen Schédlinge, die sich exponiert an der Oberflache aufhalten. Davon
abgesehen sind die Eier von F. occidentalis extrem klein und durch die Ablage in
das Blattgewebe groRtenteils geschitzt. Das erste Larvenstadium ist fur eine
Besiedlung durch die im Vergleich verhéltnisméRig gro3en Nematoden zu klein.
Das L2-Stadium und die Adulten sind sehr mobil und daher kaum zu attackieren.
Es bleiben folglich nur die grof3en, wenig beweglichen Prapuppen und Puppen

als Ziel.

Daher beschrankt sich diese Studie auf die Bodenapplikation und ihre

Moglichkeiten.

Zusatzliche Laborversuche sollten abschlieBend den zugrunde liegenden
Wirkungsmechanismus einer moglichen Effizienzsteigerung der Nematoden

durch den Einsatz von Chitosan klaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmaterial

2.1.1 Anzucht von F. occidentalis

Basis fur die Anzucht der Versuchstiere war eine Stammzucht, in der Thripse in
Zuchtkafigen (Lange x Breite x Hohe: 75 x 55 x 55 cm) gehalten wurden. Als
Wirtspflanze diente (wie auch in den folgenden Experimenten) die Buschbohne
(Phaseolus vulgaris L. var. “Speedy’). Diese Thripszucht wird in einer
Klimakammer gefiihrt und besteht im Institut fur Pflanzenkrankheiten und
Pflanzenschutz seit 1995. Um eine genetische Variabilitdt zu gewahrleisten
wurden zwischen 2008 und 2010 sowohl freilebende Thripse (Ursprung: Insel
Reichenau, Landkreis Konstanz, Baden-Wirttemberg; zur Verfigung gestellt
vom Beratungsdienst Reichenau e.V.) als auch Zuchttiere der firmeneigenen
Zucht der Bayer AG eingekreuzt. Zuvor wurde jedoch mittels PCR-Analyse
sichergestellt, dass es sich bei den Thripsen um F. occidentalis handelte. Im
Monatsmittel herrschte in der Klimakammer eine durchschnittliche Temperatur
von 25,0 = 0,00 °C und eine relative Luftfeuchte von 48,2 + 0,05 %.

Innerhalb der Stammzucht befanden sich systembedingt Thripse aller
Entwicklungsstadien und Altersgruppen. Um die dadurch in Experimenten
entstehende Varianz von Verhaltens- und Reproduktionsfaktoren zu minimieren
wurde zusétzlich eine synchronisierte Zucht in einem Klimaschrank unterhalten.
Hierzu setze man adulte Thripse (Verhaltnis /3 = 5:1) in eine Reihe von drei
Einkochglasern (Leifheit, Nassau) auf Bohnenhilsen. Zwei Tage wurden als
ausreichender Zeitraum fur die Eiablage angesehen. Die Adulten wurden wieder
entfernt, in eine weitere Reihe von Einmachglasern mit neuen Bohnenhiilsen
Uberfuhrt und ihnen wurden wiederum zwei Tage fir die Paarung und Eiablage
gegeben. In der ,Ursprungsreihe” begann derweil nach weiteren zwei Tagen der
Schlupf der Li-Larven. Im weiteren Entwicklungsverlauf wurden die Larven
regelmassig mit frischen Bohnenhilsen versorgt. Ab dem spéaten L2-Stadium
wurde eine kleine, mit Sand gefllte Petrischale (& = 30 mm, Greiner Bio-One

GmbH, Frickenhausen) platziert. Der Sand wurde regelmafig mit destilliertem
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Wasser befeuchtet. Dadurch wurde eine ausreichende Luftfeuchte gewdahrleistet
und gleichzeitig ein Refugium fur die Prapuppen und Puppen gestellt. Durch
dieses Verfahren erhielt man letztlich Reihen von Thripsen ungefahr gleichen
Alters. Zum Versuchtszeitpunkt wurden aus den passenden Linien (jeweils drei
Glaser pro Altersgruppe, die dreimal wodchentlich angesetzt wurden) Thripse
entnommen. Fur die Versuche wurde adulte Thripse im Alter von funf bis acht
Tagen verwendet. Im Monatsmittel herrschte in dem Klimaschrank eine
durchschnittliche Temperatur von 22,2 + 0,00 °C und eine relative Luftfeuchte
von 58,2 + 0,14 %.

2.1.2 Nematoden

Um moglichst praxisorientierte Ergebnisse zu erhalten, wurden ausschlieflich
Nematoden aus kommerziell vertriebenen Produkten der Firma e-nema
(Gesellschaft fur Biotechnologie und biologischen Pflanzenschutz mbH,
Schwentinental) verwendet. Im Fall von H. bacteriophora handelte es sich dabei
um das Produkt ,Nematop“. Nematoden der Art S. feltiae wurden aus dem
Produkt ,Nemastar® gewonnen. Bei beiden Produkten dient ein Sand/Lehm-
Praparat als Tragersubstanz fur jeweils ca. 50 Mio. Infective Juveniles je
Verpackungseinheit. Das Praparat wurde allerdings nicht -wie praxisiblich-
einfach in Wasser aufgeldst. Um eine hochkonzentrierte Lésung frei von Sand
und Lehm zu erhalten, wurden die Nematoden mit einer leicht modifizierten
Version der White Trap-Methode (White, 1927) aufgefangen (siehe Abb. 1). Nach
8 — 10 Stunden wurden die extrahierten Nematoden in Gewebekultur-flaschen
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) dberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung im Kihlschrank bei 8°C gelagert. Fir samtliche Experimente
wurden ausschlieBlich Nematoden verwendet, deren Extraktion nicht l&anger als
48 Stunden zurticklag und deren Ausgangsprodukt nicht alter als ca. zwei

Wochen (mindestens zwei Wochen vor Ende des Haltbarkeitsdatums) waren.
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Abb. 1. Modifiziertes White Trap-Verfahren zum
Extrahieren der Nematoden aus dem Pré&parat.

Die fur die Mikrokosmos-Experimente benétigten Nematodenmengen wurden
aus den zuvor beschriebenen Basislosungen mittels Verdiunnung hergestellt.
Zunéchst wurde die Anzahl an Nematoden pro Milliliter Basisldsung bestimmt.
Hierflr wurden 250ul der Losung entnommen und mit 40 ml H20 verdunnt. Aus
der entstehenden Verdinnung wurden Proben entnommen, in einer Zahlkammer
ausgezahlt und auf die Stammlésung hochgerechnet. Anschliel3end konnten die
bendtigten Mengen Nematodenkonzentrationen mittels Verdinnung hergestellt

werden.

2.1.3 Pflanzenmaterial

Als Wirtspflanze fur die im Folgenden beschriebenen Experimente diente die
Buschbohne Phaseolus vulgaris var. "Speedy’. Samen dieser Sorte wurden ca.
5Tage lang zum Keimen gebracht, bevor sie in Pflanzschalen mit
kommerziellem Substrat (Fruhstorfer Einheitserde Type P, Archut GmbH,
Lauterbach-Wallenrod) gesetzt wurden. Nach dem Erreichen des Zwei-Blatt-
Stadiums wurden sie in die fur die Versuche verwendeten 16er Topfe gepflanzt.

Zwei Tage verblieben sie in der Anzucht um Zeit fir die Regeneration vom
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Topfvorgang zu erhalten. Anschlieliend wurden Pflanzen mit Beschadigungen
oder Fehlbildungen aussortiert. Dies erschien hinsichtlich der maéglichen
induzierten Resistenz bzw. Pflanzenstarkung durch Chitosan notwendig. Eine
"Wound-Response” bei bereits im Vorfeld beschadigten Pflanzen hatte Effekte
verfalschen bzw. bei Beschadigung der Kontrollpflanzen die Effekte bei

behandelten Pflanzen maskieren kénnen.

Diese Behandlung erfolgte fur alle Mikrokosmos- und Choice-Experimente.

2.1.4 Chitosan

Das Chitosan wurde -ebenso wie die Nematoden- von der Firma e-nema zur
Verfugung gestellt. Es handelt sich dabei um das kommerziell vertriebene
Produkt ,Biorend“ der chilenischen Biotechnologie-Firma Bioagro. Es bekam
1998 vom US Patent and Trademark Office das Patent ,Formulation and
procedure to increase resistance of plants to pathogenic agents and
environmental stress® erteilt. In Deutschland war es bis 2011 als Pflanzen-
starkungsmittel im Zierpflanzenbau und Gemisebau gelistet. Es ist ausserhalb
Deutschlands als Kombinationsprodukt ,Biorend R* erhaltlich. Dabei handelt es
sich um eine Kombination aus Chitosan und den entomopathogenen Nematoden
S. feltiae. Um Chitosan auch unabhangig von den Nematoden -also als
Blankformulierung- testen zu kénnen und ausserdem eine Kombination mit einer
weiteren Nematodenart (bereits erwdhnte H. bacteriophora) zu untersuchen,
wurde jedoch nur ,Biorend” verwendet. Im Fall des kombinierten Einsatzes mit
der jeweiligen Nematodenart wurde die Losung zwei Stunden vor dem jeweiligen
Experiment frisch angesetzt. Bei den im Folgenden angegebenen
Prozentangaben der Loésungen handelt es sich um die Konzentration von
Biorend (nicht um die Konzentration des aktiven Wirkstoffs Chitosan). Die hier
verwendete Menge an Biorend Dbasiert auf Konzentrationen und

Applikationschemata, die von der Firma e-nema zur Verfigung gestellt wurden.
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2.2 Versuche mit Chitosan

2.2.1 Mikrokosmos-Experiment (Bodenabwanderung, mit
Klebefallen)

Zunachst sollte untersucht werden, ob Chitosan Veranderungen in
Bohnenpflanzen induziert, die einen Einfluss auf das Abwanderungsverhalten
der spaten Lo-Larven haben konnten. Die fir den Versuch ausgewéhlten
Pflanzen wurden zunadchst behandelt (siehe Schema in Abb. 6, Seite 32). Zuerst
wurde eine Blattapplikation mit einer 0,5 %igen Chitosan-Spritzlosung (H20 dest.
in der Kontrolle) mittels eines handelstublichen Handpumpensprayers
durchgefuhrt. Gespriht wurde bis zum einsetzenden Abtropfen des
Spritzbelages (entsprach 10-facher Pumpbewegung am Sprayer, flinffach auf
Blattoberseite und fiinffach auf Blattunterseite). Am Folgetag erfolgte eine
Bodenbehandlung mit einer 0,155 %igen Chitosan-GieRwasser-Lésung (H20
dest. in der Kontrolle) mittels einer 10 ml-Messpipette. Diese Giel3wasser-
behandlung wurde wochentlich bis zum Versuchsende wiederholt (£ insg. drei
Behandlungen). Danach wurden die Pflanzen mithilfe von Acrylzylindern
(Basismaterial von AK Kunststoff Technik GmbH, Isernhagen) eingekéfigt. Diese
Zylinder haben einen Durchmesser von 14 cm und eine Hohe von 40 cm. Drei
Locher im unteren Drittel der Zylinder und die offene Oberseite der Zylinder sind
mit Gaze (Maschenweite 63 pm, im weiteren Verlauf der Einfachheit halber als
"Thripsgaze” bezeichnet) abgedichtet. Dadurch soll eine Belliftung des
Innenraums gewabhrleistet werden. Ein weiteres Loch im oberen Drittel ist mit
einem Papierquadrat (4 x 4 cm) und transparentem Packband wieder-
verschlieRbar. Durch diese Offnung kénnen Applikationen durchgefiihrt werden.
In jedem Mikrokosmos befand sich lediglich eine Pflanze. Da diese in den
verwendeten 16er Topfen relativ viel Substrat und bewurzelbaren Raum zur
Verfugung hatte, wurde in diesem Fall und bei allen weiteren Varianten des
Mikrokosmos-Experimentes lediglich einmal zur Versuchsmitte (9 Tage nach
Einsetzen der Thripse, 15 Tage nach Versuchs-beginn) mit einer 0,09 %igen
NPK-Losung (NPK = 14:5:7; Wuxal® Top N, Aglukon Spezialdiinger, Dusseldorf)
gedlngt.



Material und Methoden 29

Die Oberflache des Substrates wurde bis um den Stiel der Pflanze mit einer
Klebefalle abgedeckt, um ins Erdreich abwandernde Thrips-Larven abzufangen
(siehe Abb. 2 & 3). Diese Falle bestand aus einer Scheibe (Material:
mattschwarze Pappe), die mit Insektenleim bestrichen wurde. In der Mitte befand
sich ein Loch (fur den Stiel) und von diesem ausgehend ein Schlitz bis zum
Scheibenrand. Dadurch wurde ein “Umlegen” der Scheibe um den Stiel
ermdglicht. Nach dem Umlegen wurde der Schlitz mit einem separaten,
beidseitig mit Insektenleim bestrichenen Streifen Pappe abgedeckt. Der Bereich
um den Stiel wurde mit Modelliermasse abgedichtet. Die Scheibe lag auf dem
inneren Rand der GieRkante des Topfes auf. Der auf3ere Rand der Scheibe
wurde mit einer dickeren Schicht Insektenleim versehen, da hier spater der
Zylinder auflag. Synchronisierte Thrips-Adulte (zehn @, zwei &) wurden
eingesetzt. Die Thripse wurden zuvor mit CO2 betdubt und in Eppendorf-Gefalie
uberfihrt. Diese GefaBe wurden nun an ihrem Deckel an einer Blattachse
aufgehangt und der Zylinder wurde aufgesetzt. Taglich wurden nun die
Klebefallen durch vorsichtiges Anheben der Zylinder fur die Auswertung entfernt
und durch neue Klebefallen ersetzt. Nach 26 Tagen (19 Tage nach Einsetzen der
Thripse) endete der Versuch. Jede Variante wurde achtmal wiederholt. Der

Versuch wurde in einer Gewachshauskabine durchgefihrt.

Abb. 2 & 3: links: Klebefallen mit Insektenleim; rechts: Montierter Zylinder mit Klebefalle.
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2.2.2 Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen,
mit Eklektoren)

Die Versuchsarenen dieses Experimentes wurden im Vergleich zum Vorherigen
leicht modifiziert. Wiederum wurden zwei Wochen alte Bohnen-Jungpflanzen
behandelt. Entsprechend dem unter 2.2.1 beschrieben Versuch wurden Blatt-
und Bodenbehandlungen durchgefihrt und die Pflanzen mithilfe von

Acrylzylindern eingekéfigt.

Jedoch wurden in dieser Versuchsvariante keine Klebefallen platziert, da das
Abwanderungsverhalten der Thripse nicht Gegenstand dieses Experimentes war.
Stattdessen lag der Fokus auf einen mdglichen Einfluss der Chitosan-
Behandlung auf die Uberlebensrate der L» Larven bzw. den Verpuppungs/
Schlupferfolg von F. occidentalis. Die spaten Lz-Larven wurden nicht
abgefangen, konnten in den Boden abwandern und die Thripse ihren
Entwicklungszyklus vollenden. Nach 26 Tagen (19 Tage nach Einsetzen der
Thripse) endete der Versuch. Die Pflanzen wurden gekappt und die darauf
verbliebenen Thripse gezahlt. Hierflr wurden die Acrylzylinder vorsichtig entfernt,
die oberirdischen Pflanzenteile abgeschnitten und in Kunststoffbeutel Uberflhrt.
Zusétzlich wurde Ethanol (70 %ig) beigegeben, um die Larven und Adulten von
den Pflanzenteilen zu waschen (in spéateren Versuchen wurde diese Methode
weiter modifiziert, siehe 2.2.3, 2.3.1 und 2.4.1). Die entstehende L6sung wurde
anschlieRend gefiltert und die Larven unter dem Binokular ausgezéhlt (siehe
Abb. 4). Die Topfe wurden mit Photoeklektoren abgedeckt. Diese bestanden aus
einem umgedrehten 17er Topf, dessen Boden entfernt wurde. Die so
entstandene Offnung wurde mit einer mit Insektenleim bestrichenen Petrischale
(¥ = 145 mm) abgedeckt, um die aufsteigenden, geschlipften Thripse
abzufangen. Seitlich wurden zur Bellftung in gleichmafiligem Abstand Lécher
gestanzt (& = 2,5 cm) und mit Thripsgaze abgedichtet. Die Petrischalen wurden
nach weiteren acht Tagen ausgewertet, indem die daran klebenden,
geschlupften Adulten der nachsten Generation ausgezahlt wurden (siehe Abb.
5). Jede Variante wurde achtmal wiederholt. Der Versuch wurde in einer
Gewéachshauskabine durchgefuhrt.
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Abb. 4 & Abb. 5: links: Gekappte Pflanze bereits zum Waschen mit Ethanol; rechts: Eklektor
inklusive mit Insektenleim bestrichener Petrischale

2.2.3 Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen,

mit Lebendfang-Eklektoren)

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Experimenten wurden wiederum einige
Modifikationen an den Versuchsarenen vorgenommen, welche technische

Verbesserungen aber auch Anderungen im Versuchsablauf beinhalteten.

Die fur den Versuch ausgewahlten Bohnenpflanzen wurden wieder mit Chitosan
behandelt (siehe Schema in Abb. 6, Seite 32). Im Gegensatz zum vorherigen
Versuch unter 2.2.1 und 2.2.2 gab es zwei Chitosan-Varianten (Chitosan A &
Chitosan B). Die Variante Chitosan A entsprach dem Behandlungsschema der
vorangegangenen Versuche. Zunachst wurde eine Blattapplikation mit einer
0,5 %igen Chitosan-Spritzlosung (H20 dest. in der Kontrolle) mit einem
handelsiiblichen Handpumpsprayer durchgefuhrt. Gespriiht wurde solange bis
der Spritzbelag begann abzutropfen. Am Folgetag erfolgte eine
Bodenbehandlung mit einer 0,155 %igen Chitosan-GieRBwasser-Lésung (H20
dest. in der Kontrolle). Diese GieRwasser-Behandlung wurde wdchentlich bis
zum Versuchsende wiederholt (£ insg. drei Behandlungen). In Variante B wurde
ebenfalls die Blattbehandlung durchgefiihrt, jedoch ohne anschliel3ende
Bodenbehandlung und deren wochentliche Wiederholung. Ziel war es zu
untersuchen, ob das "Boosten” durch die Bodenbehandlung einen Effekt bewirkt

bzw. verstarkt oder die einmalige Blattbehandlung zu Versuchsbeginn ausreicht.
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Bei dem unter 2.2.1 durchgefiihrten Experiment aber auch bei diversen anderen
Vorversuchen zeigte sich ein auffalliges Beluftungsproblem der Acrylzylinder. Die
in den Zylindern befindlichen Locher waren nicht ausreichend um einen
Luftaustausch zu gewahrleisten. Grund hierfur war die sehr geringe
Maschenweite der Thripsgaze. Daher wurde ein aktives Belliftungssystem
entworfen (siehe Abb. 7 & 6, siehe auch Anhang, Abb. 56 & 58).

Ein weiterer Unterschied bestand in der Verbindung zwischen Zylinder und Topf.
Es wurde in jeden Topf ein Plexiglasring (Durchmesser wie Zylinder) eingeklebt
und seitlich mit jeweils drei Fiuhrungsplattchen versehen. Dadurch konnte der
Zylinder passgenau aufgesetzt, mit Tesafilm fixiert und abgedichtet werden.
Ohne Modelliermasse war nun ein sauberes und einfaches SchlieRen und

Offnen mdglich.

—te B —
Chitosan m |

1.Pflanzen 2.Blattapplikation 3.Bodenapplikation 4.Einkafigen

} — —
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— _— I
‘
— — Ekluektorfang &
e ' Zahlung der
geschlupften

Thripse

5.Einsetzen 6.Zyklus 7.Versuchsende
der Thripse

Abb. 6: Schema der Mikrokosmos-Experimente (Versuche zur Bestimmung der nétigen
Applikationsmengen ohne Schritt zwei und drei).

Wie unter 2.2.2 wurden die Zylinder ohne Klebefallen -also mit freiem Zugang

zum Boden- montiert. Dadurch konnten die Thripslarven in den Boden
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abwandern und dort ihren Entwicklungszyklus vollenden. Lediglich die Zylinder
der Variante Chitosan B wurden im Laufe des Experiments fur die zwel
zusatzlichen Bodenapplikationen gedffnet. Dies geschah Uber das wieder-

verschliel3bare Loch im oberen Drittel der Zylinder.

Abb. 7 & Abb. 8: Laufendes Mikrokosmos-Experiment / Zylinder mit aktivem Beluftungssystem in
einer Gewachshauskabine (siehe Anhang).

Die Erfassungsmethode der Thripse am Ende des Experiments wurde ebenfalls
modifiziert um flr spatere Mikrokosmos-Experimente einen zeitsparenden aber
effizienten Standard zu entwickeln: Zuerst wurde das aktive Bellftungssystem
demontiert. Danach wurden die Zylinder lediglich leicht angehoben, die Pflanze
wurden gekappt und samt Zylinder in ein mit zwei Liter Ethanol (70 %ig) befilltes
5-Liter-Becherglas gestellt. Danach wurden die Pflanzen von oben, durch die
Gaze mittels eines handelsublichen Handpumpsprayers mit destilliertem Wasser
abgespruht, um auf der Pflanze befindliche Thripse in die Ethanol-Lésung zu
schwammen. Nun wurde der Zylinder vorsichtig entfernt, wobei durch
mehrfaches, leicht versetztes Auf- und Abbewegen die im Inneren befindliche
Pflanze in die Losung gedruckt wurde. Zuletzt wurde dann erneut das Innere des
Zylinders -wiederum von oben durch die Gaze- abgespriht, um ein vollstandiges
Entfernen der Thripse zu gewahrleisten. AnschlieRend konnte der Zylinder
entfernt werden. Die Pflanze wurde stickweise mit dem Handpumpsprayer (mit
Ethanol) abgespriht, die entstehende Losung anschlieRend gefiltert und die
Larven und Adulten ausgezahlt. Das Ethanol im Becherglas wurde mehrfach
wiederverwendet. Aufgrund der Verdiinnung mit destilliertem Wasser durch das
Absprihen der Zylinder bei jedem Spriuhvorgang wurde es jedoch nach funf bis
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sechs Wiederholungen gegen neues Ethanol ausgetauscht. Die Topfe der
Mikrokosmen wurden (bereits direkt nach dem Kappen der Pflanzen) mit einem
Photoeklektor abgedeckt, wobei es sich jedoch erneut um ein modifiziertes
System handelte (siehe Abb. 9, 8 & 9). Das Oberteil war nicht komplett gedffnet
und nicht mit einer mit Insektenleim bestrichenen Petrischale bedeckt. Ziel des
neuen Systems war es, die Thripse lebend zu fangen. Hierfur befand sich in
dieser Variante auf der Oberseite des Eklektors lediglich ein ca. 1,2 cm grof3es
Loch, auf das der Deckel eines Schnappdeckelglases aufgeklebt wurde. In
diesem Deckel befindet sich ebenfalls ein Loch in das die Spitze einer 10 ml
Pipette eingeklebt wurde. Auf den Deckel lieR sich ein nun ein
Schnappdeckelglas aufsetzen. Aus dem unteren Teil des Eklektors konnten sich

die geschlipften Thripse durch die Pipettenspitze in das Glas bewegen. Die

Pipettenspitze sollte das Zuriickwandern der Thripse in den Eklektor verhindern.

Abb. 9, 10 & 11: Photoeklektoren zum Lebendfang (Links und Mitte); Schnappdeckelglas mit
Bohne zur Ermittlung von Langzeiteffekten auf die Reproduktion.

Die Anzahl der so gefangenen, geschlipften Thripse wurde fir die Dauer von
acht Tagen taglich erfasst und die Schnappdeckelglaser ausgetauscht.
Zusatzlich wurde der Fang des ersten Tages verwendet, um einen Einfluss der
Chitosan-Behandlung auf das Reproduktionspotential der Folgegeneration zu
untersuchen. Hierfir wurden jeweils zehn weibliche Thripse von jeder
Wiederholung und Variante in Schnappdeckelglaser Uberfiihrt. In dem Glas

befand sich eine frische, im Vorfeld mit Natriumhyperchlorid desinfizierte Bohne,
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in deren Epidermis die Thripse ihre Eier legen konnten. Im Deckel der Glaser
befand sich ein mit Thripsgaze abgedichtetes Loch, um eine ausreichende
Sauerstoffzufuhr zu gewéabhrleisten. Nach zwei Tagen wurden die Thripse aus den
Glasern entfernt und nach weiteren zwei Tagen die Anzahl der geschlipften
Larven auf den Bohnen gezahlt. Jede Variante wurde zehnmal wiederholt. Der

Versuch wurde in einer Gewachshauskabine durchgefihrt.

2.3 Versuche mit Entomopathogenen Nematoden

Mikrokosmos-Experiment zur Bestimmung der

Applikationsmenge

Bevor im weiteren Verlauf die Kombination entomopathogener Nematoden mit
Chitosan getestet werden konnte, musste zunéchst die Applikationsmenge an
entomopathogenen Nematoden fir die weiteren Mikrokosmosversuche bestimmt
werden. Daher wurden mehrere Experimente sowohl mit H. bacteriophora als

auch mit S. feltiae durchgefuhrt.

Die fur den Versuch ausgewéhlten Bohnen-Pflanzen wurden wieder mithilfe von
Acrylzylindern eingekafigt (Beschreibung siehe Kapitel 2.2.1). Das in Kapitel
2.2.2 beschriebene Liuftungssystem wurde auf die Zylinder aufgesetzt und mit

Tesafilm fixiert bzw. abgedichtet, an das Stromnetz angeschlossen und aktiviert.

Synchronisierte Thrips-Adulte (10 ¢, 2 &) wurden eingesetzt (Methode siehe
Kap. 2.2.1). Sieben, dreizehn und neunzehn Tage nach Einsetzen der Thripse
wurden Nematodenapplikationen durchgefihrt. Durch das Loch im oberen Drittel
der Zylinder wurden mittels einer 10 ml Glaspipette die Nematoden gleichmaRig
auf die Substratoberflache appliziert. Nach flinfzehn Minuten wurden mit einer
weiteren Glaspipette 20 ml destilliertes H20 auf die Substratoberflache appliziert
um die Nematoden in das Substrat zu spilen. Es wurde darauf geachtet im
Vorfeld der Nematodenapplikationen nur sparsam zu bewdadssern um die
Wasserkapazitat des Bodens mit der Applikation nicht zu Uberschreiten und so
ein Durchsickern der Nematoden zu riskieren. Im weiteren Versuchsverlauf

wurden die Pflanzen nach Bedarf mittels Staubewasserung tber die Untersetzer
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bewéassert. Uberschiissiges Wasser wurde anschlieRend aus den Untersetzern
entfernt. Das Bewdassern musste jedoch wunter Berlcksichtigung des
BelUftungssystems geschehen. Durch den kontinuierlichen Luftaustausch wurde
konstant ein deutlicher Gradient der Luftfeuchtigkeit aufrechterhalten und die
Evaproration der Pflanzen stimuliert, so dass vergleichsweise mehr Wasser aus
dem Wurzelraum nachgesaugt wurde als in einem normalen Pflanzenbestand

ohne Luftaustausch.

