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Kurzfassung

Zielsetzung des Projektes ,Demoapfel” war die Bewertung von Vorkommen, Diversitdt und
Okosystemleistungen  natiirlich  vorhandener  Gegenspieler (Parasitoide, Mikrosporidien,
entomopathogene Pilze) von Hauptschadlingen wie dem Apfelwickler Cydia pomonella L. im
integrierten und 6kologischen Obstbau. Dazu wurden in den Jahren 2015 bis 2018 umfangreiche
Freilanderhebungen dieser Antagonisten in insgesamt 26 Obstanlagen in drei Hauptanbauregionen
Deutschlands (Altes Land, Bodenseeregion, Kraichgau) durchgefiihrt. In zwei eng miteinander
verkniipften Aktionsbereichen (Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge und Teilprojekt B:
Antagonistische Mikroorganismen) wurden neben dem regionalen Vorkommen das saisonale
Auftreten und Okologische Interaktionen dieser Organismen untersucht. In begleitenden
Laboruntersuchungen erfolgte die taxonomische Einordung von mehreren 1000 Arthropoda, die
molekulare Bestimmung zahlreicher Pilzisolate und Prifung ihrer Effektivitdit gegeniber
Zielschadlingen sowie die Diagnose von Krankheitserregern des Apfelwicklers und ihrer Befallsraten in
verschiedenen Populationen. Potenzielle Nebenwirkungen unverzichtbarer Pflanzenschutzmittel im
Kernobstanbau auf die Leistung ausgewahlter Antagonisten wurden ebenfalls Gberprift.

Im Teilprojekt 'Niitzlinge' wurde die Parasitoiden-Fauna in Obstanlagen mittels Klopf- und
Kescherproben vor Ort und durch Aufsammlung und Durchzucht von Wirtsstadien erfasst. Extensive
Streu- und Mostobstflachen wiesen in den Erhebungen héhere Abundanzen von Arthropoden in der
Baumschicht im Vergleich zu intensiven IP- und Bio-Erwerbsobstanlagen auf. Besonders
pflanzensaugende Taxa wie Blattlause und Zikaden, die eine notwendige Nahrungsquelle fir viele
Nitzlinge darstellen, traten hier zahlreich auf. Parasitoide und Spinnen waren in den Klopfproben von
Flachen der strukturreichen bzw. obstbaudominierten Regionen ,Bodensee” und , Altes Land“ haufiger
als in der von Ackerland gepragten Region im Kraichgau. Dies galt auch fiir die Parasitoiden-Fauna in
der Krautschicht, die mit Kescherproben erfasst wurde. Die Ergebnisse legen nahe, dass sich
unabhangig von der Bewirtschaftungsform Populationen dieser Gegenspieler in den Anlagen halten
kénnen und Effekte auf Bestandesdichte einer typischen ,Obst-Fauna“ vor allem von Faktoren wie der
Landschaftsstruktur und -umgebung oder die Verfligbarkeit von Nahrungs- und Riickzugsressourcen
zu erwarten sind. Allerdings wiesen die Gemeinschaften der auf Familienniveau bestimmten Taxa in
Bio-Tafelobstanlagen eine signifikante héhere Diversitat auf als in integriert bewirtschafteten. Dies
kann auf eine hohere Vielfalt von herbivoren Primarkonsumenten im Vergleich zu IP-Flachen
zuriickgefiihrt werden, da die im Bioanbau bevorzugt eingesetzten hochselektiven und wenig
persistenten Pflanzenschutzmittel ihre Populationen nur gering und kurzfristig beeintrachtigen
Wichtige Parasitoide des Apfelwicklers kamen regelmaRig in allen drei Regionen vor. Die
Ichneumonide Trichomma enecator trat auch in integrierten Tafelobstanlagen mit sehr geringer
Wirtsdichte auf. Die Brackwespe Ascogaster quadridentata dominierte in extensiven Anlagen ohne
chemische oder biologische Apfelwickler-Bekampfung. Die Parasitierungsraten lagen im Durchschnitt
bei 10 % und waren in Bio-Tafelobstanlagen am stabilsten. In Extensivflichen sind zwar mehr
Parasitoide vorhanden, die sich aber bei rasch zunehmenden Wirtsdichten dort nicht schnell genug
vermehren kdnnen. Die Brackwespe A. quadridentata wurde im Adultstadium nur fiir wenige Stunden
kurzzeitig und bei direkter Exposition im Laborversuch durch Kontakt mit den Pflanzenschutzmitteln
(PSM) Spruzit®Neu, Coragen® und Stulln® beeintrachtigt. Bei Kontakt mit im Freiland gealterten PSM-
Spritzbeldgen auf Plastikmaterial wurde die Uberlebensrate adulter Brackwespen nicht reduziert.
Dagegen war ihre Fahigkeit zur Wirtslokalisation nach einer Behandlung der Wirtseier mit
NeemAzal®T/S vollstandig blockiert. Inundativ eingesetzte Nitzlinge wie Trichogramma-Eiparasitoide
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und entomopathogene Nematoden beeintrachtigen A. quadridentata als Endoparasitoid im Wirt, da
bereits parasitierte oder erkrankte Wirtsindividuen sich nicht mehr fir die Vermehrung des
Parasitoiden eignen. Die wichtigen Apfelwicklerparasitoide A. quadridentata, Pristomerus vulnerator
und T. enecator traten gut synchronisiert mit ihrem Wirt auf. A. quadridentata und auch P. vulnerator
parasitieren Wirtseier und frisch geschliipfte Junglarven; ihre Populationen werden vor allem dadurch
beeintrachtigt, dass ihre Wirtsstadien durch effiziente, flr eine Apfelwicklerbekampfung optimierte
(auch biologische) PSM abgetdtet werden. T. enecator parasitiert etwas altere Stadien und kann sich
in Uberlebenden Wirten vermehren. Vorhandene Parasitoide lassen sich durch Verbesserungen der
Habitatbedingungen wie Blihpflanzen sehr gut unterstiitzen, da diese Ressourcen zur
Lebensverlangerung und hoherer Parasitierungsleistung fiihren. Der Einsatz eines ,,Augmentoriums”
(d.h. Durchzucht parasitierter Wirtsstadien vor Ort im Freiland mit anschlieRend gezielter Freilassung
der Parasitoide, aber nicht der Schadlinge) ist vielleicht in Streu- oder Mostobstwiesen eine
interessante Methode zur Anreicherung von Niitzlingspopulationen bei gleichzeitiger Reduktion der
Apfelwickler. Diese Moglichkeit sollte noch weiter erforscht werden, ebenso wie die Frage, ob eine
raumliche Vernetzung von Intensivobstanlagen mit weniger intensiv bewirtschafteten
Produktionsformen wie Mostobst- und Streuobstanlagen eine Forderung der Insektenwelt in der
Kulturlandschaft allgemein und damit auch von spezifischen Gegenspielern der Schadlinge mit sich
bringen kann. Allerdings muss auch untersucht werden, ob dadurch nicht ungewollt auch ein
vermehrtes Aufkommen besonders kritischer Schadlinge wie dem Apfelwickler gefordert wird.

