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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung eines Verfahrens zur Applikation von
entomopathogenen Nematoden (Steinernema feltiae FILIPJEV) per Luftfahrzeug im
Kronenraum von Eichen, um dort blattfressende und gesundheitsschadliche Raupen
des Eichenprozessionsspinners (Thaumetopoea processionea L.) wirksam zu
reduzieren. Die Ausbringung von Nematoden im Wald mittels Hubschrauber sollte

praxisreif entwickelt und die Wirksamkeit gegenuber Eichenprozessionsspinnern
(EPS) nachgewiesen werden.

1.1 Planung und Ablauf des Vorhabens

Der geplante Zeitablauf des Projektes zwischen Januar 2014 und Dezember 2016 ist
in Abb. 1 dargestellt:

Einarbeitung und erste Recherchen h

Raupenzuchten mit Freiland-Eiemn —

Screening u. Laborpriifung von Zusatzstoffen

Prifung grofitechnischer Produktion —
Modifizierungen u. Laborprafungen der Spritzanlage —
abschliefende Anpassungen von Gerdt und Suspension (|
Festlegung von Priifvarianten firs Freiland m

Versuchsplanung der Freilandprifungen #

Flachenwah! fur Freilandprifungen #

Vorarbeiten zur Boniturmethodik _

Applikationen per LFZ ﬁ

Bonituren #

Auswertungen, Datenaufbereitungen und Analysen *

Ausarbeitung d. Standardverfahrens _

Berichterstellung

Publikation

Projektabschluss

Lalul

Jan 14
Apr 14
Mrz 16
Jun 16
Sep 16

Jul 14
Okt 14
Dez 14
Apr15
Jul 15
Sep 15
Cez 15

Dez 16

Abb. 1: Urspriinglicher Arbeitsplan fiir die geplante Projektlaufzeit Januar 2014 bis Dezember 2016

Die ursprungliche Zeitplanung sah vor, zunachst im Labor die grundsatzliche
Wirksamkeit von S. feltiae gegen Raupen des Eichenprozessionsspinners aufzuzeigen
und der Fragestellung nachzugehen, welche besonderen Eigenschaften von
Nematoden bei hubschraubergestutzter Applikation im Kronenraum durch Dosierung
und Formulierung einer Suspension erfullt werden mussen. Begleitend sollten
simulierte Ausbringungen mit einer Hubschrauber-Spritzanlage im Stand die
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erforderlichen technischen Anpassungen (insbesondere Ausbau von Sieben,
Prallflachen, Modifikationen bei Pumpendruck und Disendurchmesser) klaren, um S.
feltiae vital und in geeigneter Verteilung zu applizieren.

SchlieBBlich sollte im Freiland die Ausbringung mit vorausgewahliter, geeignet
erscheinender Konfiguration der Spritzanlage und Nematodensuspension gepruft und
zur Praxisreife optimiert werden.

Die tatsachlichen Projektinhalte folgten der Planung bis auf begriindete Anpassungen.
Der zeitliche Ablauf der Arbeiten wurde auf Grund des Projektstarts zu Beginn der
jahrlichen Raupenaktivitat (April 2014) allerdings wesentlich umgestellt. Die
ursprunglich als Einstieg geplanten Laborversuche zur Wirksamkeit und die Prafungen
der Spritzanlage auf erforderliche Anpassungen erfolgten ab Winter 2014/15. Zuvor
wurden Versuchsflachen fur Freilandprufungen festgelegt und Bonituren der ortlichen
EPS-Populationen durchgefihrt, um Erfolg bei Freilandprifungen anhand der
Populationsdichte vor und nach der Behandlung zu kontrollieren.

Das folgende Diagramm zeigt den tatsachlichen Arbeitsverlauf von April 2014 bis Marz
2017:

2014 2015 2016 2017
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Nowv
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Jan
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Jan
Feb
Mrz
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Mai
Jui
Jul
Aug

Jun
Jul
A
Sej
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Dez
Jan
Feb
Mrz
Apr
Mai
Jui
Jul
Aug

I (o
. (Mai

Einarbeitung und Recherche

Laborversuche an L1 Raupen zur Nematoden- -
dosis und Formulierungszusatzstoff

Diisentests (Versuchsanlage des JKI, I I '

Braunschweig)

Spritzanlagentests (Helix, Neuenstein) -

Festlegung von Priifvarianten fiir's Freiland &
Versuchsplanung der Freilandpriifung

Flachenauswabhl fiir Freilandpriifungen

Applikation per LFZ l I
Bonituren (incl. Vorarbeiten zur - I II . - I I I . I
Boniturmethodik)

Semi-Freilandversuche mit L4 und L5 Raupen -

Auswertungen, Datenaufbereitungen & - I I i .
Analysen
Vortrage I I I I II

Berichterstellung _ -

Abb. 2: Tatséchlicher Verlauf des Projekts von Januar 2014 bis Mérz 2017

Die erforderlichen Versuchstiere des EPS fir die Labor-Bioassays in den Wintern 2015
und 2016 wurden jeweils im Spatherbst als Eigelege gesammelt und durch Lagerung
bei gesteuertem Temperaturregime gestaffelt je nach Bedarf zum Schlupf gebracht.
Wirksamkeitsprifungen an alteren, bereits gesundheitsschadlichen Larvenstadien
(L4/L5) des EPS erfolgten als Semi-Freilandversuche im Sommer 2015.
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Einflusse von handelsublichen Dusen auf die Vitalitat applizierter S. feltiae und die
umsetzbaren Volumenstrome wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Anwendungstechnik im Pflanzenschutz des Julius-Kuhn-Instituts (JKI-AT) im
Projektwinter 2014/15 mit ausgewahlten Dusentypen an der dortigen Versuchsanlage
untersucht. Vier Dusentypen, die keine Beeintrachtigung von S. feltiae erkennen
lieRen, wurden fur nachfolgende Tests an einer Simplex Spritzanlage der Helix
Fluggesellschaft verwendet.

Anhand der Ergebnisse aus den Vorversuchen wurden Konzentration der Nematoden,
Ausbringungsmenge und Dusentyp fur die weitere Prifung im Freiland festgelegt und
ein Versuchsaufbau mit zwei Behandlungsvarianten (flachige Ausbringung,
Ausbringung Uber Einzelbaum) sowie Kontrollen umgesetzt.

Neben drei projektbegleitenden Arbeitsgruppentreffen (21.01.2015, 23.02.2016,
14.12.2016) wurden die Projektinhalte auf verschiedenen offentlichen Veranstaltungen
wahrend der Projektlaufzeit vorgestellt:

e Am 25.-26.11.2014 beim 33. Arbeitskreistreffen des DPG/DGaaE (Deutsche
Gesellschaft fur allgemeine und angewandte Entomologie) zum Thema
Nutzarthropoden und entomopathogene Nematoden an der Bayerischen
Landesanstalt fur Weinbau und Gartenbau in Veitshochheim bei Warzburg.

e Am 19.-20.02.2015 an der University of Hull, England anlasslich einer
Expertentagung im Waldschutz (Titel der Konferenz: “Exploring the invasion
biology, management and policy for tree insect pests, incorporating the Expert
Meeting on Oak Processionary Moth”).

e Am 12. und am 19.05.2015 im Rahmen des Waldschutzseminars
Flachland/Bergland der Niedersachsischen Landesforsten in Oerrel und
Dassel.

e Am 20.-23.09.2016 auf der 60. Deutschen Pflanzenschutztagung an der Martin-
Luther-Universitat in Halle-Wittenberg.

e Am 06.10.2015 wund am 17.10.2016 zum Erfahrungsaustausch
Eichenprozessionsspinnerbekampfung verschiedener Landkreise, ausgerichtet
von der unteren Forstbehorde des Landkreises Stendal.

e Als Poster bei der Forstwissenschaftlichen Tagung vom 26.-29.09.2016 in
Freiburg im Breisgau.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde

Ein Vorteil entomopathogener Nematoden (EPN) der Gattungen Steinernematidae
und Heterorhabditidae liegt in der Verbindung aus wirtsuchender Nematode mit einem
letal insektenpathogenen Bakterium (Xenorhabdus bei Steinernema spec. u.
Photorhabdus in Heterorhabditidae), das symbiotisch in deren Darm lebt. Nur ein
Stadium der meist funf Stadien umfassenden Nematodenentwicklung, das sogenannte
infective juvenile (1J), tragt die Bakterien. Nach Eindringen eines IJ in eine geeignete
Insektenlarve durch deren Mund, Anus oder die Tracheen, moglicherweise auch durch
intersegmentale Membranen der Cuticula, entlasst der Nematode seine symbiotischen
Bakterien, die dann von der Insektenhaemolymphe leben und sich vermehren. Durch
Abgabe eines Toxins toten die Bakterien das Wirtstier. Der Tod tritt normalerweise
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innerhalb von 24 bis 48 Stunden ein. Der Nematode ernahrt sich wahrenddessen vom
verwesenden Korperinneren der Insektenlarve und auch von den Bakterien, durchlauft
vier bis funf Stadien und vermehrt sich dann. In einem Kadaver kdnnen nacheinander
mehrere Nematodengenerationen leben (Grewal et al. 2005).

Verschiedene entomopathogene Nematoden werden kommerziell produziert und
stehen fur die Bekampfung unterschiedlicher, meist bodenburtiger Schadlinge im
Zierpflanzen-, Gemuse-, Obstanbau oder in Baumschulen und im Rasenbereich zur
Verfligung. Die Art Steinernema feltiae wird insbesondere mittels GielRapplikation
gegen bodenlebende Stadien von Trauermicken, wie z.B. Bradysia coprophila
LINTNER (Jagdale et al., 2004) und Kleiner Kohlfliege, Delia radicum L. (Beck et al.,
2014; Brusselman et al., 2012; Schroeder et al., 1996) wirksam eingesetzt. Der Einsatz
an Blattern oder anderen oberirdischen Pflanzenteilen ist bei Applikation unter Glas
bereits etabliert, z.B. gegen Thripse wie Frankliniella occidentalis PERGANDE (Belay et
al., 2005; Ebssa et al., 2001) und verschiedene minierende Insekten wie z.B. Liriomyza
bryoniae KALTENBACH (Hara et al., 1993; Williams & Walters, 2000). Auf Grund der
Anwendung unter Gewachshausbedingungen wird die Wirksamkeit der Nematoden
nicht durch rasche Austrocknung begrenzt. Bei oberirdischer Applikation in
Feldversuchen wurden Steinernema-Arten mit wechselndem Erfolg eingesetzt.
Puppen des Apfelwicklers Cydia pomonella L. an Baumrinde wurden dann erfolgreich
bekampft, wenn die Umgebung lange sehr feucht gehalten werden konnte (Kaya et al.,
1984; Lacey & Unruh, 1998). Die Verwendung von Nematoden gegen Schaderreger
aulderhalb des Bodens blieb bisher unerheblich (Arthurs et al., 2004).

Eine Wirkung von S. feltiae gegen Raupen des EPS war bis dahin in
stichprobenartigen Laborversuchen gezeigt worden (Veitinghoff et al., 2012;
Helingman, 2010 (Untersuchung ohne Kontrollen in den Versuchsreihen)).
Insbesondere in den Niederlanden setzten Baumpflege-Unternehmen wie z.B. Kuppen
Bomenverzorging’ die Nematodenart auch kommerziell mit Bodenverblasegerat
(Spruhkapazitat: 300 m*Min.) nachts an StralRenbaumen gegen EPS ein. Ergebnisse
solcher Malinahmen wurden bisher nicht nachprifbar ohne unbehandelte Kontrolle
dargestellt (Raats, 2010). Das niederlandische Ministerium fur Lebensmittelsicherheit
und Verbraucherschutz (Nederlandse Voedsel- en Warenautoriteit) berichtete Uber
Erfolge der Einsatze (2010-2012) (Fransen & Landschap, 2013) ohne konkrete Zahlen
Zu nennen.

Zu Projektbeginn war eine Formulierung aus S. feltiae und einer Surfactant Polymer
Formulierung (SPF) des Herstellers e-nema zum Einsatz gegen Raupen des EPS auf
dem Markt (Tp-nema®)?. Fir Erfolg und Wirkungsgrad sollten laut Produktinformation
die Spritztechnik (,Raupen sollen voll getroffen werden“) und der Spritzzeitpunkt
(,abends und nachts) entscheidend sein. S. feltiae aus Zuchten der Fa. e-nema und
die SPF, deren Zusammensetzung im Herstellerinteresse hier nicht veroffentlicht wird,
wurden regelmalig bei Versuchen des Projekts eingesetzt.

! Kuppen Bomenverzorging, Beerseweg 50, 5451 NR Mill, Niederlande. URL: http://kuppen-bomen.nl/ziekte-
plaagbeheer/eikenprocessierups.html, abgerufen am 27.02.2017.

2 e-nema GmbH, Klausdorfer Str. 28-36, 24223 Schwentinental, mbH. http://www.e-nema.de/professional
/oeffentliches-gruen, abgerufen am 03.02.2017.
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Die (flachige) Ausbringung von entomopathogenen Nematoden mittels Luftfahrzeug
war bis dato nicht dokumentiert.

Allgemeine Empfehlungen fur oberirdische Applikationen entomopathogener
Nematoden fanden sich bei verschiedenen Autoren. Neben dem artspezifischen
Temperaturanspruch - S. feltiae-Stamme soll bei geringeren Temperaturen infektidoser
sein als S. carpocapsae (Lacey et al., 2006) - sei vor allem die rasche Austrocknung
ein besonders kritischer Faktor fiir das Uberleben und die Effektivitat oberirdischer
Applikationen. Die relative Luftfeuchte sollte 80 — 90% oder hdher sein (Hara et al.,
1993; Williams & MacDonald, 1995; Williams & Walters, 2000) und Lello et al. (1996)
empfahlen den spaten Nachmittag oder Abend fur Applikationen. Aul3erdem sollte der
Innendurchmesser von Disen mindestens so grof3 sein wie der Durchmesser der zu
applizierenden Nematoden (mindestens also 50 um (Georgis, 1990)) und je grof3er der
Innendurchmesser der DUsen desto besser, empfahlen Fife et al. (2007) und Lello et
al. (1996), die hydraulische Disen mit Rotationszerstaubern verglichen.

Damit eine Spritzsuspension mit entomopathogenen Nematoden auf wachshaltigen
Blattoberflachen (z.B. bei Kohlpflanzen) haften bleibt, soll die Oberflachenspannung
der Tropfen reduziert und die Suspension angedickt werden (Wright et al., 2005). In
den hier vorliegenden Prifungen wurde dazu SPF mit nach Herstellerangaben
entsprechenden Eigenschaften verwendet. Vergleiche verschiedener
Formulierungszusatzstoffe hinsichtlich inrer Wirksamkeit bei Einsatzen gegen Plutella
xylostella (Applikation auf Kohlblattern) wurden von Schroer et al. (2005 a, b, c¢) und
Schroer & Ehlers (2005) veroffentlicht.

2. Material und Methoden

2.1 Labor-Bioassays

Laborversuche zur Wirksamkeit von S.f.-Nematoden und Dosis-Wirkungs-Beziehung
wurden in den Raumlichkeiten der NW-FVA aus hygienischen Grinden ausschlieB3lich
mit Raupen des ersten Larvenstadiums durchgefuhrt. Zum einen erfolgten Bioassays,
bei denen einzelne EPS individuell behandelt wurden. Das entspricht dem haufig
umgesetzten Versuchsaufbau zur Priufung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen. Zum
anderen untersuchten Versuche die Wirkung gegeniuber Gruppen von Raupen (hier
Verbande von Tieren aus einem Gelege), um damit das soziale Verhalten der
Prozessionsspinner mit der Moglichkeit gegenseitiger Infektion zu berlcksichtigen.

2.1.1. Wiederkehrende Teile des Versuchsaufbaus

Bei allen Laborversuchen wurden wiederkehrende Versuchsteile, wie die
Bereitstellung der Raupen und die Qualitatsprifung von Nematodensuspension
methodisch unverandert durchgefuhrt.