Sechsundzwanzig Tage nach Versuchsbeginn (19 Tage nach Einsetzen der
Thripse) wurden (wie unter 2.2.2) die Pflanzen gekappt, die Larven und adulten
Thripse von den oberirdischen Pflanzenteilen gewaschen und gezahlt. Die Tdpfe
wurden (ebenfalls wie unter 2.2.2) mit Eklektoren versehen. Die bereits
beschriebenen Schnappdeckelglaser der Eklektoren wurden fir die Dauer von
acht Tagen taglich ausgetauscht und die Anzahl geschlipfter Thripse erfasst.
Dieses Experiment wurde dreimal mit unterschiedlichen Varianten

(Aufwandmengen von Nematoden) wiederholt:

1. August/ September 2010
a. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 200 1Js / cm?
b. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 400 IJs / cm?
2. September / Oktober 2010
a. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 400 1Js / cm?
b. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 600 IJs / cm?
3. Oktober / November 2010
a. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 200 1Js / cm?
b. H. bacteriophora bzw. S. feltiae 400 IJs / cm?

Jede Variante wurde sechsmal wiederholt. Die Versuche wurden wiederum in

einer Gewachshauskabine durchgefihrt.
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2.4 Versuche mit entomopathogenen Nematoden in

Kombination mit Chitosan

Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen, mit

Lebendfang-Eklektoren)

Basierend auf dem vorangegangenen Experiment zur Bestimmung der
Applikationsmenge wurden Versuche mit der gleichzeitigen Applikation von
entomopathogenen Nematoden und Chitosan durchgefuihrt. Die Behandlung

stellte eine Kombination der Behandlungen aus 2.2.2 und 2.3.1 dar:

Zunachst bekamen die Pflanzen wie in den Versuchen in 2.2.1 und 2.2.2 eine
Chitosan-Behandlung. Zwei Wochen alte Bohnen-Jungpflanzen wurden in 16er
Topfe gepflanzt und zwei Tage spater behandelt. Auch in diesem Versuch wurde
eine Blattapplikation mit einer 0,5 %igen Chitosan-Spritzlosung (H20 dest. in der
Kontrolle und EPN-Varianten ohne Chitosan) mit einem handelsiblichen
Handpumpsprayer durchgefuhrt. Am Folgetag erfolgte die Bodenbehandlung mit
der 0,155 %igen Gieldwasser-Losung (H20 dest. in der Kontrolle und EPN-
Varianten ohne Chitosan). Danach wurden die Pflanzen wiederum mithilfe von
Acrylzylindern eingekafigt. Die GielRwasserbehandlung wurde auch hier (wie in
den vorherigen Mikrokosmos-Experimenten mit Chitosan) wdchentlich bis zum
Versuchsende wiederholt, diesmal jedoch in Kombination mit den
entomopathogenen Nematoden (£ insg. drei Behandlungen, Versuchstag 13, 19
& 25 bzw. 7, 13 und 19 Tage nach Einsetzen der Thripse, siehe auch Schema in
Abb. 6 auf Seite 32).

Varianten:

Kontrolle

H. bacteriophora 400 1Js / cm?

H. bacteriophora 400 IJs / cm? + Chitosan
S. feltiae 400 1Js / cm?

S. feltiae 400 1Js / cm? + Chitosan

a s~ 0D PRE
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Auch hier wurden 26 Tage nach Versuchsbeginn (19 Tage nach Einsetzen der
Thripse) wie unter 2.2.2 und 2.3.1 die Pflanzen gekappt, die Larven und adulten
Thripse von den oberirdischen Pflanzenteilen gewaschen und gezahlt. Die Topfe
wurden (ebenfalls wie unter 2.2.2 und 2.3.1) mit Eklektoren versehen. Die
Schnappdeckelglaser der Eklektoren wurden fur die Dauer von acht Tagen
taglich ausgetauscht und die Anzahl geschlupfter Thripse erfasst. Jede Variante
wurde funfmal wiederholt. Um die extremen Schwankungen der
Klimabedingungen in den vorangegangenen Versuchen zu verhindern, wurde

dieser Versuch in einer Gewachshauskabine durchgefiihrt (siehe Abb. 12).

Abb. 12: Laufendes Mikrokosmos-Experiment (Zylinder mit aktiven
Bellftungssystem in einer Klimakammer).
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2.5 Versuche zum Wirkungsmechanismus

Um die Mechanismen hinter einem Effekt von Chitosan zu untersuchen, wurde

eine Reihe von Laborversuchen durchgefihrt.

2.5.1 Feeding Test

Bevor ein indirekter Effekt tber eine Effizienzsteigerung der entomopathogenen
Nematoden untersucht wurde, galt es eine direkte Toxizitdt von Chitosan
gegenuber F. occidentalis auszuschlieien. Im Rahmen einer BSc-Arbeit im
Institut fur Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz (Gras, 2008) konnte eine
Kontaktwirkung auf den Blutenthrips bereits ausgeschlossen werden. Daher
wurde an dieser Stelle erganzend ein Feeding Test durchgefuhrt, um einen

Effekt Uber die Nahrungsaufnahme zu untersuchen.

(Murai & Ishii, 1982) entwickelten eine einfache Zuchtmethode fur Blutenthripse.
Die Thripse wurden durch eine dinne Membran mit Honiglésung ernahrt.
Basierend darauf wurde Versuchsarenen entwickelt, um Tests mit Chitosan
durchfihren zu konnen (siehe Abb. 13, 14 & 15). Hierfir wurde ein
Plexiglaszylinder (Hohe 10 cm, & = 11 cm) an der Unterseite mit Thripsgaze
versehen. Die Oberseite wurde hingegen mit einer doppelten Lage Parafilm
verschlossen. Seitlich am Plexiglaszylinder befand sich eine kleine,
wiederverschlieRbare Offnung zum Einsetzen der Thripse (& = 15 mm). Zwanzig
weibliche Thripse wurden hierfiir wie bereits unter 2.2.1 mit CO? betaubt und in
Eppendorf-Gefalie Uberfuhrt, welche wiederum im Zylinder platziert wurden. Mit
einer Injektionsspritze wurden nun 2 ml einer 10 %igen Honiglésung vorsichtig
durch die obere Parafiim-Membran (zwischen die Parafilmlagen) injiziert und das
durch den Einstich entstandene Loch sofort mit Tesafilm verschlossen. Daruber
wurde eine Petrischale mit griner Folie auf der Innenseite platziert. Dadurch
sollte die Farbe eines Blattes simuliert werden. Die Honigldsung reprasentierte

die Kontrollvariante. Weitere Varianten waren:
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e Honiglésung (10 %ig) + Chitosan (0,155 % £ Konzentration der

Bodenapplikation aus den vorangegangenen Versuchen)

e Honiglésung (10 %ig) + Chitosan (0,5 % 2 Konzentration der

Blattapplikation aus den vorangegangenen Versuchen)
e Honigldsung (10 %ig) + Chitosan (5 % 2 "Worst case’-Szenario)

In einem Vorversuch wurde die kinstliche Didt ohne Honiglosung angeboten,
um die Lebenserwartung der Thripse ohne Nahrungsaufnahme zu bestimmen.
Damit sollte die Mindestdauer fir den eigentlichen Feeding Test festgesetzt
werden. Gesucht wurde also der Zeitraum nach dem sichergestellt ist, dass die
Thripse die Nahrlosung aufgenommen haben bzw. ob sie die Losung uberhaupt
durch die Membran aufnehmen konnen. Bereits nach 36 Stunden waren alle
Thripse tot. Auf dieser Erkenntnis aufbauend wurde der Versuch dber einen
Zeitraum von einer Woche in einem Klimaschrank (Klimabedingungen:

Temperatur: ~ 25 °C; rel. Luftfeuchte: ~ 60 %; L:D: 16:8) durchgefiihrt. Danach

wurde die Mortalitat erfasst.

Testlésung Parafilm

N

Eppendorfgefal
mit Thripsen

Thripsgaze

Abb. 13, 14 & 15: Laufender Versuch mit Thripsen (rote Markierung, links), Feeding-
Arena (Mitte), Schema der Feeding-Arenen (rechts).
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2.5.2 Choice Test

Dieser Test sollte aufzeigen, ob eine zuvor durchgefihrte Behandlung von
Bohnenpflanzen mit Chitosan einen Einfluss auf Wirtspflanzenwahl und
anschlieBende Eiablage hat. Der Versuch wurde in eigens dafur angefertigten
Arenen durchgefuhrt. Sie bestanden aus drei miteinander verbundenen
Petrischalen (~ 145 mm), zwei Wahlkammern und einer Blackbox (siehe Abb.
16 & 17). Die Deckel der Wahlkammern haben mit Thripsgaze bedeckte
Luftungslocher und sind fur die ausgesetzten Thripse durch jeweils einen
Eingang zuganglich. Der Versuch bestand aus jeweils 10 Wiederholungen
(Wahlversuch, Positiv- und Negativkontrolle). Positivkontrolle bedeutet hier der
Einsatz zweier mit Chitosan vorbehandelter Pflanzen, Negativkontrolle
dementsprechend zweier unbehandelter Pflanzen. Die Behandlung wurde drei
Tage vor Aussetzen der Thripse durchgefuhrt. Wie auch in den
vorangegangenen Mikrokosmos-Experimenten bestand die Behandlung aus
einer Blatt- und einer Bodenbehandlung, welche auch nach demselben Schema
durchgefiihrt wurden (siehe 2.2.1). Jeweils ein Blatt (das Mittlere des Drei-Blatt-
Stadiums) der zwei Wochen alten Pflanzen wurde in eine Wahlkammer
eingekafigt. Anschlieend wurden 20 Thripse (in einem Eppendorfgefal) in die
Blackbox gesetzt. Die abgedichteten Arenen wurden im Gewachshaus
randomisiert aufgestellt (Klimabedingungen: T: ~ 25 °C; RH: ~ 60 %; L:D: 16:8).
Nach 24 Stunden wurde der Versuch ausgewertet, indem die Thripse sowohl in
den Wahlkammern als auch in der Blackbox ausgez&ahlt wurden.

Abb. 16 & 17: Choice-Arena mit Wahlkammern und Blackbox (inkl. Eppendorfgefal zum
Einsetzen der Thripse (links); laufender Choice-Test im Gewachshaus.
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2.5.3 Virulenz Test

Bestimmung des LDso-Wertes fur den Virulenztest

Bei der Applikation der Nematoden stellte sich das Problem, dass die beiden
verschiedenen Nematodenarten unterschiedliche Parasitierungseffizienzen beim
Modellorganismus aufwiesen. Bereits (Dunphy & Webster, 1986) beschreiben,
dass Steinernematiden  Tenebrio-molitor-Larven  schneller  toten  als
Heterorhabditiden.

Daher musste im Vorfeld die passende Konzentration an Nematoden bestimmt
werden. Um einen mdglichen Effekt von Chitosan auch erkennen zu kdnnen,
durfte die reine Parasitierung (also Nematoden ohne Chitosan) nicht zu hoch
sein. Es wurde also im Prinzip eine Art LDso-Wert ermittelt (siehe Abb. 18 & 19).

10 J’s je Kammer 20 IJ's je Kammer
100 100
90 90
— 80 80
L 70 70
£ 60 T 60
§ 50 50 T
8 40 40
g 30 I 30
= 20 20
0 - ; ; 0 - ;
Kontrolle H.b. S.f. Kontrolle H.b. S.f.

Abb. 18 & 19: Unterschiedliche Parasitierungsraten von Mehlwirmern durch unterschiedliche
Konzentrationen an Nematoden (10 bzw. 20 Infective Juveniles je Multiwell-Platten-Kammer).

Bei der Betrachtung der Grafik wird die unterschiedliche Parasitierungseffizienz
der Nematodenarten deutlich. Bei S. feltiae reichen 10 Infective Juveniles pro
Multiwell-Platten-Kammer aus um 50,0 + 13,94 % der Mehlwirmer zu téten. Bei
H. bacteriophora hingegen bendétigt man 20 Infective Juveniles um 43,3 = 8,50 %
der Mehlwirmer zu t6ten. Bei dieser Anzahl an Steinernematiden liegt die
Prozentzahl toter Mehlwirmer bereits bei 80,0 + 9,72 %. Fur einen Test

betreffend Leistungssteigerung ist dieser Wert schon als bedenklich hoch
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anzusehen. Im eigentlichen Virulenztest wurde daher mit der niedrigeren

Konzentration (10 1J’s je Kammer) gearbeitet.

Um einen Effekt verschiedener Chitosan-Applikationen auf die Parasitierungs-
leistung der entomopathogenen Nematoden - also auf ihre Virulenz - zu
untersuchen, wurden Virulenztests mit dem sensitiven Modellorganismus
T. molitor durchgefuhrt. Als Arenen wurden Zellkultur- Multiplatten mit sechs
Kammern (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) verwendet. In jede Kammer
wurden 10 g sterilisierter Quarzsand geflllt (entsprach drei vollstandig geftllten
2 ml-Eppendorf-Gefassen). Je nach Variante wurde anschlie3end destilliertes
Wasser oder Chitosan-Lésung hinzugefiigt. AnschlieRend wurden in den EPN-
Varianten mithilfe einer 50 ul Mikropipette die Nematoden in die jeweiligen
Kammern pipettiert. Um eine einheitliche Bodenfeuchte einzustellen, wurde in die
EPN-Varianten vorher weniger Wasser bzw. Chitosanlésung pipettiert, da durch
das Einpipettieren der Nematoden zuséatzliche Flussigkeit in die Kammern
gelangte. Um die jeweiligen Chitosan-Varianten nicht zusatzlich zu verdinnen,
wurden die Nematoden aus der Stammldsung in einer der Variante jeweils
entsprechenden Chitosan-Lésung verdinnt. Um einen Einfluss der Verweildauer
auf einen mdglichen Chitosaneffekt zu untersuchen wurden samtliche Varianten
in einer zweiten Reihe fir 24 Stunden unter Raumtemperatur in einen Schattler

gestellt. Die folgende Auflistung veranschaulicht alle Varianten:

Variante 1: Kontrolle (Sand + 1,6 ml destilliertes H20)

Variante 2: Chitosan Boden (Sand + 1,6 ml Chitosan (Bodenkonzentration))
Variante 3: Chitosan Blatt (Sand + 1,6 ml Chitosan (Blattkonzentration))

Variante 4: H. bacteriophora (Sand + 1,5 ml destilliertes H20 + 0,1 ml EPN-L8sung)
Variante 5: S. feltiae (Sand + 1,55 ml destilliertes H20 + 0,05 ml EPN-LOsung)

H. bacteriophora + Chitosan Boden (Sand + 1,5 ml Chitosan

Variante 6: (Bodenkonzentration) + 0,1 ml EPN+Chitosan-L&sung)
Variante 7- S. feltiae + Chitosan Boden (Sand + 1,55 ml Chitosan
' (Bodenkonzentration) + 0,05 ml EPN+Chitosan-L&sung)
Variante 8: H. bacteriophora + Chitosan Blatt (Sand + 1,5 ml Chitosan
' (Bodenkonzentration) + 0,1 ml EPN+Chitosan-L&sung)
Variante 9- S. feltiae + Chitosan Blatt (Sand + 1,55 ml Chitosan (Bodenkonzentration)

+ 0,05 ml EPN+Chitosan-Ldsung)

Variante 10-18 wie 1-9, aber vor Versuchsbeginn fur 24 Stunden im Schittler
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Der Unterschied zwischen H. bacteriophora und S. feltiae betreffend der Menge
der EPN-LGsung liegt in der unterschiedlichen Applikationsmenge / Anzahl an
Nematoden begriindet. Vorversuche zeigten unterschiedliche Parasitierungs-
effizienzen. Es wurde fir die jeweilige Nematodenart ein LDso-Wert ermittelt. Das
ist die Menge an Nematoden, die benétigt wird um ~ 50 % der Wirte zu toten. Bei
einer sehr hohen Parasitierungsrate bereits in der Kontrolle ware eine
signifikante Steigerung maoglichicherweise nicht zu erkennen gewesen. Fur
H. bacteriophora ergab sich ein LDso-Wert von 20 1Js pro Kammer und fur
S. feltiae von 5 IJs pro Kammer. Methodenbedingt konnten pro Pipettierungs-
vorgang maximal 10 IJs innerhalb von 0,05 ml pipettiert werden. Dies bedeutete,
dass im Fall von H. bacteriophora je Kammer zweimal pipettiert werden musste,
was eine EPN-LOsung von 0,1 ml ergab (siehe obige Liste). Im Fall von S. feltiae
konnten die funf IJs in einem Pipettierungsvorgang aufgenommen werden, was

die EPN-L6sungsmenge von 0,05 ml ergab.

Im Anschluss wurden die Wirtsorganismen hinzugefuigt. Als Modellorganismus
diente die Larve des Mehlkafers T. molitor. Jeweils eine Larve wurde je Kammer
platziert. Abschlielend wurden die Multiplatten verschlossen und bei ~ 23 °C und
~ 60 % relativer Luftfeuchte in einem Klimaschrank gelagert. Je Variante wurden
funf Wiederholungen durchgefiihrt. Taglich wurde die Mortalitat der Mehlwirmer
erfasst. Hierfur wurden die Multiplatten geotffnet und die Larven mit einem
Feinpinsel leicht angestoRen. In den ersten zwei Tagen wurde
Bewegungslosigkeit mit Tod gleichgesetzt. Im weiteren Versuchsverlauf wurden
die parasitierten Larven weich und verfarbten sich braunlich-rot (siehe Abb.
20 & 21), was eine eindeutige Zuordnung ermoglichte. Nach 14 Tagen endete

der Versuch.
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Abb. 20 & 21: links: Sandgefullte Multiplatten mit Mehlwiirmern; rechts: Unterschied zwischen
nicht-parasitierten (A) und parasitierten Mehlwirmern (B) (rechts).

2.5.4 Agilitatstest

Bei der Herstellung der EPN-Chitosan-Lésungen in den vorangegangenen
Versuchen fiel auf, dass sich die Nematoden (sowohl H. bacteriophora als auch
S. feltiae) in den Chitosanlésungen agiler verhielten als in der Kontrollvariante mit
destilliertem Wasser. Es wurde daher nach einer geeigneten Methode gesucht,
um die Agilitdt der Nematoden quantitativ zu erfassen. Letztlich wurde eine
Methode nach (Strauch et al., 2004) gewahlt (siehe Abb. 22 & 23). Hierbei
wurden 250 1Js in 75 pl auf ein doppellagiges, rechteckiges Stick Filterpapier
(L&nge x Breite: 18 x 18 mm) mittig pipettiert. Dieses Filterpapier wurde nun auf
einer gleich grol3en Plattform (L&dnge x Breite x HOhe: 18 x 18 x 4 mm) aus
Plexiglas in einer mit 2 ml destilliertem Wasser gefiliten Petrischale (& = 30 mm,
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) platziert. Hierbei war jedoch darauf zu
achten, dass das Wasser die Plattform aber nicht das darauf liegende
Filterpapier berthrte. In dem Fall ware das Filterpapier aufgeschwemmt und die
Bewegung der Nematoden durch das Wasser auf dem Filterpapier erschwert
worden bzw. Nematoden hatten bei der geringsten Erschitterung von der
Plattform gespult werden konnen. Generell waren aufgrund der grazilen
Konstruktion Erschitterungen zu vermeiden. Eine ausreichende Feuchtigkeit des
Filterpapiers (fur die Abwanderung der Nematoden) wurde dadurch
gewahrleistet, dass sich die einzelnen Arenen verschlossen in einer grolden,
ebenfalls verschlossenen Petrischale befanden. In jeder grof3en Petrischale

befanden sich finf Arenen und eine offene, mit Wasser gefiilite Petrischale zur
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Erhaltung der Luftfeuchte. Die Nematoden wanderten nun Uber Filterpapier, von
der Plattform in das Wasser, wo sie stiundlich gezahlt wurden. Hierfir wurde
vorsichtig die Plattform entfernt, das Wasser mit den abgewanderten Nematoden
zum Zahlen entnommen, die Petrischalen erneut mit 2 ml destilliertem Wasser
gefullt und die Plattformen wieder eingesetzt. Nach 16 Stunden waren alle
Nematoden abgewandert. In Vorversuchen zeigte sich bereits, dass nach
Versuchsende (wenn keine Nematoden mehr in der Petrischale zu finden waren)
keine lebenden Nematoden auf dem Filterpapier verblieben. Stichprobenartig
wurden dennoch die Filterpapiere mit Wasser abgespult und die entstehende
Losung auf verbleibende Nematoden hin Uberprift. Die Behandlung der
Nematoden vor Versuchsbeginn entsprach im Wesentlichen dem Applikations-
verfahren der Mikrokosmos-Experimente. Sowohl H. bacteriophora als auch
S. feltiae wurden zwei Stunden vor Versuchsbeginn fur zwei Stunden in
Chitosan-L6sungen gegeben. Dabei gab es zwei Chitosan-Varianten. Wie auch
schon im Virulenztest wurden die Konzentration der Bodenapplikationsmenge
(0,155 % Biorend) und die der Blattapplikationsmenge (0,5 % Biorend) als
Varianten verwendet. Je Variante wurden funf Wiederholungen durchgefuhrt.

Da innerhalb der ersten Stunde nur eine Probeentnahme stattfand, hier aber
bereits ein Grof3teil der Nematoden abwanderte, war das Bild des
Abwanderungsprozesses stark gestaucht. Daher wurde in einem zweiten
Versuch der Versuchsaufbau geringfligig modifiziert. Die H6he der Plattform
betrug nun 8 mm anstatt 4 mm und die einzelnen Petrischalen wurden mit 3 ml
anstatt 2 ml destilliertem Wasser gefullt. Damit sollte der Abwanderungsprozess
entzerrt werden. Zusatzlich wurden die Auswertungsintervalle zu Beginn des
Versuchsverlaufes verkirzt. In den ersten zwei Stunden wurde alle 30 Minuten
ausgewertet, danach stundlich. Basierend auf den Erfahrungen einiger
Vorversuche mit dem modifizierten Aufbau wurde die stindliche Auswertung
nach 10 Stunden beendet und zwei weitere Male nach 24 und 48 Stunden
gezahlt. Auch hier wurden funf Wiederholungen je Variante durchgefiihrt. Der

Versuch lief ebenfalls im Labor unter Raumbedingungen (Temperatur: ~ 18 °C,

rel. Luftfeuchte =~ 70 %).
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Filterpapier Nematoden
¥ x|\
Petrischale Plattform

Abb. 22 & 23: Versuchsaufbau des Agilitatstests; links: Versuchsarena in Einzelteilen; rechts:
Schema des Versuchsablaufs.
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2.6 Statistische Analyse

Fir die statistische Analyse wurde STATISTICA 6.0 der Firma StatSoft Inc. fur
Windows XP verwendet. Die Versuchsdaten wurden mittels des Levene’'s Test
auf Varianz-Homogenitat Gberprift. War dies wie im Falle des Virulenztests oder
des Choice-Tests nicht gegeben, so wurde mittels nicht-parametrischer Tests
analysiert (siehe Ubersicht). Desweiteren wurden die Versuchsdaten vor einer
Auswertung normalisiert. Handelte es sich um Prozentangaben, wurden diese in
arcsin-Werte transformiert. Bei den Ubrigen Daten wurde mit Quadratwurzel-
Werten gearbeitet. Die Présentation der Ergebnisse erfolgte jedoch mit
untransformierten  Mittelwerten. Fir die Varianz-Angabe wurde der
Standardfehler (SF) verwendet.

Fur Ermittlung von Behandlungseffekten im Rahmen der Mikrokosmos-
Experimente mit Chitosan, entomopathogenen Nematoden und der Kombination
von Beiden (sowohl auf Bodenabwanderung und Schlupfverlauf von Thripsen,
Gesamtzahl geschlupfter Thripse), des Feeding-Tests und des Agilitatstest
wurde eine zweifaktorielle Varianz-Analyse durchgefihrt (ANOVA). Im Falle von
signifikanten Effekten wurden multiple Mittelwertvergleiche nach Fisher mit einem
Signifikanz-Level von p < 0.05 durchgefiuihrt. Sollte ein Effekt unter
Beriicksichtigung des Zeitfaktors untersucht werden, so wurde eine Varianz-
Analyse mit Messwiederholung (Repeated-measures ANOVA) durchgefihrt. Der
Wahlversuch (Choice-Test) mit Thripsen wurde mithilfe des Wilcoxon-Matched-
Paired-Test ausgewertet. Da beim Virulenztest (unter Berucksichtigung des
Zeitfaktors) ebenfalls keine Varianz-Homogenitat vorlag (diese lag nur bei den
Daten der finalen Parasitierung vor), wurde der Kaplan-Meier-Test durchgefuhrt.
Hierbei wurden ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensrate
aller Behandlungen und ein anschliel3ender paarweiser Vergleich durchgefihrt.
Zum besseren Verstandnis folgt eine Ubersicht der verwendeten Tests:
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Kapitel Parameter Test

3.1.1 Mikrokosmos- Einfluss auf das ANOVA  (zweifaktoriell) mit  repeated

Experiment Abwanderungsverhalten measures fir den Einfluss auf gesamten

(Bodenabwanderung, mit
Klebefallen)

Schlupfverlauf
ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test
fur einzelne Testtage (Tag 6)

Einfluss auf Gesamtzahl
abgewanderter Thripse

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

3.1.2 Mikrokosmos-
Experiment (Lebenszyklus,
ohne Klebefallen, mit
Eklektoren)

Einfluss auf Gesamtzahl

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

3.1.3  Mikrokosmos-
Experiment (Lebenszyklus,
ohne Klebefallen, mit
Lebendfang-Eklektoren)

Einfluss auf Gesamtzahl

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

Einfluss auf Schlupfverlauf

ANOVA  (zweifaktoriell)  mit  repeated
measures fir den Einfluss auf gesamten
Schlupfverlauf

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

Einfluss auf Folgegeneration

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

3.2.1  Mikrokosmos-
Experiment zur Bestimmung
der Applikationsmenge

Einfluss Gesamtzahl Thripse
(einzelne Nematodenarten)

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

Einfluss Gesamtzahl Thripse
(Nematodenarten insgesamt)

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

Einfluss Gesamtzahl Thripse
(Nematodenarten insgesamt,
Monate gepoolt)

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

3.3.1  Mikrokosmos-
Experiment (Lebenszyklus,
ohne Klebefallen, mit
Lebendfang-Eklektoren)

Einfluss Gesamtzahl Thripse
(einzelne Nematodenarten)

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

Einfluss auf Schlupfverlauf

ANOVA  (zweifaktorielll ~mit  repeated
measures fiir den Einfluss auf gesamten
Schlupfverlauf

ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test

3.4.1 Feeding Test Mortalitdt nach Feeding ANOVA (one-way, univariate) und LSD-Test
3.4.2 Choice Test Einfluss auf Wahlverhalten Wilcoxon Matched Paires Test (non-
parametric)
Einfluss auf Eiablage Wilcoxon Matched Paires Test (non-
parametric)
3.4.3 Virulenz Test Einfluss auf Virulenz (Verlauf) |Kaplan Meier Test - Logranktest (Mantel
Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen und anschlieRender paar-
weiser Vergleich (ebenfalls Logranktest
(Mantel Cox)
Einfluss auf Virulenz (finale ANOVA (dreifaktoriell) und LSD-Test fir
Parasitierung) einzelne Testtage
3.44  Agilitatstest Einfluss auf das ANOVA  (zweifaktoriell)  mit  repeated
Abwanderungsverhalten measures fur den Einfluss auf das

Abwanderungs-verhalten

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten statistischen Tests

Die graphische und tabellarische Darstellung erfolgte mithilfe von Excel 2007.