Ziel des Teilprojektes 'Antagonistische Mikroorganismen' war es, die Okosystemleistung
insektenpathogener Mikroorganismen und im Speziellen insektenpathogener Pilze anhand ihres
Vorkommens, ihrer Wirksamkeit und ihrer Persistenz besser bewerten zu kbnnen. Von besonderem
Interesse sind hier der Vergleich der integrierten und biologischen Wirtschaftsweise und der Einfluss
von Pflanzenschutzverfahren auf das Vorkommen von Insektenpathogenen im Apfelanbau. Zu
Projektbeginn wurden Boden- als auch Pflanzenproben aus den unterschiedlichen Anbauregionen zu
verschiedenen Jahreszeiten und auf Flachen mit unterschiedlicher Bewirtschaftungsform genommen.
Es zeigte sich, dass mit den verwendeten Isolierungsverfahren von Pflanzenproben keine
nennenswerte Anzahl insektenpathogener Pilze isoliert werden konnte. Aus Bodenproben konnten
dagegen Uberraschend viele Pilze mit insektenpathogener Wirkung isoliert werden, so dass sich auf
diese Probennahme konzentriert wurde. Aufgrund der hohen Anzahl an isolierten Pilzen wurden die
Untersuchungen auf das Vorkommen der drei wichtigsten insektenpathogenen Gattungen Beauveria,
Isaria und Metarhizium beschrinkt. Uber 1.000 Pilzisolate konnten in die institutseigene Sammlung
insektenpathogener Pilze liberfiihrt werden. Diese Pilze stehen fiir weitere Forschungsarbeiten zur
Verfligung.

Diese systematische Erfassung insektenpathogener Pilze aus Bodenproben lber einen langeren
Zeitraum ist einzigartig und lasst einige wichtige Schlussfolgerungen zu:

In den untersuchten Apfelanlagen unterschieden sich das Vorkommen und das Artenspektrum
insektenpathogener Pilze nicht zwischen den Jahreszeiten und den Jahren. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass sich Jahreszeiten nicht wesentlich auf das Vorkommen der Pilze auswirken. Mit dem
hier verwendeten Isolationsverfahren wurde das qualitative Vorkommen insektenpathogener Pilze
erfasst und es kann somit keine quantitative Aussage (iber das Pilzvorkommen gemacht werden.

Das Vorkommen insektenpathogener Pilze wies deutliche regionale Unterschiede beziglich des
Gattungs- und Artenspektrums auf. Pilze unterscheiden sich insbesondere hinsichtlich ihres
Temperaturspektrums auf Gattungs- bis hin auf Stammebene. Es ist zu vermuten, dass sich bei einer
langfristigen Veranderung der Bodentemperatur das Artenspektrum im Boden dndern wird.
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Die gewonnenen Ergebnisse legen nahe, dass Bewirtschaftungsformen das Vorkommen
insektenpathogener Pilze beeinflussen. Wurden alle Daten gemeinsam verrechnet, so war die
Biodiversitat insektenpathogener Pilze in den untersuchten Béden bei den biologisch bewirtschafteten
Flichen am hochsten, gefolgt von Streu/Most-Flichen und am geringsten bei den IP-
Erwerbsobstflachen. In einem weiteren Versuch, bei dem IP- und BIO- Betriebe einer Region in einem
Jahr verglichen wurden, konnten dagegen keine statistisch signifikanten Unterschiede der
Pilzvorkommen in Bezug auf die Wirtschaftsweise nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu den Gattungen Beauveria und Metarhizium beschrankte sich das Vorkommen der
Gattung Isaria auf die Baumreihen. In der Fahrgasse mit einhergehender Bodenverdichtung konnte
dieser Pilz nicht nachgewiesen werden. Wurde der Einfluss chemischer Pflanzenschutzmittel auf die
Hemmung des Mycelwachstums ausgewahlter Pilzstamme in Laborversuchen untersucht, hemmten
diese die Pilze unterschiedlich. Auch konnten Unterschiede zwischen den Pilzstammen festgestellt
werden. Des Weiteren zeigte ein getestetes Herbizid starken Einfluss auf das Mycelwachstum der
ausgewadhlten Pilzstamme. Wurden insektenpathogene Pilze gegen Larven des Apfelwicklers Cydia
pomonella getestet, konnten Virulenzunterschiede auf Gattungs- und Artebene beobachtet werden.
Wurde in Laborversuchen die Wirksamkeit ausgewahlter Pilzstdmme gegen weitere Schad- und
Nichtzielorganismen getestet, so konnte bei diesen Pilzen nur eine geringe Insektenpathogenitat
beobachtet werden.

Die Mikrosporidie Nosema carpocapsae trat beim Apfelwickler in allen drei Untersuchungsgebieten
und —jahren auf, im ,Alten Land” jedoch nur selten. Im , Kraichgau” und der Region ,Bodensee”
wurden die mit diesem Pathogen infizierten Apfelwicklerindividuen etwa gleich haufig diagnostiziert
(ca. 9 % bzw. ca. 10 %). Auffallend war dabei das erhohte Vorkommen in Streuobstgebieten mit ca. 12
%. Dies galt auch fir die Anzahl der an entomopathogenen Pilzen wie Beauveria spp. und Isaria spp.
eingegangenen C. pomonella. Aus den diagnostischen Untersuchungen zu schlieBen, wurden
parasitische Hymenopteren nach unseren Befunden in allen Untersuchungsgebieten und
verschiedenen Bewirtschaftungsflaichen nicht durch die natilirlich vorkommenden mikrobiellen
Antagonisten beeintrachtigt. Aus allen untersuchten Individuen war nur eine Infektion mit einem
Mikrosporidium nachweisbar. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Mikroorganismen standig zur
Reduktion von Apfelwickler-Schadlingspopulationen beitragen.
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Summary

The objective of the project “Demoapfel” was to assess occurrence, diversity and ecosystem services
of naturally existing specific antagonists (parasitoids, microsporidia, entomopathogenic fungi) in
integrated as well as organically managed fruit growing farms. For this purpose, extensive field surveys
of these antagonists were conducted between 2015 and 2018 in a total of 26 orchards in three main
growing regions in Germany (Altes Land, Lake Constance region, Kraichgau). The research project
focused on antagonists of major pests such as the codling moth Cydia pomonella L.. The phenology
and ecological interactions of these organisms were investigated in addition to regional incidence.
Research activities were assigned to Subproject A: “Beneficial arthropods” and Subproject B:
“Antagonistic microorganisms”. Laboratory studies were carried out for the taxonomic classification of
several 1000 arthropods, the molecular determination of numerous fungal isolates and testing of their
effectiveness against target pests as well as the diagnosis of codling moth pathogens and their
infestation rates in different populations. Potential side effects of essential plant protection products
in pome fruit cultivation on the performance of selected antagonists were also investigated.