Als Versuchstiere wurden EPS aus Absammlungen im Freiland verwendet. Fur die
Versuche im Labor wurden aus hygienischen Grinden ausschliellich Raupen des
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ersten, noch nicht mit Brennhaaren ausgestatteten Larvenstadiums eingesetzt.
Jeweils ab Herbst wurden dazu im Freiland etwa einhundert Aststicke mit
Gelegeplatten mit je ca. 50 bis 200 Eiern gesammelt und anschlie3end im Kdhlraum
bei ca. 8°C in transparenten Polypropylen-Bechern (250 ml) gelagert. Ein vorzeitiges
Schlupfen der Raupen konnte zuverlassig bis Ende Februar unterbunden werden.
Zugleich war es durch Haltung von Gelegen in einem durchschnittlich 16°C warmen
Raum mit Tageslicht moglich, weitgehend bedarfsgerecht den Schlupf von
Versuchstieren auszulosen. Bei der Zimmertemperatur schlipften die Raupen nach
etwa 10 (7-14) Tagen. Geschlipfte Tiere wurden umgehend bei Versuchen eingesetzt
und nicht gefuttert, um die Entwicklung gesundheitsschadlicher Stadien zu verhindern.
Ohne Futterung starben die Raupen nach 10-14 Tagen.

Qualitatsprifungen der Nematodensuspensionen wurden jeweils vor Versuchsbeginn
durchgefuhrt, da die tatsachliche Dichte von Nematoden in Verkaufsgebinden teilweise
von den Herstellerangaben abweicht sowie der Vitalitatszustand der Nematoden
insbesondere durch Lagerung beeintrachtigt sein kann.

Fir die Qualitatspriufungen wurden stichprobenartig jeweils 20 Tropfen (je 100 pl) einer
Verdinnung der flr den Versuch vorbereiteten Suspension entnommen (Abb. 3).
Unter dem Binokular wurde die Anzahl vitaler und nicht vitaler Nematoden in den
Tropfen gezahlt und daraus auf die Nematodendichte in Mio. S. feltiae pro Liter
Spritzsuspension mit der folgenden Formel hochgerechnet:

ZNematoden * F

. [Mio. S. f.]
= Konz.|—m——
ZTropfen * VTropfen l

> Nematoden = Summe aller gezahlten Nematoden in allen Tropfen.
vF = Verdunnungsfaktor

> Tropfen = Summe aller Tropfen. Hier im Beispiel: ) tropfen = 20
Vropfen [Ml] = Tropfenvolumen eines einzelnen Tropfens

Abb. 3: Links: Typische Packungseinheit mit 5 Mio. Steinernema feltiae in einer Trdgersubstanz,
vertrieben als ,Nemaplus® oder ,Nemaflor®. Rechts: 20 x 100 ul Tropfen zum Auszéhlen auf einer
Petrischale. Jede Tropfenreihe stammt aus einem Reagenzglas.
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Die Vitalitdt wurde anhand der Form oder Bewegung der Nematoden (steif und
langgestreckt = nicht vital; vgl. hierzu Bilder von Heterorhabditis bacteriophora in Fife
et al., 2003) beurteilt. Es hat sich gezeigt, dass Dichten bis max. 50 Nematoden je
Tropfen zahlbar waren. Groflere Nematodenmengen in der Ausgangssuspension
erfordern eine entsprechende Verdunnung.

Da die Reprasentativitat der gezogenen Stichproben regelmafig von der Homogenitat
der Suspension abhangt, wurde groRer Wert auf die intensive Durchmischung gelegt.

2.1.2 Bioassays mit einzelnen Raupen

EPS (L1) wurden einzeln in den Wells (=Vertiefung) einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit
ebenen Well-Béden gehalten (Abb. 4) und hier voribergehend verschiedenen
Suspensionen ausgesetzt.

Abb. 4: Bioassay mit EPS-Raupe (L1) im Plate-Well (mit Steinernema feltiae).

Die Wirksamkeitsprufungen wurden mit zwei Behandlungsvarianten unterschiedlicher
Konzentrationen von S.f.-Nematoden (1 Mio. S.f. / | Wasser bzw. 4 Mio S.f. / | Wasser)
vorgenommen. Als Zusatzstoff wurde Surfactant Polymer Formulation (SPF) der Firma
e-nema eingesetzt, aullerdem enthielten die Prufmittel eine Losung der
Tragersubstanz des Verkaufsgebindes. Applikationen erfolgten mit 100 ul je Raupe.
Die EPS konnten der applizierten Flussigkeit in den Wells nicht ausweichen (Abb. 4)
und waren ihr mit einer Expositionszeit von einer oder vier Stunden ausgesetzt, ehe
sie in nicht kontaminierte Behalter umgesetzt wurden. Die Anzahl getesteter Raupen
istin Tab. 1 angegeben. Wegen unterschiedlicher Schlupfzeitpunkte variierte die Zahl
der Wiederholungen und der eingesetzten Raupen in den Teilversuchen.

Nach der Applikation wurden die Raupen uber einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen
(auler an Wochenenden) taglich hinsichtlich ihres Vitalitdtszustands bonitiert. Dabei
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wurde zwischen vitalen, d.h. auf taktilen Reiz reagierenden und toten Raupen
unterschieden.

Expositions- | Anzahlen der
Beschreibung: zeit: behandelten
Raupen

Bezeichnung der
Behandlungsvariante:

Die Raupen erfuhren dieselben
mechanischen Behandlungen 1 Std. 40
wie Raupen der anderen

Versuchsglieder (z. B. Um-

Unbehandelte Kontrolle

setzen), aber keine 4 Std. 39
Applikation.
Wasser Behandlung mit 1 Std. 34
Leitungswasser 4 Std. 34
Tragerstoff/Granulat, in dem e- 1 Std. 40
. ; nema Nematoden ausliefert,
GelGster Tragerstoff - ;
aus dem Uberstand einer
L5 4 Std. 39
dsung gewonnen.
Zugabe von 1,85 g Surfactant- 1Std. 40
Polymer-Formulierung des
SPF .
Nematodenherstellers in 11
4 Std. 45
Wasser
: 1 Mio. Steinernema feltiae pro 1 Std. -
1 Mio. S.t Liter Wasser 4 Std. 12
. 1 Mio. Steinernema feltiae pro 1 Std. -
1 Mio. S../1 +SPF Liter Wasser und SPF 4 Std. 12
. 4 Mio. Steinernema feltiae pro 1 Std. 14
4 Mio. S. Liter Wasser 4 Std. 42
. 4 Mio. Steinernema feltiae pro 1 Std. 14
4 Mio. S.£./1 +SPF Liter Wasser und SPF 4 Std. 41

Tab. 1: Behandlungsvarianten und Anzahl der Raupen bei Bioassays unter Laborbedingungen.

2.1.3 Bioassays mit Raupengruppen

Gruppen aus je 20 EPS-Raupen wurden in einer Glas-Petrischale* oder auf einem
Eichenastabschnitt in PP-Bechern (Abb. 5) jeweils mit 1 ml Spritzsuspension
behandelt. Die Behandlungsvarianten entsprachen der Wirksamkeitsprifung an
einzelnen Raupen. Sie sind in Tabelle 2 dargestellt. Applikationen erfolgten auf das
jeweilige Raupenkollektiv mit einer B20L-Spritzpistole. Alle Behandlungsvarianten
wurden mindestens 15fach wiederholt. Schwankungen beim Schlupf der Raupen
fuhrten dazu, dass die Zahl der Wiederholungen fur einzelne Behandlungsvarianten
auf bis zu 19 erhoht werden konnte, aber auch dazu, dass einzelne Gruppen nicht der
Sollstarke von 20 Raupen entsprachen (Tab.2).

3 Um eine Wirkung des Trigerstoffes, in dem die Nematoden geliefert wurden, zu priifen, wurde das Gemisch
aus S. feltiae und Tragerstoff getrennt. Dazu ruhte eine Nematodensuspension solange bis die Nematoden
sedimentiert waren und lberstehender Tragerstoff dekantiert werden konnte.

4 Petrischalen aus Plastik sind in der Anschaffung kostengiinstiger, hatten aber den Nachteil, dass elektrostatische
Ladung die leichten L1-Raupen beeinflusste und sie beim Abheben des Deckels aus der Schale herauszog.
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Nach Applikation verblieben die Raupen uber eine, vier oder acht Stunden in der
Petrischale und wurden dann in neue Schalen Uberfihrt. Die auf einem
Eichenastabschnitt aufgesetzten Raupen verblieben nach der Applikation der
Nematoden in den PP-Bechern unter Gaze.

Abb. 5: Raupengruppen a. in einer Petrischale und b. am Ast im PP-Becher mit Gazeverschluss.

Die Vitalitat der Raupen wurde taglich Uber einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen
bonitiert (auler an Wochenenden). Dabei wurde zwischen vitalen, d.h. auf taktilen
Reiz reagierenden und toten Raupen unterschieden.

Abb. 6: Links oben: Tote Raupen wurden einzeln in ein Eppendorf Tube mit Wasser lberfiihrt und
entsprechend dem Todestag in Racks sortiert. Links unten: Objekttrdger mit 9 Quetschprdparaten .
Rechts: Herausgequetschte Hamolymphe mit S. feltiae.

Eine Infektion der abgestorbenen Raupen durch Nematoden wurde in allen
Behandlungsvarianten gepruft. Dazu wurde eingedrungenen Nematoden zunachst
Zeit zur Vermehrung eingeraumt, da eine zuverlassige Bestatigung nur einzelner
Nematoden je Raupenkdrper methodisch nicht umsetzbar erschien. Alle
abgestorbenen Raupen wurden flir eine Woche in Wasser bei Zimmertemperatur
aufbewahrt. Anschlielend wurde ein Quetschpraparat jeder Raupe unter dem
Binokular auf Nematoden in der Hamolymphe untersucht (Abb. 6). Nach funf Minuten
wurde die Beobachtung der Raupenhamolymphe abgebrochen. Nur flr solche
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Raupen, bei denen Nematoden mit mehreren Individuen beobachtet wurden, wurde
als Todesursache die Infektion mit S. feltiae festgestellt.

Im Rahmen der Laborversuche erwiesen sich drei Tage fur die Vermehrung der
Nematoden als ausreichend.

Anzahl
Bezeichnung Ex- Anzahl gi; en
der Beschreibung: position/- der (regglméfz
Behandlungs- ) dauer: Wieder- iq 20
variante: ) holungen Fgaupen/
Wdh.)
Auf diese Raupen wurde Nichts 1 Std. 6 95
aufgetragen, sie erfuhren aber 6
Unbehandelte dieselbe mechanische 4 Std. 5 120
Kontrolle Behandlung wie die Raupen der 8 Std. 115
anderen Gruppen (z. B. auf Ast 2 40
Umsetzen).
1 Std. 6 110
Wasser Leitungswasser g g;g 2 18129
auf Ast 1 20
i _ 1 Std. 5 80
Gelbster Tragerstoff/Granulat, in dem e- 4 Std. 6 110
. 3 nema Nematoden ausliefert, aus
Tragerstoff - . . 8 Std. 3 60
dem Uberstand einer Losung 20f At 1 20
Zuaab 1 85q Surfactant 1 Std. 6 110
ugabe von 1,85g Surfactant-
SPF Polymer-Formulierung in 1| g gtg 2 18200
Wasser :
auf Ast 2 40
1 Std. 6 110
. 1 Mio. Steinernema feltiae pro 4 Std. 5 100
1 Mio. S.t/ Liter Wasser 8 Std. 4 80
auf Ast 4 80
. . . 1 Std. 5 90
1 Mio. S/ 1.M|o. Steinernema feltiae pro 4Std. 6 129
Liter Wasser und 1,85¢g
+SPF Surfactant-Polymer-Formulierung 8 Std. 4 81
auf Ast 4 80
1 Std. 5 90
: 4 Mio. Steinernema feltiae pro 4 Std. 7 140
4 Mio. S.1./ Liter Wasser 8 Std. 4 85
auf Ast 2 40
4 Mio. Stei folti 1 Std. 4 70
: io. Steinernema feltiae pro 4 Std. 7 14
4 Mio. S.1./ Liter Wasser und 1,85¢g Std 0
+SPF Surfactant-Polymer-Formulierung 8 Std. 4 80
auf Ast 2 40

Tab. 2: Behandlungsvarianten und Wiederholungen der Bioassays an Raupengruppen
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2.1.4 Bioassays mit verschiedenen Formulierungen

Um Wirkung von Zusatzstoffen in verschiedenen Formulierungen zu untersuchen,
wurden Gruppen von je 20 Raupen in Petrischalen (Abb. 5) mit jeweils einem Hub
(1ml) einer Spritzlosung aus einem B20L-Handspruhgerat behandelt. Prufmittel waren
BREAK-THRU® S 2405 (im Folgenden BreakThru genannt) und NU-FILM®-P® (im
Folgenden NuFilm genannt). Beide Netzmittel wurden in verschiedenen
Konzentrationen sowohl mit gleichbleibend 4 Mio. S. feltiae /| Wasser als auch in
Spritzlésungen ohne S. feltiae eingesetzt, um neben der Kombinationswirkung auch
eine gegebenenfalls durch den Zusatzstoff bedingte Mortalitat feststellen zu kdnnen.
Zum Vergleich erfolgte die Behandlung mit der SPF der Firma e-nema, die BreakThru
enthalt. Die Behandlungsvarianten und die Anzahl der Wiederholungen jeder
Behandlungsvariante sind in Tab. 3 dargestellt.

Die fur die Versuchsreihe gewahlten Konzentrationen der Prifmittel orientierten sich
zum einen an allgemeinen Herstellerempfehlungen und griffen zum anderen positive
Erfahrungen der Firma e-nema mit der dort hergestellten und vertriebenen SPF auf.
BreakThru wurde mit folgenden Konzentrationen gepruft: volle (0,01%) Konzentration
des Netzmittelanteils im SPF, halbe (150 ml/ha, bezogen auf 300l Spritzmittel/ha
entspricht dies 0,05%) und maximale (300 ml/ha, entspricht bei 300l Spritzmittel/ha
0,1%) Herstellerempfehlung fir Obst- und Plantagenbaume.

Fur NuFilm wurden Konzentrationen gepruft, die der kleinsten Priifkonzentration flr
BreakThru entsprach (0,01%) sowie auch hier der halben (0,08 %) und der maximalen
(0,16%) Herstellerempfehlung entsprachen.

Allen Behandlungsvarianten wurde 0,1% Xanthan beigegeben, um das Absinken von
Nematoden in der Suspension zu verlangsamen (Schroer u. Ehlers, 2003).

Die Raupengruppen wurden nach vier Stunden Expositionszeit aus der Petrischale in
eine kontaminationsfreie Petrischale Uberfuhrt. Vitalitatskontrollen erfolgten an den
vier folgenden Tagen.

5 Evonik Degussa GmbH, Rellinghauser StraRe 1 -11, 45128 Essen; Genehmigungsnummer der Bundesamt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Dezember 2015: 4948-00. Laut Herstellerangaben handelt es
sich um ein Polyether-modifiziertes Trisiloxan, das als Tensid (=Netzmittel) zur besseren Benetzbarkeit und zur
besseren Haftung von Spritzbrithen auf Oberflachen eingesetzt wird.