Die Darstellung
STATISTICA 6.

des

Kaplan-Meier-Tests

(Virulenztest) erfolgte  mit




Ergebnisse 50

3 Ergebnisse

3.1 Versuche mit Chitosan

3.1.1 Mikrokosmos-Experiment (Bodenabwanderung, mit
Klebefallen)

In diesem Experiment wurde das Abwanderungsverhalten der Lz-Larven
beobachtet. Hierfir wurden taglich die abwandernden Larven gezahlt. Nach

neunzehn Tagen ergab sich folgendes Bild:
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Abb. 24: Abwanderung von Lz-Larven in den Boden nach Behandlung von Bohnenpflanzen mit
Chitosan (* signifikanter Unterscheid p < 0,05).

Das Experiment betreffend Bodenabwanderung der spaten Lz-Larven ergab zwar
einen signifikanten Effekt am sechsten Tag des laufenden Versuchs
(F1,14=11,97; p = 0,0038). Dort war die Anzahl der abgewanderten Larven in der
Chitosan-Variante signifikant niedriger (siehe Abb. 24). Es konnte jedoch
insgesamt kein Effekt der Behandlung auf den Abwanderungsprozess als
solches nachgewiesen werden (F1, 14 = 0,07; p = 0,7897). Erwartungsgemalf gab
es einen Effekt der Zeit (Fi3, 182 = 7,16; p < 0,0001) aber keine Interaktion
zwischen Zeit und Behandlung (F13, 182 = 1,06; p = 0,3941).
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Zeit [d] Kontrolle Chitosan

6 34+1,08dA 0,4+0,26eB
7 3,8+1,05cd A 1,1+0,30de A
8 8,4+ 2,31 abc A 84+242abA
9 9,1+3,11abA 109+3,23aA
10 94+461laA 105+£6,26 a A
11 6,6 + 3,80 abcd A 6,6 + 3,88 abc A
12 6,3 + 3,45 abcd A 6,0 + 4,08 abcd A
13 5,9+2,88 abcd A 5,6 £ 3,26 abcde A
14 4,6 £2,91 bcd A 4,0 £ 2,67 bcde A
15 5,1+ 2,71 abcd A 6,3 + 3,31 abcd A
16 5,4 + 2,94 abcd A 6,9 + 4,30 abc A
17 29+2,46dA 4,1 £4,12 bcde A
18 4,4+ 3,28 cd A 2,6 £ 2,49 cde A
19 4,4 +2,66cdA 3,0 + 3,00 bcde A
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Tab. 2: Téagliche Abwanderung von La-Larven
Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert +

in den Boden nach Behandlung von
SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben

GroR3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden
sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Bei der Betrachtung der einzelnen Werte der unterschiedlichen Behandlungen
wurde deutlich, dass sich der Verlauf von Kontrolle und Behandlung insgesamt
stark ahnelte. Die hoheren Werte bei der Kontrolle zu Beginn der Abwanderung
(inklusiv dem signifikant h6heren Wert an Tag 6) wurden durch niedrigere Werte
an den beiden Peaks in der Chitosan-Variante (Tag 9/10 und Tag 15/16) wieder
ausgeglichen (siehe Abb. 24 und Tab. 2). Betrachtet man nun die kumulativen
Werte der Abwanderung der Lz-Larven, lasst sich dieselbe Tendenz mit jedoch

statistisch stéarkerer Auspragung erkennen:
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Anzahl abgewanderter L2 Larven

Abb. 25: Abwanderung von Lz-Larven (kumulativ) in den Boden nach Behandlung von
Bohnenpflanzen mit Chitosan (* signifikanter Unterscheid p < 0,05).
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Zusatzlich zum signifikanten Effekt am sechsten Tag (F1, 14 = 12,36; p = 0,0034)
gab es hier auch am siebten Tag einen signifikanten Unterschied (F1, 14 = 9,65;
p = 0,0077). An beiden Tagen war die Anzahl der abgewanderten Larven in der
Chitosan-Variante signifikant niedriger als in der Kontrolle (siehe Abb. 25 und
Tab. 3). Auch hier konnte aber wie zuvor kein signifikanter Effekt der Behandlung
auf den Abwanderungsprozess als solches beobachtet werden (Fi1, 14 = 0,27;
p = 0,6146). Erwartungsgemalf gab es auch bei der Betrachtung der kumulativen
Daten einen signifikanten Effekt der Zeit (Fi3, 182 = 62,74; p < 0,0001). Im
Gegensatz zu den vorher dargestellten reinen Zahlwerten pro Tag gab es jedoch
hier auch eine Interaktion zwischen Zeit und Behandlung (Fi3, 182 = 2,52; p =
0,0033).

Zeit [d] Kontrolle Chitosan

6 34+1,08e A 04+0,26fB

7 71+£194dA 1,5+0,50eB
8 155+3,31cA 9,9+2,75dA

9 24,6 £ 5,46 bc A 20,8+5,45cA
10 34,0+9,43ab A 31,3+11,15bc A
11 40,6 + 13,02 ab A 37,9 +£14,99 abc A
12 47,0+ 16,35ab A 43,9 19,04 ab A
13 52,9+ 19,57 ab A 49,5 +22,87ab A
14 57,5+22,38ab A 53,5+ 2550ab A
15 62,6 + 25,62 a A 59,8 £ 29,60 ab A
16 68,0 + 28,53 a A 66,6 £ 33,75ab A
17 70,9+ 30,73aA 70,8+37,53aA
18 75,3+33,84a A 73,4+39,89aA
19 79,6 +£36,11a A 76,4 +42,70a A

Tab. 3: Téagliche Abwanderung von Lz-Larven (kumulativ) in den Boden nach Behandlung von
Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben
Grol3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden
sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Bei der Betrachtung der einzelnen Werte der unterschiedlichen Behandlungen
wurde auch bei den kumulativen Daten deutlich, dass sich der Verlauf von
Kontrolle und Behandlung insgesamt wieder sehr ahnelte. Die Startphase der
Abwanderung war in der Kontrollvariante jedoch stéarker ausgepragt als in der
Chitosan-Variante. Zwar war der reine Startpunkt bei beiden Varianten der
sechste Tag des Experimentes, aber in den ersten zwei Tagen verliel3en in der
Kontrolle deutlich mehr L2-Larven die Pflanze (siehe Tab. 3). Ab dem achten Tag

verliefen die Kurven jedoch wieder synchron.
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Abb. 26: Einfluss einer Behandlung mit Chitosan auf die mittlere Gesamtzahl in den Boden
abwandernder Lz-Larven (Mittelwert £ SF, Mittelwerte / Balken mit demselben Kleinbuchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Obwohl es zuvor einen signifikanten Einfluss auf den Verlauf der Larven-
Abwanderung gab, so zeigte sich jedoch kein Effekt der Behandlung auf die
Gesamtzahl an abgewanderten Larven (F1, 14 = 0,0076; p = 0,9319; siehe Abb.
26).

3.1.2 Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen,
mit Eklektoren)

Nach der Erfassung des Abwanderungsverhaltens sollte nun der Einfluss einer
Chitosan-Behandlung auf den Verpuppungserfolg der Larven untersucht werden.
Nach Eiablage, Schlupf und Abwanderung in den Boden wurde nach acht Tagen
die Anzahl geschllpfter Thripse erfasst:
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Abb. 27: Gesamtzahl an Thripsen (Pflanzenfang + Eklektorfang) nach Behandlung von
Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert + SF, Mittelwerte / Balken mit demselben
Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Es zeigte sich, dass die Chitosan-Behandlung der Bohnenpflanzen einen
signifikanten Einfluss auf den Verpuppungserfolg / auf die Reproduktion der
Thripse hatte (F1, 14 = 12,38; p = 0,0034). Die Zahl der gefangenen Thripse
(Gesamtfang = Pflanzenfang + Eklektorfang) war in der Chitosan-Variante
signifikant niedriger (siehe Abb. 27).

3.1.3 Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen,

mit Lebendfang-Eklektoren)

Wie bereits unter Material und Methoden beschrieben, wurde das Setup fur
diesen Versuch modifiziert. Eine Erweiterung um eine zweite Chitosan-Variante
und der Einsatz von Lebendfang-Eklektoren ergaben folgende Ergebnisse (siehe
Abb. 28):
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Abb. 28: Anzahl weiblicher Thripse, méannlicher Thripse und Gesamtzahl (Pflanzenfang +
Eklektorfang) nach Behandlung von Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert + SF, Mittelwerte /
Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Die Wiederholung des zuvor durchgefihrten Experiments zur Evaluierung eines
moglichen Einflusses auf die Reproduktion von F. occidentalis ergab keine
Bestatigung der zuvor noch erzielten Ergebnisse (vergleiche hierzu 3.2.1). Es
gab keinen signifikanten Effekt der Chitosan-Behandlung (in keiner der beiden
verwendeten Konzentrationen) auf die Zahl der insgesamt gefangenen Adulten,
weder bei den Weibchen (F2, 27 = 1,79; p = 0,1870), noch bei den Mannchen
(F2,27 = 1,43; p = 0,2558) oder der Thripse insgesamt (F2, 27 = 2,92; p = 0,0710).
Beim Effekt auf die Gesamtzahl der Thripse féllt zwar der niedrige p-Wert auf und
eine Analyse mittels LSD-Test zeigt, dass die Gesamtzahl der Thripse in der
Variante “Chitosan A" signifikant niedriger war als in der Kontrolle. Die Variante
“Chitosan B” unterscheidet sich aber nicht signifikant von der Kontrolle. Ebenso

unterscheiden sich die Chitosan-Varianten nicht untereinander.

Der Einsatz der modifizierten Eklektoren erméglichte die Untersuchung eines
Einflusses auf den Schlupfverlauf der Thripse. So wurden fur einen Zeitraum von
acht Tagen weibliche und mannliche Thripse gezahlt. Die Ergebnisse sind in den
folgenden Grafiken und Tabellen wiedergegeben (siehe Abb. 29 auf der

folgenden Seite):
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Abb. 29: Schlupfverlauf weiblicher Thripse nach einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit
Chitosan (* signifikanter Unterscheid p < 0,05).

Die Auswertung der Eklektordaten ergab keinen Effekt der Behandlung auf den
Schlupfverlauf der weiblichen Thripse (F2, 27 = 1,39; p = 0,2676). Zwar scheint die
Verlaufskurve der Chitosan A-Variante am dritten Auswertungstag deutlich
gegenuber den anderen beiden Kurven einzuknicken, es ergab sich jedoch kein
signifikanter Unterschied. Erwartungsgemall trat ein Effekt der Zeit auf (Fs, 135 =
90,83; p < 0,0001). Es gab jedoch keine Interaktion zwischen Zeit und
Behandlung (Fio0, 135 = 0,54; p = 0,8625).

Zeit Kontrolle Chitosan A Chitosan B

1 22,8+ 223bA 17,9+ 3,79b A 16,6 £3,94b A
2 58,4 +5,28aA 49,7+6,89a A 52,6 +6,96 a A
3 60,0 £ 6,64 a A 41,0+5,80aA 51,5+6,87aA
4 215+4,76 b A 20,1+3,22b A 149+204bA
5 52+1,38cA 44+1,13cA 48+1,04cA
6 6,2+1,11cA 43+047CcA 6,1+1,11cA
7 0,0+0,00d A 0,0+£0,00d A 0,0+0,00d A

Tab. 4: Schlupfverlauf weiblicher Thripse nach einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit
Chitosan (Mittelwert £ SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben Grof3buchstaben und
Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
(LSD-Test)).

Die Verlaufskurven der einzelnen Varianten fielen sehr &hnlich aus. So hatten die
Verlaufskurven sowohl der Kontrolle als auch die der beiden Chitosan-Varianten
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ihren Hohepunkt am zweiten bzw. dritten Tag. Zwar sank die Kurve in der
Chitosan-Variante A schneller als die der Kontrolle und der Chitosan-Variante B,
es gab innerhalb der Tages-Werte jedoch keinen signifikanten Unterschied
(siehe Abb. 29 und Tab. 4).
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Abb. 30: Schlupfverlauf mannlicher Thripse nach einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit
Chitosan (* signifikanter Unterscheid p < 0,05).

Bei den ménnlichen Thripsen ergab die Auswertung der Eklektordaten ebenfalls
keinen Effekt der Behandlung auf den Schlupfverlauf (Fz2, 2z = 0,34; p = 0,7145).
Erwartungsgemalfd trat auch hier ein Effekt der Zeit auf (Fs,135=95,39; p <
0,0001). Im Gegensatz zum Verlauf der Weibchen gab es jedoch eine Interaktion
zwischen Zeit und Behandlung (F1o, 135 = 1,92; p = 0,0472).

Zeit [d] Kontrolle Chitosan A Chitosan B
1 179+3,03dA 10,2+1,42cd A 11,3+284eA
2 84,6 £9,38aA 69,1 +£8,25aA 81,3+4,49aA
3 479+6,21b A 51,6 +6,14aA 51+2,84bA
4 28,0+5,38Cc A 30,2+503bA 26,5+457cA
5 10,5+2,61eA 99+1,77dA 151+1,39dA
6 15,0+1,40d A 145+2,23cA 17,0 £264cd A
7 0,0+0,00f A 0,0+0,00e A 0,0+0,00fA

Tab. 5: Schlupfverlauf ménnlicher Thripse nach einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit
Chitosan (Mittelwert = SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben GroR3buchstaben und
Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
(LSD-Test)).
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Die Verlaufskurven der einzelnen Varianten fielen auch bei den mannlichen
Thripsen wieder sehr &hnlich aus. So hatten die Verlaufskurven sowohl der
Kontrolle als auch der beiden Chitosan-Varianten ihren Héhepunkt am zweiten
Tag. In der Chitosan-Variante A fiel dieser Peak zwar niedriger aus, es gab
jedoch keinen signifikanten Unterschied zu den Werten der Kontrolle und der
Chitosan-Variante B (siehe Abb. 30 und Tab. 5).
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Abb. 31: Schlupfverlauf von Thripsen allgemein (weibliche + méannliche Thripse) nach einer
Behandlung von Bohnenpflanzen mit Chitosan (* signifikanter Unterscheid p < 0,05).

Wurden die Werte der weiblichen und mannlichen Thripse addiert, gab es
ebenfalls keinen Effekt der Behandlung auf Schlupf der Thripse (Fz, 27 = 1,18;
p = 0,3242). Auch hier gab es den zu erwartenden Effekt der Zeit (Fs, 135 = 96,21;
p < 0,0001), aber keine Interaktion zwischen Zeit und Behandlung (F1o, 135 = 1,40;
p = 0,1874). Am zweiten Tag jedoch liel3 sich ein signifikanter Unterschied
erkennen. Der Peak der Verlaufskurve in der Chitosan A-Variante war signifikant

niedriger.
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Zeit Kontrolle Chitosan A Chitosan B
1 40,7 +4,48b A 28,1+4,47cA 27,9+5,28CcA
2 143,0+ 7,96 a A 118,8 +11,43aB 133,9+6,57a AB
3 107,9+9,01a A 92,6 +9,82aA 102,5+6,40a A
4 495+8,76 b A 50,3+7,15b A 41,4+458b A
5 15,7 £3,78d A 143+2,60dA 199+1,28cA
6 21,2+2,04cA 18,8 +2,22cd A 23,1+2,62CcA
7 0,0+x0,00e A 0,0+0,00e A 0,0+0,00d A

Tab. 6: Schlupfverlauf von Thripsen allgemein (weibliche + mannliche Thripse) nach einer
Behandlung von Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt
vom selben Grof3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Generell betrachtet fielen die Verlaufskurven der einzelnen Varianten auch bei
der Gesamtbetrachtung der Thripse (Mannchen + Weibchen) wieder sehr ahnlich
aus. So hatten die Verlaufskurven sowohl der Kontrolle als auch der beiden
Chitosan-Varianten ihren Hohepunkt am zweiten und dritten Tag. In der
Chitosan-Variante A fiel dieser Peak wie auch schon bei den Mannchen alleine
betrachtet niedriger aus. Diesmal war dieser Unterschied jedoch zumindest im
Vergleich zum Wert der Kontrolle signifikant. Der signifikante Unterschied
beschrankte sich aber auf diese beiden Varianten. So war der Wert der Chitosan-
Variante A nicht signifikant hoher als der der Chitosan-Variante B. An den
weiteren Tag traten keine signifikanten Unterschiede mehr auf und die Kurven

verliefen synchron (siehe Abb. 31und Tab. 6).

Die modifizierten Eklektoren ermdglichten es ebenfalls, einen Einfluss auf die
Folgegeneration zu bestimmen. So wurden von den gefangenen weiblichen
Thripsen pro Variante jeweils 10 Individuen isoliert und ihnen die Mdglichkeit zur
Eiablage auf Bohnenhillsen gegeben. Nach zwei Tagen wurde die Anzahl

geschlupfter Larven gezahlt (siehe Abb. 32).
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Abb. 32: Reproduktion der Folgegeneration von Thripsen nach einer Behandlung von
Bohnenpflanzen mit Chitosan (Mittelwert + SF, Mittelwerte / Balken mit demselben
Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Es zeigte sich kein signifikanter Effekt einer Chitosan-Behandlung auf das
Reproduktionspotential der Folgegeneration. Die Anzahl geschlupfter Larven
unterschied sich in den einzelnen Varianten nicht (Fz, 27 = 0,41; p = 0,6661).
Tendenziell erschien die Anzahl an Larven in den Chitosan-Varianten sogar eher
hoher als in der Kontrollvariante, was sich aber durch hohe Standardfehler

relativiert.
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3.2 Versuche mit Entomopathogenen Nematoden

Mikrokosmos-Experiment zur Bestimmung der

Applikationsmenge

Vor dem eigentlichen Chitosan-Nematoden-Versuch wurde zunéchst die zu
verwendende Applikationsmenge an Nematoden bestimmt. Dazu wurde die
Effizienz der Nematodenarten H. bacteriophora bzw. S. feltiae bei

unterschiedlichen Applikationsmengen miteinander verglichen.

Test 1: Applikationsmenge 200 bzw. 400 IJs/cm?
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Abb. 33: Gesamtzahl gefangener Thripse nach einer Bodenbehandlung mit 200 bzw. 400 1J's
von H. bacteriophora bzw. S. feltiae (Test 1 im August / September 2010; H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, 200/400 = 1J's / cm?; Mittelwert + SF, Mittelwerte /
Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Eine Behandlung mit H. bacteriophora hatte im Vergleich zur Kontrolle einen

signifikanten Effekt auf die Zahl der gefangenen weiblichen Thripse (F2, 15 = 5,84,
p = 0,0133), wobei es keinen Unterschied zwischen den beiden verwendeten
Applikationsmengen gab. Ebenfalls war ein Effekt auf die Anzahl der ménnlichen
Thripse zu beobachten (F2, 15 = 18,82; p > 0,0001). Jedoch zeigte sich auch hier
kein Unterschied zwischen den Applikationsmengen. Ebenfalls bei der
Gesamtzahl der Thripse war ein signifikanter Einfluss beider Aufwandmengen im

Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (Fz, 15 = 63,07; p > 0,0001). Im Gegensatz
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zu der Einzelbetrachtung der Geschlechter war bei der Gesamtzahl auch der
Unterschied zwischen den Applikationsmengen signifikant (p > 0,05, siehe Abb.
33). Die héhere Menge an applizierten Nematoden resultierte in einer niedrigeren

Anzahl gefangener Thripse.

Eine Behandlung mit S. feltiae hatte keinen signifikanten Effekt auf die Zahl der

gefangenen weiblichen Thripse (F2, 15 = 0,38; p = 0,7194) und es gab dem
entsprechend keinen Unterschied zwischen den Applikationsmengen.
Andererseits war ein Effekt auf die Anzahl der mannlichen Thripse zu
beobachten (F2, 15 = 12,49; p = 0,0006). Auch die Applikationsmengen
unterschieden sich signifikant. Die héhere Menge an applizierten Nematoden
resultierte in einer niedrigeren Anzahl gefangener Thripse. Letztlich hatte die
Behandlung mit Nematoden auch bei der Gesamtzahl der Thripse einen
signifikanten Einfluss (Fz, 15 = 15,68; p = 0,0002). Wie auch bei den ménnlichen
Thripsen zeigte sich bei der Gesamtzahl ein signifikanter Unterschied zwischen
den Applikationsmengen. Auch hier resultierte die héhere Menge an applizierten
Nematoden in einer niedrigeren Anzahl gefangener Thripse (siehe Abb. 33,
Seite 61).

Nach der Errechnung der korrigierten Mortalitdt nach Abbott (Abbott, 1925)
wurden die Unterschiede zwischen den Nematoden-Konzentrationen der
einzelnen Nematoden erneut betrachtet (graphisch nicht dargestellt). Bei
H. bacteriophora gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der
200 1Js/cm?- und der 400 IJs/cm?-Variante (F1, 10 = 4,94; p = 0,0505). Der p-Wert
liegt hier allerdings nur sehr knapp Gber dem gesetzten Signifikanz-Grenzwert.
Bei S.feltiae wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied verzeichnet
(F1,10= 3,23; p = 0,1025), was hier wohl durch die hohe Standardabweichung der
Werte der korrigierten Mortalitat zu erklaren ist.
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Test 2: Applikationsmenge 400 bzw. 600 IJs/cm?
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Abb. 34: Gesamtzahl gefangener Thripse nach einer Bodenbehandlung mit 400 bzw. 600 I1J's
von H. bacteriophora bzw. S. feltiae (Test 2 im September / Oktober 2010; H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, 200/400/600 = 1J's / cm?; Mittelwert + SF, Mittelwerte /
Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Auch hier hatte eine Behandlung mit H. bacteriophora als solches einen

signifikanten Effekt auf die Zahl der gefangenen weiblichen Thripse
(F2,1s=15,57; p = 0,0002), wobei kein Unterschied zwischen den
Applikationsmengen zu verzeichnen war. Ebenfalls war ein Effekt auf die Anzahl
der ménnlichen Thripse zu beobachten (F2, 15 = 55,41; p > 0,0001). Es gab hier
wiederum keinen Unterschied zwischen den Applikationsmengen. Letztlich zeigte
sich auch bei der Gesamtzahl der Thripse ein signifikanter Einfluss der
Behandlung mit Nematoden (Fz 15 = 80,14; p > 0,0001). Wie auch bei der
Einzelbetrachtung der Geschlechter gab es bei der Gesamtzahl keinen
Unterschied zwischen den Applikationsmengen (siehe Abb. 34, Seite 63).

Eine Behandlung mit S. feltiae hatte einen signifikanten Effekt auf die Zahl der
gefangenen weiblichen Thripse (F2, 15 = 6,81; p = 0,0079), wobei ebenso wie bei
H. bacteriophora kein Unterschied zwischen den Applikationsmengen auftrat.
Ebenfalls war ein Effekt auf die Anzahl der mannlichen Thripse zu beobachten
(F2,15 = 13,19; p = 0,0005). Es gab hier jedoch einen Unterschied zwischen den
Applikationsmengen. Die hohere Menge an applizierten Nematoden resultierte in

einer niedrigeren Anzahl gefangener mannlicher Thripse. Letztlich bewirkte die
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Behandlung mit Nematoden auch bei der Gesamtzahl der Thripse einen
signifikanten Einfluss (F2, 15 = 27,98; p > 0,0001). Im Gegensatz zu
H. bacteriophora gab es hier einen signifikanten Unterschied zwischen den
Applikationsmengen. Die hohere Menge an applizierten Nematoden resultierte in
einer niedrigeren Anzahl gefangener Thripse. (p > 0,05, siehe Abb. 34, Seite 63).

Nach der Errechnung der korrigierten Mortalitdt nach Abbott (Abbott, 1925)
wurden wiederum Unterschiede zwischen den Nematoden-Konzentrationen der
einzelnen Nematoden betrachtet (auch hier graphisch nicht dargestellt). Bei
H. bacteriophora gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der
400 1Js/cm? und der 600 lJs/cm?-Variante (F1, 10 = 1,59; p = 0,2354). Bei S.
feltiae wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied verzeichnet (Fz, 10 = 2,78;
p = 0,1262), was wiederum durch die hohe Standardabweichung bei den Werten
der korrigierten Mortalitat zu erklaren ist.

Test 3: Applikationsmenge 200 bzw. 400 IJs/cm?

250

200
o
(%)
+
% 150 B Kontrolle
g W H.b.200
£ B H.b.400
€ 100 @s.f.200
N | S.f.400
<

50

Q g Adulte ges.

Abb. 35: Gesamtzahl gefangener Thripse nach einer Bodenbehandlung mit 200 bzw. 400 1J's
von H. bacteriophora bzw. S. feltiae (Test 3 im Oktober / November 2010) (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, 200/400 = 1J's / cm?; Mittelwert + SF, Mittelwerte /
Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Bei der Wiederholung der zuerst gezeigten Konzentrations-Kombinationen hatte

eine Behandlung mit H. bacteriophora wie zu erwarten einen signifikanten Effekt
auf die Zahl der gefangenen weiblichen Thripse (F2, 15 = 4,75; p = 0,0283), wobei

kein Unterschied zwischen den Applikationsmengen auftrat. Ebenfalls war ein
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Effekt auf die Anzahl der ménnlichen Thripse zu beobachten (F2, 15 = 6,53;
p =0,0091). Auch hier gab es jedoch keinen Unterschied zwischen den
Applikationsmengen. Letztlich hatte die Behandlung mit Nematoden auch bei der
Gesamtzahl der Thripse einen signifikanten Einfluss (Fz, 15 = 20,10; p > 0,0001).
Wie auch bei der Einzelbetrachtung der Geschlechter gab es bei der Gesamtzahl

keinen Unterschied zwischen den Applikationsmengen (siehe Abb. 35, Seite 64).

Eine Behandlung mit S. feltiae hatte einen signifikanten Effekt auf die Zahl der
gefangenen weiblichen Thripse (F2, 15 = 4,78; p = 0,0247), wobei es keinen
Unterschied zwischen den Applikationsmengen gab. Ebenfalls war ein Effekt auf
die Anzahl der mannlichen Thripse zu beobachten (F2, 15 = 19,59; p > 0,0001).
Auch hier gab es jedoch keinen Unterschied zwischen den Applikationsmengen.
Letztlich hatte die Behandlung mit Nematoden auch auf die Gesamtzahl der
Thripse einen signifikanten Einfluss (F2, 15 = 57,12; p > 0,0001). Im Gegensatz zu
der Einzelbetrachtung der Geschlechter gab es bei der Gesamtzahl einen
signifikanten Unterschied zwischen den Applikationsmengen. Die hohere Menge
an applizierten Nematoden resultierte in einer niedrigeren Anzahl gefangener
Thripse (p > 0,05, siehe Abb. 35, Seite 64).

Nach der Errechnung der korrigierten Mortalitdt nach Abbott (Abbott, 1925)
wurden Unterschiede zwischen den Nematoden-Konzentrationen der einzelnen
Nematoden untersucht (wiederum graphisch nicht dargestellt). Bei
H. bacteriophora gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen der
200 I1Js/cm?- 400 1Js/cm?-Variante (F1, 10 = 2,04; p = 0,1837). Bei S. feltiae wurde
diesmal jedoch ein signifikanter Unterschied verzeichnet (Fi, 10 = 9,23,
p = 0,0125).