The parasitoid fauna was documented in orchards with different management systems in several
regions of Germany over four years in the sub-project 'Beneficial arthropods'. Important parasitoids of
codling moth (Cydia pomonella L.) with widespread and regular occurrence were identified. Extensively
managed cider orchards and orchard meadows hosted higher abundances of arthropods in our surveys
compared to intensively managed integrated or organic commercial orchards. Especially plant-sucking
taxa such as aphids, leaf- and planthoppers, which are a necessary food source for many beneficial
organisms, were found in larger numbers. Parasitoids and spiders in tree canopy samples were more
frequent in structurally rich or orchard dominated landscapes of the fruit growing regions "Lake
Constance" and "Altes Land" than in the arable land dominated region “Kraichgau”. This also applied
to the parasitoid fauna in the herb layer, which was recorded by sweeping net samples. The results
suggest that populations of these antagonists can persist in all systems, regardless of the type of
management, and that effects on population density of a typical "orchard fauna" can be expected
mainly from factors such as landscape structure or the availability of food and retreat resources.
However, the parasitoid communities of taxa determined at family level showed a significantly higher
diversity in organic fruit orchards than in those managed in an integrated way. This can probably be
attributed to a higher diversity of herbivorous primary consumers in organic compared to IP-orchards,
as their populations are only slightly and temporarily affected by the highly selective and low persistent
plant protection products preferred in organic farming. Important parasitoids of codling moth were
regularly found in all three regions. The ichneumonid Trichomma enecator also occurred in integrated
orchards with extremely low host density. The braconid wasp Ascogaster quadridentata dominated in
orchards without chemical or biological control of codling moths. Parasitism rates account to 10% on
average and were most constant in organic farms. Although more parasitoids are present in cider
orchards or orchard meadows, they cannot multiply fast enough to limit rapidly increasing host
densities. Adult A. quadridentata were only briefly affected by contact with the pesticides Spruzit®Neu,
Coragen® and Stulln® during direct exposure in laboratory tests. The survival rate of adult braconids
was not reduced when exposed to field-aged sprayed pesticide coatings on plastic material compared
to the control treatment. On the other hand, their ability to localize the host was blocked after
treatment of the host eggs with NeemAzal®T/S. Biocontrol agents used inundatively, such as
Trichogramma egg parasitoids and entomopathogenic nematodes, impair A. quadridentata as an
endoparasitoid in the host, since host individuals already parasitized or infected are no longer suitable
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for reproduction of the parasitoid. The important codling moth parasitoids A. quadridentata,
Pristomerus vulnerator and T. enecator appeared well synchronized with their host. A. quadridentata
and P. vulnerator parasitize host eggs and newly hatched juvenile larvae; their populations are mainly
affected by the fact that their host stages are killed by efficient (also biological) plant protection
products optimised for codling moth control. T. enecator parasitizes slightly older stages and can
reproduce in surviving hosts. Existing parasitoids could be well supported by improvements in habitat
conditions such as establishment of flowering plants, as these resources lead to longer survival and
higher parasitic performance. The use of an "augmentorium" (i.e. breeding of parasitic host stages on
site in the field with subsequent targeted release of the parasitoids but not of the pests) may be an
interesting strategy in cider orchards or orchard meadows to enrich natural enemies while reducing
codling moth populations. This possibility should be further explored, as well as the question whether
a spatial network of intensive fruit orchards with less intensively managed production forms such as
cider orchards and orchard meadows can bring about a promotion insect populations in general and
thus also of specific pest antagonists without enhancement of critical pests such as codling moth.

The aim of the subproject 'Antagonistic Microorganisms' was to better evaluate the ecosystem services
of insect pathogens such as entomopathogenic fungi and microsporidia based on their occurrence,
effectiveness and persistence. Of interest here is the comparison of integrated and organic farming
and the influence of plant protection methods on the occurrence of insect pathogens in apple
cultivation.

With the selected isolation method, it was impossible to isolate high quantities of entomopathogenic
fungi from plant tissues. However, the isolation from soil was surprisingly successful so that we focused
on analysing soil samples. Based on the high numbers of isolated entomopathogenic fungi, we
concentrated on the isolation of the most important entomopathogenic genera Beauveria, Isaria and
Metarhizium. In total, more than 1.000 single spore strains were characterized and integrated into the
strain collection of the Institute for Biological Control. These strains are an important part of the strain
collection and are available for further public research activities.

The systematic collection of entomopathogenic fungi from soil samples over a longer period is unique.
This systematic approach leads to the following conclusions:

Our results indicate that between the years and the seasons no clear differences in the natural species
composition exist. Our method used is more a qualitative than quantitative isolation method. To
answer the question whether the concentration of specific fungi are varying over the seasons and
years, more specific investigations on strain level are needed. This information is important based on
the dose response relation of entomopathogenic fungi and for a final description of the ecosystem
service of specific fungal strains.

The occurrence of entomopathogenic fungi on genus and species level is highly influenced by the
region. Further laboratory experiments underlined that fungi have different temperature optima.
Therefore, further long-term studies should follow to investigate the influence of climatic changes on
the species composition on selected plots.

Our results of the three-year study indicated that the management system might influence the
occurrence of entomopathogenic fungi. When all the regional and time dependent data were analysed
together, the biodiversity index was highest on organic orchards, followed by extensively managed
cider orchards and intensively managed integrated orchards. However, within an additional survey on
organic and integrated managed orchards within one region and one year, no statistical differences
were observed.
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Further analyses of the fungal distribution in selected plots suggest that the distribution of fungi may
differ between the species and may be influenced by agricultural practise. In contrast to the genera
Beauveria and Metarhizium the study indicates that the occurrence of the genus Isaria was limited to
the tree row and was not found in the tramline. In laboratory experiments, the negative impact of
chemical pesticides on entomopathogenic fungi was proven. However, the influence depended on the
used active ingredient and the tested entomopathogenic fungus. One tested herbicide was strongly
influencing the growth of the tested fungi.

When selected fungal strains were tested against additional pest- and non-target insects, only limited
or rather no pathogenicity was achieved. Further investigations on the importance of
entomopathogenic fungi in agro-ecosystems must be carried out for better analysing the ecosystem
service of these fungi.

The Microsporidium Nosema carpocapsae occurred in all three study areas and years, but only rarely
in “Altes Land”. In “Kraichgau” and “Lake Constance”, the codling moth individuals infected with this
pathogen were diagnosed with approximately the same frequency (ca. 9 % and 10 %, respectively).
The strong occurrence in orchard meadows was striking with about 12 %. This also applies to the
number of killed C. pomonella by entomopathogenic fungi such as Beauveria spp. and Isaria spp.
Inferring from the diagnostic tests, parasitic hymenoptera in all study areas and cultivation
managements were not affected by the naturally occurring microbial antagonists. Only one infection
with a microsporidium was detectable from all examined individuals. These results suggest that
microorganisms are constantly contributing to the reduction of codling moth pest populations.
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I Einflihrung

I.1 Gegenstand des Vorhabens

Der Apfelanbau ist europaweit gesehen eine landschaftsdominierende Dauerkultur, deren
Bewirtschaftung und dabei insbesondere der Einsatz von PflanzenschutzmalBnahmen mogliche Effekte
auf den Naturhaushalt in der Obstanlage selbst und auch in der umgebenden Landschaft haben kann.
Dabei stellt vor allem die funktionelle Biodiversitat wichtige Okosystemleistungen wie Bestdubung und
Schadlingsregulierung fiir eine nachhaltige und umweltfreundliche Erzeugung von Obst zur Verfligung.

III

Zielsetzung des Forschungsvorhabens , Demoapfel“ war die Bewertung natiirlich vorkommender
Gegenspieler im Kernobstanbau hinsichtlich ihrer schadlingsregulierenden Funktion und, darauf
aufbauend, die Entwicklung von Strategien fiir ihre sinnvolle und nachhaltige Erhaltung, Férderung und
Nutzung. Im Fokus stand dabei der Gegenspielerkomplex des Apfelwicklers, Cydia pomonella L., als

Hauptschadling in den verschiedenen Apfelanbauregionen Deutschlands.