& Miller Chemical & Fertilizer Corper, Radio Road 120 17331 Hanover, Pennsylvania, Vereinigte Staaten von
Amerika (USA); Genehmigungsnummer der Bundesamt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit,
Dezember 2015: 5697-00. Besteht maRgeblich aus a-(p-Dodecylphenyl)-Q-hydroxypoly (oxyethylen) und es
handelt sich um mehrfach polymerisiertes Piniendl (96% Pinolene®). Laut Herstellerangaben verbessert es die
Haftung, die Blattbenetzung (Verteilung) und die Regenfestigkeit einer Spritzbriihe, bildet einen klebrigen,
elastischen Film, der den Tropfen umschlieSt und den Inhalt vor UV Licht und Verdunstung schiitzt. CO2 und O
konnen die Schicht penetrieren. Des Weiteren verbindet sich der Stoff mit der Wachsschicht der Blatter und
dringt mit dem Mischpartner (gemeint sind chem. Pflanzenschutzmittel) in das Blattgewebe ein.
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. . Anzahl der
Bezeichnung: Beschreibung: Wiederholungen
(je 20 Raupen/Wdh.)
: 7 (1 Wiederholung
Wasser Raupen wurden nur mit Wasser behandelt. .
mit 11 Raupen)
B 0.01% Wasser mit 0,01% BREAK-THRU, 0,1%
e Xanthan und 0,7% EtOH 7
B 0,05% Wasser mit 0,05% BREAK-THRU, 0,1% 7
Xanthan und 0,7% EtOH
B 0.1% Wasser mit 0,1% BREAK-THRU, 0,1%
7 Xanthan und 0,7% EtOH 6
4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,01%
B 0,01% + 4 Mio. S.f./l | BREAK-THRU, 0,1% Xanthan und 0,7% 7
EtOH
4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,05%
B: 0,05% + 4 Mio. S.f./l | BREAK-THRU, 0,1% Xanthan und 0,7% 7
EtOH
4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,1%
B: 0,1% + 4 Mio. Sf./ | BREAK-THRU, 0,1% Xanthan und 0,7% 6
EtOH
Wasser mit 0,01% NU-FILM, 0,1% Xanthan
. 0, ] il il
N: 0,01% und 0,7% EtOH /
Wasser mit 0,08% NU-FILM, 0,1% Xanthan
- 0 ) L) L)
N:0,08% und 0,7% EtOH !
Wasser mit 0,16% NU-FILM, 0,1% Xanthan
. 0, El il il
N: 0.16% und 0,7% EtOH 6
. 4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,01%
. 0, il
N:0,01% + 4 Mio. S/ \y_FILM, 0,1% Xanthan und 0,7% EtOH 7
. 4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,08%
. 0 ’
N:0,08% + 4 Mio. St/ \y_FILM, 0,1% Xanthan und 0,7% EtOH 7
. 4 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser mit 0,16%
. 0, il
N:0,16% + 4 Mio. S/ \yyFiILM, 0,1% Xanthan und 0,7% EtOH 6
SPF Wasser mit 1,85g SPF pro Liter 6
SPF + 4 Mio. S.f/l gFI)\:I:lo. S. feltiae pro Liter Wasser mit 1,85¢g 5

Tab. 3: Behandlungsvarianten und Anzahl der Wiederholungen bei Bioassays zu
Formulierungszusatzstoffen.

2.2 Semi-Freiland-Bioassays

Da die EPS Raupen ab der zweiten Hautung Brennhaare und das darin enthaltene,
(fir Saugetiere) toxische Thaumetopoein bilden (Baker et al., 2009), konnten Versuche
mit alteren, mdglicherweise weniger anfalligen Larvenstadien nur auf3erhalb von
Raumen und Laboren durchgefihrt werden. Die Untersuchungen zur Wirksamkeit von
S.f.-Nematoden gegenuber groReren Raupen fanden als Semi-Freiland-Versuche im
Gartower Forst (Bernstorff'sche Forstverwaltung) in Niedersachsen statt.

Die Versuchstiere wurden vor Ort aus befallenen Eichen abgesammelt. Unter
vertretbarem Sammelaufwand musste die Zahl der hier eingesetzten Raupen hinter
denen aus Laborversuchen zuruckbleiben. Zu Versuchsbeginn wurde durch Messung
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der Kopfkapselbreite nach Dissescu u. Ceianu, (1968 in Schwenke, 1978, S. 400) das
Larvenstadium der EPS bestimmt. Alle Raupen waren zum Zeitpunkt der Applikation

im vierten Larvenstadium. Einige hauteten sich wahrend der 10-tagigen
Versuchsdauer (09.06.-18.06.2015) zu LS.

Die Raupen wurden in Gruppen i.d.R. zu je 20 Tieren in Plastikbehaltern unter Gaze
gehalten. Die Applikation der Spritzbrihen erfolgte mit einem B20L-Handspruhgerat
mit je 1 ml pro Raupengruppe, jeweils gezielt auf die gesamte Gruppe. Die Dosierung
entsprach Applikationen bei Freilandprafungen mit 2821 Spritzsuspension je Hektar.
Es wurden 4, 8 oder 16 Mio. S. feltiae pro Liter Wasser verwendet. Die applizierte
Menge (Grundflache der Versuchsbehalter 17,4 cm x 30,5 cm, =531 cm?) entsprach
den Freilandapplikationen (Tab. 4). Taglich wurden belaubte Eichentriebe in die Boxen
gegeben. Vitalitatskontrollen der Raupen erfolgten taglich Uber insgesamt 10 Tage
(aulRer am Wochenende).

Bezeichnung Anzahl der
der Beschreibung: Wiederholungen (20
Behandlung: Raupen/ Wdh.):
Kontrolle Diese Raupen wurden nicht behandelt. 6 (1 \?geserhomng mit
aupen)
Wasser Behandlung nur mit Leitungswasser 6 (1 \%'elgerhomng mit
aupen)
SPE Surfactant-Polymer-Formulierung von e-nema in | © (1 Wiederholung mit
Leitungswasser (1,85g / 1) 19 Raupezr;)und 1 mit
4 Mio. S.£./1 6.000 S.f./ml Wasser + 4.Mio. S feltige pro 6 (1 Wiederholung mit
+SPF SPF 21.130 Mio. Liter bei Applikation im 19 Raupen)
S.f./ha Freiland mit 282 I/ha.
8 Mio. S.£/I 12.000 S.f./ml Wasser + 8.Mio. S fe/tige pro 6 (1 Wiederholung mit
+SPF SPF 2 2.259 Mio.S.f./ha | Liter bei Applikation im 21 Raupen)
Freiland mit 282 I/ha.
16 Mio. S.f./1 24.000 S.f./ml Wasser + | 16 Mio. S. feltiae pro 6 (1 Wiederholung mit
+SPF T SPF 2 4.520 Mio.S.f./ha | Liter bei Applikation im 16 Raupen und 2 mit
Freiland mit 282 I/ha. 18)

Tab. 4: Behandlungsvarianten in Semi-Freiland-Bioassays mit der Anzahl der Wiederholungen. Die
Applikationsmengen entsprachen spéteren Freiland Applikationen mit 282l/ha Spritzsuspension.

Abb. 7: Vitalitdtskontrolle bei EPS im Semi-Freiland
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2.3 Prufungen der Spritzanlagentechnik

2.3.1 Diisentests

Um einen geeigneten Dusentyp zu ermitteln, der S. feltiae mdglichst schadlos (d.h.
weiterhin vital und infektiés) aus einer Spritzanlage austreten lasst, und gleichzeitig
eine hohe Durchflussmenge gewahrleistet, wurden vorausgewahlte Disen in der
Versuchsanlage des Julius-Kihn-Instituts flr Applikationstechnik (JKI-AT) in
Braunschweig in der Zeit vom 02.-13.02.2015 untersucht.

Die Vorauswahl der Dusen erfolgte auf Grundlage von Ergebnissen von Georgis
(1990) und Fife et al. (2007), wonach der Innendurchmesser der Duse moglichst grof}
sein soll und mindestens die Breite von S.f.-Nematoden (50 um) umfassen muss. Die
Auswertung eigener Vorversuche zeigte aul’erdem, dass Tropfen erst ab 1400 pym
Durchmesser die bis zu 900 ym langen Steinernema feltiae zuverlassig aufnahmen.
Nach Screening technischer Informationen von marktiblichen Duisen (hoher
Innendurchmesser und Aufbau ohne Prallflachen oder Wirbelkérper, grofRes
Tropfenspektrum, Ausbringungsmenge von 300l/ha umsetzbar) und Beratung durch
das JKI-AT wurden die folgenden Dusentypen untersucht (Tab. 5):

Kiirzel: Diisenbeschreibung:

EXA Dreiloch-Duse Albuz EXA, schwarz

Tip_Cap Tip Cap 110 -16, lila

Albuz Albuz APG, weil}

LU Mehrbereichs- Flachstrahldiise LU 120-08, weil}
FL Funflochdise FL, grau, mit Dosierblende 1,8mm /72
FD FD 20, schwarz

PRE Vorauflauf-Flachstrahdise PRE 130-05

VisiFlo VisiFlo TP 65 15

SJ3 StreamJet SJ3-Lochdlse SJ3-20-VP, schwarz
SJ7 StreamdJet SJ7-Lochdise SJ7-15-VP, hellgrin
Airmix Airmix Flat Fan 110-05

Tab. 5: Diisentypen in der Priifung.

In die Prufungen wurde eine Kontrolle einbezogen, bei der Spritzsuspension ohne
Passage durch eine Duse nach dem Verlassen der Prufanlage untersucht wurde. Alle
Versuchsvarianten wurden zwei Mal wiederholt, jede Behandlungsvariante und
Versuchswiederholung mit je 20 Pseudoreplikaten. Die Tests erfolgten mit einer
Spritzsuspension, wie sie fur die Freilandprifung 2015 vorgesehen wurde (1 Mio. S.
feltiae und 1,85g SPF pro Liter Wasser). Fiur jede Wiederholung wurde eine neue
Nematodensuspension angemischt. Bei 2 bar Druck, der dem mittleren Arbeitsbereich
einer Simplex 5100 Spritzanlage (1 — ca. 3,3 bar) entspricht, wurde die Suspension
durch die Testanlage geleitet. Nach Passage durch die Duse wurden jeweils etwa 100
ml der Suspension aufgefangen.
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Abb. 8: Duisentestanlage des Instituts flir Anwendungstechnik
des Julius Kiihn Instituts, Braunschweig.

Der Zustand der Nematoden in der Spritzbrihe wurde einmal vor dem Einflllen in die
Anlage und jeweils nach der Passage der Dusen mit der in Kapitel 2.1 beschriebenen
Qualitatsprufung bestimmt. Neben der Unterscheidung zwischen vitalen und
unbeweglichen S. feltiae wurde hier auch die Anzahl der Bruchstlicke von S. feltiae
gezahlt. Die Anteile [%] vitaler Nematoden wurden nach folgender Formel bestimmt:

N (S.f.vital)

* 100 = Anteil (S. f.vital)[%]
N (. £.vital) + N (S. f.nicht vital) + XL Bruch)

N (S.f.vital) = Anzahl vitaler Nematoden
N (S.f.nicht vital) = Anzahl der unbeweglichen Nematoden

N (S.f.Bruch) = Anzahl der Bruchstticke von S. feltiae

2.3.2 Modifikation der Spritzanlage

Vor Ausbringungen von Nematoden wurde eine zu Versuchszwecken bereitgestellte
Simplex 5100 Spritzanlage mit Mischtank und einfachem Spritzgestange (68
Dusenplatze) geringfigig modifiziert. Die Oberflachen der im Spritztank verbauten
Kreiselpumpe wurden geglattet (Abb. 9).
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Abb. 9: Pumpenteile der Simplex 5100 Spritzanlage vor der Modifikation. Links: Pumpenrad mit rauer
Innenwandung (roter Pfeil). Mitte: Pumpengehduse mit Befestigungsbolzen und abgeklebtem
Druckrohrflansch (griines Tape). Rechts: Ausschnitt vom mittleren Bild (rotes Rechteck). Bolzen des
Pumpengehéuses ragen in den Pumpeninnenraum hinein (roter Pfeil).

2.3.3 Prufung einer Simplex 5100 Spritzanlage

Um eine geeignete Konfiguration der Spritzanlage zu ermitteln, wurden sowohl
Einflusse einzelner Komponenten (mechanischer Stress, Erwarmung) auf die Vitalitat
von S. feltiae untersucht als auch die tatsachlichen Volumenstrome der nach
Dusentests vorausgewahlten Dusentypen ermittelt. AbschlieRend wurde die
Arbeitsbreite der Spritzanlage fur ausgewahlte Dusentypen festgestellt.

An Proben aus dem Mischtank (Abb. 10 links und Mitte) und dem Spritztank wurden
Qualitatsprifungen und Temperaturmmessungen vorgenommen. Die Versuche
wurden mit 1 Mio. S. feltiae und 1,85g SPF pro Liter Wasser durchgefuhrt. Die
Nematodensuspension im Mischtank wurde Uber eine Dauer von 2:20 Std. umgewalzt
und anschlieBend in den Spritztank gepumpt. Es wurden Proben der Suspension
(jeweils 100 ml) fur Qualitatsprifungen entnommen. Die erste Probe wurde 11 Minuten
nach Einflllen aller Suspensionskomponenten in den Mischtank, die zweite nach 36
Minuten und die dritte nach 2:17 Stunden Umwalzung genommen sowie eine weitere
Probe aus dem Spritztank.

Bei jeder Probennahme wurde die Temperatur der Spritzsuspension gemessen.

Abb. 10: Links: Mischtank. Mitte: Mechanisches Riihrwerk im Mischtank. Rechts: Simplex 5100
Spritztank (abgekoppelt vom Hubschrauber).
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Im Anschluss erfolgte das Spritzen mit verschiedenen Testdlisen. Probennahmen
erfolgten unmittelbar zu Beginn der Spritzung und nach 5 Minuten sowohl an der
AuBenduse (1. Duse von aufden) als auch an einer mittig liegenden Duse (Disenplatz
16 von auf3en) und an einer innenliegenden Duse (Dusenplatz 30 von aufen).

Die an der Spritzpumpe anliegende Spannung und Stromstarke sowie die Drehzahl
und der Leitungsdruck wahrend der Versuche entsprachen Bedingungen am
Hubschrauber im Flugeinsatz.

Zur Volumenstrombestimmung wurde jeweils 5 x 20 Sekunden lang Spritzsuspension
an einer innen liegenden Duse, einer mittig liegenden Dise und an einer AuRendise
in Messzylindern aufgefangen und das ausgebrachte Volumen gemessen. Der
Versuch wurde in zweifacher Wiederholung durchgefiihrt, einmal nur mit Wasser und
einmal mit Nematodensuspension (1 Mio. S.f/l +SPF).

Die Arbeitsbreite bei Freilandapplikationen wurde flr zwei Disentypen mit den
hdchsten Volumenstromen (SJ7 und TipCap) mittels 2 m hohem Spritzflug des
Hubschraubers Uber je vier Streifen ausgelegtes, saugfahiges, blaues Papier ermittelt.
Auf dem Papier wurde im Anschluss an den Uberflug die bendsste Breite mittels
Mafband ermittelt (Abb. 11).

Abb. 11: Messung der Arbeitsbreite mit ausgewéhlten Diisentypen SJ7 und TipCap (Hubschrauber
des Typs Ecureuil AS 350 mit Simplex 5100 Spritzanlage der Helix Fluggesellschaft mbH).

2.4 Freilandversuche

Unter realen Einsatzbedingungen sollte geklart werden, ob mit einem vorausgewahlten
Applikationsverfahren Steinernema feltiae bei Luftfahrzeugausbringung wirksam
appliziert und Raupen des Eichenprozessionsspinners reduziert werden. Neben
technischen Fragen und der Prufung der Wirksamkeit sollten auch geeignete Rahmen-
bedingungen fir die Ausbringung von Nematoden mit Luftfahrzeug geklart werden.
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Die Auswahl von Versuchsflachen erfolgte nach den Kriterien flachiges Auftreten von
EPS, gunstige Moglichkeiten fur Bonituren (Erreichbarkeit der Baumkronen mit
Hebeblhne) und hubschraubergestutzte Applikation. Geeignete Bedingungen
bestanden bei Vehlgast (Hansestadt Havelberg, Sachsen-Anhalt) entlang der Havel
sowie nahe Wirl bei Prezelle (6stliches Niedersachsen) in Alteichen, die einem starken
Befallsdruck durch EPS ausgesetzt waren. Karten zur Lage der Versuchsflachen und
Probebaume fur Bonituren befinden sich im Anhang. Die Versuchsflachen in Wirl
schieden 2016 aufgrund nur noch sehr geringen Befalls fur weitere Prufungen aus.
Hubschraubergestutzte Applikationen von Nematoden erfolgten:

e am 28.04.2015 in Vehlgast und am 29.04.2015 in Wirl gegen L1- bis L2-Stadien

e am 24.und am 25.05.2016 in Vehlgast gegen L3- bis L4-Stadien.