Ergebnisse 66

100
90
80 ab 2
70
60
50
40 -
30 -
20 -
10 A

(o
()

Reduzierung des Thripsbefalls [%]

H.b.200 | H.b.400 | H.b.400 | H.b.600 | H.b.200 H.b.400| s.f.200 | S.f.400 | S.f.400 | S.£.600 | S.f.200 | S.f.400 |

Aug./Sept. 2010 | Sept./Okt. 2010 Oktober‘/Nov.2010| Aug./Sept. 2010 | Sept./Okt. 2010 |Oktober./Nov‘2010

Abb. 36: Vergleich der durchschnittichen Befallsreduzierung nach Behandlung mit
unterschiedlichen Applikationsmengen von Nematoden (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora,
S.f. = Steinernema feltiae, 200/400 = 1J's / cm? Mittelwert + SF, Mittelwerte / Balken mit
demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Beim Vergleich aller Behandlungen zeigte sich, dass bei der Art H. bacteriophora
die hochste korrigierte Mortalitdt in der Variante mit 600 1J's/cm? im
September/Oktober erreicht wurde. Sie unterschied sich jedoch nicht signifikant
von der Variante mit 400 1J°s/cm? desselben Zeitraums. Zwar unterschieden sich
die Varianten mit 200 und 400 1J’s/cm? in den ZeitrAumen August/September
und Oktober/November nicht voneinander, jedoch war die Variante mit
400 1J"s/cm? der Art H. bacteriophora im Zeitraum September/Oktober signifikant
hoher als die beiden Varianten mit 200 1J's/cm? (in den Zeitraumen
August/September und Oktober/November) (siehe Abb. 36, Seite 66 und Tab. 7,
Seite 67). Damit erschien die Variante mit 400 1J's/cm? fiur die Art

H. bacteriophora als die am besten geeignete Applikationsmenge.

Beim Vergleich aller Behandlungen zeigte sich, dass bei der Art S. feltiae die
hdchste korrigierte Mortalitéat wie zuvor bei H. bacteriophora in der Variante mit
600 1J"s/cm? im September/Oktober erreicht wurde. Sie war hier aber signifikant
hoher als die Variante mit 400 1J’s/cm? desselben Zeitraums. Andererseits war
sie jedoch nicht signifikant hoher als die Variante mit 400 1J's/cm? im Zeitraum
Oktober/November. Sowohl im Zeitraum August/September als auch im Zeitraum
Oktober/November war die korrigierte Mortalitat bei der Variante mit 200 1J"s/cm?

signifikant niedriger als in der Variante mit 400 1J°s/cm?. Demzufolge erschien
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auch bei S. feltiae die Variante mit 400 1J’s/cm? als die am besten geeignete
Applikationsmenge (siehe Abb. 36, Seite 66 und Tab. 7).

> 0 belnand O O Oria a 0

H. bacteriophora 200 32,7+3,33 ¢

Sep.2010 H. bacteriophora 400 42,2 + 2,66 de
S. feltiae 200 21,0+5,62f

H. bacteriophora 400 67,2 £ 5,05 ab

Okt.2010 H. bacteriophora 600 74,6 £3,02 a
S. feltiae 600 60,1 + 6,49 bc
H. bacteriophora 200 36,7 £ 5,85 de

Nov.2010 H. bacteriophora 400 46,7 + 3,85 cd
S. feltiae 200 45,7 + 3,38 de

Tab. 7: Vergleich der durchschnittichen Befallsreduzierung nach Behandlung mit
unterschiedlichen Applikationsmengen von Nematoden (200 bzw. 400 = 1J°'s / cm?; Mittelwert *
SF, Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant (LSD-Test)).
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3.3 Versuche mit entomopathogenen Nematoden in

Kombination mit Chitosan

Mikrokosmos-Experiment (Lebenszyklus, ohne Klebefallen,

mit Lebendfang-Eklektoren)

In einem Mikrokosmos-Experiment wurde mit gleichem Versuchsaufbau wie im
vorherigen Versuch (3.1.2.) der Einfluss von Chitosan auf die Effizienz
entomopathogener Nematoden untersucht. Da zuvor ausgeschlossen werden
konnte, dass Chitosan die Reproduktion von F. occidentalis verdnderte, wurde
auf eine reine Chitosan-Kontrolle zugunsten einer héheren Wiederholungszahl

verzichtet.

Im Gegensatz zu den vorherigen Mikrokosmos-Experimenten fand dieser
Versuch unter kontrollierten Bedingungen in einer Klimakammer statt. Die
durchschnittliche Temperatur lag bei 25,9 + 0,01 °C und die durchschnittliche
Luftfeuchte bei 46,9 + 0,05 % RH. Es ergab sich folgendes Bild (siehe Abb. 37):
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Abb. 37: Gesamtzahl an Thripsen nach einer Bodenbehandlung mit Nematoden bzw. einer
Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden mit Chitosan (Pflanzenfang + Eklektorfang;
H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis
bacteriophora + Chitosan, S.f.+Chit. = Steinernema feltiae +Chitosan; Mittelwert + SF, Mittelwerte
/ Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).
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H. bacteriophora

Nur in der chitosanbehandelten H. bacteriophora-Variante war die Zahl der
Weibchen signifikant niedriger als in der Kontrolle (p = 0,0020), sie unterschied
sich nicht signifikant von der H. bacteriophora-Variante ohne Chitosan
(p = 0,0638). Bei der Zahl der Mannchen trat kein signifikanter Effekt auf. Bei der
Gesamtzahl an Adulten war die Zahl der Thripse in der chitosanbehandelten
H. bacteriophora-Variante (p > 0,0001) und in der H. bacteriophora-Variante
ohne Chitosan (p = 0,0012) signifikant niedriger als in der Kontrolle. Zum ersten
Mal trat hier auch ein signifikanter Unterschied innerhalb der H. bacteriophora-
Varianten auf. Die Zahl der Thripse insgesamt war in der chitosanbehandelten

Variante signifikant niedriger (p = 0,0313).

S. feltiae

In der chitosanbehandelten S. feltiae-Variante unterschied sich die Zahl der
Weibchen signifikant von der Kontrolle (p = 0,0367), in der unbehandelten
Nematoden-Variante jedoch nicht (p = 0,1642). Untereinander unterschieden
sich die S. feltiae-Varianten bei den weiblichen Thripsen ebenfalls nicht
(p = 0,4195). Bei beiden S. feltiae-Varianten war die Zahl der mannlichen Thripse
signifikant niedriger als in der Kontrolle (S.f.: p = 0,0009; S.f.+Chit.: p > 0,0001).
Allerdings gab es keinen Unterschied zwischen den Nematoden-Varianten
(p =0,0972). Entsprechend den Ergebnissen der getrenntgeschlechtlichen
Betrachtung war auch ein signifikanter Effekt der S. feltiae-Behandlung auf die
Gesamtzahl der Adulten zu beobachten. Hier war die Zahl der Thripse in der
chitosanbehandelten S. feltiae-Variante (p > 0,0001) und in der S. feltiae -
Variante ohne Chitosan (p > 0,0001) signifikant niedriger als in der Kontrolle. Wie
auch bei H. bacteriophora trat hier ein signifikanter Unterschied innerhalb der
Nematoden-Varianten auf. Die Zahl der gefangenen Thripse insgesamt war in

der chitosanbehandelten Variante von S. feltiae signifikant niedriger (p = 0,0307).
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Korrigierte Mortalitat / Chitosan-Effekt auf Nematoden

Anschliessend wurden die Varianten der Nematoden-Behandlung je Art
untereinander erneut verglichen. Hierfir wurde die korrigierte Mortalitat nach
Abbott (Abbott, 1925) errrechnet und erneut auf einen Effekt der Chitosan-
Behandlung der Nematoden auf die Gesamtzahl der Thripse hin untersucht
(graphisch nicht dargestellt). Es zeigte sich diesmal aber weder bei H.
bacteriophora (F1, 10 = 3,39; p = 0,0955) noch bei S. feltiae (F1, 10 = 3,39; p =
0,0730) ein signifikanter Effekt. Zwar sind die p-Werte relativ niedrig, reichen
jedoch nicht zu einer statistischen Signifikanz. Dies ist durch die hohe

Standardabweichung der Mittelwerte zu erklaren.

Auch in diesem Experiment kamen wieder die modifizierten Eklektoren zum
Einsatz. So war es wiederum mdoglich den Schlupfverlauf der Thripse zu
betrachten (siehe Abb. 38, Abb. 39 & Abb. 40). Da jedoch bei den Werten der
einzelnen Auswertungstage sehr hohe Varianzen auftraten, war bei der
Interaktion zwischen Zeit und Behandlung kein signifikanter Effekt zu
verzeichnen. Zwar liegen die p-Werte nahe am Grenzwert, aber signifikante
Unterschiede waren nur an einzelnen Auswertungstagen zu beobachten. Im

Folgenden wird dies beschrieben.
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Abb. 38: Schlupfverlauf weiblicher Thripse nach einer Bodenbehandlung mit Nematoden bzw.
einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan,
S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan).
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Es gab keinen Effekt der Behandlung mit H. bacteriophora auf den Schlupf der
3,54; p = 0,0554), einen Effekt der Zeit
(F7,10s=47,23; p < 0,0001), jedoch keine Interaktion zwischen Zeit und
Behandlung (Fi4, 10s = 0,81; p = 0,0610). Die p-Werte liegen beim Effekt der

weiblichen Thripse (F2, 15 =

Behandlung und der Interaktion zwischen Zeit und Behandlung nahe am
Grenzwert aber aufgrund der hohen Varianz in den Daten ist der Unterschied zur
Kontrolle letztlich nicht signifikant. Fihrt man eine Analyse mit untransformierten
Daten durch, liegt auch bei der Behandlung (F2, 15 = 3,96; p = 0,0417) und der
Beziehung zwischen Behandlung und Zeit eine Signifikanz vor (Fui4, 105 = 2,07;
p = 0,0189).

Entgegen den Erwartungen gab es bei S. feltiae keinen Effekt der Behandlung
mit Nematoden auf den Schlupf der weiblichen Thripse (F2, 15 = 1,40; p = 0,2781).
Der Unterschied zu H. bacteriophora ist vermutlich mit dem starken Abfall der
Verlaufsfolgen nach Tag 5 zu erklaren, der bei S. feltiae ausblieb. Es ist jedoch
ersichtlich, dass die Verlaufskurve in der S. feltiae + Chitosan-Variante deutlich
unter der der S. feltiae-Variante ohne Chitosan liegt. Erwartungsgemal trat ein
Effekt der Zeit auf (F7, 105 = 51,83; p < 0,0001) aber keine Interaktion zwischen
Zeit und Behandlung (F14, 105 = 1,39; p = 0,1716). Fuhrt man hier ebenfalls eine

Analyse mit untransformierten Daten durch, liegt auch bei der Behandlung

(F2,15= 3,96; p = 0,0418) und der Beziehung zwischen Behandlung und Zeit eine
Signifikanz vor (Fi4,10s = 2,07; p = 0,0383).

Zeit [d] Kontrolle H.b.+Chit. S.f.+Chit.
1 10,3+2,04abA | 7,8+1,08abA | 3,3+1,23cdB 55+141cB 5,3+1,15aB
2 78+2,18b A 45+173cA 55+2,14bc A 58+ 1,76 bc A 57+182aA
3 142+350aA | 7,2+0,70abAB | 50+1,98bcB | 8,3+1,23 abc AB 7,0+£3,06aB
4 150+2,86aA | 11,3+263abA | 10,2+1,89aA | 85+1,78abc A 75+1,02aA
5 17,8+4,84aA 128+ 2,14aA | 8,0+x1,44abA 123+2,46a A 85+184aA
6 135+3,06aA | 6,0£0,73bcBC | 42+0,83bcC | 9,7+0,95abAB | 8,7+2,09aABC
7 0,7+0,33cA 1,2+060dA | 1,2+0,60de A 25+152dA 1,8+0,70b A
8 0,2+0,17cA 0,5+0,34d A 0,3+0,21eA 0,3+0,33e A 0,3+0,21cA

Tab. 8: Schlupfverlauf weiblicher Thripse nach einer Bodenbehandlung mit Nematoden bzw.
einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan,
S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan; Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom
selben Grof3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).
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Die Verlaufe der einzelnen Varianten fallen sehr &hnlich aus (siehe Tab. 8). Die

Form der Verlaufskurve des Thrips-Schlupfes nach Applikation von
H. bacteriophora entspricht dem der Kontrollvariante ohne Nematoden. Zwar

sind die Tageswerte nach Behandlung mit dieser Nematodenart unter denen der
Kontrollvariante, jedoch ist dieser Unterschied nur am sechsten Tag signifikant.
Wurde H. bacteriophora mit Chitosan kombiniert, steigt die Anzahl geschlupfter
Thripse nur am vierten Tag und fallt dann sofort wieder. Am ersten, dritten und

sechsten Tag liegen die Schlupfwerte signifikant unter denen der Kontrolle.

Die Form der Verlaufskurve nach Behandlung mit S. feltiae entspricht wie bei
H. bacteriophora der der Kontrollvariante. Auch hier liegen die Werte im
Vergleich zur Kontrolle niedriger, jedoch ist der Unterschied nur am ersten Tag
signifikant. Wurde S. feltiae mit Chitosan kombiniert steigt die Kurve nur schwach
und fallt wie alle anderen Kurven nach dem sechsten Tag. Die Schlupfwerte sind
bei S. feltiae in Kombination mit Chitosan am ersten und dritten Tag signifikant
niedriger als in der Kontrollvariante. Bis auf den ersten Tag im Fall von S. feltiae
und H. bacteriophora ohne Chitosan-Zusatz unterscheiden sich die Verlaufs-

kurven zwischen den Nematodenarten nicht.
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Abb. 39: Schlupfverlauf mannlicher Thripse nach einer Bodenbehandlung mit Nematoden bzw.
einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan,
S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan).
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Bei der Zahl der geschlipften ménnlichen Thripse trat ein Effekt der Behandlung
mit H. bacteriophora auf den Schlupf der Thripse (F2, 15 = 4,78; p = 0,0248),
erwartungsgemaf ein Effekt der Zeit (F7, 10s = 57,87; p < 0,0001) aber keine
Interaktion zwischen Zeit und Behandlung auf (Fi4, 105 = 0,81; p = 0,6598). Fihrt
man hier wie zuvor bei den Daten Weibchen eine Analyse mit untransformierten
Daten durch, liegt weder bei der Behandlung (Fz, 15 = 3,96; p = 0,0791) noch der
Beziehung zwischen Behandlung und Zeit eine Signifikanz vor (Fuis4, 105 = 2,07;
p = 0,8582).

Es zeigte sich hier einen Effekt der Behandlung mit S. feltiae auf Schlupf der
mannlichen Thripse (Fz2, 15 = 10,77; p = 0,0013), erwartungsgemal ein Effekt der
Zeit (F7, 105 = 29,86; p < 0,0001) aber keine Interaktion zwischen Zeit und
Behandlung (Fis, 10s = 1,35; p = 0,1929). Fihrt man hier wie zuvor bei den
Weibchen eine Analyse mit untransformierten Daten durch, liegt ebenfalls bei der
Behandlung (F2, 15 = 3,96; p = 0,0005) jedoch nachwievor nicht bei der Beziehung

zwischen Behandlung und Zeit eine Signifikanz vor (Fis, 10s = 2,07; p = 0,0837).

Zeit [d] Kontrolle H.b.+Chit. S.f.+Chit.
1 155+249abA | 128+1,85aA 12,3+156a A 6,8+2,09ab B 40+1,13cB
2 18,8 +4,34aA 17,2+2,65a A 12,0+2,83aA 11,0+2,49a A 10,5+281laA
3 17,7+x2,14aA | 11,7+235aAB | 12,7+2,75aAB | 11,5+ 1,88 a AB 72+147abB
4 195+3,97aA 19,3+5,00a A 17,2+2,12a A 9,2+1,78aB 9,7+1,48aB
5 16,8+192aA 148+1,30a A 17,2+2,04aA | 128+2,77 a AB 5,0+£1,63bcB
6 19.8+4,09aA | 12,7+0,99aAB | 16,2+1,58aAB | 11,0+2,34aB 6,0 +1,00 abc C
7 97+247b A 42+101bB 4,8+0,87 b AB 3,0+0,86 bc B 4,3+1,15bcB
8 1,0+0,63cA 1,00+£0,45cA 0,8+0,31cA 15+0,76 cA 0,3+0,21dA

Tab. 9: Schlupfverlauf ménnlicher Thripse nach einer Bodenbehandlung mit Nematoden bzw.
einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan,
S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan; Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom
selben GrofRbuchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Die Verlaufskurven der einzelnen Varianten fallen im Gegensatz zu den
weiblichen Thripsen unterschiedlich aus (siehe Tab. 9). Eine Behandlung mit
H. bacteriophora (mit und ohne Chitosan) hat nur einen geringen einen Einfluss
auf den Verlauf des Schlupfes. So gibt es bei der H. bacteriophora-Variante ohne
Chitosan einen Einbruch am dritten Tag (jedoch nicht signifikant) und am

sechsten Tag gibt es im Gegensatz zu der Kontrollvariante keinen Anstieg mehr.
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Danach fallt wie bei allen anderen Varianten die Verlaufskurve steil ab. Der Wert
am siebten Tag liegt aber signifikant unter dem der Kontrolle. Werden
H. bacteriophora mit Chitosan kombiniert, steigt die Verlaufskurve im Gegensatz
zu allen anderen Varianten nicht am zweiten Tag, sondern erst am vierten Tag
und fallt dann nach dem sechsten Tag wie bei allen tbrigen Varianten. Im Fall
der S. feltiae-Variante &hnelt die Verlaufskurve sowohl der Kontrolle als auch der
H. bacteriophora-Variante ohne Chitosanzusatz. Einen Abfall hat diese
Verlaufskurve aber erst am vierten Tag, um dann wieder anzusteigen und dann
nach dem sechsten Tag wie alle Gbrigen wieder abzufallen. Wird S. feltiae mit
Chitosan kombiniert, ahnelt die Verlaufskurve nur zu Beginn denen der anderen
Varianten. Wahrend dort namlich die Kurven erst am sechsten Tag abfallen, sinkt
die Kurve bei S. feltiae in Kombination mit Chitosan bereits am vierten Tag und
hat ihren Hohepunkt am zweiten Tag. Bis auf den zweiten und achten Tag sind
die Werte immer niedriger als in der Kontrolle. Am sechsten Tag ist er signifikant
niedriger als bei allen Ubrigen Varianten. Insgesamt sind die Verlaufskurven
(Schlupfraten Uber die Zeit) bei den S. feltiae-Varianten deutlich schwacher
(niedriger) ausgepragt als bei H. bacteriophora. Dieser Effekt wird durch die
Kombination mit Chitosan noch verstarkt (siehe Abb. 39, Seite 72 und Tab. 9,
Seite 73).
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Abb. 40: Schlupfverlauf von Thripsen allgemein (weibliche + méannliche Thripse) nach einer
Bodenbehandlung mit Nematoden bzw. einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden
mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. =
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan, S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan).
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Werden weibliche und mannliche Thripse in Addition betrachtet, gibt es einen
Effekt der Behandlung mit H. bacteriophora (F2, 15 = 19,70; p > 0,0001).
ErwartungsgemaR tritt auch hier ein Effekt der Zeit auf (F7, 105 = 106,68; p <
0,0001), jedoch keine Interaktion zwischen Zeit und Behandlung (Fu4, 105 = 0,83;
p = 0,6353). Fuhrt man wie bei den Weibchen eine Analyse mit untransformierten
Daten durch, liegt ebenfalls bei der Behandlung (F2z, 15 = 3,96; p = 0,0003) aber
nicht bei der Beziehung zwischen Behandlung und Zeit eine Signifikanz vor
(F14,105 = 2,07; p = 0,4154).

Bei S. feltiae gibt es ebenfalls den Behandlungseffekt auf den Schlupf der
Thripse (Fz2, 15 = 27,41; p > 0,0001). Auch hier wurde erwartungsgemal der Effekt
der Zeit beobachtet (F7, 105 = 72,48; p < 0,0001) und auch hier blieb eine
Interaktion zwischen Zeit und Behandlung aus (Fi4, 10s = 1,16; p = 0,2388). Fihrt
man hier wie bei den vorherigen Ergebnissen eine Analyse mit untransformierten
Daten durch, liegt ebenfalls bei der Behandlung (F2, 15 = 3,96; p > 0,0001) aber

auch bei der Beziehung zwischen Behandlung und Zeit eine Signifikanz vor
(F14,105=2,07; p = 0,0057).

Zeit [d] Kontrolle H.b.+Chit. S.f.+Chit.
1 258+294aA | 20,7+1,76aAB | 157+2,14cBC | 12,3+1,63b CD 9,3+1,38bcD
2 26,7+3,74aA | 21,7+386aAB | 175+1,18bcB 16,8 + 2,87 ab B 16,2 +3,63aB
3 31,8+457aA | 188+237aB 17,7+ 3,56 cB 19,8+ 2,36 ab AB | 14,2+ 3,16 ab B
4 345+444aA | 30,7+6,12aA 27,3+193aA 17,7 + 2,26 ab B 17,2+2,09aB
5 347+346aA | 27,7£2,72aA 252+1,87abA 252+3,09aA 13,5+2,17ab B
6 33,3+4,39aA | 18,7+£1,15aBC | 20,3+1,80abcB | 20,7+2,09abB | 14,7+2,35abC
7 10,3+2,59b A 53+099bA 6,0+1,10dA 55+1,67CcA 6,2+1,35cA
8 1,2+0,65cA 1,5+0,56 c A 1,2+0,40e A 1,8+1,08d A 0,7+0,21d A

Tab. 10: Schlupfverlauf von Thripsen allgemein (weibliche + mannliche Thripse) nach einer
Bodenbehandlung mit Nematoden bzw. einer Behandlung von Bohnenpflanzen und Nematoden
mit Chitosan (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. =
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan, S.f.+Chit. = Steinernema feltiae + Chitosan;
Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben GroRRbuchstaben und Mittelwerte einer
Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Die Form der Verlaufskurven der einzelnen Varianten fallt innerhalb der

Nematodenarten zwischen den Nematodenarten

unterschiedlich aus (siehe Abb. 40, Seite 74 und Tab. 10). Wahrend in der

ahnlich, im Vergleich

Kontrollvariante ein stetiger Anstieg der Verlaufskurve zu beobachten ist, zeigt

sich bei H. bacteriophora nach stagnierender Anfangsphase sowohl ohne als
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auch mit Chitosanzugabe ein sprunghafter Anstieg nach dem dritten Tag. Im
direkten Anschluss fallt die Verlaufskurve stark ab, wahrend in der
Kontrollvariante der Schlupf erst am sechsten Tag einbricht. Bei H. bacteriophora
ohne Chitosanzugabe ist der Unterschied zur Kontrollvariante nur am dritten und
sechsten Tag signifikant. Wurden H. bacteriophora mit Chitosan kombiniert,
unterscheiden sich die Anzahl geschlipfter Thripse am ersten, zweiten, dritten

und sechsten Tag von der der Kontrollvariante (siehe Tab. 10, 49).

Die Form der Verlaufskurve der S. feltiae-Variante ohne Chitosan ahnelt bis auf
den Einbruch am vierten Tag denen von H. bacteriophora (mit und ohne
Chitosan). Wahrend die H. bacteriophora-Varianten am vierten Tag stark
ansteigen, sinkt die S. feltiae-Variante ohne Chitosan am vierten Tag und steigt
erst am funften Tag an. Die Verlaufskurve von S. feltiae in Kombination mit
Chitosan unterscheidet sich von allen anderen Verlaufskurven. Sie steigt am
zweiten Tag leicht an und verlauft dann relativ gleichbleibend bis sie nach dem
sechsten Tag wie die der anderen Varianten abfallt. Bei S. feltiae ohne
Chitosanzugabe unterscheidet sich die Anzahl geschlipfter Thripse am ersten,
zweiten, vierten und sechsten Tag von der der Kontrollvariante. In Kombination
mit Chitosan unterscheiden sich die Werte von denen der Kontrollvariante bis auf

die letzten beiden Tage (Tag 7 & 8) im gesamten erfassten Zeitraum.
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3.4 Versuche zum Wirkungsmechanismus
3.4.1 Feeding Test

Der Versuch fand unter kontrollierten Bedingungen in einer Klimakammer statt.
Die durchschnittliche Temperatur lag bei 21,8 + 0,01 °C und die durchschnittliche
Luftfeuchte bei 64,0 + 0,13 % RH. Folgendes wurde beobachtet (siehe Abb. 41):

N
o

[EEN
o

[any
(o)}

[ER
S

[Eny
N

Thrips Mortalitat [%+SF]
=
o
Q)

O N B~ OO ©
I

Kontrolle Boden Blatt Blatt 10-fach

Abb. 41: Mortalitat von Thripsen nach oraler Aufnahme von Chitosan in verschiedenen
Konzentrationen (Konzentration der Boden- und Blattbehandlung und 10-fach-Blattkonzentration;
Mittelwert + SF, Mittelwerte / Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant (LSD-Test)).

Obwohl mit bis zu 10-facher Konzentration der praxisiblichen
Anwendungsmenge gearbeitet wurde, gab es keinen signifikanten Effekt der
Behandlung auf die Mortalitat der Thripse nach oraler Aufnahme (Fs3, 32 = 0,22;
p = 0,8785).



Ergebnisse 78

3.4.2 Choice Test

Der Versuch fand unter nicht kontrollierten Bedingungen in einer
Gewachshauskabine statt. Die durchschnittiche Temperatur lag bei
24,1 + 0,12°C und die durchschnittliche Luftfeuchte bei 33,9 £ 0,49 % RH.
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Abb. 42: Einfluss einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit Chitosan auf das Wahlverhalten von
Thripsen (Mittelwert + SF).

Ein Wilcoxon Matched Pairs Test zeigte keinen signifikanten Effekt einer
Chitosan-Behandlung der Pflanzen auf die Wirtswahl der Thripse (siehe Abb.
42), weder bei der Positivkontrolle (z = 0,36; p = 0,7213) noch bei der
Negativkontrolle (z = 0,41; p =0,6784) oder beim eigentlichen Wahlversuch
(z=0,66; p=0,5076).
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Abb. 43: Einfluss einer Behandlung von Bohnenpflanzen mit Chitosan auf die Eiablage von
Thripsen (Mittelwert + SF).

Die Eiablage wurde ebenfalls mithilfe des Wilcoxon Matched Pairs Tests
untersucht. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Effekt einer Chitosan-
Behandlung der Pflanzen auf die Eiablage der Thripse (siehe Abb. 43), weder bei
der Positivkontrolle (z = 0,76; p = 0,4446) noch bei der Negativkontrolle (z = 0,25;
p = 0,7989) oder beim eigentlichen Wahlversuch (z = 0,76; p = 0,4446).

3.4.3 Virulenz Test

Der Versuch fand unter kontrollierten Bedingungen in einem Klimaschrank statt.
Die durchschnittliche Temperatur lag bei 22,2 £+ 0,00 °C, die durchschnittliche
relative Luftfeuchte bei 63,9 = 0,14 %.

Um den Einfluss einer Chitosan-Behandlung auf den Verlauf der Parasitierung
durch die entomopathogenen Nematoden zu bestimmen, wurde ein Kaplan-
Meier-Test durchgefihrt. Sowohl bei der ersten als auch der zweiten
Versuchsreihe (Chitosan-Behandlung zwei bzw. 24 Stunden vor Versuchsansatz,
siehe 2.5.3. auf Seite 42) wurde zuerst ein genereller Behandlungseinfluss
bewertet (alle Varianten gepoolt), anschlie@end die Nematoden getrennt
bewertet und abschliel3end ein paarweiser Test der Varianten durchgefuhrt.
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3.4.3.1 Uberlebensrate von Mehlwiirmern: A: nach Chitosan-Behandlung der

Nematoden zwei Stunden vor Versuchsansatz

Der Kaplan-Meier-Test ergab hier folgende Uberlebenskurven (siehe Abb. 44)
mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern nach einer Behandlung
mit H. bacteriophora oder S. feltiae:
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Abb. 44: Kaplan-Meier Uberlebenskurve mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern
nach einer Behandlung mit H. bacteriophora oder S. feltiae (mit und ohne Chitosan Behandlung
zwei Stunden vor Versuchsansatz, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema
feltiae).