I.2 Ziele und Aufgabenstellung des Projektes

Die Gegenspieler des Apfelwicklers rekrutieren sich aus Wirbeltieren (Vogel, Insektenfresser),
Invertebraten (Pradatoren, Schlupfwespen, Nematoden), Mikroorganismen und Viren. Spezifische
Antagonisten finden sich hauptsachlich bei den Parasitoiden und entomopathogenen Viren, Bakterien
und Pilzen. Auch wenn die auftretenden Organismen grundsatzlich bekannt sind, ist das Wissen tber
ihr tatsachliches Vorkommen in den verschiedenen Anbauregionen Deutschlands, die Beeinflussung
ihrer Haufigkeit durch verschiedene Bewirtschaftungsformen sowie tiber ihre tatsachliche Leistung bei
der Schadlingsregulierung unzureichend. Das durchgefiihrte Projekt sollte diese Wissensliicke
schlieBen und durch eine mehrjahrige Erhebung des Antagonistenspektrums in unterschiedlich
bewirtschafteten Betrieben (integriert, 6kologisch, extensiv) in verschiedenen Anbauregionen die
erforderliche Datenlage dazu schaffen. Hierbei war eine enge Verkniipfung mit dem aus Mitteln des
BMEL geférderten BLE-Projektes ,,Demonstrationsbetriebe integrierter Pflanzenschutz” (,,Demo-IPS*,
BLE-Forderkennzeichen FKZ 2810MDO001) zielfiihrend. AuRerdem war es erforderlich, neben dem
regionalen Vorkommen auch saisonales Auftreten und dkologische Interaktionen dieser Organismen
zu untersuchen. Potenzielle Nebenwirkungen unverzichtbarer Pflanzenschutzmittel im Kernobstanbau
sollten hinsichtlich einer Beeintrachtigung der Leistung dieser Gegenspieler bewertet werden. Aus der
Ausarbeitung und Bewertung dieser Grundlagen wurden Handlungsanweisungen fiir die obstbauliche
Praxis entwickelt. Des Weiteren lieferten die Ergebnisse Hinweise zur Forderung der biologischen
Vielfalt, der Boden- und Pflanzengesundheit im Kernobstanbau. Damit tragen die Projektergebnisse
zur Entwicklung stabiler Agrarokosysteme und naturvertraglicher Anbaukonzepte fir diese
Sonderkultur bei und folgen damit den Zielen der Nationalen Biodiversitatsstrategie der
Bundesrepublik Deutschland sowie des Nationalen Aktionsplanes zur nachhaltigen Anwendung von
Pflanzenschutzmitteln.
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1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge, Arbeitspakete (AP)

= AP Al. Vorkommen und Artenspektrum parasitoider Hymenoptera in Abhangigkeit von
Anbausystem und Standort

= AP A2. Phidnologie und Okosystemleistung der Parasitoidengemeinschaft des Apfelwicklers

= AP A3. Kompatibilitat mit Pflanzenschutzverfahren

Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen, Arbeitspakete (AP)

= AP B1. Vorkommen insektenpathogener Pilze (einschlieRlich Mikrosporidien) und anderer
Pathogene in Abhangigkeit von Anbausystem und Standort

= AP B2. Einfluss von Pflanzenschutzverfahren auf insektenpathogene Pilze

= AP B3. Wirksamkeit insektenpathogener Pilze

Die Freilanderhebungen zur Gewinnung von Versuchsmaterial wurden fir Teilprojekt A und Teilprojekt
B in gemeinsamer Arbeit durchgefiihrt. Dazu waren mehrere mehrtagige Versuchsfahrten pro Jahr in
die jeweiligen Obstanbauregionen notwendig. AnschlieRend erfolgte die Aufarbeitung im Labor und
ab 2017 erste ausfiihrliche Datenanalysen (Tab. 1).

Tab. 1: Zeitlicher Ablauf der Forschungsaktivitditen im Projektes Demoapfel. Beginn war im April 2015. Die
Freilanderhebungen wurden 2018 abgeschlossen und das Material noch bis Ende 2019 ausgewertet.

2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019

Flachenauswahl

Kommunikation Obstbauern, Demo-IPS
Freilanderhebungen

Laboranalysen

Datenanalysen

Publikationen

Prasentationen des Projektes

Der Forschungsplan sah fir jedes Teilprojekt bestimmte Zwischenergebnisse (Meilensteine), die das
weitere Vorgehen modifizierten, und Endergebnisse vor. Eine Ubersicht (iber die erreichten
Meilensteine und Endergebnisse geben die Tab. 2 und Tab. 3.

Die Methoden zur Erfassung und Charakterisierung der Organismen sowie die anschlieRenden
Analysen unterschieden sich sowohl im Freiland als auch im Labor sehr zwischen den beiden
Teilprojekten und werden deshalb nach einer Einflihrung tber die Erhebungsflachen, die von beiden
Teilprojekten gemeinsam beprobt wurden, im Detail in den jeweiligen Kapiteln vorgestellt.



Tab. 2: Liste der geplanten Meilensteine im Forschungsplan des Projektes Demoapfel.

Demoapfel — FKZ 2811NA017- Schlussbericht

Meilensteine Erreicht? | Wann

Teilprojekt A: Niitzlinge

M1 Aufbau Laborzucht von mindestens einer Parasitoidenart: erfolgt (Ascogaster ja Ende 2015
quadridentata)

M2 Liste der in IP-Betrieben bzw. Okobetrieben verwendeten PSM (Fungizide, | teilweise | Ende 2018
Insektizide)

M3 Erster Entwurf eines ,Parasitoidenkalenders nach Daten aus ja Mitte 2019
Freilanderhebungen und Labordaten zur Biologie der Parasitoide komplett

M4 Bewertung ausgewdhlter PSM hinsichtlich direkter Effekte auf 1 bis 2 ja Anfang 2018
Parasitoidenarten (friihes/spates Wirtsstadium) im Laborversuch (Januar 2017)

M5 Bewertung ausgewahlter PSM hinsichtlich Freiland-Effekte auf 1 bis 2 | teilweise | Anfang 2018
Parasitoidenarten (Oktober 2017)

M6 Laborzucht einer weiteren Parasitoidenart (spateres Wirtsstadium) (Lyotryphon ja 2016
caudatus)

M7 Bewertung Interaktion Trichogramma und systeminterne Parasitoide im ja 2016
Laborversuch

M8 Bewertung entomopath. Pilze - systeminterne Parasitoide hinsichtlich direkter | Teilprojekt B
Effekte im Laborversuch (Marz 2018)

M9 Bewertung Interaktion entomopathogene Nematoden und systeminterne ja 2016
Parasitoide im Laborversuch (Mai 2017)

M10 Bewertung Trichogramma/entomopathogene Nematoden/Pilze im Freiland- | teilweise | 2017
Modellversuch (Oktober 2017)

Teilprojekt B: Mikroorganismen

M1 Die Auswabhl der Betriebe ist erfolgt Ja Herbst 2015

M2 Publikation tGber Auswirkungen von Pflanzenschutzverfahren auf teilweise | 2016, 2017,
insektenpathogene Pilze ist erstellt 2018

M3 Publikation Gber Wirksamkeit insektenpathogener Pilze gegeniiber teilweise | 2016, 2017,
Apfelwicklern und auf ausgewahlte Niitzlinge ist erstellt 2018

M4 Zwischenberichte bzw. Endbericht Ja 2016, 2017,

2018, 2020

17



18

Tab. 3: Liste der geplanten Endergebnisse im Forschungsplan des Projektes Demoapfel.