2.4.1 Allgemeines Versuchsschema der Freilandprifungen

In den Freilandversuchen wurden S.f.-Nematoden mit einem Hubschrauber des Typs
Ecureuil AS 350 B2 aus einer Simplex 5100-Spritzanlage mit einfachem
Spritzgestange (ohne Extensions) und 68 Streamjet SJ7-Disen ausgebracht.
Behandlungsvarianten waren in beiden Jahren:

e Flache®: Der Hubschrauber Uberflog zwei Mal die Versuchsflache, in deren
Mitte sich ein Probebaum fur Bonituren befand und brachte bei jeder
Uberfliegung 141l/ha Spritzsuspension aus (Ausbringungsmenge 282l
Nematodensuspension /ha). Wahrend 2015 die Versuchsflache 20 m x 50 m
betrug, wurde sie im Folgejahr erweitert auf 20 m x 100 m, um mogliche Effekte
bei Starten oder Beenden der Ausbringung zu minimieren.

e _Einzelbaum®: Um sehr hohe Ausbringungsmengen (ahnlich terrestrischen
Applikationen mit Blasegerat) als Vergleich fur die flachige Behandlung zu
erreichen, drehte der Hubschrauber Uber einem Probebaum eine volle
Umdrehung. 2015 vollzog der Hubschrauber die Drehung um die eigene Achse
und brachte 25,8 | Suspension pro Baum aus (6 Sekunden Dauer der Drehung
und ein Volumenstrom von 4,3 I/Sek), 2016 wurde die Drehung um eine Spitze
des Spritzgestanges vollzogen, was den Spritzradius verdoppelte, die
Drehungszeit auf bis zu 13 Sek. erhdhte und 55,9 | Suspension pro Baum
ausbrachte.

e _Kontrolle“: unbehandelte, vergleichbar befallene Probebaume in den
Versuchsgebieten.

Wirkungen jeder Behandlungsvariante auf die Populationsdichte von EPS sowie die
Qualitat der ausgebrachten Suspension wurden durch folgende Untersuchungen
Uberpruft:

e Zahlung der Gespinstnester des EPS je Probebaum (2.4.2.1)

e Zahlung von Eigelegen (2.4.2.2)

e Falterfang mit Pheromonfallen (2.4.2.3)

e Mortalitatserfassung bei Raupen nach Applikation (2.4.2.4)

e Qualitatsprufungen der Spritzsuspension (2.4.3.1)

e Beurteilung der Trocknungsdauer der Suspension (2.4.3.2)

e Erfassung des Spritzbildes (2.4.3.3)

e Virulenz der applizierten S. feltiae (2.4.3.4)
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Im Laufe der Freilandprifungen wurden auf Grund der jeweils gewonnenen
Erkenntnisse Optimierungen des Verfahrens vorgenommen:

e Wahl des Zielstadiums: 2015 wurden L1- bis L2-Stadien, 2016 L3- bis L4-
Stadien behandelt. Durch die Applikation auf die wesentlich gréReren Raupen
sollten durch mehr direkte Treffer mit applizierten Nematoden vermehrte
Infektionen erreicht werden.

e Tageszeit der Applikation: 2015 spat abends, 2016 frGh morgens. Die
Rahmenbedingungen der Applikation, insbesondere Temperatur und
Luftfeuchte wahrend und unmittelbar nach Ausbringung der Nematoden, sollten
verbessert werden.

e Konzentration von S. feltiae in der Spritzsuspension: 2015: 1 Mio. S.f./| + SPF,
2016: 8 Mio. S.f/l +SPF. Erkenntnisse aus Vorversuchen zu Dosis-
Wirkungsbeziehungen wurden in der Freilandprifung umgesetzt.

2.4.2 Bonituren zur Wirksamkeit

Da Veranderungen der Raupendichte lokaler Populationen nicht unmittelbar zu
ermitteln sind, wurden verschiedene Dichteweiser zur Prufung der Wirksamkeit von
hubschraubergestitzten Behandlungen mit Nematoden vor und nach Applikation
untersucht.

2.4.2.1 Zahlung von Gespinstnestern

Die Zahl der Gespinstnester des EPS je Baum diente als eine Kennzahl fur die
Wirksamkeit von Behandlungen gegen die Raupen. Fur wiederkehrend dieselben
Probebdume wurde die Nesteranzahl vor und nach der Behandlung ermittelt:

e am 25.06. -10.07.2014 (Ausgangsdichten)

e am 10.06.-25.06.2015 (nach Applikation 2015 und vor Applikation 2016)

e am 29.06.-12.07.2016 (nach Behandlung 2016)

2014 wurden die Nester sowohl vom Boden aus mit dem Fernglas als auch aufwandig
durch das Anfahren mit einer Hebeblhne und das genaue Absuchen aller
Kronenbereiche gezahlt. Da das Ergebnis beider Methoden proportional war, wurde in
den Folgejahren ausschliellich die einfachere Methode vom Boden aus eingesetzt.

Bei der Zahlung wurde unterschieden zwischen kleinen bis faustgrof3en Nestern (< 10
cm im Durchmesser), mittelgrof3en (10 bis 25 cm Durchmesser) Nestern und grof3en
Nestern (> 25 cm).

2.4.2.2 Zahlung der Eigelege

Veranderungen der Gelegezahl vor und nach einer Behandlung wurden durch Zahlung
an ausgewahlten, markierten Asten der Probebdume erfasst. Die GroRe der
Gelegeplatten wurde vermessen. Je Probebaum wurden bis zu 30 periphere Aste aus
der Lichtkrone mit einer Hebebuhne angefahren und je Ast ein etwa 1m langer
Suchbereich dauerhaft markiert; dort wurden alle diesjahrigen Gelege gezahit:
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e im Okt./November 2014 (Ausgangsbestande)

e im Nov. 2015 sowie im Feb. 2016 (nach Applikation 2015 und vor Applikation
2016)

e im Okt./Nov 2016 (nach Applikation 2016).

Die Astbereiche fur Zahlungen wurden so ausgewahlt, dass die Grole der
Suchbereiche vergleichbar war (Abb. 12, links). Die Gesamtlange des abzusuchenden
Bereiches betrug etwa 1 m. Die Grenze des Suchbereiches wurde mit einem farbigen
Kabelbinder markiert (Abb. 12, links, gestrichelte Linien).

Abb. 12: Links: Schematische Darstellung der Astauswahl: Mit x gekennzeichnete Aste wurden nicht
verwendet. Rechts: ,diesjéhriges” Eigelege

2.4.2.3 Falterfang mit Lockstofffallen

Um die Abundanz von Faltern des EPS auf den Versuchsflachen zu ermitteln, wurden
im Projektjahr 2014 Variotrap-Trichterfallen” mit einem Lockstoff der Firma Attract®
eingesetzt. 45 Probebaume wurden jeweils auf ihrer Lichtseite mit zwei Fallen besttckt
(90 Variotraps). Eine Falle wurde auf 2 m Hohe am Stamm befestigt. Die zweite Falle
wurde mittels Umlenkrolle und Seil auf Hohe der halben Kronenlange in deren
Peripherie gezogen (Abb. 13).

Die Zahlung der gefangenen Falter erfolgte wochentlich wahrend einer vierwdchigen
Periode mit Falterflug (30.07.-20.08.2014). Uber den gesamten Boniturzeitraum
wurden mit 90 Pheromonfallen insgesamt 79 Falter gefangen.

Die chemische Analyse® des eingesetzten Lockstoffes zeigte (Z,Z2)-11,13-
Hexadecadienyl Acetat als Bestandteil auf, aber nicht das (Z,E)-11,13,15-
Hexadecatrienyl Acetat, das Gries et al. (2004) als synergistisches Pheromon
identifiziert hatten. Da nicht sichergestellt werden konnte, dass die auf dem Markt

7 Bezogen von Fliigel GmbH, Eisdorfer Str. 21, 37520 Osterode am Harz

8 Bezogen iiber PROTECTA SAS, 10 ZAC St. Louis, 84250 Le Thor, Vaucluse (84) - Frankreich

9 Lésungsmittelextraktion mittels Gaschromatographie-Massenspektrometriekopplung im Massenscanbereich
35-450 amu und der Abgleich der Massenspektren mit der NIST-Massenspektrenbibliothek bei Rainer Hartmann,
Gesellschaft fiir angewandte Biologie und Geologie mbH, August-Spindler-Stralle 1, 37079 Gottingen.
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angebotenen Lockstoffe eine gleichbleibende Produktzusammensetzung besitzen und
wirksam sind, war die Vergleichbarkeit von Ergebnissen nicht gewahrleistet.

Die durchgefihrten Falterfange wurden daher nicht weitergehend ausgewertet. Die
Methode wurde nicht weiter eingesetzt.

Abb. 13: Versuchsaufbau und Komponenten der EPS-Pheromonfallen. Links: Probebaum W11
(Standort Wirl) mit Fallenpositionen (rote Pfeile). Rechts oben: Befestigung der Umlenkrolle am Ast
mittels  PVC-beschichtetem Lochband und  Variotrap-Falle. Rechts unten: Lockstoff-
Verpackungseinheiten der Firma Attract.

2.4.2.4 Mortalitat von EPS unmittelbar nach Applikation

Nach den Applikationen im Freiland wurden Raupenverbande aus der
Kronenperipherie von ausgewahlten Baumen entnommen und die Vitalitat der
abgesammelten Raupen an den Folgetagen beobachtet. 2016 wurden aul3erdem
abgestorbene Raupen seziert, um die Infektion durch S.f.-Nematoden als
Todesursache zu klaren.

Das Absammeln von EPS erfolgte nach einer Trocknungs- bzw. Inkubationszeit.
Applizierte Nematoden hatten ausreichend Zeit, in Raupen einzudringen (2015 nach
der spatabendlicher Applikation Absammeln am folgenden Vormittag, 2016 nach
fruihmorgendlicher Behandlung beginnend 4 Stunden nach der Applikation). Fur die
Entnahmen wurden Baume ausgewabhlt, die nicht fir andere Bonituren vorgesehen
waren (keine Probebdaume), so dass Beeintrachtigungen der Bonituren
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ausgeschlossen waren. Um verschiedene Expositionen der Raupen gegenuber der
S.f.-Suspension einzubeziehen, wurden aus unterschiedlichen Bereichen der
Eichenkronen (Oberkrone, mittlerer Kronenbereich und unterer Kronenbereich)
Raupengruppen entnommen. Das L3- oder L4-Stadium (2016: 448 - 851 Raupen pro
Baum) wurden in groerer Zahl gesammelt als L1- bis L2-Raupen (2015: 35-453
Raupen pro Baum).Tabelle 10 stellt die Zahl der untersuchten Raupen bei den
verschiedenen Versuchsgliedern dar.

Jede Raupengruppe wurde in einer Petrischalen und/oder Plastikboxen mit
Gazeverschluss gehalten und taglich mit frischem Eichenlaub gefuttert (Abb. 14).
Abgestorbene Raupen wurden bei taglichen Kontrollen entnommen und gezahlt. Der
Versuch, die abgestorbenen EPS 2015 bis zur Sezierung in Alkohol zu konservieren,
fuhrte dazu, dass die Raupen dunkler und fester wurden und die Nematoden im
Inneren starben und unbeweglich wurden. Fur Freilandprifungen 2015 konnte in
keinem Fall eine Nematodenvermehrung nachgewiesen werden (Tab.10). Erst
nachdem ein Nachweisverfahren fir Nematodeninfektionen entwickelt war (Kapitel
2.1.2.1), wurden tote Raupen im Freilandversuch 2016 fir drei Tage in Wasser
aufbewahrt und die Vermehrung der Nematoden konnte zur Erkennung von
Infektionen genutzt werden. Alle toten Raupen wurden nach Ablauf von mindestens 3
Tagen seziert, wobei die groReren L3- oder L4-Raupen statt Herstellung eines
Quetschpraparates mit einer Mikroschere aufgeschlitzt wurden. Bei den
Beobachtungen der Hdmolymphe wurde zwischen keinen, einer oder vielen S. feltiae
unterschieden (Abb. 15).

Abb. 14: Vorgehen bei der taglichen Vitalitatsbonitur nach Freilandapplikation: Links: Raupen eines
Baumes wurden komplett auf die Verschlussgaze entleert. Beim Uberfiihren der Raupen zuriick in die
Box konnte individuell festgestellt werden, ob sie noch vital waren oder nicht. Rechts: Sobald alle

Raupen wieder zurtick in ihrer Box waren, wurde frisches Eichenlaub hinzugegeben.
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Abb. 15: Sezieren von L3/L4-Raupen 2016 unter Freilandbedingungen

2.4.3 Kontrolle der Ausbringungsqualitat

2.4.3.1 Nematodendosis

Um die Menge der ausgebrachten S. feltiae pro Flacheneinheit bei den
hubschraubergestitzten Applikationen zu bestimmen, wurden im Bestand Teile der
Spritzsuspension mit Petrischalen (d=14 cm, A=153,94 cm?) aufgefangen (Abb. 16).
Aus den Auffangmengen wurden die tatsachliche Ausbringungsmenge und mittels
Verdinnungsreihen die Anzahl der Nematoden ermittelt.

In jeder Behandlungsvariante (Flache oder Einzelbaum) waren an jeweils einem Baum
24 Petrischalen aufgestellt, von denen 12 Petrischalen in der Krone und weitere 12 auf
dem Boden auBerhalb des Kronenschirms aufgestellt waren (Abb.16 links, griine
Kreuze). Die Montage der Petrischalen auf Holzkreuzen'® (Abb.16, rechts) schitzte
gegen das Verwehen der Schalen bei Uberflug des Helikopters.

10 Holzkreuze fiir Petrischalen aus zwei Brettern mit den MaRen 18 x 1,8 x 110 cm
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Abb. 16: Versuchsaufbau zur Kontrolle der Ausbringungsqualitét. Links: Schematische Darstellung der
Lage der verschiedenen Probennahmepunkte relativ zum Baum. Griin: Holzkreuze mit Petrischalen
zum Auffangen der Spritzsuspension. Gelb: Holzkreuze mit wassersensitiven Papierstreifen zur
Aufnahme des Spritzteppichs. Rot: Schalen mit Wachsmotten zur Ermittlung der Virulenz von S. feltiae.
Lila: Schalen mit EPS Raupen zur Ermittlung der Virulenz von S. feltiae. Rechts oben: Holzkreuz mit
wassersensitivem Papier an allen Seiten, befestigt am Hebebihnenkorb (Variante aus 2015). Rechts
unten: Holzkreuz mit Petrischalen und Holzkreuz mit wassersensitivem Papier (nur oben angebrachte
Papierstreifen) flir Probennahme nicht iiberschirmt am Boden.

Die Volumenbestimmungen ausgebrachter Suspension und das Zahlen von
Nematoden in der Suspension erfolgten unmittelbar nach der Applikation in einem
nahen Feldlabor. Jede Petrischale wurde dazu mit einem definierten Wasservolumen
in ein Transportgefal® umgeflllt. Die verdinnten Inhalte der Petrischalen wurde
anschlielRend gewogen und aus den ermittelten Massen die Ausbringungsmenge je
ha errechnet. AuRerdem wurden die Nematodenzahl fur jede Petrischale aus funf
Tropfen zu je 200 ul unter Binokular gezahlt, wobei zwischen vitalen und nicht vitalen
S. feltiae unterschieden wurde. Die Methode konnte erst 2016 durch geeignete
Verdinnung so umgesetzt werden, dass eine zuverlassige Zahlung der Nematoden
pro Tropfen moglich wurde. Fur Proben aus der Einzelbaumbehandlung wurde die
Verdinnung 2016 mit 50 ml, fur Proben der flachigen Behandlung mit 30 ml
vorgenommen.

2.4.3.2 Verdunstung der ausgebrachten Suspension

Da die Vitalitat, Beweglichkeit und Wirksamkeit von Nematoden durch ihren
Feuchtigkeitsbedarf begrenzt wird (Shapiro-llan et al., 2002), sollte Austrocknung
ausgebrachter Nematoden Uber mindestens drei Stunden verhindert werden (mdl.
Mitteilung Ehlers, e-nema). Zur Feststellung der Verdunstungsdauer unter den
gegebenen Bedingungen (Temperatur, Taupunkt u.a.) der Versuchsflachen wurde
ausgebrachte Suspension in einer Petrischale am Waldboden aufgefangen und nach
der Applikation in kurzen Zeitabstanden (ca. 10 min) vor Ort fotografiert (Abb. 17). Die
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Veranderung der TropfengroRen und der Zeitpunkt weitgehender Verdunstung
konnten so nachvollziehbar dokumentiert werden. Bei den Bildaufnahmen wurden
zusatzlich die Flachenverluste von Tropfen [%] geschatzt.

Abb. 17: Versuchsaufbau zur Ermittlung der Verdunstung der Tropfen.