Gesamtbetrachtung

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x? = 63,61,
df = 8, p < 0,0001). Ein anschlieRender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) zeigte, dass sich alle Nematoden-Varianten signifikant
von der Kontrolle unterschieden. Innerhalb der jeweiligen Nematoden-Arten gab

es keine signifikanten Unterschiede. Die Chitosan-Behandlung hatte keinen
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Effekt auf den Parasitierungsverlauf von H. bacteriophora oder S. feltiae als
solches. Zwischen den Nematodenarten gab es jedoch einen signifikanten
Unterschied. Die kumulative Uberlebensrate der Mehlwirmer unterschied sich in
der S. feltiae-Variante mit einer Chitosan-Behandlung in der Konzentration fur die
Bodenbehandlung signifikant von allen H. bacteriophora-Varianten (siehe Tab.
11, Seite 85) und unterschritt als einzige Variante die LDso-Grenze. Die Chitosan-
Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) zeigten hingegen keinen

signifikanten Effekt. Alle Ergebnisse sind in Tab. 11 auf Seite 85 gelistet.

Einzelbetrachtung H. bacteriophora

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x? = 26,55,
df = 5 p < 0,0001). Ein anschlielender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle H. bacteriophora-Varianten
signifikant von der Kontrolle unterschieden. Zwischen den H. bacteriophora-
Varianten gab es keinen Unterschied. Desweiteren zeigten die Chitosan-
Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) keinen signifikanten
Effekt.

Einzelbetrachtung S. feltiae

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x? = 59,10,
df = 5 p < 0,0001). Ein anschlieender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle S. feltiae-Varianten signifikant
von der Kontrolle unterschieden. Zwischen den S. feltiae -Varianten gab es
keinen Unterschied obwohl die S. feltiae-Chitosan-Bodenkonzentration-Variante
als einzige die LDso-Grenze uberschritt. Desweiteren zeigten die Chitosan-
Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) keinen signifikanten
Effekt.
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3.4.3.2 Uberlebensrate von Mehlwiirmern: B: nach Chitosan-Behandlung der

Nematoden 24 Stunden vor Versuchsansatz

Der Kaplan-Meier-Test ergab hier folgende Uberlebenskurve (siehe Abb. 45) mit
der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwirmern nach einer Behandlung mit
H. bacteriophora oder S. feltiae:
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Abb. 45: Kaplan-Meier Uberlebenskurve mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern
nach einer Behandlung mit H. bacteriophora oder S. feltiae (mit und ohne Chitosan Behandlung
24 Stunden vor Versuchsansatz, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema
feltiae).

Gesamtbetrachtung

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x?> =
102,90, df = 8, p < 0,0001). Ein anschliel3ender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle Nematoden-Varianten signifikant
von der Kontrolle unterschieden. Innerhalb der jeweiligen Nematoden-Arten gab

es keine signifikanten Unterschiede, jedoch war stetig ein unterschiedlicher
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Verlauf der Kurven innerhalb der Nematodenarten zu beobachten. So lagen
zumindest im Fall von S. feltiae die Kurven im Fall der Variante mit Chitosan-
behandelten Nematoden immer unter der der nicht behandelten Variante.
Folglich war hier eine schnellere Parasitierung zu beobachten, die sich jedoch
nicht in einer Signifikanz &usserte. Dieser Effekt erschien in der Variante mit

Chitosan-Behandlung in der Boden-Konzentration am starksten ausgepragt.

Die Chitosan-Behandlung hatte keinen Effekt auf den Parasitierungsverlauf von
H. bacteriophora oder S. feltiae als solche. Zwischen den Nematodenarten gab
es jedoch einen signifikanten Unterschied, Die kumulative Uberlebensrate der
Mehlwirmer unterschied sich in der S. feltiae-Variante mit einer Chitosan-
Behandlung in der Konzentration fur die Blattbehandlung signifikant von allen
H. bacteriophora-Varianten und der S. feltiae-Variante ohne Vorbehandlung
(siehe Tab. 12, Seite 85). Der zuvor noch aufgetretene signifikante Effekt der
Chitosan-Behandlung in der Konzentration der Bodenbehandlung bei S. feltiae
war nun (zumindest bei einem p-Level von 0,05) nicht mehr signifikant. Die
Chitosan-Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) zeigten keinen
signifikanten Effekt. Alle Ergebnisse sind in der Tab. 12 auf Seite 85 gelistet.

Einzelbetrachtung H. bacteriophora

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x? = 68,61,
df = 5, p < 0,0001). Ein anschlieRender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle H. bacteriophora-Varianten
signifikant von der Kontrolle unterschieden. Zwischen den H. bacteriophora-
Varianten gab es keinen Unterschied. Desweiteren zeigten die Chitosan-
Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) keinen signifikanten
Effekt.
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Einzelbetrachtung S. feltiae

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x? = 90,62,
df = 5 p < 0,0001). Ein anschlielender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle S. feltiae-Varianten signifikant
von der Kontrolle unterschieden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen unter
»3.4.3.1 Chitosan-Behandlung von Nematoden zwei Stunden vor
Versuchsansatz“ zeigte sich hier auch ein Effekt innerhalb einer Nematoden-
Variante. Wurden S. feltiae 24 Stunden vor Versuchsansatz mit Chitosan in der
Konzentration der Blattbehandlung kombiniert, so unterschied sich die
kumulative Uberlebensrate der Mehlwirmer signifikant von der der S. feltiae-
Kontrolle (S. feltiae + Wasser, (x* = 4,86, df = 1, p < 0,028)) jedoch nicht von der
S. feltiae-Variante mit der Chitosan-Behandlung in der Konzentration der
Bodenbehandlung. Die Chitosan-Kontrollen (Mehlwirmer + Chitosan ohne

Nematoden) zeigten keinen signifikanten Effekt.
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H.b. CBo

85

Behandl. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2

K 0361 | 0548 | 0,000 | 0990 | 7,793 | 0,005 | 7,507 | 0,006 | 11,904 | 0,001 | 15384 | 0,000 | 27,764

CBo 0361 | 0,548 039 | 0544 | 5353 | 0,021 | 5217 | 0,022 | 9,098 | 0,003 | 12,615 | 0,000 | 24,141

CBI 0,000 | 0,990 | 0,369 | 0544 7,835 | 0,005 | 7,758 | 0,005 | 12,143 | 0,000 | 15,498 | 0,000 | 27,764

H.b. 7,793 | 0,005 | 5353 | 0,021 | 7,835 | 0,005 0,006 | 0936 | 0598 | 0439 | 2,577 | 0,108 | 10,529
H.b.CBo | 7,507 | 0,006 | 5217 | 0,022 | 7,758 | 0,005 | 0,006 | 0,936 0729 | 0393 | 2544 | 0,111 | 9912
H.b.CBI | 11,904 | 0,001 | 9,098 | 0,003 | 12,243 | 0,000 | 0,598 | 0439 | 0,729 | 0,393 0,793 | 0373 | 6383

S.f. 15,384 | 0,000 | 12,615 | 0,000 | 15498 | 0,000 | 2577 | 0,108 | 2,544 | 0,111 | 0,793 | 0,373 1,568 | 0,211 | 0,026 | 0,873
S.f.CBo | 27,764 | 0,000 | 24,141 | 0,000 | 27,764 | 0,000 | 10,529 | | 6,383 | | 1568 | 0,211 1,717 | 0,190
sf.csl | 15260 | 0,000 | 12,512 | 0,000 | 15260 | 0,000 | 2,725 | 0099 | 2312 | 0,128 | 0,792 | 0373 | 0,026 | 0373 | 1,727 | 0,190

Tab. 11: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von Nematoden (zwei Stunden vor Versuchsansatz) auf den Parasitierungsverlauf von Mehlwirmern, paarweiser
Vergleich der Varianten (K = Kontrolle, CBo = Chitosan Boden, CBI = Chitosan Blatt, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae,
< Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation).

Behandl. | X Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig.
K 0,000 | 0986 | 0345 | 0557 | 27,382 | 0,000 | 16,087 | 0,000 | 18,155 | 0,000 | 18592 | 0,000 | 25,412 | 0,000 | 37,269 | 0,000
CBo 0,000 | 0,986 0,361 | 0548 | 25538 | 0,000 | 15,106 | 0,000 | 16,974 | 0,000 | 17,662 | 0,000 | 23,871 | 0,000 | 35,156 | 0,000
cBl 0,345 | 0557 | 0,361 | 0,548 30,213 | 0,000 | 18824 | 0,000 | 20,908 | 0,000 | 21,107 | 0,000 | 27,931 | 0,000
H.b. 27,382 | 0,000 | 25,538 | 0,000 | 30,213 | 0,000 2,598 | 0,107 | 1,761 | 0,184 | 0,214 | 0,644 | 0,338 | 0,561
H.b.CBo | 16,087 | 0,000 | 15,106 | 0,000 | 18,824 | 0,000 | 2,598 | 0,107 0,099 | 0,752 | 0,667 | 0,414 | 3,412 | 0,065
H.b.CBI | 18,155 | 0,000 | 16,974 | 0,000 | 20,908 | 0,000 | 1,761 | 0,184 | 0,099 | 0,752 0,432 | 0511 | 3,057 | 0,080
S.f. 18,592 | 0,000 | 17,662 | 0,000 | 21,107 | 0,000 | 0,214 | 0644 | 0,667 | 0,414 | 0,432 | 0511 0,679 | 0,410
s.f.CBo | 25412 | 0,000 | 23,871 | 0,000 | 27,931 | 0,000 | 0,338 | 0561 | 3,412 | 0,065 | 3,057 | 0,080 | 0,679 | 0,410 2,262 | 0,133
s.f.cBl | 37,269 | 0,000 | 35156 | 0,000 | 39,624 | 0,000 | 4,909 2,262 | 0,133

Tab. 12: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von Nematoden (24 Stunden vor Versuchsansatz) auf den Parasitierungsverlauf von Mehlwirmern, paarweiser
Vergleich der Varianten (K = Kontrolle, CBo = Chitosan Boden, CBI = Chitosan Blatt, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae,
< Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation).

Hoch signifikant

0,055

Nicht signifikant, aber niedriges p-Level
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3.4.3.3 Vergleich der Vorbehandlungszeitpunkte

Da ein Einfluss des Zeitpunktes der Vorbehandlung auftrat, wurde im Anschluss
ein Kaplan-Meier-Test durchgefihrt, bei dem die Effekte der unterschiedlichen
Vorbehandlungszeitpunkte innerhalb der Nematodenarten verglichen. Zuerst
wurde ein genereller Behandlungseinfluss bewertet (alle Varianten innerhalb der
Nematodenarten gepoolt) und anschlieBend ein paarweiser Test der jeweiligen

Varianten innerhalb der Nematodenarten durchgefthrt.

Heterorhabditis bacteriophora

Der Kaplan-Meier-Test ergab hier folgende Uberlebenskurve (siehe Abb. 46) mit
der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern nach einer Behandlung mit

H. bacteriophora:
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Abb. 46: Kaplan-Meier Uberlebenskurve mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern
nach einer Behandlung mit H. bacteriophora (Vergleich der Vorbehandlungszeitpunkte vor
Versuchsansatz, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora).
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Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen (x?> =
119,06, df = 11, p < 0,0001). Ein anschlieRender paarweiser Vergleich (ebenfalls
Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle H. bacteriophora-Varianten
signifikant von der Wasser-Kontrolle und den Chitosan-Kontrollen unterschieden.
Beim Vergleich der Vorbehandlungszeitpunkte zeigte sich, dass bei der
H. bacteriophora-Variante ohne Chitosan sich die kumulativen Uberlebensraten
signifikant unterschieden. Befanden sich die Nematoden 24 anstatt zwei Stunden
im Schttler, war die Uberlebensrate der Mehlwirmer deutlich niedriger (x2 =
10,46, df = 1, p = 0,001). Bei der Variante mit einer Vorbehandlung mit Chitosan
in der Konzentration der Bodenapplikation ist ein Unterschied zu sehen, der
jedoch bei gesetzten p-Level von 0,05 nicht signifikant ausfallt (x*> = 3,675, df = 1,
p < 0,055). Bei der Chitosan-Variante in der Konzentration der Blattapplikation
zeigte sich keine Wirkung auf H. bacteriophora. Die Ergebnisse sind in der Tab.

13 auf Seite 89 zusammengefasst.

Steinernema feltiae

Der Kaplan-Meier-Test ergab hier folgende Uberlebenskurve (siehe Abb. 47 auf
Seite 88) mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern nach einer

Behandlung mit S. feltiae:
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Abb. 47: Kaplan-Meier Uberlebenskurve mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Mehlwiirmern
nach einer Behandlung mit S. feltiae (Vergleich der Vorbehandlungszeitpunkte vor
Versuchsansatz, S.f. = Steinernema feltiae).

Ein Logranktest (Mantel Cox) der kumulativen Uberlebensraten aller
Behandlungen ergab einen signifikanten Einfluss der Behandlungen
(x> =119,06, df = 11, p < 0,0001). Ein anschlieBender paarweiser Vergleich
(ebenfalls Logranktest (Mantel Cox)) ergab, dass sich alle S. feltiae-Varianten
signifikant von der Wasser-Kontrolle und den Chitosan-Kontrollen unterschieden.
Beim Vergleich der Vorbehandlungszeitpunkte zeigte sich, dass bei der
S. feltiae-Variante mit einer Chitosan-Vorbehandlung in der Konzentration der
Blattapplikation die Uberlebensraten signifikant unterscheiden. Befanden sich die
Nematoden 24 anstatt zwei Stunden im Schittler in der Chitosan-Lésung, war
die Uberlebensrate der Mehlwiirmer signifikant niedriger (x> = 9,991, df = 1,
p =0,002). Bei der S. feltiae-Variante in Wasser und der in der Chitosan-
Konzentration der Bodenapplikation zeigte sich kein Effekt. Alle Ergebnisse sind

in der Tab. 14 auf Seite 90 zusammengefasst.
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CBo 24h CBl24h H.b. CBo 2h H.b. CBI2h H.b. 24h H.b. CBo 24h H.b. CBI 24h

Behand|. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. 2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. Ve Sig. X2 Sig.
K2h 0,361 0,548 0,000 0,990 0,345 0,557 0,361 0,548 0,000 1,000 7,793 0,005 7,507 0,006 11,904 | 0,001 30,213 0,000 18,824 | 0,000 20,908 | 0,000
CBo2h 0,361 0,548 0,369 0,544 0,000 0,986 0,000 0,993 0,361 0,548 5,353 0,021 5,217 0,022 9,098 0,003 26,182 0,000 15,418 0,000 17,174 | 0,000
CBI2h 0,000 0,990 0,369 0,544 0,361 0,548 0,369 0,544 0,000 0,990 7,835 0,005 7,758 0,005 12,143 | 0,000 30,532 0,000 19,114 | 0,000 21,040 | 0,000
K24h 0,345 0,557 0,000 0,986 0,361 0,548 0,000 0,986 0,345 0,557 5,615 0,018 5,433 0,020 9,564 0,002 27,382 0,000 16,087 0,000 18,155 0,000
CBo24h 0,361 0,548 0,000 0,993 0,369 0,544 0,000 0,986 0,361 0,548 5,271 0,022 5,088 0,024 8,899 0,003 | 25,538 | 0,000 | 15,106 | 0,000 16,974 | 0,000
CBI 24h 0,000 1,000 0,361 0,548 0,000 0,990 0,345 0,557 0,361 0,548 7,793 0,005 7,507 0,006 11,904 | 0,001 30,213 0,000 18,824 | 0,000 20,908 | 0,000
H.b. 2h 7,793 0,005 5,353 0,021 7,835 0,005 5,615 0,018 5,271 0,022 7,793 0,005 0,006 0,936 0,598 0,439 10,455 - 3,174 0,075 4,223 0,040
H.b.CBo 2h 7,507 0,006 5,217 0,022 7,758 0,005 5,433 0,020 5,088 0,024 7,507 0,006 0,006 0,936 0,729 0,393 11,264 0,001 3,675 0,055 4,765 0,029
H.b.CBI 2h 11,904 | 0,001 9,098 0,003 12,143 0,000 9,564 0,002 8,899 0,003 11,904 | 0,001 0,598 0,439 0,729 0,393 6,466 0,011 1,077 0,299 1,686 0,194
H.b. 24h 30,213 0,000 26,182 0,000 30,532 0,000 27,382 0,000 25,538 0,000 30,213 0,000 10,455 - 11,264 | 0,001 6,466 0,011 2,598 0,107 1,761 0,184
H.b. CBo 24h 18,824 | 0,000 15,418 0,000 19,114 | 0,000 16,087 0,000 15,106 0,000 18,824 | 0,000 3,174 0,075 3,675 0,055 1,077 0,299 2,598 0,107 0,099 0,752

H.b. CBI 24h 20,908 | 0,000 17,174 | 0,000 21,040 | 0,000 18,155 0,000 16,974 0,000 20,908 0,000 4,223 0,040 4,765 0,029 1,686 0,194 1,761 0,184 0,099 0,752

Tab. 13: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von H. bacteriophora auf den Parasitierungsverlauf von Mehlwirmern, paarweiser Vergleich der Varianten (K
= Kontrolle, CBo = Chitosan Boden, CBI = Chitosan Blatt, H.b. = Heterorhabditis bacteriophora < Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend
der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation).

Hoch signifikant
0,055 | Nicht signifikant, aber niedriges p-Level
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S.f.CBo2h H S.f.CBI2h S.f. 24h S.f. CBo 24h S.f. CBl 24h
Behand|. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig. Ve Sig. X2 Sig. X2 Sig. X2 Sig.
K2h 0,361 0,548 0,000 0,990 0,345 0,557 0,361 0,548 0,000 1,000 15,384 | 0,000 27,764 0,000 15,260 0,000 21,107 0,000 | 27,931 0,000 39,624 0,000
CBo2h 0,361 0,548 0,369 0,544 0,000 0,986 0,000 0,993 0,361 0,548 12,615 0,000 24,141 0,000 12,512 0,000 17,875 0,000 | 24,591 0,000 36,216 0,000
CBI2h 0,000 0,990 0,369 0,544 0,361 0,548 0,369 0,544 0,000 0,990 15,498 0,000 27,764 0,000 15,260 0,000 21,208 0,000 | 28,016 0,000 39,803 0,000
K24h 0,345 0,557 0,000 0,986 0,361 0,548 0,000 0,986 0,345 0,557 12,957 0,000 25,276 0,000 12,865 0,000 18,592 0,000 | 25,412 0,000 37,269 0,000
CBo24h 0,361 0,548 0,000 0,993 0,369 0,544 0,000 0,986 0,361 0,548 12,315 | 0,000 | 23,415 | 0,000 | 11,900 | 0,001 | 17,662 | 0,000 ( 23,871 | 0,000 | 35,156 | 0,000
CBI 24h 0,000 1,000 0,361 0,548 0,000 0,990 0,345 0,557 0,361 0,548 15,384 | 0,000 27,764 0,000 15,260 0,000 21,107 0,000 | 27,931 0,000 39,624 0,000
S.f.2h 15,384 | 0,000 12,615 0,000 15,498 0,000 12,957 0,000 12,315 0,000 15,38 0,000 1,568 0,211 0,026 0,871 0,520 0,471 2,275 0,131 8,193 0,004
Sf.CBo2h 27,764 | 0,000 24,141 0,000 27,764 0,000 25,276 0,000 23,415 0,000 27,764 | 0,000 1,568 0,211 1,717 0,190 0,332 0,565 0,150 0,699 3,963
s.f.CBI2h 15,260 | 0,000 12,512 0,000 15,260 0,000 12,865 0,000 11,900 0,001 15,260 | 0,000 0,026 0,871 1,717 0,190 0,682 0,409 2,828 0,093 9,991
S.f.24h 21,107 | 0,000 17,875 0,000 21,208 0,000 18,592 0,000 17,662 0,000 21,107 0,000 0,520 0,471 0,332 0,565 0,682 0,409 0,679 0,410 4,856
S.f.CBo 24h 27,931 0,000 24,591 0,000 28,016 0,000 25,412 0,000 23,871 0,000 27,931 0,000 2,275 0,131 0,150 0,699 2,828 0,093 0,679 0,410 2,262 0,133
S.f.CBI 24h 39,624 | 0,000 36,216 0,000 39,803 0,000 | 37,269 0,000 35,156 0,000 39,624 | 0,000 8,193 0,004 3,963 0,047 9,991 - 4,856 0,028 2,262 0,133

Tab. 14: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von S. feltiae auf den Parasitierungsverlauf von Mehlwirmern, paarweiser Vergleich der Varianten (K = Kontrolle,
CBo = Chitosan Boden, CBI = Chitosan Blatt, S.f. = Steinernema feltiae < Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation,
Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation)

Hoch signifikant
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Nachdem der Verlauf der Parasitierung untersucht wurde, fand anschlieRend
eine Analyse der finalen Parasitierungswerte statt. Auch hierbei wurden zunachst
die beiden verschiedenen Vorbehandlungszeitpunkte getrennt betrachtet und
anschlieBend miteinander verglichen. Dabei ergab sich beim Einfluss einer
Chitosan-Behandlung von Nematoden zwei Stunden vor Versuchsansatz
folgendes Bild (siehe Abb. 48):

100
90 O Kontrolle

@ Chitosan Boden

M Chitosan Blatt

EH.b.

@ H.b.+Chitosan Boden

B H.b.+Chitosan Blatt

Tote Larven [%+SF]

@Ss.f.

W S.f.+Chitosan Boden

W S.f.+Chitosan Blatt

Behandlung

Abb. 48: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von Nematoden (zwei Stunden vor
Versuchsansatz) auf die Parasitierung von Mehlwirmern (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora,
S.f. = Steinernema feltiae, Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der
Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation;
Mittelwert + SF, Mittelwerte / Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant (LSD-Test)).

Erwartungsgemald gab es einen signifikanten Effekt einer Behandlung mit
H. bacteriophora auf die Mortalitdit der Mehlwurm-Larven (Fi1, 24 = 36,77,
p < 0,0001), jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung mit Chitosan zwei
Stunden vor Versuchsansatz auf die Mortalitat (F2, 24 = 0,19; p = 0,8282).
Desweiteren gab es auch keine Interaktion zwischen der Behandlung der
Nematoden und der Vorbehandlung mit Chitosan (F2,24=0,81; p = 0,4556).

Ebenfalls wie zu erwarten gab es einen signifikanten Effekt einer Behandlung mit
S. feltiae auf die Mortalitéat der Mehlwurm-Larven (F1, 24 = 86,35; p < 0,0001),
jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung mit Chitosan zwei Stunden vor

Versuchsansatz auf die Mortalitat (F2, 24 = 1,64; p = 0,2152). Desweiteren gab es
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auch keine Interaktion zwischen der Behandlung der Nematoden und der
Vorbehandlung mit Chitosan (F2, 24 = 0,30; p = 0,7455).

Beim Einfluss einer Chitosan-Behandlung von Nematoden 24 Stunden vor
Versuchsansatz ergab sich folgendes Bild (siehe Abb. 49):

100
O Kontrolle 24

@ Chitosan Boden 24

B Chitosan Blatt 24

EH.b. 24

@ H.b.+Chitosan Boden 24

B H.b.+Chitosan Blatt 24

Tote Larven [%+SF]

@ms.f. 24

W S.f.+Chitosan Boden 24

W S.f.+Chitosan Blatt 24

Behandlung

Abb. 49: Einfluss einer Chitosan-Behandlung von Nematoden (24 Stunden vor Versuchsansatz)
auf die Parasitierung von Mehlwirmern (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema
feltiae, Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan
Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation; Mittelwert + SF, Mittelwerte /
Balken mit demselben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).

Erwartungsgemald gab es einen signifikanten Effekt einer Behandlung mit
H. bacteriophora auf die Mortalitat der Mehlwurm-Larven (F1, 24 = 104,40;
p < 0,0001), jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung mit Chitosan zwei
Stunden vor Versuchsansatz auf die Mortalitat (F2, 24 = 0,85; p = 0,4379).
Desweiteren gab es auch keine Interaktion zwischen der Behandlung der
Nematoden und der Vorbehandlung mit Chitosan (F2, 24 = 0,49; p = 0,6200).

Ebenfalls wie zu erwarten gab es einen signifikanten Effekt einer Behandlung mit
S. feltiae auf die Mortalitédt der Mehlwurm-Larven (F1, 24 = 88,89; p < 0,0001),
jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung mit Chitosan zwei Stunden vor

Versuchsansatz auf die Mortalitat (Fz2, 24 = 0,67; p = 0,5230). Desweiteren gab es
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auch keine Interaktion zwischen der Behandlung der Nematoden und der
Vorbehandlung mit Chitosan (F2, 24 = 1,94; p = 0,1652).

Bei der Betrachtung des moglichen Effektes eines friheren Ansatzes der
Nematodenldésung auf die finale Parasitierung ergab dasselbe Bild, dass bereits
der Kaplan-Meier-Test beim Einfluss auf den Parasitierungsverlauf aufwies
(vergleiche Tab. 13, S. 89 und Tab. 14, S. 90 mit Abb. 50 und Tab. 16, S. 97).
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Abb. 50: Wirkungsunterschiede in Abhangigkeit der Vorbehandlung der Nematoden
(Nematoden- bzw. Nematoden / Chitosan-Ansatz 2h oder 24h vor Versuchsbeginn) (H.b.
Heterorhabditis  bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, Chitosan Boden

Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt

Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation; Mittelwert + SF, * signifikanter
Unterscheid p < 0,05).

Beim Vergleich der Vorbehandlungszeitraume zeigte sich, dass bei der
H. bacteriophora-Variante ohne Chitosan sich die kumulativen Uberlebensraten
signifikant unterschieden. Befanden sich die Nematoden 24 anstatt zwei Stunden
im Schiittler, war die Uberlebensrate der Mehlwiirmer deutlich niedriger. Bei der
Variante mit einer Vorbehandlung mit Chitosan in der Konzentration der

Bodenapplikation ist ebenfalls ein Unterschied zu sehen. War er beim Einfluss
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auf den Parasitierungsverlauf noch nicht signifikant, so ist der Unterschied bei
der finalen Parasitierungsrate statistisch belegbar. Bei der Variante mit einer
Vorbehandlung mit Chitosan in der Konzentration der Blattapplikation ist
ebenfalls ein Unterschied zu sehen, jedoch ist dieser nicht signifikant. Und auch
bei der S. feltiae-Variante mit einer Chitosan-Vorbehandlung in der Konzentration
der Blattapplikation ist wie beim Parasitierungsverlauf ein signifikanter
Unterschied zu verzeichnen. Befanden sich die Nematoden fir 24 anstatt zwei
Stunden im Schittler in der Chitosan-Lésung, war die Uberlebensrate der
Mehlwirmer deutlich niedriger. Bei den Ubrigen S. feltiae-Varianten zeigt sich

kein Einfluss der Vorbehandlungszeitraume (siehe Tab. 16, S. 97).