Ergebnisse Erreicht? Wann
Nahrungsnetz um Apfelwickler im Vergleich in Oko- und IP-Betrieben teilweise 2019
Darstellung der Diversitat/Struktur der Parasitoidengemeinschaft des Apfelwicklers in ja 2019
unterschiedlichen Anbauregionen
Parasitoiden-Kalender (aktualisiert Gber vier Jahre) ja 2019
Bewertung der Okosystemleistungen der Schliisselarten der Apfelwickler-Parasitoide und ihrer ja 2019
Interaktionen
Handlungsschema flr nitzlingsschonenden Einsatz von PSM teilweise 2019
Ergebnisdarstellung bei den Feldtagen der Demonstrationsbetriebe. Ersatzweise bei den teilweise 2017
Okofeldtagen vorgestellt.
Projektendbericht ja 2020
Publikationen zu den einzelnen Fragestellungen teilweise 2018-
20xx
Erstellung eines Merkblattes als Handlungshilfe fur die Praxis. ja 2020
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[l Wissenschaftlicher und technischer Stand

Der Apfelanbau ist eine landschaftsdominierende Dauerkultur und besitzt ein besonderes
O0konomisches Potential (Thinen-Institut 2018). Dabei ist besonders die Verbrauchernachfrage nach
Okologisch produziertem Obst steigend (Weibel et al. 2013). Gleichzeitig besitzen umweltschonende
Produktionsverfahren in dieser Dauerkultur eine hohe Bedeutung fiir den Erhalt und die Férderung der
biologischen Vielfalt, sowohl in den Anlagen als auch in der umgebenden Landschaft (Simon et al.
2010). Neben der Bestaubung der Kulturpflanze sind weitere Elemente der so genannten funktionellen
Biodiversitat elementar wichtig flr die Schadlingsregulierung im Kernobstanbau. So sind wirbellose
Nutzlinge als natlirliche Gegenspieler wesentliche Bausteine fiir den Pflanzenschutz im 6kologischen
Kernobstbau. Die Richtlinie des Europdischen Parlaments und des Rates Uber einen Aktionsrahmen der
Gemeinschaft fiir den nachhaltigen Einsatz von Pflanzenschutzmitteln (Directive 2009/128/EC) fordert
die Mitgliedsstaaten auf, die Entwicklung und Einfiihrung des integrierten Pflanzenschutzes sowie
alternativer Methoden oder Verfahren zu férdern, um den Einsatz von chemischen Wirkstoffen auf das
notwendige MaR zu beschranken. Die Regulierung von Schadlingen durch natirliche Gegenspieler als
Okosystemleistung wird dabei als wesentlicher Baustein eines Gesamtkonzeptes fiir den Integrierten
Pflanzenschutz betrachtet. Alternative Anbauverfahren mit geringer Pflanzenschutzmittelanwendung
haben Prioritat. Biologische Methoden sind zu entwickeln bzw. zu optimieren. Eine Schonung und
Férderung von im Okosystem autochthon vorkommenden Nutzorganismen soll die natirliche
Regulation von Schadlingen aktivieren und dauerhaft sicherstellen. Es ist davon auszugehen, dass die
konkrete Bewirtschaftungsform (integriert, 6kologisch, extensiv) wesentliche Auswirkungen auf das
Vorkommen derartiger Nutzorganismen und ihr Potential fir eine Schadlingsregulierung hat.
Integrierte wie Okogische Anbauprinzipien zielen prinzipiell auf die Erhaltung der von diesen
Organismen erbrachten Okosystemleistung ab. Der Apfelwickler (Cydia pomonella) ist der
Hauptschadling im Kernobstanbau. In der Vergangenheit traten in mehreren Regionen Deutschlands
wiederholt Probleme bei der Apfelwickler-Bekdmpfung auf. So wurden Mitte der 2000er Jahre trotz
Anwendung aller zur Verfligung stehenden Insektizide, des Apfelwickler-Granulovirus und der
Verwirrungstechnik sowie bei einer engen Spritzfolge mit bis zu 8-10 Anwendungen Fruchtbefall bis zu
30% gemeldet (Litterst et al. 2006). Im integrierten Anbau verbesserte sich die Bekdmpfung erst nach
Zulassung von Pflanzenschutzmitteln auf der Basis eines neuen Wirkstoffes (Chlorantraniliprole). Fir
den 6kologischen Kernobstanbau verscharfte sich die Situation, da bei den Praparaten auf der Basis
des Apfelwickler-Granulovirus Uber die Resistenzen einzelner Apfelwicklerpopulationen berichtet
wurde (Fritsch et al. 2005, Schmitt et al. 2013). Trotz guter Erfolge bei der Neuentwicklung
resistenzbrechender Isolate treten daher aber auch in jlngster Zeit wieder resistente
Apfelwicklerpopulationen in Deutschland auf (Jehle et al. 2016). Die biotechnische Bekdampfung mittels
der Verwirrungsmethode greift nur bei geringem Befallsdruck und erfordert als kostenintensive
MalRknahme i.d.R. eine finanzielle Unterstiitzung durch Forderprogramme (Trautmann 2008). Diese
Situation hat den Bedarf an neuen oder kombinierten Bekdmpfungsverfahren und z.B. auch den
moglichen Einsatz weiterer Insektenpathogene aufgezeigt (Cross et al. 1999a, 1999b, Siegel et al. 2001,
Charmillot und Pasquier 2003, Lacey und Shapiro-llan 2008). Die Integration verschiedener
MalRnahmen ist deshalb in Zukunft fir ein konsequentes Resistenzmanagement von
Apfelwicklerpopulationen unerlasslich. In den letzten Jahren und auch aktuell beschaftigen sich
mehrere Forschungsvorhaben in Deutschland mit der Entwicklung von Alternativen bei der
Bekdampfung des Apfelwicklers und anderer Schadlinge im Kernobstanabau (DBU-Projekt: , Erarbeitung
einer Kombinationsstrategie mit verschiedenen biologischen Verfahren zur Reduktion des
Insektizideinsatzes gegen den Apfelwickler (AZ23940)“; BLE-Projekt: ,Einsatz von Trichogramma
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Schlupfwespen gegen den Apfelwickler”; BOLN-Projekt: ,Entwicklung von Resistenz- und
Virulenzmanagement-Strategien beim Apfelwicklergranulovirus im 6kologischen Obstbau (2017-2022,
FKZ 28150E112)“; BOLN-Projekt: ,Erarbeitung von Bausteinen zur Optimierung der Regulierung der
Apfelsdagewespe, der Rotbeinigen Baumwanze und von Schalenwicklern und optimale Integration in
die Gesamtstrategie zur Insektenregulierung im Okologischen Kernobstanbau (2017-2022, FKZ
28150E074)"“.

Des Weiteren befasste sich das von der BLE geforderte Verbundforschungsprojekt (Nr.060E198,
060E057 und 060E348) ,Evaluierung und Optimierung biologischer Verfahren zur Regulierung des
Pflaumenwicklers (Cydia funebrana) und der Monilia-Krankheit im 6kologischen Steinobstanbau“ auch
mit der Ubertragbarkeit der Ergebnisse zum Einsatz insektenpathogener Pilze auf den Apfelwickler.
Hier zeigte sich gerade der insektenpathogene Pilz Isaria fumosorosea auch gegen den Apfelwickler als
besonders erfolgversprechend.