2.4.3.3 TropfengroRen und Benetzungsanteil

Zur Ermittlung von TropfengrofRen und Benetzungsanteilen wurde wassersensitives
Papier (52 x 76 mm, Syngenta’) zur Dokumentation des Spritzbildes bei allen
Freilandapplikationen eingesetzt (Abb. 18). Bei jeder Behandlungsvariante waren an
einem Baum drei Holzkreuze mit Papierstreifen wahrend der Befliegung angebracht.
Je ein Holzkreuz befand sich in der Krone, auf dem Boden aul3erhalb der Schirmflache
und auf dem Boden unter dem Kronenschirm (Abb.16, gelbe Kreuze). 2015 wurden an
den Holzkreuzen, die auf Kronenhohe platziert wurden, an allen Seiten insgesamt 45
wassersensitive Papierstreifen angebracht (Abb. 18). Bei anderen Kreuzen auf dem
Boden und im spateren Freilandversuch (2016) wurden ausschlie3lich oberseits 15
Papierstreifen angebracht, aber keine Papierstreifen mit Ausrichtung zur Seite oder
nach unten.

Die Kreuze wurden in der flachigen Behandlungsvariante so ausgerichtet, dass eine
Kreuzachse in Flugrichtung und die andere senkrecht dazu verlief.

Zur Auswertung wurden die trocken gelagerten Papierstreifen zusammen mit einer
Skala, die als Referenz fur die Flachenermittlung diente, gescannt und die Scans mit
Hilfe des Programmes Imaged (Abramoff et al., 2004) ausgewertet, wobei jedes
Tropfenbild nummeriert und seine FlachengrdéflRe ermittelt wurde.

11 Beschafft liber agrotop GmbH, Kéferinger StraBe 5, 93083 Obertraubling.
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Abb. 18: Links: Schematische Darstellung eines Holzkreuzes mit wassersensitivem Papier an allen
Seiten fiir die Probennahmen auf Kronenhdhe (Variante aus 2015). Rechts: Mit der Spritzbriihe
benetzter Papierstreifen aus der flachigen Behandlung 2015, inklusive Skalierung.

2.4.3.4 Virulenz ausgebrachter Steinernema feltiae

Bei der Applikation im Freiland 2016 wurde die Virulenz ausgebrachter Nematoden an
Wachsmottenlarven und EPS (L3/L4) untersucht. Die Tests sollten klaren, ob S. feltiae
nach Passage der Spritzanlage und dem freien Fall in der Applikation weiter wirksam
waren.

Larven der GroRRen Wachsmotte (Galleria mellonella), die u.a. zur Zucht von
entomopathogenen Nematoden (Batalla-Carrera et al., 2013 und Belay et al., 2005)
eingesetzt werden, zeigten in Laborversuchen rasche Infektion und hohe Mortaltitat,
wenn sie auf ein mit S. feltiae-Spritzsuspension behandeltes Bodensubstrat platziert
wurden.

Fur Virulenztests im Freiland wurden in verschlieRbare Plastik-Schalen (d = 13,5 cm)
entweder je 12 Wachsmottenlarven'? auf ca. 2 cm angefeuchtetem Sand
(Feuchtigkeitsgehalt ca. 10%) gegeben oder je 12 EPS. Zu jeder Behandlungsvariante
(Flache, Einzelbaum, Kontrolle) wurden wahrend der Applikation je vier Schalen mit
Wachsmottenlarven am Boden und in Kronenhdhe (Abb. 16, rote Striche) aufgestellt
und vier Schalen mit EPS am Boden platziert.

Nach der Applikation wurde die Vitalitat der Wachsmottenlarven (verfarben sich bei
Tod von weil nach braun/schwarz, Abb. 20) und der EPS an den folgenden 7 Tagen
taglich bonitiert. Die EPS wurden in dieser Zeit mit frischem Eichenlaub geflttert. Alle
toten EPS wurden zur Feststellung von Nematodenbefall seziert (Vorgehen wie in
24.24).

12 Beschafft im Angelbedarf: Der Schwarzangler, Steinweg 21A, 37077 Géttingen.
Seite 27 von 67



Abb. 19: Versuchsdurchfiihrung der Virulenztests wéhrend der Applikation im Freiland 2016. Links:
Schalen mit Wachsmotten am Hebeblihnenkorb. Mitte: Schalen mit Wachsmottenlarven und EPS
Raupen in randomisierter Anordnung zueinander am Boden. Rechts: Die EPS Raupen wurden
unmittelbar nach der Applikation im Freiland mit Eichenlaub gefiittert.

Abb. 20: Vitalitdt von Larven der GroBen Wachsmotte Galleria mellonella: 3 lebendige Larven (weil3)
und 5 tote Larven (braun/schwarz).

2.4.4 Witterung

Da S. feltie als Bodenlebewesen an hohe Bodenluftfeuchte angepasst ist, gilt eine
Umgebung desto glnstiger je hoher die relative Luftfeuchtigkeit ist (Arthurs et al., 2004,
Navaneethan et al., 2010). AuRerdem zeigten Chen et al. (2003), dass S. feltiae mehr
als doppelt so mobil ist bei 15°C Umgebungstemperatur gegeniber 10°C
Umgebungstemperatur. Immerhin konnte fur diese Nematodenart bei 10 °C Gberhaupt
Aktivitat verzeichnet werden. Je weniger mobil S. feltiae ist, desto schwieriger sind die
Wirtsfindung und Infektion des Wirtes.
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In den Versuchsgebieten wurden vor, wahrend und nach jeder Applikation Temperatur
und Luftfeuchte mittels Voltcraft'3-Datenloggern sowie Temperatur, Luftfeuchte, Wind-
Parameter und Niederschlag mit einer Davis-Wetterstation'* dokumentiert. Fur
Plausibilitatsprifungen wurden Daten der umliegenden Wetterstationen des
Deutschen Wetterdienstes (DWD-Stationen: Gardelegen, Seehausen, Lenzen an d.
Elbe, Kyritz, Lichow) herangezogen.

13 DL-121TH-Temperatur-Feuchte-Datenlogger-Messschreiber-32-000-40-bis-70-C-01-C: Conrad Electronic AG,
RoosstraRe 53, 8832 Wollerau, Schweiz
1 Vantage Pro: Davis Instruments, 3465 Diablo Av., Hayward, CA 94545-2778 U.S.A.
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3 Ergebnisse

Alle Ergebnisse werden rein deskriptiv ohne statistische Absicherung dargestellt. Da
die bei den Freilandprifungen erreichten Wirkungsgrade in keinem Fall in Bereiche
kamen, die von einem praxistauglichen Verfahren erwartet werden, wurde auf die
weitergehende Absicherung der Ergebnisse verzichtet.

3.1 Ergebnisse der Labor-Bioassays
3.1.1 Wirksamkeit von S.f.-Nematoden gegenuiber L1-Raupen im Labor

Bei Prifung der Wirksamkeit von S.f.-Nematoden gegenuber vereinzelten EPS (L1)
setzte ab einem Tag nach Applikation Mortalitat ein (Abb. 21). Der weitere Verlauf der
Mortalitat deutet dabei auf eine Abhangigkeit der Sterblichkeit von der
Behandlungsvariante hin, wobei der Tod aller Tiere (inkl. Kontrolle) nach spatestens
14 Tagen auf die Haltung ohne Futterung zurickzufihren war.

Zur Beurteilung der Wirkung der Nematoden wird die Mortalitat nur fur die ersten vier
Tage nach Applikation berucksichtigt. Innerhalb des viertagigen Zeitraums wiesen die
Raupen der Kontrollen nur geringe, Raupen in den Behandlungsvarianten mit S.f. eine
erhohte Mortalitat auf. Die Mortalitat in Behandlungsvarianten mit Nematoden lag
hoher als in Behandlungsvarianten mit Wasser oder gelostem Tragerstoff. Im
Vergleich der Formulierungen mit Nematoden fuhrte die hdhere Nematodendosis von
4 Mio. gegenuber 1 Mio. Nematoden je Liter Wasser im Labor zu einer um etwa 20
Prozentpunkte héheren Mortalitat. Die Zugabe von SPF liel3 die Mortalitatsrate von L1-
Raupen bei gleicher Nematodendosis rascher ansteigen und flhrte ohne
Nematodenbeigabe zu gesteigerter Sterblichkeit gegenuber der Kontrolle.

Es bestand unter Laborbedingungen eine Wirksamkeit von S.f. gegen L1 des EPS. Bei
unterschiedlichen Dosierungen der Nematoden konnte eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung nur dem Trend nach vermutet werden.
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Mortalititsrate von L1 in Abhangigkeit zur Behandlungsvariante
(Behandlung von Einzelraupen)
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Abb. 21: Mortalitdtsrate von Einzelraupen (L1) in Labor-Bioassays. Wdh. = Anzahl der Wiederholungen,
N= Anzahl der Raupen in allen Wiederholungen. SPF= Surfactant-Polymer-Formulation.

3.1.2 Wirksamkeit gegentiber Raupengruppen

Das naturlich aggregierte Auftreten des EPS wurde durch Wirksamkeitsprifung an
Raupengruppen (L1) berucksichtigt. Wie bei den Prafungen an isolierten Raupen kam
es auch bei diesen Tests zu versuchsbedingtem Sterben (die Raupen wurden wahrend
der Versuche nicht gefuttert) und eine Beurteilung der Wirkung von Nematoden wurde
nur far die ersten vier Tage nach Applikation durchgefuhrt.

Vier Tage nach der Applikation war die Mortalitdt in den Raupengruppen, die mit
S. feltiae behandelt wurden, héher als in der unbehandelten Kontrolle und héher als
bei Behandlungen nur mit Wasser oder mit Wasser und Tragerstoff (Abb. 22). Die an
Einzelraupen festgestellte Wirksamkeit von S.f.-Nematoden gegen EPS bestatigte sich
auch gegenuber Raupengruppen. Auch bei Applikation auf Raupengruppen fihrte die
hdéhere Nematodendosis (4 Mio. S.f./l) zu einem gréReren Anteil toter Raupen (Abb.
23) als die geringere Nematodendosis (1 Mio. S.f./1).
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Mortalitatsrate von L1 in Abh3angigkeit zur Behandlungsvariante
(Behandlung von Raupengruppen)
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Abb. 22: Mortalitdtsrate fir Raupengruppen des EPS (L1)

in Labor-Bioassays..
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Behandlungsvarianten

Abb. 23: Ergebnis der Labor-Bioassays an Raupengruppen des EPS (L1): Anteil abgestorbener Raupen
am vierten Tag nach der Applikation fiir verschiedene Behandlungsvarianten, wobei Ergebnisse
verschiedener Expositionszeiten zusammengefasst wurden. Wdh.= Anzahl der Wiederholungen, N=

Anzahl aller Raupen (jede Wiederholung mit ~20 Raupen). SPF= Surfactant Polymer Formulation.
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Innerhalb einzelner Behandlungsvarianten wies die Mortalitat gro3e Spannweiten auf.
Die Wirksamkeit von verschiedenen Varianten war nicht in allen Fallen sicher zu
unterscheiden (Abb. 23).

Die Zugabe der Surfactant-Polymer-Formulation (SPF) steigerte auch gegenuber
Raupengruppen die Mortalitat. SPF allein erreichte wie bei Einzelraupen gegenuber
der Kontrolle erhohte Sterblichkeit. Die Applikation des gelosten Tragerstoffes fuhrte
nicht zu hoherer Mortalitat gegentber den Kontrollgruppen oder gegenuber der
Applikation von Leitungswasser.

Die Dauer der Exposition gegenuber applizierter Spritzflissigkeit in abflusslosen
Petrischalen beeinflusste die Mortalitdt der Raupen (Abb. 24). Je langer L1 einer
Spritzsuspension mit S. feltiae ausgesetzt waren, desto hdher war bei gleicher
Behandlung die Mortalitat am 4. Tag nach der Applikation.

Fur Raupen, die wahrend und nach Applikation auf einem Eichenast waren, kann die
Expositionszeit nicht klar beurteilt werden. lhre Mortalitatsrate entzieht sich der
sicheren Interpretation.

Maortalitédt von L1 in Abh&ngigkeit von der Expositionszeit
am 4. Tag nach der Applikation
1 Mio. Steinernema feltiaell 1 Mio. Steinernema feltiaell +SPF
100 100 .
80 80 ‘
=
= 60 60
% I l ] | ]
£ 40 I { T - 40
= |
20 20
0 0
auf Ast auf Ast
1 Std. 4 5td, 8 Std. verblieben 1 Std. 4 Std. 8 Std. verblieben
{6 Wdh.) {5 Widh.) {4 Wadh.) {4 Wdh ) {# Widh.) (6 Wdh ) {4 Wdh.) {4 Wdh.}
Zeit bis zum Umsetzen Zeit bis zum Umsetzen
4 Mio. Steinernema feltiaell 4 Mio. Steinernema feltiaell +SPF
100 100 | L
E |
F A
80 , 80 |
s ‘—'—‘
= 60 60 E ‘
3 - |
t 40 40
= —|
20 20
0 o 0
auf Ast auf Ast
1 Std. 4 Std. 8 Std. verblieben 1 Std. 4 Std. 8 Std. verblieben
{5 Wadh.) (T Wdh.) (4 Wadh.) {2 Wadh.) {# Wah.) (7 Wdh.) {4 Wah.) (2 Wdh.)
Zeit bis zum Umsetzen Zeit bis zum Umsetzen

Abb. 24: Mortalitdt in Raupengruppen bei unterschiedlicher Expositionsdauer gegenliiber
Nematodensuspension: Anteil abgestorbener Raupen am 4. Tag nach der Applikation. Wdh. =
Wiederholungen, jede Wiederholung mit etwa 20 Raupen.

Seite 33 von 67



Durch Sezieren abgestorbener Raupen aus behandelten Raupengruppen konnte
gezeigt werden, dass Infektionen mit S. feltiae stattfanden (Tab. 6). Behandlung ohne
S. feltiae fuhrte nicht zu Infektionen.

% Anzahl Anzahl Raupen, Relativer Anteil
E S sezierter EPS |in denen eine Raupen mit
T ..g 'g pro Vermehrung von |nachgewiesener
s 9 Behandlungs | Nematoden nach- | Nematoden-
g § X -variante gewiesen wurde |vermehrung [%]
4hin
] Petrischale 10 4 40
1Mio 8hin
St Petrischale 9 4 44
auf Ast 5 2 40
. 4hin
18“:""/7 Petrischale 9 2 22
s 8hin
+SPF Petrischale 15 / 46
auf Ast 5 0 0
4hin
4Mio Petrischale 9 5 56
S.fl 8hin
Petrischale 31 1 35
auf Ast 6 3 50
4Mio 8hin
S.f./1 +| Petrischale 19 8 42
SPF auf Ast 8 2 25

Tab. 6: Ergebnisse aus der Sezierung von L1-Raupen des EPS, die mit Nematodensuspension
behandelt wurden

3.1.2.1 Dosis-Wirkungsbeziehung beim L1-Stadium unter Laborbedingungen

Eine Dosis-Wirkungsbeziehung im Labor wurde fur den Einsatz von S. feltiae gegen
Gruppen aus jeweils 20 EPS (L1) am vierten Tag nach Applikation festgestellt (Abb.
25).

Die Erhdhung der Konzentration von 2 Millionen S.f./I auf 16 Millionen S.f./I Spritzbrihe
steigerte die Mortalitat der L1-Stadien.
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Mortalitdt von L1 am 4.Tag nach Applikation

(Behandlung ven Raupengruppen)

80 —

60 —

Wortalitat [%]

40

20 H

2 Mio S.fA 4 Mio S.f/l 8 Mio S 16 Mio S.f./1

Wasser SPF +SPF +SPF +SPF +SPF
{3 Wdh. {4 wdh. {4 Wdh. {4 wWdh. (4 Wdh. {4 Wdh.
N=80) N=50) N=E0) N=E0) N=50) N=E0)

Behandlungsvariante

Abb. 25: Ergebnisse aus Labor-Bioassays mit Raupengruppen: Anteil abgestorbener EPS (L1) am
vierten Tag nach Applikation in Abhéngigkeit zur Behandlungsvariante. Wdh. = Wiederholungen, N=
Anzahl aller Raupen.

3.1.2.2 Ergebnisse zu Formulierungszusatzstoffen

Anderungen der Formulierung durch Zugabe der Zusatzstoffe BreakThru oder NuFilm
flhrten bei gleicher Konzentration der Nematoden zu hoherer Mortalitat der EPS als
Formulierungen mit SPF (Abb. 26). Vier Millionen S. feltiae in Suspension mit SPF
erreichten im Median das Absterben von etwa 50% der Raupen am vierten Tag nach
der Applikation, bei Zugaben von BreakThru oder NuFilm lag der Anteil abgestorbener
EPS uber 60%.