Die hoéchste Parasitierungsrate wurde mit S. feltiae nach einer Chitosan-
Vorbehandlung von 24 Stunden in der Konzentration der Blattapplikation erzielt.
Nur diese Variante unterschied sich signifikant von den anderen S. feltiae-
Varianten. Befanden sich H. bacteriophora fir 24 Stunden im Schiuttler (ohne
Chitosan), war die Parasitierungrate hoher als bei allen anderen
H. bacteriophora-Varianten (und auf dem Niveau der beschriebenen
effizientesten S. feltiae-Variante). Jedoch waren nur die Unterschiede zu den
Varianten mit 2 Stunden Vorbehandlung auch signifikant. Die Chitosan-Kontrolle
zeigte, dass die Anwesenheit von Chitosan als solches keinen Einfluss auf die
Mortalitat der T. molitor Larven hat (siehe Tab. 15, S. 95).



Ergebnisse 95

Behandlung Mortalitat nach 7 Tagen

Kontrolle 3,3+2,98 f
Kontrolle 24 6,6 £ 3,65 f
Chitosan Boden 6,6 + 3,65 f
Chitosan Boden 24 6,6 £ 3,65 f
Chitosan Blatt 3,3+2,98 f
Chitosan Blatt 24 3,3+2,98 f
Heterorhabditis bacteriophora 30,0+ 7,30 de
Heterorhabditis bacteriophora 24 70,0 £ 5,58 ab
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden 30,0 £ 8,69 e
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden 24 53,3+7,30 bcd
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Blatt 40,0 + 3,65 cde
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Blatt 24 56,6 £ 7,60 bc
Steinernema feltiae 46,7 £ 10,96 bcde
Steinernema feltiae 24 56,7 £ 11,16 bc
Steinernema feltiae + Chitosan Boden 66,7 £ 4,71 abc
Steinernema feltiae + Chitosan Boden 24 66,7 £ 6,67 abc
Steinernema feltiae + Chitosan Blatt 46,7 £ 7,30 bcde
Steinernema feltiae + Chitosan Blatt 24 80,0+ 7,30 a

Tab. 15: Wirkungsunterschiede in Abh&ngigkeit der Vorbehandlung der Nematoden (Nematoden-
bzw. Nematoden / Chitosan-Ansatz 2h oder 24h vor Versuchsbeginn) (H.b. = Heterorhabditis
bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan,
S.f.+Chit. = Steinernema feltiae, Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der
Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation;
Mittelwert + SF, Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich
nicht signifikant (LSD-Test)).

Gesamtbetrachtung - Es gab einen signifikanten Effekt des Ansatz-Zeitpunktes

der Nematodenlésung (F1, 72 = 13,42; p = 0,0005). ErwartungsgemafR gab es
einen signifikanten Effekt der Behandlung mit Nematoden auf die Mortalitat der
Mehlwurm-Larven (F2, 3s = 102,75; p < 0,0001), jedoch keinen Effekt einer
Vorbehandlung der Nematoden mit Chitosan auf die Mortalitat (F2, 72 = 0,25;
p = 0,7787). Desweiteren gab es auch keine Interaktion zwischen dem Ansatz-
Zeitpunkt der Nematodenlésung und der Behandlung der selbigen (F2, 72 = 2,86;
p = 0,0638), keine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunktes der
Nematodenlésung und der Chitosan-Vorbehandlung (F2, 72 = 0,55; p = 0,5769),
keine Interaktion zwischen der Behandlung mit Nematoden und deren
Vorbehandlung mit Chitosan (Fs, 72 = 1,32; p = 0,2708) und letztendlich auch
keine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunktes der Nematodenlésung, der
Behandlung und der Vorbehandlung (F4, 72 = 1,55; p = 0,1969).
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Einzelbetrachtung - H. bacteriophora: Es gab einen signifikanten Effekt des

Ansatz-Zeitpunktes der Nematodenlosung (F1, 48 = 9,43; p = 0,0035).
Erwartungsgemald gab es einen signifikanten Effekt der Behandlung mit
Nematoden auf die Mortalitat der Mehlwurm-Larven (Fz1, 48 = 130,15; p < 0,0001),
jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung der Nematoden mit Chitosan der
Nematoden auf die Mortalitét (Fz, 48 = 0,15; p = 0,8634). Desweiteren gab es hier
jedoch auch eine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunkt der
Nematodenlésung und der Behandlung mit derselben (F1, 48 = 6,51; p = 0,0140),
aber auch wie zuvor bei der Gesamtbetrachtung keine Interaktion zwischen dem
Ansatz-Zeitpunkt der Nematodenlésung und der Chitosan-Vorbehandlung (F2, 4s
= 0,85; p = 0,4324), keine Interaktion zwischen der Behandlung mit Nematoden
und deren Vorbehandlung mit Chitosan (F2,4s= 1,09; p = 0,3444) und letztendlich
auch keine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunkt der Nematodenl6sung,
der Behandlung und der Vorbehandlung (F2, 48 = 0,23; p = 0,7939).

Einzelbetrachtung > S. feltiae: Es gab hier keinen signifikanten Effekt des

Ansatz-Zeitpunktes der Nematodenlésung (F1, 48 = 3,24; p = 0,0780).
Erwartungsgemal3 gab es einen signifikanten Effekt der Behandlung mit
Nematoden auf die Mortalitat der Mehlwurm-Larven (Fz, 48 = 173,93; p < 0,0001),
jedoch keinen Effekt einer Vorbehandlung der Nematoden mit Chitosan auf die
Mortalitdt (Fz 48=0,96; p = 0,3904). Desweiteren gab es keine Interaktion
zwischen dem Ansatz-Zeitpunkt der Nematodenldésung und der Behandlung mit
derselbigen (F1, 48 = 1,77; p=0,1890), aber auch wie zuvor bei der
Gesamtbetrachtung keine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunkt der
Nematodenlésung und der Chitosan-Vorbehandlung (Fz, 48 = 1,16; p < 0,3207),
keine Interaktion zwischen der Behandlung mit Nematoden und deren
Vorbehandlung mit Chitosan (Fz, 4s = 1,07; p = 0,3523) und letztendlich auch
keine Interaktion zwischen dem Ansatz-Zeitpunkt der Nematodenlosung, der
Behandlung und der Vorbehandlung (Fz, 48 = 1,48; p = 0,2378).
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Behandl. H.b. CBo 2h H H.b. CBI 2h S.f. 2h H S.f.CBo 2h S.f. CBI 2h H H.b. 24h H.b. C Bo 24h H.b. C Bl 24h S.f. 24h S.f. CBo 24h S.f. CBl 24h
H.b. 2h 0,7510 0,4117 0,1959 0,0069 0,1959 0,0728 0,0430 0,0430 0,0063 > 0,001
H.b. CBo 2h 0,7510 0,2564 0,1088 0,0028 0,1088 0,0012 0,0358 0,0200 0,0200 0,0025 > 0,001
H.b. CBI 2h 0,4117 0,2564 0,6329 0,0545 0,6329 0,0289 0,3231 0,2209 0,2209 0,0504 > 0,001
s.f.2h 0,1959 0,1088 0,6329 0,1447 1,0000 0,0844 0,6081 0,4527 0,1354 0,0022
Sf.CBo2h 0,0069 0,0028 0,0545 0,1447 0,1447 0,7839 0,3405 0,4741 0,4741
s.f.CBI2h 0,1959 0,1088 0,6329 1,0000 0,1447 0,0844 0,6081 0,4527 0,4527
H.b. 24h 0,0012 0,0289 0,0844 0,7839 0,0844 0,2209 0,3231 0,3231 0,8111 0,1578
H.b.CBo24h | 0,0728 D,0358 0,3231 0,6081 0,3405 0,6081 0,2209 0,8111 0,8111 0,3231 0,0096
Hb.CBI24h [ 0,0430 0,0200 0,2209 0,4527 0,4741 0,4527 0,3231 0,8111 1,0000 0,4527 0,0180
s.f.24h 0,0430 0,0200 0,2209 0,4741 0,4527 0,3231 0,8111 1,0000 0,4527 0,0180
sf.cBo24h | 0,0063 0,0025 0,0509 0,1354 0,8111 0,3231 0,4527 0,4527 0,0998
sf.csl2sh | >0,001 | >0,001 | >0,001 0,0022 0,1578 0,0096 0,0180 0,0179 0,0998

Tab. 16: Wirkungsunterschiede in Abhangigkeit der Vorbehandlung der Nematoden (Nematoden- bzw. Nematoden / Chitosan-Ansatz 2h oder 24h vor
Versuchsbeginn) (H.b. = Heterorhabditis bacteriophora, S.f. = Steinernema feltiae, H.b.+Chit. = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan, S.f.+Chit. =
Steinernema feltiae, Chitosan Boden = Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der
Blattapplikation).

Heterorhabditis bacteriophora

Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden

Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Blatt

Steinernema feltiae

Steinernema feltiae + Chitosan Boden

Steinernema feltiae + Chitosan Blatt
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3.4.4 Agilitatstest

Wie unter 2.5.4 beschrieben, wurde die Methode nach (Strauch et al., 2004)
zunéchst unverandert ibernommen und in einem zweiten Versuch modifiziert.
Beide Versuche fanden unter nicht kontrollierten Bedingungen statt
(Zimmertemperatur (ca. 18 °C, ca. 60 % RH). Zunachst folgen die Ergebnisse
des ersten Ansatzes.

Aufgrund mangelnder Varianz-Homogenitat bei den Daten konnte in dieser
ersten Variante des Agilitatstest keine ANOVA (mit Messwiederholung)
durchgefuhrt werden. Generell ist aber deutlich der Einfluss einer Vorbehandlung
von H. bacteriophora mit der hohen Chitosan-Konzentration der Blattbehandlung
zu erkennen (wie auch im zweiten Ansatz des Agilitatstests; vergleiche 3.4.4 auf
Seite 98). Im Gegensatz zum ersten Ansatz ist jedoch auch ein leichter Einfluss
auf H. bacteriophora nach einer Behandlung mit der niedrigeren Chitosan-
Konzentration (in den ersten drei Stunden) und auf S. feltiae in der hoheren
Chitosan-Konzentration (in den ersten zwei Stunden) zu erkennen (siehe Abb. 51
und Tab. 17 auf Seite 100).
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Abb. 51: Einfluss einer Chitosan-Behandlung in verschiedenen Konzentrationen auf die Agilitéat /
Mobilitdét von Nematoden (H.b. K = Heterorhabditis bacteriophora + Wasser, H.b. Bo =
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden, H.b. Bl = Heterorhabditis bacteriophora +
Chitosan Blatt, S.f. K = Steinernema feltiae + Wasser, S.f. Bo = Steinernema feltiae + Chitosan
Boden, S.f. Bl = Steinernema feltiae + Chitosan Blatt < Chitosan Boden = Chitosankonzentration

entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der
Blattapplikation).
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Zwar liegen die Werte von H. bacteriophora allgemein unter denen von S. feltiae,
jedoch unterscheidet sich die Kurve von H. bacteriophora in Kombination mit der
hohen Chitosan-Konzentration der Blattapplikation auch hier im ersten Ansatz
des Agilitatstests deutlich von allen anderen. So ist die Abwanderung der
Nematoden hier ebenfalls deutlich verlangsamt. Bei den S. feltiae-Varianten
waren 50 % der Nematoden bereits nach einer Stunde abgewandert. Da
innerhalb der ersten Stunde nur eine Probeentnahme stattfand, ist das Bild stark
gestaucht. Dies war auch der Grund des modifizierten Versuchsaufbaus im
zweiten Ansatz dieses Experimentes. Bei H. bacteriophora in Wasser (ohne
Chitosan) waren 50 % der Nematoden nach weniger als 2 Stunden abgewandert.
Bei der H. bacteriophora-Variante in der niedrigen Chitosan-Konzentration der
Bodenapplikation dauerte es ungefahr zweieinhalb Stunden bis die Halfte der
Nematoden vom Plateau abgewandert waren. Bei der hohen Chitosan-
Konzentration dauerte es sogar vier Stunden bis die Halfte der Nematoden

abgewandert war.
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85,4+3,04fB
91,2+1,77 efB
93,8+1,43de B
96,2 + 0,95 cde B
97,3+ 0,84 bcd B
98,4+0,49 bcB
98,7+0,35bcB
99,3+0,18ab B
99,5+0,09ab B
99,5+0,09ab B
100,0 £ 0,00 a A
100,0+ 0,00 a A
100,0+£0,00a A

0,5+0,36 mD
47+1,961E
26,5+ 3,48k D
51,1+3,37jC
65,8+2,59iC
752+224hC
81,1+1,93gC
85,7+1,63fC
88,9+ 1,36 C
92,6 +0,86eC
94,9+0,73de C
96,2 +0,23¢cd C
97,4+0,44cC
99,2+0,16 b B
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A

74,7+8,76 CA
96,7 0,76 b A
99,4+0,32a A
99,6 +0,28 aA
99,8+0,14a A
100,0+£ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0+£ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0+£ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A

63,5+6,22d A
95,8+131CcA
995+0,17b A
100,0+£0,00a A
100,0+0,00a A
100,0 + 0,00 a A
100,0 £ 0,00 a A
100,0+ 0,00 a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+0,00a A
100,0+0,00a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+0,00a A
100,0+0,00a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+0,00a A

422 +4,69fB
829+3,13eB
95,4+0,96dA
99,2+0,29CcA
99,7 +0,10 bc A
99,9+0,06 ab A
100,0£0,00a A
100,0+£ 0,00 a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+£0,00a A
100,0+£ 0,00 a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+0,00a A
100,0+ 0,00 a A
100,0 + 0,00 a A
100,0+ 0,00 a A

Tab. 17: Einfluss einer Chitosan-Behandlung (Ansatz 1) in verschiedenen Konzentrationen auf die Agilitdt / Mobilitdt von Nematoden (H.b. K =
Heterorhabditis bacteriophora + Wasser, H.b. Bo = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden, H.b. Bl = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan
Blatt, S.f. K = Steinernema feltiae + Wasser, S.f. Bo = Steinernema feltiae + Chitosan Boden, S.f. Bl = Steinernema feltiae + Chitosan Blatt < Chitosan
Boden = Chitosan-Konzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation)
(Mittelwert £ SF, Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben Grof3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben
unterscheiden sich nicht signifikant (LSD-Test)).
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Nach einer Modifizierung des Versuchsaufbaus ergab sich folgendes Bild:
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Abb. 52: Einfluss einer Chitosan-Behandlung in verschiedenen Konzentrationen auf die Agilitat /
Mobilitdét von Nematoden (H.b. K = Heterorhabditis bacteriophora + Wasser, H.b. Bo =
Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden, H.b. Bl = Heterorhabditis bacteriophora +
Chitosan Blatt, S.f. K = Steinernema feltiae + Wasser, S.f. Bo = Steinernema feltiae + Chitosan
Boden, S.f. Bl = Steinernema feltiae + Chitosan Blatt < Chitosan Boden = Chitosankonzentration
entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der
Blattapplikation).

Bei der Betrachtung der Nematodenarten im Einzelnen féllt auf, dass es keinen
Effekt einer Chitosan-Behandlung auf die Agilitat von S. feltiae gab (F2, 12 = 0,36;
p = 0,7056) und auch keine Interaktion zwischen der Zeit und der Behandlung
(F22, 132 = 0,71; p = 0,8184). Bei H. bacteriophora hingegen erkennt man einen
signifikanten Effekt der Chitosan-Behandlung (Fz, 12 = 26,96; p < 0,0001). Zwar
liegen die Werte von H. bacteriophora allgemein unter denen von S. feltiae,
jedoch unterscheidet sich die Kurve von H. bacteriophora in Kombination mit der
hohen Chitosan-Konzentration der Blattapplikation deutlich von allen anderen.
So ist die Abwanderung der Nematoden hier deutlich verlangsamt (siehe auch
Tab. 18, S. 103). Bei den S. feltiae-Varianten waren 50 % der Nematoden bereits
nach weniger als einer Stunde abgewandert. Bei H. bacteriophora in Wasser und
in der Chitosan-Konzentration der Bodenapplikation waren 50 % der Nematoden
nach weniger als 2 Stunden abgewandert. Bei der H. bacteriophora-Variante in
der hohen Chitosan-Konzentration der Blattapplikation hingegen dauerte es

annahernd sieben Stunden bis die Halfte der Nematoden vom Plateau
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abgewandert waren. Aul3er dem generellen Effekt der Behandlung gab es auch
eine signifikante Interaktion zwischen der Zeit und der Behandlung (F24, 48 = 1,48;

p < 0,0001).
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6,8+1,72kB
31,0+4,88)B
442 +442iB
56,5+ 4,93hB
66,4 + 4,58 g B
68,6 + 4,51 fg B
71,2 £ 4,42 efg B
73,0+ 4,40 ef B
77,3 +4,38 de B
80,2+ 4,08 cd B
82,2+4,29cdB
84,7+4,19¢cB
95,1+1,52bB
100,0 £ 0,00 a A

73+262)B
280+2,83iB
431+2,40hB
63,0 +3,09gB
71,7+3,181B
732+3,30fB
81,2+3,23eB
83,1+ 3,33 de B
85,5 + 2,69 cde B
86,9 + 2,63 cde B
88,3 +2,00 cd B
89,3+1,91cB
955+0,72b B
100,0 + 0,00 a A

0,1+0,10kC
1,0+0,88jC
58+1,26iC
141+250hC
28,2+3,21gC
37,1+4,52fC
42,9+6,31efC
49,3+6,67de C
52,6+ 6,79 cd C
55,9+6,73 cd C
59,2+ 6,37 cC
60,6 +6,11¢cC
82,4+515bC
100,0 + 0,00 a A

289+1,10gA
62,6 +3,72FA
86,5+3,11e A
91,5+2,27dA
96,9 £0,49 c A
98,6 +0,75b A
99,6 + 0,29 ab A
99,9+0,12a A
99,9+ 0,12 aA
99,9+0,12aA
99,9 +0,12 a A
99,9+ 0,12 aA
100,0 + 0,00 a A
100,0 0,00 a A

242+782dA
545+958cA
80,1+490bA
87,3+431bA
97,0+1,38aA
98,7+ 055aA
99,2+0,46aA
99,3+0,45aA
99,5+0,49aA
995+0,49aA
995+0,49aA
99,5+0,49aA
100,0+0,00a A
100,0+0,00a A

21,4+ 455hA
64,7 + 4,60 g A
85,1+3,38fA
90,3+3,40 e A
93,4 +3,05de A
94,9 + 3,03 cd A
97,0+ 2,72 bc A
99,7+0,17 ab A
99,7+0,17 ab A
99,7+0,17 ab A
99,7+0,17 ab A
99,7+0,17 ab A
100,0 + 0,00 a A
100,0 + 0,00 a A

Tab. 18: Einfluss einer Chitosan-Behandlung (Ansatz 2) in verschiedenen Konzentrationen auf die Agilitdt von Nematoden (H.b. K = Heterorhabditis
bacteriophora + Wasser, H.b. Bo = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Boden, H.b. Bl = Heterorhabditis bacteriophora + Chitosan Blatt, S.f. K =
Steinernema feltiae + Wasser, S.f. Bo = Steinernema feltiae + Chitosan Boden, S.f. Bl = Steinernema feltiae + Chitosan Blatt < Chitosan Boden =
Chitosankonzentration entsprechend der Bodenapplikation, Chitosan Blatt = Chitosankonzentration entsprechend der Blattapplikation; Mittelwert + SF,
Mittelwerte einer Zeile gefolgt vom selben Grol3buchstaben und Mittelwerte einer Spalte gefolgt vom selben Kleinbuchstaben unterscheiden sich nicht
signifikant (LSD-Test)).
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4 Diskussion

Die ersten Experimente dieser Studie befassten sich mit der alleinigen Wirkung
von Chitosan auf F. occidentalis (ohne die Kombination mit entomopathogenen
Nematoden). Daher soll hier ebenfalls zuerst dieser Effekt diskutiert werden.
Danach wird auf die Wirkung von Chitosan auf die Nematoden eingegangen. Im

Fazit wird abschlie3end die Kombinationswirkung diskutiert.

4.1 Chitosan-Effekt auf F. occidentalis

Feeding Test

Die Ergebnisse der kinstlichen Futterung an Membranen zeigten keine Wirkung
von Chitosan selbst nach oraler Aufnahme der 10-fachen Menge der vom
Hersteller empfohlenen Applikationsmenge. Die orale Aufnahme von Chitosan
durch die Thripse konnte zwar nicht direkt durch Analyse im Nahrungskanal
belegt werden, die 100 %ige Mortalitst in einer Kontrollgruppe im
Versuchsansatz ohne jegliche Nahrungbereitstellung belegt jedoch indirekt die

Diataufnahme der Thripse an den Membranen.

In einer vorangegangen Studie im Rahmen einer BSc-Arbeit (Gras, 2008) wurde
bereits in Dipping-Experimenten mit externer Kontaminierung gezeigt, dass
Chitosan keine erhohte Mortalitat bei Lo-Larven bzw. keinen verringerten
Verpuppungserfolg bei F. occidentalis verursacht. Eine Wirkung als Kontaktgift
konnte hier ausgeschlossen werden. Die Versuche wurden nicht an adulten
Tieren sondern Larven durchgefiihrt, um ein voraussichtlich besonders sensitives
Stadium zu testen. Nach Erfahrungen anderer Studien sind typischerweise die
ersten Entwicklungsstadien von Insekten besonders anféllig fir Schadstoffe wie
z.B. Pestizide (Harris et al., 2000; Hyder et al., 2004; Medina et al., 2002; Moser,
1999; Wolfe & Kendall, 1998). Die Ergebnisse decken sich nur partiell mit
Resultaten aus anderen Studien, die aber auch schon hohe Variabilitdten der

Wirkung selbst bei unterschiedlichen Arten derselben Ordnungen zeigen.
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Zhang und Tan (2003) untersuchten u.a. die insektizide Wirkung von Chitosan
auf Helicoverpa armigera, Plutella xylostella, Rhopalosiphum padi, Sitobion
avenae, Metopolophium dirhodum, Myzus persicae, Hyalopterus pruni, und Aphis
gossypii. Ihre Resultate zeigten eine insektizide Wirkung auf die Lepidopteren
und Homopteren. Bei den Lepidopteren erwies sich P. xylostella im Vergleich zu
H. armigera als anfélliger. Eine ebenfalls hohe insektizide Wirkung zeigte sich bei
den Blattlausen R. padi, M. dirhodum, H. pruni und A. gossypii. Bei S. avenae
und M. persicae hingegen waren die Reaktionen nur gering. Aufgrund des
experimentellen Designs dieser Versuche kann hier jedoch nicht - insbesondere
bei den Lepidopteren - zwischen einem Effekt als Kontakt- oder als FraRgift
unterschieden werden. Die Lepidopteren-Larven wurden auf Blatter platziert und
anschlieend wurde das Chitosan appliziert; Blatter mit Blattlausen wurden in
Chitosan-Losungen gedippt. In einer anderen Studie zeigten Rabea et al. (2005)
hingegen, dass Chitosan bei Ls-Larven von Spodoptera littoralis kaum erhohte
Mortalitat nach oraler Aufnahme verursacht. Den Larven wurde das Chitosan
mittels einer Sojabohnen/Weizenkeim-Futtermischung verabreicht. Wurde das
Chitosan jedoch modifiziert (Herstellung von Derivaten durch Anh&ngen einer
Alkyl- bzw. Benzylgruppe an das Chitosanmolekil), erhéhte sich die Toxizitat.
Diese Ergebnisse wurden von Badawy et al. (2005) bestatigt. Auch hier zeigte
das unveranderte Chitosan nur geringe Wirkung. Jedoch lag die Mortalitat nach
oraler Aufnahme des unveranderten Chitosans bei beiden Studien mit ca. 10 %
leicht aber signifikant tGber der Kontrollmortalitat (O %). Da die Zusammensetzung
des in dieser Studie verwendeten ,BIOREND®" nicht bekannt ist (also auch

unbekannt ist ob das Chitosan modifiziert wurde), wird ein Vergleich erschwert.