Das Konzept des o©kologischen und auch des integrierten Pflanzenschutzes fordert auch die
Verwirklichung praventiver MalRnahmen vor der Anwendung kurativer (auch biologischer)
Bekdampfungsverfahren (Zehnder et al. 2006, Cross 2002). Die Basis dieses Konzeptes, der so genannte
,Okosystem-Service“, wird teilweise noch unzureichend in der obstbaulichen Praxis beriicksichtigt.
Doch wird ein effektiver Antagonistenkomplex gerade fir die Regulierung von Apfelwickler-
Populationen, auch im Rahmen eines Resistenzmanagements, immer wichtiger. Dies gilt auch fir
andere, wichtige Schadlinge im Kernobstanbau, z.B. dem Apfelschalenwickler (Adoxophyes orana). Der
Apfelwickler besitzt eine Vvielfdltige Gemeinschaft an spezifischen Parasitoiden aller
Entwicklungsstadien (Cross et al. 1999b, Athanassov et al. 1997, Diaconu et al. 2000, Tschudi-Rein et
al. 2004). Neben der Gattung Trichogramma sind hochspezialisierte Arten bekannt, die das
Vermehrungspotential des Apfelwicklers wesentlich beeinflussen (Cross et al. 1999b), wie z.B. die
Brackwespe Ascogaster quadridentata. Nach Mani et al. (1986) erreichte z.B. die Ichneumonide Pimpla
turionella Parasitierungsraten bis zu 56 % bei Apfelwicklerpuppen, nach Mills (2005) wurden nach der
Freilassung von Mastrus ridibundus in ungespritzten Anlagen in Kalifornien bis zu 70 % der
Uberwinternden Stadien parasitiert. In Neuseeland erzielte A. quadridentata Parasitierungsraten von
Gber 30 % in unbehandelten Obstanlagen (Suckling et al. 2002). Daten (iber das Vorkommen dieser
Arten und ihre Leistung in den Hauptanbauregionen von Kernobst in Deutschland beschrdnken sich
auf stichprobenartige Erhebungen, die allerdings schon mehrere Jahrzehnte zuriickliegen (Zech 1959,
Lehmann 1967, Dickler 1986, Athanassov et al. 1997). Nur wenig ist daher Uber Phanologie, das
Wirtsspektrum und weitere wichtige biologische Daten dieser Arten in der aktuellen Situation, auch
im Hinblick auf die moderne Kulturflihrung im Obstbau, bekannt. Ebenso ist bisher nicht analysiert
worden, welche diese Arten als spezifische Latenzparasitoide einzustufen sind, die - im Gegensatz zu
opportunistischen Generalisten - auch bei geringen Wirtsdichten wirksam sein konnen. Der Einsatz
wenig selektiver Pflanzenschutzmittel (PSM) ohne Kenntnis Giber die Aktivitdtsphasen dieser Nitzlinge
koénnte deren Populationsentwicklung storen und ihre Effektivitat langfristig herabsetzen.

Einzelne Krankheitserreger von C. pomonella, wie die Pilze Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea,
das Bakterium Bacillus thuringiensis, die Mikrosporidie Nosema carpocapsae oder Nematoden der
Gattung Steinernema, wurden bereits friiher im Rahmen einer mikrobiologischen und integrierten
Bekampfung erprobt (Cross et al. 19993, Siegel et al. 2001, Lacey und Shapiro-llan 2008, Stephan 2012).
Doch obwohl der Apfelwickler der bedeutendste Schadling im Apfelanbau ist, liegen nur wenige
Okologische Untersuchungen Uiber insektenpathogene Mikroorganismen und ihre Bedeutung als
Mortalitatsfaktoren in Apfelwicklerpopulationen vor (Huger 1976, Subinprasert 1987, Zimmermann
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und Weiser 1991, Cross et al. 1999a, Zimmermann et al. 2013). Abaajeh und Nchu (2015) konnten mit
Hilfe von Koderinsekten aus sidafrikanischen Apfelanlagen insektenpathogene Pilze isolieren. Die
dominierende Art war in diesen Untersuchungen Metarhizium robertsii. Alle 39 identifizierten Pilze
waren gegeniber dem Apfelwickler C. pomonella Larven (Ls) pathogen.

In diesem Zusammenhang fehlen auch genaue Studien Uber die Ursachen der Sterblichkeit wahrend
der Uberwinterung diapausierender Larven, wobei Pathogene hier ebenfalls eine wichtige Rolle
spielen kdnnen (Glen % Milsom, 1978). So geben z.B. Zelger et al. (2006) in ihren Versuchen eine
Wintermortalitdit von 20 % bis 37 % an. Daten zur Bedeutung autochthon im Kultursystem
vorhandener, mikrobieller Antagonisten als natiirliche Mortalitatsfaktoren des Apfelwicklers und zu
deren Okosystemleistung fehlen. Mégliche Antagonisten, die dabei isoliert werden, kénnten fiir die
Weiterentwicklung biologischer Methoden im Kernobstbau genutzt werden, auch in Zusammenarbeit
mit Firmen, die mikrobiologische Produkte entwickeln.

Der in zahlreichen wissenschaftlichen Untersuchungen belegte Verlust der biologischen Vielfalt (EASAC
2015, IPBES 2018) und alarmierende Befunde lber einen globalen Schwund an Insekten (z.B. Review
in Sanchez-Bayoa und Wyckhuysb 2019) haben den Fokus aktuell stark auf MaBnahmen zum Erhalt
und zur Forderung von Biodiversitat in der Agrarlandschaft gerlickt (Stichwort: Aktionsprogramm
Insektenschutz der Bundesregierung (BMU 2019). Vor Einflihrung von Richtlinien des Integrierten
Pflanzenschutzes im Obstbau (z.B. IOBC 2002) war eine nachhaltige Obstproduktion durch den Einsatz
wenig selektiver Pestizide mit Terminierungen nach dem Kalender infolge eines Verlustes funktioneller
Biodiversitit und essenzieller Okosystemleistungen wie Bestdubung und Schadlingsregulierung stark
gefahrdet. Durch konsequente Anwendung eines Managements nach integrierten Prinzipien wurde
die Situation in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert, wobei weitere
Optimierungsmoglichkeiten, z.B. in dem vom BMEL geforderten  Modellprojekt
,Demonstrationsbetriebe Integrierter Pflanzenschutz” (https://demo-ips.julius-kuehn.de/),

angestrebt werden. Der oOkologische Anbau vertraut auf umweltfreundliche und hochselektive
Pflanzenschutzmethoden und setzt z.B. auf mechanische Methoden bei der Beikrautregulierung und
MalBnahmen zur Erhaltung der Bodengesundheit, wodurch oft eine weniger intensive Kulturfiihrung
und verbesserter Schonung des Naturhaushaltes erzielt wird (Sanders und HelR 2019). Dies gilt in
besonderem Male auch fiir den 6kologischen Obstbau (Simon et al. 2017). Natirlich vorkommende
Nitzlinge wie Parasitoide und Insektenpathogene koénnten direkt von einer schonenderen
Bewirtschaftungsweise profitieren. Ihr Vorkommen und ihre Zahl sind wichtige Indikatoren fiir die
Okosystemdienstleisung ,Schadlingsregulierung” und das Vorkommen bestimmter Wirtsarten.
Vergleichende Untersuchungen tiber den Bestand und die Diversitat dieser spezifischen Gegenspieler
(Parasitoide und Insektenpathogene) in unterschiedlich bewirtschafteten Systemen sind selten und
fehlen fiir die wichtigsten Anbauregionen Deutschlands. Diese Kernfrage sollte im Rahmen des
Projektes ,,Demoapfel” durch mehrjahrige Erhebungen beantwortet werden.
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lll. Zusammenarbeit mit anderen Stellen und Danksagung