Behandlungsvarianten mit NuFilm zeigten ohne S. feltiae keine oder nur sehr geringe
Wirkung. Behandlungen mit S. feltiae lieRen eine Dosis-Wirkungsbeziehung erkennen.
Je hoher die Konzentration des NuFilm in der Nematodensuspension desto hoher war
die Mortalitat der EPS.

Behandlungen mit BreakThru-Formulierungen lieferten Ergebnisse mit einer weiten
Varianz der Mortalitatswerte. Mischungen mit BreakThru sind sehr schwer zu
homogenisieren, so dass die Dosis in einzelnen Tropfen moglicherweise stark
schwankt. Mortalitat von EPS nach Applikationen von BreakThru ohne S. feltiae
deutete auf eine potentiell letale Wirkung des Netzmittels hin.
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Mortalitat von EPS (L1) am 4. Tag nach der Applikation

“Varianten mit SPF

BreakThru Konzentrationen

100 100 100
B0 B0 80 °
80 80 20—
=
E
=
=
=}
=
40 40 40—
20 20 20
4Mio. 5.1.41 4Mio. 5.1 4Mio. 5.£4 4Mio. 5.1 4Min. 5.1
Wasser SPF +3PF B:0,01%  B:0,05% B:01%  +B:0,01% +B:0,05% +B.01% NP:0,01% NP:D,08% MNP.0,16% +NP:0,01%
(5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh. (5 Wdh.
H=100}) N=100) N=100}) N=100) N=100}) N=100) H=100}) N=100}) N=100}) N=100) N=100) N=100) N=100)

MNu-Film-P Kenzentrationen

4. 5.7
+NP:0,16%
(5 Wdh.
N=100)

Abb. 26: Ergebnisse von Labor-Bioassays zu Formulierungszusatzstoffen: Anteil abgestorbener EPS (L1) am 4. Tag nach der Applikation in Abhéngigkeit von der
Behandlung (Wdh. = Wiederholungen, N= Anzahl aller Raupen, SPF= Surfactant Polymer Formulation, B= BreakThru, NP= NuFilm-P).
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3.2 Dosis-Wirkungsbeziehung bei L4/L5-Stadien im Semi-Freiland

Eine Dosis-Wirkungsbeziehung beim Einsatz von S. feltiae wurde fur L4/L5-Stadien
des EPS festgestellt. Die Steigerung der Konzentration von S. feltiae im Bereich
zwischen vier und 16 Millionen Nematoden je Liter Spritzflissigkeit flhrte zu
steigender Mortalitat der Raupen (Abb. 27). Die Anteile abgestorbener Raupen lagen
bei den groRen Raupenstadien niedriger als in den Laborversuchen mit L1-Raupen.
Eine Wirkung bei Applikation von SPF blieb im Gegensatz zu den Bioassays an L1
aus.

Mortalitdt von EPS (L4/L5) am 4.Tag nach der Applikation
100
80
£ 60
ﬁ
®
5
= 40 —
|
20 .
o
| |
.4 B== | | 5 |
4 Mio. Sf/ 8Mio. SfA 16 Mio. S/
Kontrolle Wasser SPF +5SPF +5PF +5PF
{n=8 {n=6 (n=8 {n=6 {n=6 {n=8
M=118) M=118) M=120) M=118) M=121) M=112)
Behandlungsvariante

Abb. 27: Ergebnisse von Semi-Freiland-Bioassays an Raupengruppen des EPS (L4/L5): Anteil
abgestorbener Raupen jeder Behandlungsvariante am vierten Tag nach Applikation. n= Anzahl der
Wiederholungen, N= Anzahl aller Raupen. SPF= Surfactant Polymer Formulation.
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3.3 Ergebnisse technischer Priufungen

3.3.1 Diisentests

Insgesamt zeigten sich zwischen den Dusentypen nur geringe Unterschiede in der
Qualitat der applizierten Suspension (Abb. 29).

Bei den Dusentypen EXA, Tip Cap, FL, FD, PRE und SJ7 war der Anteil vitaler
Nematoden nach der DUsenpassage am hochsten, gleichzeitig variierten bei diesen
Dusentypen die Einzelergebnisse weniger stark.
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Abb. 29: Ergebnis von Diisentests: Anteile vitaler Nematoden in der Spritzsuspension nach dem
Durchlauf durch verschiedene Diisen, ausgezédhlt von zwei verschiedenen Personen. Jede
Behandlungsvariante und Versuchswiederholung mit 20 Pseudoreplikaten. Alle Versuche wurden mit
1,85 g der Surfactant-Polymer-Formulierung und einer Sollkonzentration von 1 Mio. S. feltiae pro Liter
Spritzsuspension durchgefiihrt.

Es wurden Disen mit verschiedenen Volumenstromen (ein Querschnitt der auf dem
Markt verfugbaren Volumenstrome) fur die weiteren Spritzanlagentests ausgewahilt
(Tab. 7).
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Volumenstrom
[I/min] bei 2 bar
Airmix 1.65
PRE 1.73
FL 1.96
LU 2.58
EXA 3.31
SJ7 4.82
Visi Flo 4.83
Tip Cap 5.23
SJ3 6.48
FD 6.53
Albuz 7.82

Tab. 7: Volumenstréme von Testdiisen: Griin hinterlegt sind
solche Diisen, die sowohl hinsichtlich des Anteils vitaler
Nematoden als auch der Konzentration vitaler Nematoden in
den Diisentests besser abschnitten.

Der Volumenstrom der FD-Duse war nominell zu hoch, da die Pumpe einen solchen
Volumenstrom (bei 68 besetzten Disenplatzen) nicht leisten kann. Der Dusentyp
schied fiir weitere Uberlegungen aus.

Da die PRE und die FL Duse hinsichtlich ihres Volumenstromes nah beieinander lagen
(Tab. 7), die PRE Dusen aber vom JKI fur den Anlagentest geliehen werden konnten
(=keine zusatzlichen Kosten), wurde die PRE Duse fur den Anlagentest ausgewahilt.

FUr Tests an der Spritzanlage des Hubschraubers wurden die folgenden Dusentypen
ausgewanhlt:

Dreiloch-Dise Albuz EXA, schwarz

Tip Cap 110 -16, lila

StreamJet SJ7-Lochdise SJ7-15-VP, hellgrin
Vorauflauf-Flachstrahdise PRE 130-05

3.3.2 Prufergebnis der Spritzanlage

Die Prufung der Simplex-Spritzanlage mit ausgewahlten Duisentypen ergab
hinsichtlich der Qualitdt der Spritzflissigkeit nur geringe Veranderungen. Die
Temperaturerhdhung im Mischtank wahrend 2,3 h Umwalzung und nach der
Uberfiihrung in den Spritztank erreichte maximal 1,2°C, wobei auch fiir Praxiseinsatze
kein hdherer Anstieg erwartet wurde. Fur die Nematoden wurde das als nicht schadlich
eingestuft.

Die Anteile der vitalen Nematoden (Abb. 30) in der Spritzbriihe unterschieden sich bei
verschiedenen Dusen und Stationen im Anlagentest kaum. Im Median streuten die
Werte im Bereich der Mischtankproben, die als Kontrolle fungierten. Wesentliche
Auswirkungen auf die Virulenz von Nematoden waren nicht feststellbar.
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Abb. 30: Anteile vitaler Nematoden in der Spritzbriihe nach Durchlaufen der verschiedenen
Anlagenkomponenten der Simplex 5100 Spritzanlage und verschiedener Diisentypen. n=Anzahl der
untersuchten Pseudoreplikate.

Hinsichtlich des Volumenstroms und beim Spritzbild differenzierten die Dusentypen
deutlicher (Abb. 31, 32). Die TipCap- und die SJ7-Disen waren in der Lage viel
Spritzsuspension auf die Flache zu bringen, was die Wahrscheinlichkeit Raupen zu
treffen, erhdhen und eine Austrocknung applizierter Nematoden verzoégern sollte.

Die Freilandprifungen wurden mit der SJ7-Dise geplant und umgesetzt.
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Abb. 31: Volumenstréme an jeweils drei verschiedenen Diisenpositionen (von aullen: 1, 16, 30) mit
Wasser und mit Spritzsuspension in jeweils 5 Wiederholungen.

Abb. 32: Spritzbilder der TipCap Diise (links) und der SJ7 Diise (rechts).

Rechnerisch ergab sich fur die SJ7-Dise aus dem Ausliterungsversuch ein mittlerer
Volumenstrom (Uber alle Disenpositionen) von 3,89 I/min pro Dise. Bei 68 besetzten
Dusenplatzen entspricht das 260,6 I/min. Ausgehend von 20 m Arbeitsbreite und einer
Vorwartsgeschwindigkeit des Hubschraubers von 30 kn (= 55,6 km/h) kann der
Hubschrauber 1,85 ha/min bespritzen und mit der SJ7 Duse 140,9 I/ha ausbringen.
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3.4 Ergebnisse der Freilandversuche
3.4.1 Dichte des EPS-Vorkommens an Probebaumen

3.4.1.1 Nesterdichten des EPS

Am Standort Wirl war nach Applikation von 1 Millionen S.f./l in 2015 sowohl in der
flachigen als auch in der Einzelbaumbehandlung ein Ruckgang der Nesterzahl zu
verzeichnen, wahrend die Nesterdichte in der unbehandelten Kontrollgruppe anstieg.
Der Ruckgang der Nesterdichte war an den behandelten Einzelbaumen, auf die mehr
Spritzsuspension und damit mehr S. feltiae appliziert wurde, starker als auf Baumen
der flachigen Applikation (Abb. 33, 34). Die Ergebnisse aus Wirl konnten als
Bekampfungserfolg und als Beleg fir eine Dosis-Wirkungsbeziehung gewertet
werden, doch werden sie nicht durch vergleichbare Ergebnisse des Standortes
Vehlgast bestatigt.

Nach der Applikation 2015 am Standort Vehlgast (Abb. 33, 34) stieg die Nesterzahl in
beiden Behandlungsvarianten und in der unbehandelten Kontrolle sowie fir alle
Grollenkategorien der Nester an. Hier war kein Bekampfungserfolg zu verzeichnen.
Im Anschluss an die Applikation 2016 (8 Millionen S.f./I) wurde ein Rlckgang der
Nesterdichte an den unbehandelten Kontrollbaumen festgestellt, wohingegen die
Nesterdichte an den Probebdumen der flachigen Behandlung und an den
Einzelbaumen nur geringfligig von der Vorjahresdichte abwich.

Standort Wirl: Standort Vehlgast: Standort Vehlgast:
Vergleich 20142015 Vergleich 2014/2015 Vergleich 2015/2016

=
=]
|

100 100+

(=]
|
o
=]
1
=]
1

=]
|

n
=]
|

Prozentuale Abweichung der Anzahl Nester
gegentber dem jeweiligen Vorjahr [%]

B Einzelbaumbehandiung
fldchige Behandlung
Kontrolle

-100 -100 -100

Abb. 33: Prozentuale Verdnderung der Anzahl der EPS-Nester, getrennt nach Behandlungsvarianten.
Links: Vergleich am Standort Wirl nach der Applikation im Freiland 2015 mit dem Vorjahr. Mitte:
Vergleich am Standort Vehlgast nach der Applikation im Freiland 2015 mit dem Vorjahr. Rechts:
Vergleich am Standort Vehlgast nach der Applikation im Freiland 2016 mit dem Vorjahr.
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Die unterschiedlichen Dichteentwicklungen bei Nestern des EPS sind durch natirliche
Populationsdynamik zu erklaren. Nicht mehr austreibende Eichen und das Auftreten
von Parasiten wiesen auf entsprechende Einflisse hin (Abb. 35). Wirkung der
Nematodenausbringung war hingegen nicht messbar. Daten zur Grole der Nester
erlaubten ebenfalls keine Ruckschlusse auf eine Wirkung der Behandlung.

3007 300
Standort Wirl Standort Vehlgast
250 250
o
=]
% 200 200
i 2014
& 150 B 2015 150
L. M 2016
< 100 100
™
=
I
50 . 50—
o) ] e [ 0
Einzelbaum-  Fldchige Einzelbaum- Fldchige
behandlung Behandlung  Kontrolle behandlung Behandlung Kontrolle

Abb. 34: Absolute Zahl der EPS-Nester an bonitierten Eichenzweigen, getrennt nach Behandlungs-
varianten und Jahren der Bonitur. Links: am Standort Wirl. Rechts: am Standort Vehlgast.

Abb. 35: Befallsgebiet Vehlgast im Spatsommer 2016. Links: nach mehrjdhrigem Befall durch EPS
abgestorbene Eiche am Damm zur Dosse, die im Vorjahr noch Laub getragen hatte. Rechts: Aus einem
EPS-Nestfragment entfernte Puppen (mit orangem Punkt sind EPS-Puppen (50 St.), mit griinem Punkt
Puppen von Parasiten (20 St., c.f. Tachinidae)).
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3.4.1.2 Zahl der Eigelege

Die Applikationen von S. feltiae lielen an keinem der beiden Standorte eine
hinreichende Wirkung auf die Abundanz der Eigelege erkennen.

Am Standort Wirl unterschied sich die Anzahl der Eigelege zwischen den
Behandlungsvarianten und der Kontrolle nicht (Abb. 36 oben). In beiden
Behandlungsvarianten und in der unbehandelten Kontrollgruppe wurde ein Ruckgang
der Gelegezahl beobachtet.

Am Standort Vehlgast fand nach der ersten Applikation 2015 ein Anstieg der Dichte
der Eigelege in allen drei Behandlungsvarianten statt (Abb. 36). Der Anstieg war an
Probebaumen, die einer Einzelbaumbehandlung unterzogen wurden, am grofiten, so
dass kein Bekampfungserfolg belegt werden konnte.

Nach der zweiten Applikation 2016 wurde ein Ruckgang der Anzahl der Eigelege an
den Probebaumen der Einzelbaumbehandlung und der unbehandelten Kontrollgruppe
beobachtet. An Probebdaumen der flachigen Behandlungsvariante war im Median ein
leichter Anstieg der Anzahl Eigelege zu verzeichnen (Abb. 40).

Weder die Ergebnisse der Bonitur der Eigelege noch die Nesterzahlen konnten eine
ausreichende Wirkung der Behandlung der EPS-Raupen mit Nematoden nachweisen.
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Abb. 36: Prozentuale Verdnderung der Anzahl von Ei-Gelegen des EPS an bonitierten Eichenzweigen
unterschieden nach Behandlungsvarianten. Oben: Vergleich am Standort Wirl nach der Applikation
2015 mit dem Gelegebestand des Vorjahrs. Mitte: Vergleich am Standort Vehlgast nach der Applikation
2015 mit dem Vorjahr. Unten: Vergleich am Standort Vehlgast nach der Applikation 2016 mit dem
Vorjahr. Links sind jeweils die Ergebnisse pro Probebaum abgebildet (jeder Balken tragt die Nummer
des entsprechenden Baumes), rechts sind die Ergebnisse zu Boxplots zusammengefasst.

3.4.1.3 Mortalitat von EPS nach LFZ-Applikation unter Freilandbedingungen
Nach hubschraubergestitzter Ausbringung von S. feltiae ergaben Bonituren der
Raupenvitalitat bei den abgesammelten Tieren aus unbehandelten Kontrollen keine
oder nur sehr geringe Mortalitat. Raupen von behandelten Baumen zeigten eine etwas
hdhere, insgesamt allerdings nur geringe Mortalitat (Abb. 37).

2015 lag die Mortalitat am 3. Tag nach der Applikation im Median bei maximal 3,7%
(Vehlgast Einzelbaumbehandlung), im Maximum eines Probebaumes bei 16% (Wirl,
flachige Behandlung). Am Standort Vehlgast zeigten die Behandlungsvarianten eine
Dosis-Wirkungsbeziehung: nach Einzelbaumbehandlung verstarb ein hoherer Anteil
der Raupen als nach flachiger Behandlung und beide Varianten zeigten hohere
Mortalitat als in der unbehandelten Kontrolle. Dagegen war am Standort Wirl die
Mortalitat nach Einzelbaumbehandlung vergleichbar mit den unbehandelten Kontrollen
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und der hochste Anteil abgestorbener EPS trat nach flachiger Applikation auf
(Abb. 37).