Choice Test

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, soll der Chitosan-Einsatz der
Pflanzenstarkung durch Resistenz-Induktion dienen. Chitosan induziert
verschiedene Wund- und/oder Verteidigungs-Signalpfade, die letztendlich in die
Aktivierung von ,Wound-Response“-Genen minden kénnen (siehe auch 1.5.8

Pflanzenstarkungsmittel und das Prinzip der induzierten Resistenz). Werden
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diese Verteidigungsreaktionen z.B. von Herbivoren induziert, verandern sie die
Qualitat der Wirtspflanze und haben damit Einfluss auf Verhalten und
Entwicklung von nachfolgenden Herbivoren (De Moraes et al., 2001; Wise &
Weinberg, 2002). So zeigten Delphia et al. (2007), dass F. occidentalis in Choice
Tests durchweg die nicht induzierten Kontrollpflanzen allen Behandlungs-
varianten (nach Schadfral? durch Larven der Tabakknospeneule Heliothis
virescens, Larvenspeichel oder mechanische Verwundung) vorzogen. Die
Wirtsfindung und Akzeptanz einer Wirtspflanze wird von diversen Faktoren
beeinflusst (Moritz, 2006). Die Orientierung zu und das Landen auf potentiellen
Wirten wird gesteuert durch visuelle (primar), olfaktorische oder kontaktbedingte
Chemorezeption (Koschier et al., 2007). Nach diesem Schritt der Attraktion folgt
ein Testen des Wirtes, um die Eignung als Nahrungsquelle und Ort zur Eiablage
zu bestimmen (Akzeptanz) (Terry, 1997). Dabei dienen verschiedene
mechanische und chemische Rezeptoren der Diskriminierung geeigneter
Wirtsorganismen im Nahbereich (Moritz, 2006). Da eine Chitosan-Behandlung
bei Pflanzen sowohl in die Verdnderung von Pflanzeninhaltstoffen als auch in die
Produktion von volatilen Exsudaten minden kann (siehe auch 1.5.8
Pflanzenstarkungsmittel und das Prinzip der induzierten Resistenz), wurde ein
Einfluss einer Chitosan-Behandlung auch in dieser Studie auf das
Wirtswahlverhalten von F. occidentalis vermutet. Zu Grunde lagen Ergebnisse in
einem vorangegangenem Experiment (Gras, 2008). Dort bevorzugte
F. occidentalis unbehandelte Pflanzen gegeniuber Pflanzen, die mit einer Blatt-
und Bodenapplikation von Chitosan vorbehandelt waren. Ob diese Reaktion auf
einer Veranderung der Nahrungsqualitat, der induzierten Exkretion von volatilen
Stoffen oder einer direkten repellenten Wirkung des Chitosans beruhte, blieb
dabei ungeklart. Die Verfugbarkeit von Nahrstoffen, wie Kohlenstoff und
Stickstoff (Brodbeck et al., 2001; Scott Brown et al., 2002) beeinflusst
anscheinend die Wirtswahl von polyphagen Thripsen ebenso wie sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe (Kim et al., 1998; Koschier et al., 2002; Mollema & Cole,
1996). Methyl Salicylsadure z.B. — ein volatiles Metabolit der Salicylsaure — hat
sich als direkt repellent gegentuber F. occidentalis erwiesen (Chermenskaya et
al., 2001; Shamshev et al., 2003). Wie bereits beschrieben kann Chitosan aber

auch lokale und systemweite Bildung von volatilen Exsudaten induzieren,
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wodurch z.B. die Wirtspflanzenwahl von F. occidentalis beeinflusst werden kann
(Yurchenko et al., 2004). In unserer Studie konnten jedoch die Ergebnisse von
Gras (2008) nicht reproduziert werden, obwohl die Versuchsbedingungen
abgesehen von einer leichten Modifizierung der Versuchs-Arenen nahezu
identisch waren. Die Modifikation beschrankte sich auf die Verschlusstechnik um
die Dichtigkeit der Arenen zu erhéhen (so konnte die Wiederfindungsrate von
80,5 + 1,85 % auf 91,3 £ 2,25 % erhéht werden). Nimmt man eine direkte
repellente Wirkung an, konnte der Zeitpunkt der Chitosan-Ausbringung als
kritisch angesehen werden. (Koschier et al., 2007) zeigten den Einfluss des
Applikationszeitpunktes bei der Methyl Salicylsaure. So wirkte diese nur bis zu
funf Stunden nach der Applikation repellent wahrend nach 24 Stunden weder ein
Einfluss auf Fraldschaden noch auf Eiablage zu erkennen war. Sowohl in dieser
Studie als auch in der von Gras (2008) fand die Blattapplikation drei und die
Bodenapplikation zwei Tage vor dem eigentlichen Versuchsbeginn - also dem
Aussetzen der Thripse - statt. Daher kann eine direkte repellente Wirkung
wahrscheinlich ausgeschlossen werden. Das erklart jedoch nicht warum das
Ergebnis nicht reproduziert werden konnte. Es bleibt bei den Versuchen von
Koschier et al. (2007) auch kritisch anzumerken, dass sich die zu wahlenden
Blatter in einer einraumigen Arena befanden. Da selbst ohne Luftzirkulation
schon alleine durch Diffusion ein Mischen der Luft in der Arena stattfindet, ist es
nicht verwunderlich, dass nach 24 Stunden kein repellenter Effekt mehr zu
beobachten war. Daher wurde in unserer Studie ebenso wie in der von Gras
(2008) ein Mehrkammersystem mit Blackbox verwendet. Als Beobachtungs-
Evaluierungszeitpunkt wurden 48 Stunden nach Aussetzen der Thripse gewahlt.
In kunftigen Experimenten ware es angebracht, eine sofortige Reaktion zu
untersuchen bzw. die Reaktion der Thripse innerhalb der ersten Stunden nach
dem Aussetzten zu erfassen. Da dies mit dem von uns gewdahlten Setup nicht
moglich ist, misste man kleinere Arenen wéahlen und Video-Uberwachung

nutzen.
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4.2 Chitosan-Effekt auf entomopathogene Nematoden

Um eine eventuelle Wirkung eines Additivs wie Chitosan zu bewerten, muss man

zuerst den Parasitierungsprozess betrachten:

Eine Gemeinsamkeit aller Nematoden der Ordnung Rhabditida ist das dritte
Entwicklungsstadium, die sogenannte "Dauerlarve” oder auch “Infective juvenile’
(Ehlers, 2001). ,Dieses keine Nahrung aufnehmende, sich nicht entwickelnde
und reproduzierende Stadium bildet die Bricke zwischen verbrauchtem alten
und neuen Wirt® (Campbell et al., 2003). Nur diese “Infective juveniles” sind
freilebend und suchen wahrend dieses Entwicklungsstadiums nach potentiellen
Wirten (Hui & Webster, 2000). Dieser Prozess lasst sich in mehrere Schritte

unterteilen:

Habitatsuche (Lewis et al., 2006)
Wirtssuche & Wirtserkennung (Lewis et al., 2006)
Penetration (Dowds & Peters, 2002)

el

Etablierung im Wirt und eigentliche Parasitierung (Dowds & Peters, 2002)

In dem in dieser Studie verwendeten Versuchsdesign findet keine Habitatsuche
statt, da sowohl Nematoden als auch Wirtsorganismen sich bereits in demselben
Areal befinden. Ein Einfluss von Chitosan auf diesen Schritt kann also

ausgeschlossen werden.

Entomopathogene Nematoden werden beziglich der Wirtssuche grundsétzlich in
drei Gruppen eingeteilt. Auf der einen Seite stehen die sogenannten ,Ambusher”,
welche mehr oder weniger stationar an einem Ort verbleiben und dort auf einen
Wirt warten. Auf der anderen Seite hingegen stehen die sogenannten ,Cruiser®,
welche aktiv nach einem Wirt suchen (Campbell & Gaugler, 1993). (Campbell &
Gaugler, 1997) beschreiben zudem noch eine “Intermediate foraging strategy’,
also Nematoden die die Eigenschaften der ,Ambushers” und ,Cruisers® vereinen.
Die in unserer Studie untersuchten Nematoden waren H. bacteriophora, ein
Vertreter der Gruppe der ,Cruiser” und S. feltiae, die die Eigenschaften der
,Ambusher® und ,Cruiser” zeigen Grewal et al. (1994) und damit zu den

.Intermediates” gehoren (Campbell & Gaugler, 1997). Auf der Suche nach
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potentiellen Wirten reagieren ,Cruiser® auf volatile Stoffe, die sich im Boden oder
im Bodenwasser gelost befinden und vom Wirt oder seiner naheren Umgebung
stammen. Dies gilt als Teil der Wirtshabitatsuche und Lokalisierung des Wirtes in
seinem Habitat (Lewis et al., 2006). Die Nematoden reagieren dabei auf Stoffe
die von durch Insektenfral® verletzten Wurzeln abgesondert werden (Lei et al.,
1992; van Tol et al., 2001), auf vom Wirt verursachte Vibrationen (Torr et al.,
2004), auf Kot (Grewal et al., 1993b) oder Darminhalt von Wirtsorganismen
(Grewal et al., 1993a), orientieren sich an CO2-Gradienten (Grewal et al., 1994;
Lewis, 2002; Lewis et al., 1993), Temperatur-Gradienten (Byers & Poinar, 1982)
und an elektrischen Stromflissen (Shapiro-llan et al., 2012). Haben die
Nematoden einen "Signalstoff* entdeckt, folgen sie dem Gradienten bis sie
Kontakt zu dem potentiellen Wirt haben. Nun kommt es zur Wirtserkennung
anhand von Kontaktstoffen. Bei dieser Wirtserkennung reagieren Nematoden auf
chemische Stimuli oder die physikalischen Strukturen der Insektenkutikula, wobei
diese Stimuli direkt vom Wirt oder von Abfallprodukten wie Kot oder volatilen
Nebenprodukten seines Metabolismus stammen (Lewis et al., 2006). Das hier
verwendete Chitosan ist ein deacetyliertes Derivat von Chitin, dem
Hauptbestandteil des Exoskeletts von Insekten und Bestandteil pilzlicher
Zellwande (Bartnick.S, 1968; Campbell, 1929). Man findet es als Auf- bzw.
Abbauprodukt und strukturelles Element in pilzlichen Zellwanden besonders bei
Zygomyceten aber auch in der Kutikula von Arthropoden (Cohen, 1993). Lewis et
al. (1992) fanden heraus, dass Steinernema glaseri nach direktem Kontakt mit
Kot und Kutikula eines geeigneten Wirtes ihr Suchverhalten von weitraumiger auf
lokale Suche a&ndern. Es ware denkbar, dass die Nematoden das applizierte
Chitosan als Kutikula-Bestandteil wahrnehmen, es als Présenz eines potentiellen
Wirtes in der direkten Umgebung interpretieren und die Suchintensitat erhéhen.
Der Effekt von Chitosan beschrankte sich in unseren Virulenztests auf S. feltiae.
Allerdings zeigte sich nur dann eine signifikante Leistungssteigerung (also ein
signifikanter Unterschied zwischen den Steinernema-Varianten) wenn die
Nematoden sich vor Versuchsansatz fur 24 Stunden in der Chitosan-Lésung mit
der Konzentration der Blattapplikation befanden. Zwar unterschieden sich die
Reaktionen innerhalb der Heterorhabditis-Varianten untereinander nicht, jedoch

war die Steinernema-Chitosan-Blattkonzentrations-Variante nur im Vergleich zu
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den Heterorhabditis-Chitosan-Varianten effektiver, jedoch nicht im Vergleich zu
der Heterorhabditis-Wasser-Variante. Das Chitosan hatte hier also tendenziell
eher einen negativen Effekt auf H. bacteriophora, was zu der verlangsamten
Abwanderung von H. bacteriophora im Agilitatstest passt. Befanden sich die
Nematoden dagegen nur fir zwei Stunden in der Chitosan-L6sung,
unterschieden sich die Steinernema-Varianten untereinander nicht. Jedoch
unterschied sich in diesem Fall nur die Steinernema-Variante in der
Konzentration der Bodenapplikation signifikant von den Heterorhabditis-
Varianten. Es ist unklar warum die niedrigere Chitosan-Konzentration nur einen
Effekt bei zweistindigem und die hohere bei 24-stindigem Verbleib der
Nematoden in der Losung zeigte. Stinde die Wirkung von Chitosan auf die
Nematoden in Abhangigkeit mit der Verweildauer in der Losung, so erwartete
man doch eher ein Bild umgekehrt zu den beobachteten Ergebnissen. Die
Nematoden missten also bei einer niedrigeren Konzentration langer in der
Losung verbleiben. Die Tatsache, dass die Effizienz in Verbindung mit Chitosan
nur bei S. feltiae steigt (bei H. bacteriophora hingegen nicht), lasst sich
vermutlich mit den bereits beschriebenen unterschiedlichen Wirtsfindungs-
strategien erklaren. Koppenhofer et al. (1996) zeigten, dass in geringerer Tiefe
"Ambusher” ihren Wirt effizienter parasitieren als "Cruiser’. Da S. feltiae die
Eigenschaften beider Strategien vereint, H. bacteriophora zu den reinen
“Cruisern” gehort (Grewal et al., 1994) und in dem hier verwendeten
Versuchsdesign die Wirte (also die Galleria-Larven) sich fast ausschliel3lich an
der Substratoberflache aufhielten, waren S. feltiae im Vorteil. Auch Susurluk
(2009) berichtet von groRerer vertikaler Bewegung bei H. bacteriophora im
Vergleich zu S. feltiae. Dieselbe Erklarung wirde auch die Ergebnisse des
Mikrokosmos-Experiments erklaren (siehe 4.3.1). Unter Laborbedingungen
verpuppt sich F. occidentalis in einer Tiefe von 1,5 - 2 cm Bodentiefe (Arzone et
al., 1989). Deligeorgidis und Ipsilandis (2004) beschreiben, dass sich auch unter
Gewachshausbedingungen mit der Gurke Cucumis sativus und Tomate
Lycopersicon esculentum als Wirtspflanze 46 % der F. occidentalis Population in
den ersten zwei Zentimetern des Bodens verpuppen. Mit steigender Bodentiefe
sinkt die Anzahl an Puppen und in Tiefen von mehr als acht Zentimetern wurden

keine Tiere mehr gefunden. Auf der anderen Seite gibt es auch einen
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Erklarungsansatz, der die Ursache nicht in einer verbesserten Lokalisierung des
Wirtes sucht, sondern in einer erhdhten Anpassung an das Mikroklima im Boden.
Mureithi (2013) erzielte eine gesteigerte Effizienz entomopathogener Nematoden
zur Kontrolle von F. occidentalis in einer Chitosan-Formulierung. Vermutet wurde
hier, dass das Chitosan mit seiner hohen Bindungsaffinitdt zu negativ geladenen
Substanzen (Li et al., 1992) sich mit der proteinreichen Kutikula der Nematoden
verbindet. So wirde eine Art Film auf der Oberflache der Nematoden entstehen,
welcher ihnen die Fortbewegung zwischen bzw. an den Bodenpartikeln
erleichtert. Dem entgegen steht allerdings die sehr niedrige Konzentration an
Chitosan in der Lésung. Das Chitosan soll hier eigentlich als Elicitor fungieren,
woflr einzelne Moleklle ausreichen. Die niedrige, verwendete Konzentration
(0,155 % Chitosan in der Lésung fur die Bodenbehandlung) wirde kaum
ausreichen um die hohe Anzahl an Nematoden (400 1Js / cm? = 60.000 IJs pro
Mikrokosmos) mit einer derartigen Filmschicht zu versorgen. Hinzu kommt, dass
die verwendete Nematodenart S. carpocapsae zu den "Ambusher” gehért und
nur wenig bis gar keine aktive Wirtssuche durchfuhrt (Campbell & Gaugler,
1993).

Die Penetration des Wirtes geschieht durch ein Eindringen Uber die nattrlichen
Offnungen (Mund, Anus, Tracheen) oder direkt durch die Kutikula und hier
besonders die Intersegmentalhaute, also die biegsame Kutikula zwischen starker
skleroterisierten Platten zweier Segmente (Bedding & Molyneux, 1982; Peters &
Ehlers, 1994). Nach dem Eindringen uber Tracheen und Anus muissen die
Nematoden noch mechanische Barrieren durchdringen, die den Wirt vor einer
Penetration schitzen. Bei einem Eindringen Uber die Tracheen gehdren dazu bei
vielen bodenburtigen Larven die Siebplatten in den Tracheen und die Wande der
Tracheolen (die duinnsten Verzweigungen der Tracheen) und beim Eindringen
Uber den Anus die Darmwand (Dowds & Peters, 2002). Ein Einfluss von Chitosan

auf diesen Prozess erscheint als unwahrscheinlich.

Nach dem Eindringen in den Wirt folgt mit der Etablierung die eigentliche
Parasitierung. Nach Eintritt in das Hamocoel entlassen die Nematoden die
bakteriellen Symbionten in die Hamolymphe. Zusammen téten die Nematoden

und Bakterien schnell das Insekt, obwohl in den meisten Fallen allein die
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Bakterien bereits hochvirulent sind (Akhurst & Dunphy, 1993). Innerhalb des
Hamocoel wachsen die Bakterien bis zur stationdren Phase, wahrend die
Nematoden sich entwickeln und sexuell fortpflanzen. Wahrend der Endphase der
Entwicklung nehmen die Nematoden die Bakterienmasse auf und entwickeln sich
zu den “Infective juveniles’. Diese tragen die aufgenommenen Bakterien in ihrem
Darmtrakt und verlassen den Insektenkadaver auf der Suche nach neuen Wirten
(Forst et al., 1997). Auch bei diesem Schritt erscheint ein Einfluss von Chitosan
als unwahrscheinlich. Aufnahmen von Steinernematiden mit einem
Elektronenmikroskop zeigen, dass Mund und Anus geschlossen sind (Mracek et
al., 1981). Die ’“Infective juveniles” nehmen keine Nahrung auf (Wright & Perry,
2002). Da dieses infektiose Stadium nach auf3en hin von zwei Schichten externer
Membranen, der Kutikula des dritten Stadiums und der Haut des zweiten
Stadiums (das zum zuséatzlichen Schutz verbleibt und nicht abgestriffen wird)
geschutzt wird (Campbell & Gaugler, 1991a; b), ist eine Aufnahme des Chitosans
hiertiber folglich nahezu ausgeschlossen. Die Mdglichkeit eines Chitosan-
Einflusses wére die Reaktion auf eine sensorische Wahrnehmung wie im Vorfeld
beschrieben. Es erscheint jedoch fraglich inwieweit dies die Etablierung im Wirt
auller durch gesteigerte Agilitat verbessern soll, die in unserem Agilititstest
jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Wenngleich die Chitosan-
Konzentration im Sand innerhalb der Arenen &uf3erst gering war, kann ein Effekt
auf den Wirt (also die Mehlwiirmer) dennoch nicht vollstandig ausgeschlossen
werden. Eine ho6here Sensivitat (durch geschwéchte Immunreaktion) der
Mehlwirmer erscheint jedoch als sehr unwahrscheinlich, da in der Chitosan-
Kontrolle (nur Mehlwirmer + Chitosan ohne Nematoden) keinerlei negative
Effekte zu beobachten waren. Als Einfluss auf die eigentliche Parasitierung wére
also nur eine gesteigerte Aktivitdt der Nematoden nach sensorischer Erfassung

denkbar, konnte in unserer Studie jedoch nicht nachgewiesen werden.

Der Virulenztest wurde — wie beschrieben— mit zwei unterschiedlichen
Versuchsansétzen durchgefihrt. Dabei zeigte sich ein signifikanter Einfluss der
Verweildauer der Nematoden innerhalb der Losung (respektive dem Schiittler).
Die Art des Effekts unterschied sich aber zwischen den Nematodenarten.

Dennoch kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, dass dieser Effekt nur



Diskussion 113

durch das Chitosan und nicht auch durch den langeren Aufenthalt in Lésung
allgemein begunstigt wurde. Die hdhere Effizienz nach langerer Verweildauer
hatte bei H. bacteriophora vermutlich weniger das Chitosan als Ursache sondern
eher den langeren Aufenthalt im Schuttler bzw. in einer sauerstoffreichen Losung
im  Allgemeinen. Verwendet wurden — wie bereits beschrieben —
Erlenmeyerkolben mit Schikane. Dadurch wurde ein besseres Mischergebnis
aber im Endeffekt auch eine bessere Sauerstoffversorgung erzielt. Die
Nematoden wurden — wie ebenfalls bereits beschrieben — in einem Sand-/Lehm-
Praparat geliefert. Es ist anzunehmen, dass sie sich dort in einer Art Dormanz-
Phase befinden. Man verbessert die Haltbarkeit von Nematoden-Praparaten
indem man die Wasser-Aktivitat des Tragermaterials durch Absorptionsmittel
verringert, die Nematoden geringflgig austrocknet und dadurch in teilweise
Anhydrobiose (Trockenstarre) versetzt. Dadurch wird die Aktivitat der Nematoden
reduziert und sie verbrauchen weniger ihrer Energiereserven (Grewal, 1998;
2000). Zwar wurden die Nematoden fir die hier beschriebenen Experimente
bereits am Vortag des Experiments aus diesem Préparat extrahiert und in eine
Wasserlosung uberfiihrt, aber es ist mdglich, dass besonders H. bacteriophora
eine langere Zeit ben6tigt um wieder die volle Aktivitat zu erlangen. Gerade die
Heterorhabditiden haben in der Vergangenheit Probleme bei der Haltbarkeit
gezeigt (Grewal, 1998). Da alle Lésungen sich in einem Schattler befanden und
kein Vergleich mit einer ruhig gelagerten LOsung vorliegt, ist es ebenfalls
moglich, dass lediglich der langere Verbleib in Losung fur den gesteigerten Effekt
verantwortlich war und nicht expizit die Bewegung und die Sauerstoffversorgung
der Suspension im Schittler. Zwar ist bekannt, dass die Sauerstoffversorgung
essentiell fir das Wachstum der bakteriellen Symbionten ist (Strauch & Ehlers,
2000), jedoch ist dies fur die bereits vollstandig entwickelten “Infective juveniles’
nicht von Bedeutung, da sie bereits mit Bakterien “beladen” sind. Kung et al.
(1990a) beschreiben, dass bei S. glaseri und S. carpocapsae sowohl
Uberlebensrate als auch Pathogenitat mit sinkendem Sauerstoffgehalt im Boden
sinken. Allerdings betrifft das — auf diese Studie bezogen — die Testbedingungen
im Versuchssetup, welche ja bei beiden Nematodenarten gleich waren. Uber

einen Effekt von langerer Sauerstoffzufuhr vor der Parasitierung eines Wirtes
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bzw. vor der Nutzung von entomopathogenen Nematoden liegen keine Berichte

vor.

Will man nun hier abschlieRend Zusammenhange zwischen Virulenztest,
Agiltatstest und den Mikrokosmosversuchen suchen, so ist zu bedenken, dass
ganzlich unterschiedliche Voraussetzungen galten. Zum einen wurde in den
Virulenztests mit Modellorganismen gearbeitet. Die hier verwendeten Larven des
Mehlkafers Tenebrio molitor sind wesentlich grésser und weniger agil als Thrips-
Larven. Auf der anderen Seite sind die Thrips-Prapuppen und -~puppen
lokomotorisch inaktiv und bewegen sich nur nach Stérung (Lewis, 1973). Die
hohere und schnellere Parasitierung der T. molitor-Larven durch S. feltiae, die in
unseren Experimenten beobachtet wurde, spiegelt Berichte der Literatur wieder.
So berichten (Dunphy & Webster, 1986), dass Steinernematiden Tenebrio molitor

Larven schneller toten als Heterorhabditiden.

Ein weiterer relevanter Faktor ist der Einfluss der Bodenart auf entomopathogene
Nematoden. Im Virulenztest wurde Sand mit geringer Korngréosse verwendet
(Korngrosse ~ 0,2 mm), im Agilitatstest gar vollkommen ohne Substrat und im
Mikrokosmosexperiment Einheitserde mit Anteil an organischem Material.
Kung et al. (1990b) zeigten, dass der Bodentyp die Lebensdauer von
Steinernematiden beeinflusst. lhre Erklarung dafir war der Einfluss der
Bodentextur auf die Bewegung der Nematoden und damit der Verbrauch der
Energiereserven der Dauerlarven. Aul3erdem beeinflusst die Porengrésse den
Sauerstoffgehalt der Bodenluft. Nematoden in sauerstoffarmerer Umgebung
verbrauchen ihre Kohlenhydratreserven ineffektiver und haben dadurch eine
kurzere Lebensspanne (Croll & Matthews, 1977). Viel interessanter ist jedoch der
Einfluss des Bodentyps auf die Parasitierung bzw. die Wirtssuche. Wie bereits
mehrfach beschrieben, werden entomopathogene Nematoden bereits seit Jahren
gemald ihrer Art der Wirtssuche in die Gruppen ,Ambusher®, ,Cruiser®, oder
“Intermediates” eingeteilt (Campbell & Gaugler, 1997). Diese Einteilung galt als
allgemein gultig. Doch Wilson et al. (2012) stellen diese Einteilung in Frage und
weisen dem Bodentyp eine besondere Bedeutung zu. Demnach bestimmt das
Habitat bzw. die Adaption an dieses das Suchverhalten. In ihrer Studie zeigten
sie, dass sich Steinernema carpocapsae, die zu der Gruppe der "Ambusher”
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gezahlt werden, je nach Bodentyp auch horizontal und vertikal bewegen.
"Ambusher” werden gewdhnlich zur Kontrolle von hoch mobilen, Oberflachen-
aktiven Schadlingen eingesetzt. Diverse Studien haben aber gezeigt, dass
S. carpocapsae gegen immobile und in tieferen Bodenschichten versteckt
lebende Schéadlinge bessere Resultate erzielten als die normalerweise dafur
vorhergesehen “Cruiser” H. bacteriophora. Wenn die Bedingungen passen,
,cruist® also auch dieser ‘Ambusher’. Demnach waren ’Cruiser” folglich
Spezialisten fir sandige Boden mit geringem organischem Anteil, der Bewegung
beginstigt. "Ambusher” sind Spezialisten fir Béden mit hohem Anteil an
organischem Material, die ungunstig fir Bewegung sind. Die Tatsache, dass die
hier verwendeten S. feltiae als “Intermediates” gelten, wird damit erklart, dass sie

Habitat-Generalisten sind.

Letztendlich ist es betreffend Wirkungsmechanismus also problematisch anhand
der Resultate von Laborversuchen mit Modellorganismen und standardisiertem
Habitat auf die Wirkungen in Mikrokosmosexperimenten zu schlieBen. Wie im
Vorfeld beschrieben, ist der Weg von der Wirtssuche bis hin zur erfolgreichen
Parasitierung ein &ulRerst komplexer Prozess, in dem zahlreiche Faktoren eine

Rolle spielen, die sich gegenseitig beeinflussen.

4.3 Produktqualitat

Ein immer wiederkehrendes Problem stellte die Produktqualitat der gelieferten
Nematoden dar. Speziell bei H. bacteriophora trat wiederholt stark erhohte
Mortalitat innerhalb des Sand-/Lehmpréparats auf. Desweiteren gab es starke
Schwankungen bei der Agilitdt der Nematoden. Dies &ul3erte sich insbesondere
durch ein langer dauerndes Extraktionsverfahren. Mehrfach mussten deshalb
Experimente abgebrochen bzw. wiederholt werden. Besonders beim Virulenztest
zeigten sich extreme Schwankungen bei den Ergebnissen, die von niedriger
Parasierungsrate bis hin zum vélligen Verlust der Virulenz reichten. Wie bereits

unter 2. Material und Methoden” beschrieben, wurden die Nematoden mit einer
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leicht modifizierten Version der White Trap-Methode (White, 1927) aufgefangen
(siehe Abb. 53).

Abb. 53: Modifiziertes White Trap-Verfahren zum
Extrahieren der Nematoden aus dem Préparat.

Unter idealen Bedingungen befand sich die aus der Verpackung entnommene
Menge an Nematoden-Praparat ca. 8-10 Stunden in diesem Set-Up. Dabei
schwankte die Zahl der extrahierten Nematoden (bei ungeféhr gleicher Menge
Praparat) bei H. bacteriophora zwischen ~ 2.000 und ~ 18.000 IJs/ml. Bei
S. feltiae hingegen lag die Zahl der extrahierten Nematoden relativ gleichmafig
bei ~ 12.000 — 15.000 1Js/ml. Problematisch war hierbei auch nicht nur die
teilweise geringe Ausbeute bei H. bacteriophora, sondern auch die geringe
Aktivitat der extrahierten Nematoden. Unter dem Binokular betrachtet fiel hierbei
die gekringelte Korperhaltung der Nematoden auf. Erst nach Berthrung
begannen die Nematoden die typische schléangelnde Bewegung. Hierbei kénnte
es sich um eine durch die Lagerung in dem Sand- / Lehmpréparat
hervorgerufene Ruhestellung handeln. Nematoden haben im Laufe der Evolution
Mechanismen entwickelt um widrigen Umweltbedingungen zu begegnen.
Nematoden konnen diese in einem dormanten Zustand Uberleben, der ihre
Lebensspanne verlangert und es ihnen ermdglicht den Extremen von

wechselnden Bedingungen zu begegnen (Barrett, 1991). Dormanz lasst sich
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hierbei in Diapause und Quieszenz unterteilen (Glazer, 2002). Im Fall von
Wassermangel nennt sich die Form der Quieszenz “Anhydrobiose” (Barrett,
1991). Anhydrobiose ist die Fahigkeit unter nahezu vollstandiger Austrocknung
zu Uberdauern und nach Wiederzufuhr von Wasser die urspringlichen
Lebensfunktionen wiederaufzunehmen. Echte Anhydrobioten kénnen einen
Wasserverlust von bis zu 95 - 98 % Uberstehen (Barrett, 1991).
Entomopathogene Nematoden kdnnen jedoch nur ein niedriges Level dieser
anhydrobiotischen Quieszenz Uberdauern (Womersley, 1990). Dabei reagieren
Nematoden mit Aggregation (Verklumpung) und mit Einkringeln um die
Oberflache und damit die Geschwindigkeit der Austrocknung zu verlangsamen
(O'Leary et al.,, 2001). Dieses "Einkringeln” und das Aggregieren in grol3ere
Klumpen wurden auch in dieser Studie beobachtet. Entgegen den Erfahrungen
von O'Leary et al. (2001), die das "Einkringeln” bei Heterorhabditis megidis und
Heterorhabditis indica nicht beobachteten, zeigte es sich hier nur bei
H. bacteriophora und nicht bei S. feltiae. Das Aggregieren trat bei beiden
Nematodenarten auf, sobald die Losung langere Zeit (funf Minuten und mehr)
stillstand. Es ist denkbar, dass H. bacteriophora langere Zeit als S. feltiae
bendtigt, um nach dem Ldsen des Préparats aktiv zu werden. Dies wirde auch
mit den Ergebnissen des Virulenztests korrelieren, bei dem sich ein langerer
Verbleib von H. bacteriophora in der Lésung / im Schittler positiv auf die
Parasitierungseffizienz auswirkte. Auffallig war auch die unterschiedliche
Konsistenz des Praparats verschiedener Lieferungen (siehe Abb. 54, Seite 118).
Vermutlich handelte es sich um verschiedene Chargen. Gerade bei
H. bacteriophora ist das Entwassern des Sand- / Lehmpréaparats kompliziert und
erfordert manchmal den Zusatz wasserentziehender Additive (Peters, A.,

e-nema, personliche Mitteilung).
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Heterorhabditis bactenophora

Listardatum

Abb. 54: Unterschiede in der Konsistenz zweier
unterschiedlicher Chargen des Produkts "Nematop” mit
den entomopathogenen Nematoden H. bacteriophora.