Die Durchfiihrung unseres Projektes sowie die Auswahl unserer Erhebungsflachen erfolgt in enger
Abstimmung mit den Verantwortlichen des vom BMEL geférderten Modellprojektes
,Demonstrationsbetriebe Integrierter Pflanzenschutz — Demo-IPS“ (https://demo-ips.julius-

kuehn.de/), der Landwirtschaftskammer Niedersachen, dem Kompetenzzentrum Obstbau-Bodensee
Bavendorf sowie der Fordergemeinschaft Okologischer Obstbau e.V.. Zielsetzung und Arbeitsplan des
Projektes Demoapfel wurde Vertretern der Férdergemeinschaft Okologischer Obstbau e.V. und
Kolleginnen und Kollegen aus dem EU-Projekt Ecofruit bei einer Informationsveranstaltung am 6.
Februar 2015 am JKI Darmstadt vorgestellt. Auf diesem Treffen aufbauend entwickelte sich auch eine
Zusammenarbeit mit der TU-Darmstadt. AuBerdem wurde das Projekt bei einem Arbeitstreffen des
Demo-IPS-Projektes in Berlin am 18./19. Mérz 2015 in Berlin prasentiert und fir Zusammenarbeit
geworben.

Erfreulicherweise sind wir dann auf groBes Entgegenkommen bei allen Demo-IPS-Betreuern vor Ort
und natdrlich allen beteiligten Obstbauern gestoBen, woflir wir uns an dieser Stelle ganz herzlich
bedanken mochten. Besonderer Dank gilt auch fir die Bereitschaft der Demobetriebe, uns Zugang zu
den Daten zu ihren Pflanzenbehandlungspldanen zu gewahren. Bei Frau Dr. Annett Gummert und ihren
Kolleginnen und Kollegen vom Julius Kihn-Institut, Institut fir Strategien und Folgenabschatzung im
Pflanzenschutz, Kleinmachnow, mochten wir uns dafiir bedanken, dass sie uns ihre Tabellen zu den
Spritzbehandlungen der beteiligten Demobetriebe zur Verfligung gestellt haben. Auch fiir die
Informationen zum Einsatz von Pflanzenschutzmitteln bei einigen Oko-Betrieben danken wir den
Betriebsleitern ganz herzlich. Allen Obstbauern im Alten Land, im Kraichau, Saarland, Stidhessen und
am Bodensee sei gedankt fiir die Erlaubnis, die Erhebungen in den Betrieben durchfiihren zu kénnen
und uns bei der Arbeit vor Ort so groRzligig und tatkraftig zu unterstiitzen. Danken méchten wir auch
Herrn Burkard Wolff, in dessen Apfelanlagen ein Versuch zur Regulierung von Engerlingslarven
durchgefiihrt werden konnten.

Wir danken auRerdem dem Team der Bundesanstalt fir Erndahrung und Landwirtschaft (BLE) fiir die
groRRzigige und langjdhrige Unterstlitzung dieses Forschungsvorhabens im Rahmen des
Bundesprogramms Okologischer Landbau und andere Formen nachhaltiger Landwirtschaft.
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IV. Methoden und Ergebnisse

IV.1 Auswahl der Versuchsbetriebe und Erhebungsflachen

Die Erhebungen fiur Teilprojekt A und Teilprojekt B wurden auf denselben Fliachen/Apfelanlagen
durchgefiihrt, d.h. die Stichprobenkulisse war fir den Hauptteil der Erhebungen identisch. Diese
erfolgten bei gemeinsamen Dienstreisen der Projektmitarbeiter in drei verschiedene Anbauregionen
(Bodensee, Kraichgau, Altes Land). Die Standortwahl entstand in Zusammenarbeit mit der
Fordergemeinschaft Okologischer Obstbau e.V., Beratern der Pflanzenschutzdienste der Linder und
den Verbundpartnern des vom BMEL geforderten Modellprojektes ,Demonstrationsbetriebe
Integrierter Pflanzenschutz” (https://demo-ips.julius-kuehn.de/). Die Auswahl der Flichen vor Ort
orientierte sich an der herrschenden Apfelwickler-Problematik. Auf Grund der Region, der
unterschiedlichen Bewirtschaftungsweise und der Lage bzw. Struktur war eine Heterogenitat bezlglich
Sorten, GroRe und Alter der Probeflachen nicht zu vermeiden. In Absprache mit den lokalen Betreuern
des Demo-IPS-Projektes wurden die IP-Erhebungsflachen meist so gewahlt, dass sie nicht direkt mit
den Probeflaichen des Demo-IPS--Projektes interferierten. Im Jahr 2015 wurden insgesamt acht
Probeflachen im Raum Bodensee (2 IP, 3 Bio, 2 Streuobst, 1 Most), acht Probeflachen im Alten Land (3
IP, 4 Bio, 1 Most) und sechs Flachen im Kraichgau (3 IP, 1 Bio, 2 Streuobst) ausgewahlt (Tab. 4).
Allerdings fielen im Laufe der Projektjahre einige Flachen weg, andere kamen hinzu. Im Teilprojekt A
wurden weitere Beprobungen (Wellpappeausbringungen) im Raum Sidhessen und im Saarland
durchgefiihrt (Abbildung 1). Zusatzlich wurden im Teilprojekt B im Raum Bodensee im Jahr 2016 in
Zusammenarbeit mit der Technischen Universitdt Darmstadt Bodenproben in weiteren 44 Anlagen (15
IP, Sorte Braeburn; 15 Bio, Sorte Braeburn, 14 Bio, Sorte Topaz) entnommen. Hierbei handelte es sich
um Flachen, die im Rahmen des EU-Projektes ,EcoFruit” (Projekt Nr. BiodivERsA-FACCE2014) beprobt
wurden.
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Abb. 1: Lage der Untersuchungsgebiete im Projekt Demoapfel: AL: Altes Land bei Hamburg, BO: Bodenseeregion,
KR: Kraichgau, SH: Stidhessen, SR: Saarland.
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Tab. 4: Angaben zur Beprobungsdauer und zur Lage der Versuchsflachen der drei Erhebungsregionen , Altes
Land (AL)“, ,,Bodensee (BO)“ und , Kraichgau (KR)“ im Projekt Demoapfel. Auf den Flachen im Saarland (SL) und
Sudhessen (SH) wurden nur Wellpappen an Apfelbdumen ausgebracht und keine weiteren Proben genommen.