Standort Vehlgast: Standort Wirl:
Freilandapplikation am 28.04.2015 Freilandapplikation am 29.04.2015
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Abb. 37: Mortalitdt am 3. Tag nach hubschraubergestiitzter Applikation als kumulierter Anteil
abgestorbener EPS-Raupen. Oben: Ausbringungen im Freiland in 2015 gegen L1/L2-Raupen. Unten:
Ausbringungen im Freiland in 2016 gegen L3/L4-Raupen. (n = Anzahl der Probebdume, N= Anzahl
bonitierter Raupen).

2016 lag die Mortalitdt am 3. Tag nach Applikation im Median bei maximal 1,5%
(Einzelbaumbehandlung am 25.05.2016). Unterschiede zwischen den Behandlungs-
varianten und der Dosierung waren nicht zu erkennen.

Die Klarung der causa mortis abgestorbener Raupen gelang nach methodischen
Schwierigkeiten 2015 (s. Kap. 2.4.2.4) 2016 nur in Einzelfallen (Tab. 8) durch
Nachweis von Nematoden in funf verstorbenen Raupen.

Insgesamt konnte durch Applikationen im Freiland kein ausreichender

Bekampfungserfolg erzielt werden, obwohl die S. feltiae nach der LFZ-Applikation
nachweislich virulent waren (vgl. Kapitel 3.1.4.2.4).
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Standort, Behandlungs- | bonitierte bonitierte verstorbene Anzahl
Applikations- | variante Raupen je Eiche | Raupen je Raupen Raupen mit
datum (N) Behandlungs- | wahrend Nematoden-
variante (N) Bonitur (12 Tg.) | vermehrung
Vehlgast Einzelbaum- 762 18 0
24.05.16 Behandlung 557 1319 5 1
flachige 474 6 0
Behandlung 513 11 0
516 13 1
495 1998 8 0
Kontrolle 592 6 0
518 4 0
512 6 0
726 2348 5 0
Vehlgast Einzelbaum- 763 8 1
25.05.16 Behandlung 448 1211 17 0
flachige 851 10 2
Behandlung 616 2 0
558 9 0
747 2772 5 0
Kontrolle 773 12 0
640 9 0
573 6 0
622 2608 9 0

Tab. 8: EPS-Mortalitét nach Applikation von Nematoden: Anzahl der Raupen zur Vitalitdtsbonitur je
Wiederholung und Behandlungsvariante sowie die Anzahl der Raupen, in denen Vermehrung der
Nematoden nachgewiesen wurde.

3.4.2 Qualitat der LFZ-Applikationen
3.4.2.1 Nematodendichte

Ergebnisse zur Zahl der in ausgebrachter Spritzsuspension enthaltenen Nematoden
sind in Abb. 38 und 39 dargestellt. Es konnten nicht zu allen Applikationen valide
Auswertungen vorgenommen werden. Bei der Einzelbaumbehandlung 2015 in
Vehlgast besal® der ausgesuchte Baum eine zu groRe Krone, der Spritzteppich
erreichte die ausgelegten Petrischalen nicht. Bei der Einzelbaumbehandlung am
25.05.2016 (Abb. 39) verfrachtete eine Windboe den Spritzteppich, so dass sehr wenig
Spritzbriihe die ausgelegten Petrischalen erreichte.

In allen auswertbaren Fallen lagen die Nematodendichten der Befliegungen 2016 (8
Mio. S.f/l) iber denen aus 2015 (1 Mio. S.f./l). Bei der Einzelbaumbehandlung war die
applizierte Menge S. feltiae pro Flacheneinheit jeweils groRer als in der flachigen
Behandlungsvariante. Die Mediane der flachigen Behandlungsvariante lagen im
ersten Behandlungsjahr (2015) bei ca. 180 Mio. Nematoden pro ha und damit ca. 100
Mio. unter dem angestrebten Wert (280 I/ha = 280 Mio. Nematoden/ ha). 2016 wurde
bei den flachigen Behandlungen die entsprechende Nematodenmenge von 2,3 Mrd.
S. feltiae pro ha erreicht (Abb. 39).
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Der Anteil nicht vitaler Nematoden in der aufgefangen Spritzsuspension entsprach bei
allen Applikationen im Freiland dem der jeweiligen Ruckstellproben. Die Passage
durch das Spritzsystem (Mischtank, Spritztank, Gestange und Duse) und der freie Fall
auf die Petrischalen flgte den S. feltiae keine Schaden zu.

Standort Vehlgast: Standort Wirl:
Freilandapplikation am 28.04.2015 Freilandapplikation am 29.04.2015
500 500
g2
2 5 400 400 n=12
=
5 =
S £ 300 4 300
'E % n=0
E g 200 — Daten nicht erhoben. 200 -
E:
B2 400 100
o2
0 0 _
vital nicht vital
400 — 400 —
o £
E 4 =24 24
22 304 e 300 e SRR
=
L E
@ = 2004 200
@ c
53
5 £ 100 A 100
o
T E
z o
— =
0 - 0 -
vital nicht vital vital nicht vital

Abb. 38: Anzahl applizierter Nematoden [Mio/ha] bei den Ausbringungen 2015. Oben: Einzelbaum-
behandlung. Unten: Fldchige Behandlung. Die griin gestrichelte Linie markiert die rechnerisch ermittelte
Ausbringungsmenge (282 Mio. S. feltiae/ha). n entspricht der Anzahl der Petrischalen.

Standort Vehlgast: Standort Vehlgast:
Freilandapplikation am 24.05.2016 Freilandapplikation am 25.05.2016

25 25
20 * n=24 20 n=12
15 7 15 4

10 10

Elnzelbaumbehandiung
Nematodendichte [Mrd sha]

5 | 5
=

—(—
0~ 0

vital nicht vital wital nicht vital

Flachige Behandlung
Nematodendichte [Mrd./ha)
I
1
I
]

vital nicht vital vital nicht vital

Abb. 39: Anzahl applizierter Nematoden [Mrd/ha] bei den Ausbringungen 2016. Oben: Einzelbaum-
behandlung. Unten: Flédchige Behandlung. Die griin gestrichelte Linie markiert die rechnerisch ermittelte
Ausbringungsmenge (2,26 Mrd. S. feltiae/ha). n entspricht der Anzahl der Petrischalen.
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3.4.2.2 Verdunstung applizierter Suspension

Nicht alle Behandlungen erflllten die fur erfolgreiche Infektionen als erforderlich
angesehene Standzeit der applizierten Flussigkeit Uber mindestens 3 Stunden.

2015 war Spritzbruhe bei flachigen Behandlung in Vehlgast nach 3:15 h vollstandig
abgetrocknet, in Wirl dagegen bereits nach 1:30 h. Zur Einzelbaumbehandlung
erfolgte in Vehlgast keine Untersuchung, da der Spritzteppich die Petrischale nicht
erreichte. In Wirl wurde die Beobachtung der Spritzsuspension um 23:30 Uhr
eingestellt, da applizierte Tropfen nach 4:30 h nicht eingetrocknet waren.

Das vollstandige Abtrocknen der Spritzbrihe nach 1:30 Std. in der flachigen
Behandlung in Wirl am 29.04.2015 wirkte sich vermutlich negativ auf die
Infektionsmaoglichkeiten fur S. feltiae aus.

2016 erfolgten die Applikationen am frihen Morgen und bei glinstiger Witterung (vgl.
3.1.4.3). Die Zeitspannen bis zur vollstdndigen Abtrocknung der Suspensionstropfen
waren langer als 2015 (Abb. 40, Tab. 9). Unabhangig von der Behandlungsvariante
und dem Behandlungstag waren drei Stunden nach der Applikation mehr als 50% des
Tropfenvolumens erhalten (Tab. 9).

RN

7:20 Uhr_ 8:55-Uhr

e

Abb. 40 Verdunstung der Spritzbriihe bei der flichigen Behandlungsvariante vom 25.05.2016: um 12:32
Uhr sind noch feuchte Stellen in den gréBeren Tropfen zu erkennen.
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Behandlungs- | Applikation | 50% Zeit bis 50% | 90% Zeit bis 90%

variante Datum, verdunstet | der Tropfen | verdunstet | der Tropfen
Uhrzeit um verdunstet um verdunstet
[MESZ] Uhrzeit sind [h:mm] | Uhrzeit sind [h:mm]
[MESZ] [MESZ]
Einzelbaum- | 24.05.2016, . . ) )
behandlung 7.46 13:22 5:36 14:50 7:04
25002010, 1 0932 3:18 10:40 4:26
Flachige 24.05.2016, . ) . .
Behandlung 7-44 11:22 3:22 12:09 4:25
25.05.2016, ) . : :
6-38 11:11 4:33 12:02 5:24

Tab.9: Verdunstungsprotokoll fiir die Applikationen im Freiland 2016. MESZ= Mitteleurop&ische
Sommerzeit.

3.4.2.3 TropfengrofRen und Benetzungsflache

Bei Applikationen im Freiland wurde bei den Einzelbaumbehandlungen mehr
Blattflache benetzt (bis 100%) als bei flachiger Behandlung (Abb. 41).

Bei den Einzelbaumbehandlungen fihrte die Lage der Probennahme relativ zum
tatsachlichen Spritzteppich in zwei von vier Fallen zu reduzierten Werten. Die
Einzelbaumbehandlungen in Vehlgast am 28.04.2015 und am 25.05.2016 (Abb. 41)
konnten nicht valide ausgewertet werden. Andererseits wirkte sich eine
Mehrapplikation auf die Ergebnisse aus. Eine zusatzliche Spritzbahn flir die
Behandlung der Kronenperipherie am 25.05.2016 bei der flachigen Behandlung (Abb.
43 rechts) ergab gegenlber der vergleichbaren Behandlung am Vortag hoéhere
Benetzungsflachen.

Bei den flachigen Behandlungen fiel auf, dass die Applikationen 2015 weniger Flache
benetzten als die Applikationen 2016 (Abb. 41 untere Reihe). Wie bereits bei den
Ergebnissen zur Nematodenzahlung beschrieben (vgl. 3.4.2.1), wurde 2015 weniger
Spritzsuspension appliziert als vorgesehen war.

Interzeption von Spritzflussigkeit im Kronenraum war durch den Vergleich der
Probennahmen ,auf Kronenhdhe® und ,unter dem Baum* bei flachigen Behandlungen
in drei von vier Fallen deutlich zu erkennen (Abb. 41 untere Reihe). Je groRer die
applizierte Menge Spritzsuspension, desto grof3er war der Anteil der Interzeption. In
den Einzelbaumbehandlungen vom 29.04.2015 und 24.05.2016 wurde keine
Interzeption beobachtet: Hier wurde Uberschirmt ,unter dem Baum® mindestens so viel
oder mehr Flache benetzt wie frei ,auf Kronenhéhe®. Abweichungen, wie bei der
Applikation am 29.04.2015 am Standort Wirl, stehen mit einem geringen
Belaubungsgrad des Probebaumes in Zusammenhang.

Bei den flachigen Behandlungen blieb trotz der geringeren Applikationsmengen im
Vergleich zur Einzelbaumbehandlung insgesamt ein hoherer Anteil der
Spritzsuspension in der Krone.
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Abb. 41: Benetzter Fldchenanteil von wassersensitiven Papierstreifen bei hubschraubergestiitzten Applikationen (nur Papierstreifen, die nach oben zeigend
angebracht waren). Unterschieden wird zwischen der Behandlungsvariante und der Position der Probennahme relativ zum Baum. Jede Kategorie mit 16

Wiederholungen. Oben: Einzelbaumbehandlungen. Unten: Fldchige Behandlungen.
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Bei den Applikationen 2015 wurden in den Kronen (Holzkreuze an der Hebebihne)
wassersensitive Papierstreifen nicht nur mit einer Ausrichtung nach oben angebracht,
sondern auch seitlich sowie unterhalb des Holzkreuzes. Die Ergebnisse zeigten, dass
seitlicher Spritzauftrag kaum stattfand und eine Benetzung der nach unten
ausgerichteten Papierstreifen nicht auftrat (Abb. 44). Dies ist plausibel, da die SJ7-
Duse grof3e und schwere Tropfen produziert, die nicht oder kaum verwirbeln (Abb. 42)
und somit Blatt- oder Triebunterseiten nicht erreichen.

Abb. 42: StreamJet SJ7 Diise wéahrend der Freilandapplikation in Vehlgast 2015.

LEGENDE

Flugroute
Spritzbreite
Probennahmepunkte:
@ auf Kronenhthe (Hebebilhne)
® unten, nicht (iberschirmt
@® unterm Baum
Kronenflachen der Probebdume:
Windrichtung am | Einzelbaum-Behandlung

25‘05-2[;16 zum [ flachige Behandlung
Beka SZ€e kt:
S\T\J ampfungszeitpun [ Kontrolie

Abb. 43: Links: Einzelbaumbehandlung in Vehlgast am 28.04.2015. Probebaum mit ausladender
Krone. Rechts: Mit QGIS bearbeitetes Luftbild (NW-FVA) der Bereiche, in denen in Vehlgast am
25.05.2016 die Applikationen im Freiland stattfanden. Eingezeichnete Flugrouten aus Trackingdaten
des Hubschraubers dokumentieren eine teilweise dreifache fléchige Behandlung. Eingezeichnete
Spritzbreite basiert auf der in Vorversuchen ermittelten Spritzbreite von 20 m.
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Benetzter Flachenanteil nach Behandlungsvariante und Ausrichtung
der Streifen am Kreuz (Freilandapplikation 2015, Kronenposition)
80—
£ 60
o
I=
L)
S s’
5
@ 40
L
I3
3 o
@
m 20 o
o
oben seitlich unten oben seitlich unten
Einzelbaumbehandlung Flachige Behandlung

Abb. 44 Ergebnisse der Untersuchungen benetzter Flachenanteile auf wassersensitiven Papierstreifen.
Es wurden nur Papierstreifen einbezogen, die auf Kronenh6he angebracht waren (nur Daten aus 2015).
Unterschieden wird zwischen den Ausrichtungen der Papierstreifen und der Behandlungsvariante.
(Ohne Einzelbaumbehandlung Vehlgast, 28.04.2015.)

3.4.2.4 Virulenz von Steinernema feltiae

Virulenztests an EPS und an Wachsmottenlarven (Galleria mellonella) zeigten, dass
die 2016 applizierte Spritzsuspension infektiosse S. feltiae in ausreichender
Konzentration enthielt (Abb. 45). Wahrend die Versuchstiere der unbehandelten
Kontrolle nach der Ausbringung von Nematodensuspension vollstandig vital blieben
oder nur geringe Mortalitdt aufwiesen, zeigten behandelte Wachsmotten und
behandelte EPS Infektion und Sterblichkeit bis 100% der Individuen.

Bei der Applikation im Freiland am 24.05.2016 (flachige Behandlungsvariante, zwei
Uberfliige, 282 I/ha Spritzbriihe) war am 3. Tag nach der Applikation eine Dosis-
Wirkugsbeziehung zu erkennen (Abb. 45). Dabei lag der Median der Mortalitat von
EPS und Wachsmotte in der flachigen Behandlung bei ca. 60%, die der héher
dosierten Einzelbaumbehandlung bei 100%. In der unbehandelten Kontrolle wurde bei
Wachsmotten und EPS nur geringe Mortalitat festgestellt. Am 25.05.2016 erreichte
bei der Einzelbaumbehandlung der Spritzteppich nicht die ausgelegten Plastikschalen
mit EPS (Abdrift durch Windbde). Die flachige Behandlung erfolgte an den
Probenahmepunkten mit 423 I/ha (3 Uberfliige), was eine vollstandige Mortalitat aller
Versuchstiere durch Nematoden in den Schalen zur Folge hatte.
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Abb. 45: Nachweis der Virulenz der applizierten Nematodensuspension. Oben: Mortalitdt von
Wachsmotten (Larvenstadium unbekannt). Unten: Mortalitédt von EPS (L3/L4) jeweils am 3. Tag nach
der Applikation unterschieden nach Behandlungsvarianten. (n=Anzahl der Wiederholungen mit jeweils
12 Versuchstieren (EPS oder Wachsmotten)).

Die Sezierung der abgestorbenen EPS wies Uiberwiegend Befall mit S. feltiae als causa
mortis nach (Abb. 46).