Bereits Gaugler (1997) postulierte die essentielle Bedeutung der Produktqualitat
fur den Erfolg der Schadlingsbekédmpfung. Die Qualitat von entomopathogenen
Nematoden ist oft bestimmt durch die Lebensfahigkeit oder den Prozentsatz
lebender, aktiver Dauerlarven (I1Js) in einer Nematodenldésung (Grewal & Peters,
2005). Die Schwankungen in der Qualitat in dieser Studie sind kein Einzelfall. So
berichten Gaugler et al. (2000) oder auch Caamano et al. (2008) von
Schwankungen der Anzahl an Nematoden in verschickten Verpackungen
gegenuber der Angabe des Herstellers, aber auch bei der Anzahl lebender,
aktiver Nematoden. Die Anzahl der Nematoden stellt dabei seltener ein Problem
dar, da laut Gaugler et al. (2000) die Hersteller eher dazu tendieren, zu
“Uberpacken” um Variation und Mortalitdat beim Transport zu kompensieren.
Caamano et al. (2008) betont jedoch, dass der erfolgreiche Einsatz von
entomopathogenen Nematoden von der Stabilitdt bei Versand und Lagerung
abhangt. Bereits van Lenteren et al. (1980) stellen kritisch fest, dass beim
Postversand schlechte Versandbedingungen dazu fliihren kénnen, dass tote oder
verletzte Nematoden geliefert werden. Und so berichten Caamano et al. (2008)
von Lieferungen von S. feltiae, die hohe Nematoden-Mortalitét verzeichneten und
durch einen faulen Geruch auffielen. In diesem Fall wurde eine Unterbrechung

der Kihlkette als Ursache festgestellt. Exakt dieser Fall (tote Nematoden, fauliger
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Geruch) trat auch bei mehreren Lieferungen innerhalb dieser Studie auf. Der
Lieferant (Katz Biotech) sorgte jedoch jedes Mal umgehend fur eine
Ersatzlieferung. Dennoch ist die Produktqualitat mit als Grund fir schwankende

Versuchsergebnisse zu nennen.
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Fazit & Schlussfolgerung

Chitosan-Effekt im EPN-Chitosan-System

Das hier untersuchte System beinhaltet sehr komplexe Wechselwirkungen
zwischen Pflanzenschadlingen, Pflanzen und natirlichen Gegenspielern der
Pflanzenschadlinge. Wie die oben diskutierten Ergebnisse zeigen, beschrankt
sich die Wirkung des Pflanzenstarkungsmittels Chitosan nicht auf einen Faktor
im System. Es ist schwierig und nicht eindeutig moglich, die kausalen Ursachen
des letztlich erzielten Effekts der Effizienz-Steigerung zu identifizieren. Sowonhl
Effekte auf den Schadling als auch auf den Nitzling wurden (wenn auch nicht
immer reproduzierbar) erzielt. Es ist am Ende der Ereigniskette nicht moéglich die
Bedeutung der Einzel-Effekte an der letztendlichen Wirkung zu quantifizieren.
Einzelne Faktoren konnen additiv, synergistisch oder antagonistisch wirken.
Dennoch soll hier ein Erklarungsansatz fir die Effizienz-Steigerung der
Nematoden vorgenommen werden. Wie koénnte also das Chitosan in dem

System gewirkt haben?

1. Direkte Wirkung auf F. occidentalis: Die Ergebnisse der ersten

Mikrokosmos-Experimente deuteten an, dass Thripslarven (L2-Stadium)
im Falle von Chitosan-behandelten Pflanzen vorzeitig zur Verpuppung in
den Boden abwandern. Eine Behandlung mit Chitosan kann die bereits
unter ,1.5.8 Pflanzenstarkungsmittel und das Prinzip der induzierten
Resistenz“ besprochenen Veranderungen in Pflanzen hervorrufen. Da
eine Veranderung der Inhaltsstoffe der hier als Wirtspflanze verwendeten
Buschbohne P. vulgaris nicht untersucht wurden, kann Uber die Art und
Weise eines mdglichen Einflusses auf die Thripslarven nur spekuliert
werden. Eine Veranderung der fur die Ernahrung der Thripse essentiellen
Pflanzeninhaltsstoffe erscheint eher unwahrscheinlich, da es sich bei
Chitosan um ein Pflanzenstarkungsmittel handelt. Fir die Thripse und ihre
Entwicklung wichtigen Stoffe wie Stickstoff (Baez et al., 2011; Chau et al.,
2005; Trichilo & Leigh, 1988) oder losliche Proteine (Brown et al., 2002)
sind nach einer Chitosan-Behandlung wohl eher in grosseren als

geringeren Mengen zu erwarten. Wabhrscheinlicher erscheint eine
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Veranderung der sekundaren Inhalsstoffe als Ursache. Erhohte
Terpenoid-Konzentrationen, wie sie nach Chitosan-Behandlung von
Basilikum beobachtet wurden (Kim et al., 2005) kénnten auch an unserem
Modell mit der Bohne als Wirtspflanze fiir Thripse einen volatilen Effekt
hervorgerufen haben. Lokale und systemweite Bildung von volatilen
Exsudaten nach einer Chitosan-Behandlung von Gurken wurde bereits als
Ursache fiir eine Beeinflussung der Wirtspflanzenwahl von F. occidentalis
identifiziert (Yurchenko et al., 2004). Es ware denkbar, dass aufgrund
eines deterrenten Effekts eine Art Notverpuppung eingeleitet wird, wie sie
z.B. vom Buchsbaumziunsler Glyphodes perspectalis bekannt ist. Bei
Insekten kommt es bei Nahrungsmangel oft zu einer Verkirzung des
Larvalstadiums  (Notverpuppung) mit Kkleineren Imagines, deren
Nachkommenzahl verringert ist.

2. Indirekte Wirkung auf die entomopathogenen Nematoden durch die

behandelte Pflanze: Basierend auf den vorliegenden Studien (siehe

Kapitel 1.5.8 Pflanzenstarkungsmittel und das Prinzip der induzierten
Resistenz) ist es anzunehmen, dass eine Pflanze nach einer Chitosan-
Behandlung wie eine Pflanze reagiert, die von Herbivoren attackiert
wurde. Wie bereits erwahnt stimuliert Chitosan als Elicitor in Pflanzen eine
erhohte Lipoxygenase-Aktivitat (Bohland et al., 1997). Dies ist ein
Schlisselenzym fiir Reaktionswege, die zur Synthese von Vorlaufern des
Jasmonats filhren. Dies ist bekanntermal3en der zentrale Signalstoff fur
die Steuerung von Genaktivitaten, die Resistenz, insbesondere gegen
beilRend-kauend agierende Herbivore bedingen (Bohland et al., 1997,
Hamberg & Gardner, 1992; Sembdner & Parthier, 1993). Obwohl
F. occidentalis mit Mandibel und Stechborsten weniger Zellschaden
verursachen, induziert der entstandene Zellschaden auch hier den
Jasmonat-abhangigen Signalpfad ((Li et al., 2002). Wie oben beschrieben
reagieren Nematoden bei der Wirts- bzw. Habitatsuche auf chemische
Stimuli. Die Rolle der Pflanzenfresser-induzierten flichtigen Stoffe ist in
oberirdischen tritrophischen Beziehungen (Pflanze - Herbivore -
naturliche Feinde) wohl bekannt (Dicke et al., 1998; Takabayashi & Dicke,
1996; Tamo et al., 2006; Tumlinson et al., 1993). Neuere Studien geben
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aber auch Hinweise aus mehreren Schadlings-Pflanzen-Systemen
(Erdbeeren, Mais und Zitrusfriichte), dass sich Pflanzen durch induzierte,
von Wurzeln abgegebene fliichtige Stoffe durch die Anlockung von
insektenpathogenen Nematoden schitzen konnen (Boff et al., 2001,
Rasmann & Agrawal, 2008; Rasmann et al., 2005; van Tol et al., 2001,
van Tol et al., 2007). Werden z.B. Mais-Pflanzen vom Westlichen
Maiswurzelbohrer Diabrotica virgifera attackiert, emittieren einige Mais-
Sorten ein Volatil ((E)-b-Caryophyllen), das entomopathogene Nematoden
anlockt (Rasmann et al., 2005). Degenhardt et al. (2009) konnten diesen
Effekt mithilfe transgener Techniken sogar auf Mais-Sorten Ubertragen,
die diese Fahigkeit nicht besaRen. Das Verfahren, das Polynucleotide
verwendet, um Proteine mit Caryophyllene-Synthase-Aktivitat zu kodieren,
ist mittlerweile patentiert (Crocoll et al.).

3. Direkte Wirkung auf die entomopathogenen Nematoden: Die

durchgefuhrten Experimente zeigten die bereits diskutierten Effekte auf
die entomopathogenen Nematoden (siehe Chitosan-Effekt auf
Nematoden). So wurde eine leicht gesteigerte Effizienz beobachtet. Die
Mehrheit von verfigbaren Studien verwendetet Additive bei der Blatt-
Applikation von Nematoden als Hilfsmittel um die Eigenschaften des
Sprays zu verbessern, so z.B. durch die Veranderung der
Oberflachenspannung um den Verdunstungsprozess zu verlangsamen
(z.B. (Schroer et al., 2005; Somvanshi et al, 2006)). Bei der
Bodenapplikation besteht die Formulierung in der Regel nur aus einem
passenden Tragermaterial fir die Lagerung. Bis dato liegen keine Studien
vor, die sich mit Hilfsmitteln zur Steigerung der Aktivitdt der Nematoden
beschéftigen. In unserer Studie zeigte sich ein Effekt auf das Verhalten
und letztlich auch die Effizienz der Nematoden. Die von Mureithi (2013)
vermutete Wirkung von Chitosan als Teil einer Filmschicht flr bessere
Fortbewegung erscheint aufgrund der zu geringen Konzentration eher als
unwahrscheinlich. Ein Effekt auf die Lokalisierung des Wirtes ist hier
naherliegend, konnte jedoch durch die Versuche zum Wirkungs-

mechanismus nicht eindeutig nachgewiesen werden.



Fazit & Schlussfolgerung 123

4. Wirkung uber Effekte auf die Mikroumgebung: In einer vorangegangenen

Studie untersuchte Mureithi (2013) u.a. die Effizienz entomopathogener
Nematoden in unterschiedlichen Formulierungen zur Kontrolle von
F. occidentalis. Chitosan erzielte hier eine Steigerung der Effizienz
besonders bei niederiger Bodenfeuchte. Grundsétzlich ist eine zu geringe
Bodenfeuchte unginstig fir entomopathogene Nematoden, was sich
durch erhohte Mortalitdt und verringerte Mobilitat aussert (Ebssa et al.,
2004). Nematoden bendtigen fur ihre Fortbewegung einen feinen Film
Jfreien Wassers" um ihren Korper (Glazer, 2002). Als Erklarung wird also
ein positiver Effekt von Chitosan auf die Bodenstruktur und damit
vebundene Bodenfeuchte und Wasserspeicherfahigkeit vermutet, welcher
auch schon in friiheren Studien tUber Chitosan beschrieben wurde (Hirano
et al, 1980). Wie bereits betreffend die direkte Wirkung auf die

entomopathogenen Nematoden erscheint diese Erklarung aufgrund der in

unserer Studie verwendeten, sehr niedrigen Chitosan-Konzentration eher

als unwahrscheinlich.

Das Ausmald der erzielten Effizienzsteigerung der entomopathogenen
Nematoden in unserer Studie bewegt sich in sehr begrenzten Dimensionen und
muss auch erst der Ubertragung vom Mikrokosmos-Versuch zum Feldversuch
(bzw.- Gewachshausversuch) standhalten. Dennoch liefert es einen
interessanten Ansatz, da sich gezeigt hat, dass das Verhalten (Virulenz) der
Nematoden manipuliert werden kann. Neue Ansatze bei den Versuchen zum
Wirkungsmechanismus konnten hier vielleicht Moglichkeiten aufzeigen, um z.B.
die Wirtsfindung der Nematoden noch weiter zu verbessern oder die Aktivitat der
Nematoden langer auf hohem Niveau zu halten. In einem Bausteinkonzept bei
der Bekampfung eines Schaderregers mit hohem Schadpotential kdnnte bereits
eine geringe Effizienzsteigerung bei der Bekdmpfung von dkonomischem Wert
sein. Es sollte aber angemerkt werden, dass die Mehrheit der Studien betreffend
Wirtsfindung und Habitatsuche von Nematoden in experimentellen
Versuchsarenen ohne Bodenmaterial durchgefuhrt wurden und nur auf eine
Variable zielten. Daher reflektieren diese Studien unter sehr kontrollierten

Bedingungen nicht das Verhalten der Nematoden in der Natur, wo sie einer
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Vielzahl von Faktoren ausgesetzt sind. Dies gilt entsprechend auch fur den
Virulenz- und Agilitatstest dieser Studie. Die erzielten Effizienzsteigerungen von
Nematoden durch Chitosan in anderen Studien (Dembilio et al., 2011; Dembilio
et al., 2010; Llacer et al., 2009; Martinez de Altube et al., 2007) befassen sich
leider nicht n&dher mit dem Wirkungsmechanismus. Desweiteren sind auch die
Systeme nur schwer miteinander zu vergleichen, da es sich bei den getesteten
Schadlingen um Stengel- bzw.- Stammbohrer handelt, die kein bodenbdurtiges
Entwicklungsstadium besitzen. Zu klaren ware auch, ob das Chitosan einen
negativen Effekt hatte, wenn die Nematoden-Chitosan-Mixtur in groRerer
Entfernung zum Schadling appliziert wird und dann wohlmdglich die Wirtsfindung
behindert, weil den Nematoden eine Orientierung an Gradienten erschwert wird
(hier das Chitosan als Ab- und Aufbauprodukt der Zellwande von Insekten).
Bereits Hui und Webster (2000) vermuteten in lhrer Studie tber die Bedeutung
der Chemorezeption bei der Wirtsfindung von S. feltiae, dass die Effizienz von
Nematoden héher ist, wenn sie direkt in die Befallsareale appliziert werden. Dies
gilt wohlmdglich erst recht, wenn sie in Verbindung mit einem Stoff wie Chitosan
appliziert werden, der ein Ab- und Aufbauprodukt der Zellwande von Insekten ist
und somit essentiell fir die Wirtsfindung sein kann. Dies Problem wére am
ehesten durch den Einsatz einer Tropfchenbewasserung zu umgehen, bei der
die Nematodenldsung in Stammné&he appliziert wird. Eigene Beobachtungen
(nicht quantifizierte Ergebnisse) lieRen zumindest an der Modell-Wirtspflanze
Buschbohne darauf schliessen, dass ein Grolteil der Thrips-Larven sich nicht
einfach fallen lasst, sondern Gber Stamm bzw. Stengel in den Boden abwandert.
Anhand der beschriebenen Komplexizitat wird jedoch deutlich, dass Chitosan

sowohl positiv als auch negativ bei der Wirtsfindung wirken kénnte.

Ein weiteres Problem stellt auch die Konzentration des Chitosans in der Losung
dar. Das Wirkungsfenster beim Einfluss auf die Enzymaktivitat ist hier eher
gering. Kim et al. (2005) stellten einen positiven Effekt einer Chitosan-
Behandlung auf GrolRe, Gewicht und Enzymaktivitdt bei Basilikum fest.
Besonderes Augenmerk wurde auf die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase-Aktivitat
(PAL) gerichtet, ein Schlusselenzym bei der Synthese von sekundéaren

Metaboliten, besonders bei der Produktion von Phytoalexinen und Salicylsédure
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(Bohland et al., 1997; Kim et al., 2005; Trotel-Aziz et al., 2006; Vander et al.,
1998). Die Salicylsaure wiederum leitet den Salicylsdure-abhéngigen Signalpfad
ein, der in die Aktivierung von ,Wound-Response“-Genen inklusive PR-
(Pathogenesis-Related-)-Genen miindet (Walling, 2000). Bei einer Konzentration
von 0,5 % wurde der starkste Effekt beobachtet. Dort war die PAL-Aktivitat 32
mal hoher als bei einer Konzentration in der Kontrolle. Bei der niedrigsten
verwendeten Konzentration von 0.01 % war jedoch kaum eine erhdhte PAL-
Aktivitat zu beobachten (siehe Abb. 55).
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Abb. 55: Einfluss der Chitosan-Konzentration auf die Enzymaktivitat
(Quelle: Source: H.-J. KIM et al.: Effect of chitosan on the biological
properties of sweet basil (Ocimum basilicum L.). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 53, pp. 3696-3701).

Die Konzentration der Blattapplikation in unserer Studie lag zwar bei 0.5 % des
Produktes, jedoch ist die genau Zusammensetzung des verwendeten Produkts
,BIOREND®" nicht bekannt. Die Aktivitit von Chitosan hangt vom
Molekulargewicht und dem Acetylierungsgrad ab (Kauss et al., 1989; Vander et
al., 1998). Da weder der Acetylierungsgrad noch die Kettenlange oder das
Gewicht der Chitosan-Molekile im Produkt ,BIOREND®” bekannt ist, lasst sich
nicht sagen, ob unsere verwendeten 0.5 % denen aus der Studie von
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Kim et al. (2005) entsprechen. Es ware also denkbar dass eine niderigere oder

eine hohere Anwendungsmenge die von uns erzielten Effekte verstarkt.

Als Schlusskommentar lafit sich sagen, dass Chitosan sein Potenzial sowohl als
Pflanzenstarkungsmittel als auch auch Additiv zur Effizienzsteigerung von
Nematoden angedeutet hat. Wird noch mehr tber den Wirkungsmechanismus in
diesem Zusammenhang bekannt, 1a3t sich der Effekt eventuell noch verstarken
und Chitosan konnte einen Platz im Baustein-Konzept zur integrierten
Bekampfung von Frankliniella occidentalis und womoglich auch anderen

Schaderregern finden.
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Anhang

- Zusatzliche Methodeninformationen -

Aktives Luftungssystem

Bei dem wunter 2.2.1 durchgefihrten Experiment und diversen anderen
Vorversuchen zeigte sich ein auffalliges Beluftungsproblem der Acrylzylinder. Die
in den Zylindern befindlichen Locher waren nicht ausreichend um einen
Luftaustausch zu gewahrleisten. Grund hierfir war die sehr geringe
Maschenweite der Thripsgaze. Aufgrund verstarkter Transpiration der Pflanzen
(besonders bei hohen Temperaturen) kam es infolgedessen zu
Kondenswasserbildung an der Innenwand der Zylinder (siehe Abb. 56 & 57,
Seite 128). Das verwendete Pflanzenstarkungsmittel Chitosan erzielt seinen
Effekt durch die Simulation eines Pathogen-Befalls. In diesem Zusammenhang
koénnen Einflusse wie z.B. sehr hohe Temperatur und Luftfeuchte diesen Effekt
Uberlagern. Beim Arbeiten mit induzierter Resistenz gilt es folglich derartige
externe Faktoren auszuschlie3en oder zumindest zu minimieren. Um also einen
Luftaustausch zu gewahrleisten, wurde ein aktives Luftungssystem entwickelt,
das aus einem Aufsatz mit einem PC-Netzteillifter bestand (siehe Abb. 58,
Seite 129). Dieser Lufter wurde so montiert, dass er Luft aus dem Zylinder
saugte. Er wurde in einem 3 cm hohen Plexiglasring mit dem gleichen
Durchmesser wie der der Zylinder befestigt. Auf der Oberseite befand sich eine
Plexiglasplatte mit einer Offnung (= 8 x 8 cm) an deren Unterseite ein Ventilator
montiert wurde (PC-Netzteil-Lufter LogiLink Fanl101). Dieses Luftungssystem
wurde auf die Zylinder aufgesetzt und mit Tesafilm fixiert bzw. abgedichtet. Die
Lufter wurden per Parallelschaltung von einem PC-Netzteil mit Elektrizitat

versorgt.
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Abb. 56 & 57: links: Acrylglaszylinder ohne (links) und mit Bellftungssystem (rechts), rechts:
Zylinder ohne Belilftungssystem in der VergréRerung: Kondenswasser durch hohe Luftfeuchte
deutlich sichtbar.

Diese Art von Netzteillufter arbeitet normalerweise mit einer Betriebsspannung
von 12 V und einer Stromaufnahme von 16 mA. Dabei erzielt er einen
Volumenstrom von 1,42 m3/min. Um einen zu starken Luftsog - und damit einen
Einfluss auf die Thripse - zu vermeiden, wurden die Lufter lediglich mit 5 V und
6,5 mA betrieben. Sie erzielten hierbei einen Volumenstrom von 0,6 m3/min. Das

entspricht einer mittleren Stromungsgeschwindigkeit im Zylinder von 1,53 m/s.
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Abb. 58: links: Schema-Skizze des Bellftungssystems, rechts: Beluftung auf dem Zylinder
montiert.
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Abb. 59 & 60: Luftfeuchte und Temperatur innerhalb des Mikrokosmos ohne (oben)
(unten) aktivem Beluftungssystem.

und mit
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Bei der Betrachtung der Abbildungen Abb. 59 und 60 wird der Effekt des
BelUftungssystems deutlich. Im Mikrokosmos ohne aktive Beliftung liegt die
relative Luftfeuchte im Schnitt bei 86,8 + 0,13 % im Gegensatz zu 56,9 + 0,17 %
im Mikrokosmos mit aktivem BelUftungssystem. Da die Daten hier im Winter
erfasst wurden macht sich der Effekt bei der Temperatur nicht bemerkbar. Der
Schnitt liegt hier bei 16,8 + 0,04 °C in der Variante ohne und bei 17,1 + 0,04 °C

mit aktivem Beluftungssystem.

Der unter 3.3.1 beschriebene Versuch mit entomopathogenen Nematoden in
Kombination mit Chitosan fand unter kontrollierten Bedingungen in einer
Klimakammer statt. Niedrigere Einstrahlung und geregelte Temperatur /
Luftfeuchte verringerten das Problem der hohen Temperatur / Luftfeuchte in den
Zylindern. Das Liftungssystem wurde dennoch verwendet um einen

Luftaustausch und damit ein besseres Mikroklima zu gewahrleisten.
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Berufserfahrung

04/2013 — heute Wissenschatftlicher Mitarbeiter, DHD-Consulting GmbH,

Hildesheim

01/2012 - 07/2015  Anfertigung einer Dissertation, Verfassen einer Publikation

01/2007 — 12/2011 Wissenschaftliche Hilfskraft am Institut fur Pflanzenkrank-

heiten und Pflanzenschutz der Universitat Hannover

Tatigkeiten:

Durchfihrung einer wissenschaftlichen Arbeit mit dem Ziel der
Promotion mit dem Arbeitsthema: ,Steigerung der Effizienz
entomopathogener Nematoden zur Kontrolle von Frankliniella
occidentalis®

Abschluss: Dr. rer. hort. (voraussichtlich Februar 2013);

Anleitung und FUhrung von Studenten und technischen Assistenten,

Praktikumsbetreuung.

10/2004 — 10/2006 Wissenschaftliche Hilfskraft am Institut fur Pflanzenkrank-

heiten und Pflanzenschutz der Universitat Hannover

Tatigkeiten:

Untersuchung der Wirkung von FORCE 1.5 G (Tefluthrin) auf die
boden-birtigen Entwicklungsstadien des Maikafers Melolontha
melolontha und des Schnellkafers der Gattung Agriotes spp.
(Auftraggeber SYNGENTA);

Mitarbeit am Projekt ,Untersuchungen zur Nutzung von biotechnischen
Verfahren zur Bekampfung der Rosskastanien-Miniermotte im
offentlichen  Grin“  (Auftraggeber  Biologische = Bundesanstalt
Braunschweig / jetziges Julius Kuhn Institut Braunschweig);
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e Betreuung von Insektenzuchten;

e Unterstltzung der technischen Assistenten.

Ausbildung

03/2008 — 07/2015

06/2004

Promotionsstudent am Institut fur Pflanzenkrankheiten
Pflanzenschutz der Leibniz Universitat Hannover
Titel der Dissertation: siehe oben

Abschluss als Diplom-Agraringenieur (Note 1,9)

e Schwerpunkt Phytomedizin

e Spezialisierung auf biologischen Pflanzenschutz

Titel der Diplomarbeit:

,Einfluss von

Neem auf phytopathogene und entomo-pathogene

Nematoden® (Note 1,3)

06/2004 — 09/2004

08/2000 — 10/2000

07/1999 — 09/1999

08/1995 — 08/1996

05/1995

Studentische Hilfskraft am Institut fur Pflanzenkrankheiten

und Pflanzenschutz der Universitat Hannover

Gartnerisches Praktikum in der Firma Holicki Gartenbau
KG (Zierpflanzen)

Gartnerisches  Praktikum an  der Lehr- und
Versuchsanstalt fir Gartenbau in Hannover (Abteilung

Gemusebau)

Ausbildung zum Chemisch Technischen Assistent, kein

Abschluss

Abitur

Georg-Buchner-Gymnasium Seelze
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Tagungsbeitrdge

2005

2006

2008

2012

Verdffentlichungen

2012

2005 COST 850 Biocontrol Symbiosis Workshop
,Biological control of thrips, with special emphasis on the
use of entomopathogenic nematodes®, Hannover

Vortrag: ,Interactions of Neem and EPNs”

55. Deutsche Pflanzenschutztagung , Gottingen
Posterbeitrag: ,Einfluss von Neem auf Uberleben,
Infektionsrate und Reproduktion des pflanzen-parasitaren

Nematoden Meloidogyne incognita®

2008 27. Tagung des Arbeitskreises ,Nutzarthropoden
und Entomopathogene Nematoden® , Braunschweig

Vortrag: ,Einfluss von Chitosan auf Wabhlverhalten,
Mortalitdt und Entwicklung von Frankliniella occidentalis
(Vorstudie zum Projekt: Steigerung der Effizienz
entomopathogener Nematoden zur Kontrolle von

Frankliniella occidentalis)*

2012 31. Tagung des Arbeitskreises ,Nutzarthropoden
und Entomopathogene Nematoden®, Erfurt

Vortrag: ,Optimierung der Nutzung entomo-pathogener
Nematoden in einer integrierten Bekdmpfungsstrategie flr

Frankliniella occidentalis”

.Effects of NeemAzal-U on survival, host infestation and
reproduction of entomopathogenic and plant-parasitic
nematodes: Heterorhabditis bacteriophora and
Meloidogyne incognita” Journal of Plant Diseases and
Protection, 119 (4), 142-151
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Fremdsprachenkenntnisse

Englisch (Sprache und Schrift verhandlungssicher),
Spanisch (Grundkenntnisse),
Latein (Grol3es Latinum)