Nematodenbefall als causa mortis
100
keine
Nematoden
80 ein
u Nematode
viele
Nematoden
= 60
b
T
b=
o
= 40+
20—
O_
Einzelbaum- Flachige
behandlung Behandlung Kontrolle
n=4& n=1 n=96
Behandlungsvariante

Abb. 46: Sezierung von abgestorbenen EPS (L3/L4) aus dem Virulenztest. Sdulendiagramme zeigen
den Anteil verstorbener Raupen jeder Behandlungsvariante. Die Haufigkeit des Nematodennachweises
je Raupe ist farblich dargestellt. Raupen der flachigen Behandlung und der unbehandelten Kontrolle
stammen aus zwei Applikationen (24. u. 25.05.2016), bei der Einzelbaumbehandlung aus der
Behandlung am 24.05.2016 (n= Anzahl sezierter Raupen).
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Die Ergebnisse des Virulenztests zeigten, dass sowohl der Mischtank als auch die
Simplex 5100 Spritzanlage einschlielich aller verbauten Kreiselpumpen die Virulenz
von S. feltiae in der Spritzbriihe nicht negativ beeinflussten. Dies steht im Gegensatz
zu Schlussfolgerungen von Fife et al. (2007), die Kreiselpumpen aufgrund ihres
Vermogens, die Temperatur der Spritzsuspension wahrend der Umwalzung stark zu
erhohen, nicht fur die Applikation von Nematoden empfehlen. Auch Brusselman (2010)
wies nach, dass der Einsatz einer Kreiselpumpe das Uberleben von Nematoden in
einer Spritzbruhe negativ beeinflusst. Welche Druckspitzen (dynamischer Druck) im
untersuchten Spritzsystem erreicht wurden, wurde nicht erfasst. Der statische Druck
lag unter dem von Georgis (1990) fir S. carpocapsae angegebene Maximaldruck von
300 psi'® (=20,7 bar). Der von Fife et al. (2007) angegebene Maximaldruck fir
Heterorhabditis megidis von 14 bar wurde nicht erreicht.

Das untersuchte, modifizierte Simplex 5100 Spritzsystem ist fir die Ausbringung von
S. feltiae geeignet.

3.4.3 Witterung

Die Witterungsbedingungen bei den Applikationen 2015 entsprach an beiden
Standorten kaum den bekannten Anforderungen an eine hohe Mobilitat der S. feltiae
als Grundlage fur mdglichst zahlreiche Infektionen der EPS-Raupen. Die Rahmen-
bedingungen fur Applikationen 2016 werden hingegen als glnstig beurteilt. Die
Bedeutung der Witterung wurde insbesondere durch unterschiedliche Verdunstung
der Suspension deutlich (3.4.2.2).

2015 lag zum Zeitpunkt der Befliegung in Vehlgast die relative Luftfeuchte bei ca. 50%
und stieg bis Mitternacht auf Uber 90% an, wahrend die Temperatur von
durchschnittlich 12,5 °C wahrend der Befliegung teilweise (je nach Mikroklima) bis auf
den Gefrierpunkt absank (Abb. 47).

Am Standort Wirl (2015) fand die Applikation bei ca. 14°C und weniger als 40%
Luftfeuchte statt. Um Mitternacht nach der Applikation stieg die relative Luftfeuchtigkeit
auf ca. 70% an. Ein starker Temperatursturz wie tags zuvor in Vehlgast blieb hier aus
und die Temperatur sank bis auf ca. 8° C (Abb. 48).

15 psi= pound-force per square inch [Ib/in?]; 300 psi = 2068 kPa = 20,7 bar
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Abb. 47: Temperatur- (rot) und Luftfeuchtigkeitsverlauf (blau) vor, wéahrend (18:30 Uhr, graue
senkrechte Linie) und nach Applikationen 2015 in Vehlgast. Die einzelnen Kurvenverldufe zeigen
Aufzeichnungen verschiedener Voltcraft Datenlogger und einer Davis Wetterstation.
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Abb. 48: Temperatur- (rot) und Luftfeuchtigkeitsverlauf (blau) vor, wéhrend (18:10 Uhr, graue
senkrechte Linie) und nach Applikationen 2015 in Wirl. Die einzelnen Kurvenverldufe zeigen
Aufzeichnungen verschiedener Voltcraft Datenlogger und einer Davis Wetterstation.

2016 waren die Temperaturen wahrend der Applikationen mit 12° bis 18°C in einem
Bereich, der fir das Uberleben und die Mobilitdt von S. feltiae als sehr glnstig
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einzustufen ist (Abb. 48). Am ersten Behandlungstag (24. Mai) sank die relative
Luftfeuchte nie unter 80%, tags drauf fiel sie bis mittags auf 70%, um dann wieder
anzusteigen.
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Abb. 49: Temperatur- (rot) und Luftfeuchtigkeitsverlauf (blau) vor, wéhrend (graue senkrechte Linie) und
nach Applikationen 2016 in Vehlgast. Die einzelnen Kurvenverldufe zeigen verschiedene Voltcraft
Datenlogger und zwei Davis Wetterstationen.

3.5 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Methode zur Applikation von S. feltiae mit dem Hubschrauber gegen Raupen des
EPS konnte nicht bis zur Praxisreife entwickelt werden, obwohl die Wirksamkeit von
S. feltiae auf EPS Raupen im Labor und im Semi-Freiland nachgewiesen wurde und
die hier vorgestellte Geratekonfiguration fur die Ausbringung virulenter S.f.-Nematoden
geeignet ist. Es besteht Bedarf fiur weitere Forschung (vgl. Kapitel 5), deren
Erfolgsaussichten auf Grund der vorgelegten Ergebnisse positiv eingestuft werden.
Erarbeitete Methoden zur Uberpriifung der Wirksamkeit im Freiland sowie zur
Uberpriifung der Ausbringungsqualitat sind adaquat und koénnen bei folgenden
Freilanduntersuchungen eingesetzt werden.
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4. Zusammenfassung

Die Wirksamkeit von S. feltiae gegen verschiedene Stadien von EPS-Raupen konnte
zunachst im Labor an Raupen des L1-Stadiums und im Semi-Freiland an L4/L5-
Raupen nachgewiesen werden. L1-Raupen zeigten im Labor am 4. Tag nach
Applikation von S. feltiae eine Mortalitat von 40-100%. Je héher die Konzentration von
S. feltiae in der Spritzsuspension und je langer EPS der Suspension ausgesetzt waren,
desto hoher stieg die Mortalitat der Raupen.

Darlber hinaus beeinflussten die Zusammensetzung der Suspension und die
Konzentrationen beigemischter Formulierungszusatzstoffe die Mortalitat der EPS im
Labor. Als verdickende Komponente der Formulierung wurde Xanthan eingesetzt, als
Netzmittel wurden BREAK-THRU® S240 oder NU-FILM®-P variiert.

Je hoher die Konzentration von NU-FILM®-P in der Spritzsuspension war, desto hdher
lag die Mortalitdt der EPS bei gleicher S. feltiae-Konzentration. Behandlungen mit
einer vergleichbaren NU-FILM®-P Konzentrationsreihe ohne S. feltiae zeigten keine
Dosis-Wirkungsbeziehung.

Behandlungsvarianten mit BREAK-THRU® S240 lieferten stark gestreute Ergebnisse
zur Raupenmortalitat. Das galt fir Behandlungsvarianten mit S. feltiae in der
Spritzsuspension und besonders flr Behandlungsvarianten ohne S. feltiae.

Die von der Firma e-nema gelieferte Surfactant-Polymer-Formulation (SPF) wurde
zum Vergleich mit den anderen Formulierungen ebenfalls im Versuch eingesetzt.
Behandlungen mit SPF ohne weitere Zusatze lieferten bei geringer Streuung der
Ergebnisse eine geringe Mortalitat bei EPS.

Die Ergebnisse der Laborversuche legen nahe, dass Xanthan und NU-FILM®-P eine
katalytische Wirkung auf die Infektiositat von S. feltiae an EPS-Raupen hatten.
BREAK-THRU® S240 hatte moglicherweise selbst eine letale Wirkung auf EPS.

Applikationen im Freiland erfolgten vom 28.-29.04.2015 gegen L1- bis L2-Stadien des
EPS in Eichenbestanden bei Vehlgast und Wirl sowie am 24. und 25.05.2016 gegen
L3- und L4-Stadien in Vehlgast. Ausgebracht wurde die Spritzsuspension mit einem
Simplex 5100 Spritzsystem an einer Ecureuil AS 350 B2. Das Spritzgesténge wurde
ohne extensions montiert und die 68 DUsenplatze mit StreamJet SJ7 Dusen bestuckt,
die sich in Vorversuchen als geeignet erwiesen.

Aufbauend auf dem jeweiligen Wissensstand wurden von 2015 zu 2016 das
Zielstadium der EPS Raupen (zunachst L1/L2, dann L3/L4), der Tageszeitpunkt der
Applikation (2015: spat abends, 2016: frih morgens) sowie die Konzentration von
S.feltiae in der Spritzsuspension (2015: 1 Mio. S.f./I + SPF, 2016: 8 Mio. S.f./| +SPF)
geandert.

Die Witterungsbedingungen bei den Applikationen 2015 hatten an beiden Standorten
wahrscheinlich Relevanz fir die Mobilitat der S. feltiae (zu kalt) und fir die
Verdunstung der Spritzflussigkeit (zu trocken). Fur die Applikationen 2016 bestanden
bei Ausbringung am frihen Morgen in einer warmeren Jahresperiode (3. Maidekade)
Bedingungen, die fur eine Ausbringung von Nematoden sehr guinstig waren.
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Im Freiland konnte eine hinreichende Wirksamkeit von S. feltiae auf EPS-Raupen in
vier unabhangigen Applikationen nicht gezeigt werden. Die maximal beobachtete
Mortalitat am dritten Tag nach der Behandlung lag im Median bei 5% der Raupen (nach
flachiger Applikation von 282 | Spritzflissigkeit je Hektar mit 1 Mio. S. feltiae je Liter
am Standort Wirl, 2015). Die Nesterdichte und die Eigelegedichte waren an dem
Standort nach der Applikation in allen Behandlungsvarianten gering.

Am Standort Vehlgast lag die Mortalitat am dritten Tag nach der Applikation fur beide
Behandlungsvarianten im Median unter 4%. Die Anzahl der Nester und auch die
Eigeledichten stiegen nach der Applikation 2015 in beiden Behandlungsvarianten an.

Trotz der insgesamt nicht zufriedenstellenden Wirkung im Freiland war die Qualitat der
hubschraubergestitzten Ausbringung gut. Die Passage durch das Spritzsystem
(Mischtank, Spritztank, Gestange und Duse) fugte den S. feltiae keine Schaden zu und
verringerte nicht die Konzentration der S. feltiae in der Spritzsuspension.

Bei der Applikation im Freiland 2016 wurde die Konzentration von S. feltiae in der
Spritzbrihe gegenuber 2015 verachtfacht. In allen Fallen war die applizierte Menge S.
feltiae pro Flacheneinheit in der Einzelbaumbehandlung grofder als in der flachigen
Behandlungsvariante.

Der Anteil der durch Applikation benetzten Flache war bei Einzelbaumbehandlung
hdher (bis 100%) als bei flachiger Applikation (bis 70%).

Die Interzeption der Spritzsuspension war bei den flachigen Applikationen héher als
bei den Einzelbaumbehandlungen.

Tests zur Virulenz der applizierten S. feltiae an Galleria mellonella (Wachsmotten) und
EPS, die wahrend der Applikation in Schalen ausgestellt wurden, bestatigten durch
Mortalitat beider Zielorganismen bei 60% - 100% in behandelten Varianten und nur
geringer Mortalitat in der unbehandelten Kontrolle (bis 10%) die grundsatzliche
Wirksamkeit der ausgebrachten Spritzflussigkeit.

Insgesamt konnte mit verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass der
Aufenthalt im Mischtank wie auch die Passage der Simplex 5100 Spritzanlage
einschlieBlich der Disenpassage die Virulenz von S. feltiae im Spritzmittel nicht
beeintrachtigte.

5. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen mit Hinweisen auf weiterfihrende Fragestellungen

Ziel des Vorhabens war die Entwicklung einer praxistauglichen Methodik zur
Applikation von Steinernema feltiae per Luftfahrzeug im Kronenraum von Eichen, um
dort Raupen des Eichenprozessionsspinners (EPS) wirksam zu reduzieren. Die
Projektlaufzeit betrug 3 Jahre (01.04.2014 — 31.03.2017).

In Versuchen konnte bewiesen werden, dass S. feltiae erfolgreich Raupen des EPS
infizieren und abtéten kann. Der Wirkungsgrad von Behandlungen mit S. feltiae war
abhangig von der Konzentration der Nematoden, der Dauer der Exposition und der
Formulierung durch Zusatzstoffe.
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Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der Mischtank als auch die Simplex 5100
Spritzanlage einschlieldlich aller verbauten Kreiselpumpen die Virulenz von S. feltiae
in der Spritzbrihe nicht negativ beeinflussen.

In Freilandprifungen wurde gezeigt, dass mit Luftfahrzeug und Simplex-Spritzanlage
applizierte Nematoden ihre Virulenz nicht verlieren. Es konnte jedoch keine
ausreichende Wirkung der S. feltiae gegen EPS in Eichenkronen gezeigt werden.

Die Auswahl der SJ7-DUse erfolgte unter dem Gesichtspunkt, dass die entstehenden
Tropfen sehr groRe Durchmesser aufweisen und damit in der Lage sind Nematoden
aufzunehmen. GroRe Tropfen liefern die fiir das Uberleben der Nematoden
notwendige Feuchtigkeit Uber eine langere Zeit. Ein Nachteil groRer Tropfen ist ihre
hohere Masse, die beim freien Fall der Suspension und Aufprall auf Raupen oder Teile
der Baumkrone als kinetische Energie wirkt. Je hoher das Tropfengewicht, desto hdher
ist die Wahrscheinlichkeit, dass Suspension und die darin enthaltenen S. feltiae nicht
am Ziel anhaften und Nematoden nicht zur Wirkung kommen kdnnen. Es ist zu klaren,
ob Dusentypen mit geringerem Durchlass eingesetzt werden kdnnen (vgl. Brusselman
et al. 2012), um den Wirkungsgrad von Behandlungen zu verbessern.

Da das Verhalten ausgebrachter Suspensionstropfen nicht nur abhangig von der
Tropfengrofe ist, sondern auch von ihrer chemischen Zusammensetzung, werden in
der Modifizierung der Formulierung der Suspension grof3e Erfolgsaussichten gesehen.
Der von der Firma e-nema zur Verfligung gestellte Formulierungszusatzstoff (SPF)
beruht auf einem ausgewogenen Verhaltnis von Netz- und Verdickungsmitteln, die
insbesondere Anspruche des Nematoden und seiner Wirksamkeit bei Ausbringungen
mit Bodengeraten erflllen, aber nicht flir die Ausbringung mit Luftfahrzeugen
entwickelt wurden. Die bisherigen Freilandprifungen lieferten keinen Aufschluss Uber
die Eignung des Formulierungszusatzstoffes fir die besonderen Anforderungen der
Applikation mit einem Luftfahrzeug. Es sollte daher im Rahmen von Folgeforschungen
gepruft werden, ob mit einer angepassten Formulierung die Wirkung der virulent
applizierbaren Nematoden gegen EPS im Kronenraum von Eichen verbessert werden
kann.
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Legende

Kronenflachen der Probebdume

I Einzelbaumbehandlung

[ flachige Behandlungsvariante
S I Kontroll-Baume

[=—! FFH Gebiet

Walgebiete gehdren zum LZW Revier Havelberg (Abt.
1610).
Baumnummer 39 und 43 mit je zwei Dataloggern.

Karte erstellt von K. Lindner am 24.03.2016

mit QGIS 2.8.2

Hintergrund: Satelitenbilder von Google Maps und
Orthophotos der NW-FVA.

Anhang 1: Probebdume am Standort Vehlgast. Ortschaft im Kartenausschnitt oben (Norden) ist 39539 Damerow.
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Legende

Lage der Probebdume

Einzelbaumbehandlung
flachige Behandlungsvariante
@ Kontroll-Badume

Waldgebiete gehdren zur von
Bernstorff'schen Forstverwaltung.
Baumnummer 04 und 16 mit je zwei
Datenloggern.

Karte erstellt von K. Lindner am 06.03.2017
mit QGIS 2.18.1

Hintergrund: Satelitenbild von Google
Maps.

Anhang 2: Probebdume am Standort Wirl. Ortschaft im Kartenausschnitt links (Westen) ist 29491 Siedlung Prezelle.
Ort im Kartenausschnitt unten (Siiden) ist Wirl bei Prezelle.
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