ID- Region Management Beprobung Koordinaten

ek Breite Lange
AL 1 Altes Land Ext - Mostobst 2015-2018 53,6508 9,3025
AL 2 Altes Land Bio - Mostobst 2015-2016 53,5280 9,7485
AL 3 Altes Land Bio - Tafelobst 2015-2018 53,5419 9,7474
AL 4 Altes Land Bio - Tafelobst 2015-2018 53,5419 9,6733
AL_5 Altes Land Bio - Tafelobst 2015-2018 53,5283 9,8528
AL_6 Altes Land IP - Tafelobst 2015-2018 53,5418 9,6055
AL_7 Altes Land IP - Tafelobst 2015-2018 53,5231 9,6475
AL 8 Altes Land IP - Tafelobst 2015-2018 53,5003 9,8743
BO 1 Bodensee Bio - Tafelobst 2015-2018 47,6195 9,5710
BO 2 Bodensee Bio - Tafelobst 2015-2018 47,6688 9,5457
BO 3 Bodensee Bio - Tafelobst 2015-2018 47,7217 9,5048
BO_4 Bodensee Ext - Mostobst 2015-2018 47,7230 9,5076
BO_5 Bodensee IP - Tafelobst 2015-2016 47,6009 9,6018
BO_6 Bodensee IP - Tafelobst 2015-2018 47,7943 9,2480
BO_7 Bodensee Ext - Streuobst 2015-2018 47,7936 9,2483
BO_8 Bodensee Ext - Streuobst 2015-2016 47,7629 9,1755
KR_1 Kraichgau IP - Tafelobst 2015-2018 49,3716 8,6682
KR_2 Kraichgau IP - Tafelobst 2015-2018 49,0097 8,6259
KR_3 Kraichgau IP - Tafelobst 2015-2018 48,9861 8,5273
KR_4 Kraichgau Bio - Tafelobst 2016-2018 49,3058 8,7476
KR_5 Kraichgau Bio - Tafelobst 2015-2018 49,3060 8,7613
KR_6 Kraichgau Ext - Streuobst 2015-2018 49,3652 8,6602
KR_7 Kraichgau Ext - Streuobst 2015-2018 49,3014 8,7509
KR_8 Kraichgau Ext - Streuobst 2015-2018 48,9857 8,5269
SL Saarland Bio-Tafelobst 2016-2018 49,3681 6,8466
SH Stidhessen Ext-Streuobst 2015-2018 49,8511 8,7537

Die Flachen gehorten vier verschiedenen bodenklimatischen Regionen an: Altes Land (AL), Rhein-Main-
Tiefland-Gebiet (KR, SH) und Saarland (SL), Bodensee (BO) (RoRRberg et al. 2007). AuRerdem sind diese
Obstanbauregionen in ihrer Struktur durch regional-raumliche Faktoren deutlich unterschiedlich
(Abbildung 2 und Abbildung 3).
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Abb. 2: Beispielhafte Landschaftsansichten aus den Erhebungsregionen ,Altes Land“, ,Bodensee” und
»Kraichgau” sowie die durchschnittlichen prozentualen Anteile verschiedener Landschaftselemente in 500 m
Umbkreis der jeweiligen Untersuchungsflachen pro Region.
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Abb. 3: Beispielhafte Ansichten der Obstanlagen am Bodensee (BO) und im Alten Land (AL) fir die
Bewirtschaftungssysteme ,Bio“, ,IP“ und ,Ext“. Am Bodensee besitzen viele Erwerbsobstanlagen
Hagelschutznetze. Die Extensiv-Anlagen weisen den typischen Charakter von Streuobstwiesen auf (am
Bodensee) oder sind als Mostobstanlagen in Betrieb mit Niedrigstimmen und haufigerer Mahd (rechts im Alten
Land).

Alle ausgewadhlten IP-Betriebe waren im Demo-IPS-Projekt aktiv und der eingesetzte Pflanzenschutz
orientierte sich daher maRgeblich an den dort getroffenen Vorgaben wahrend der Projektlaufzeit. Die
Daten (ber die Pflanzenschutzmittelanwendungen waren vom JKI, Institut fiir Strategien- und
Folgeabschatzung, in Kleinmachnow fiir das Demo-IPS-Projekt erhoben worden und wurden
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dankenswerterweise mit Genehmigung der betroffenen Betriebe auch an das Demoapfel-Projekt
weitergegeben. Beziiglich der Pflanzenschutzanwendungen in den beteiligten Bio-Betrieben war es
moglich, von drei Betrieben konkrete Angaben (iber die verwendeten Mittel und
Anwendungshiufigkeiten zu erhalten. Aus diesen Daten wurde eine Ubersicht erstellt (Tab. 5), die auf
den Anwendungen Uber vier Jahre (im Fall der IP-Betriebe) und tber zwei Jahre (im Fall einzelner Bio-
Betriebe) beruht. Auf Grund der llickenhaften Datenlage war es nicht maoglich, einen
flaichenbezogenen Behandlungsindex fiir die einzelnen Erhebungsflachen zu erstellen und diesen, wie
urspriinglich geplant, zur Bewertung der Flachen sowie der erfassten Antagonisten-Gemeinschaften
heranzuziehen. Die IP-Betriebe setzten zahlreiche diverse Akarizide, Fungizide und PSM zur
Bekampfung des Apfelwicklers und anderer Schadlinge ein. Allerdings wurden viele PSM nur in
bestimmten Jahren mit einer besonderen Schaderregersituation benutzt. Vor allem aber wurden
regelmiRig Glyphosat-haltige Herbizide eingesetzt. Fiir den Oko-Obstanbau stehen weniger Wirkstoffe
zur Verfigung (foko e.V. 2020), und so wurden von den Bio-Betrieben insgesamt weniger Praparate
angewendet. Bestimmte PSM wurden im Splittingverfahren ausgebracht, was sich in einer relativ
hohen Anwendungshaufigkeit (> 3x/Jahr fiir Kupferhydroxid und CpGV) widerspiegelt.

Tab. 5: Pflanzenschutzmittel und ihre durchschnittlichen Anwendungshaufigkeiten bei den beteiligten Betrieben.
Es wurden nicht von allen Betrieben Daten genannt bzw. ausgewertet. Die hier dargestellte Zusammenfassung
beruht auf den Angaben von sechs IP-Betrieben (2x Bodensee, 1x Kraichgau, 3 x Altes Land, im Rahmen des
Demo-IPS-Projektes) fir die Jahre 2015 bis 2018 und drei Bio-Betrieben mit je einem Betrieb pro Region fir die
Jahre 2015 und 2016. Das Mittel ist jeweils weniger als einmal pro Jahr (< 1x), einmal bis maximal dreimal (je
nach Indikation) pro Jahr (1x-3x) oder mehr als dreimal pro Jahr (> 3x) appliziert worden. Aufwandmengen sind
nicht mit einbezogen. Die im Projekt beprobten Flachen entsprechen nicht unbedingt den Schlagen, fiir die die
Angaben gemacht wurden.

Wirkstoff Produkte IP Bio
.'g Acequinocyl Kanemite SC <1 0
= Fenpyroximat Kiron <1 0
= Paraffinol Para Sommer, Promanal Neu <1 <1x
Schwefel Kumulus WG 1x-3x 0
Captan Malvin WG, Merpan 80 WDG, >3 0
Consist Plus (+Trifloxystrobin)
Cyprodinil Chorus <1 0
Difenoconazol Score <1 0
Dithianon Delan WG, Maccani >3 0
- (+Pyraclostrobin), Faban (+
Zgo Pyrimethanil)
S Dodin Syllit 1x-3x 0
= Fludioxonil GEOXE, Switch (+Cyprodinil) <1 0
Fluxapyroxad Sercadis <1 0
Folpet Folpan 80 WDG <1 0
Kupferhydroxid Cuprozin progress, Funguran 1x-3x >3x
Progress
Myclobutanil Systhane 20 EW 1x-3x 0
Penconazol Topas 1x-3x 0
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Tab. 5 (ff.): PSM und ihre durchschnittlichen Anwendungshaufigkeiten bei den beteiligten Betrieben

Wirkstoff Produkte IP Bio
Pyraclostrobin und Boscalid  Bellis <1x 0
Aureobasidium pullulans Blossom Protect <1x 0
DSM 14940, A.p. DSM
14941
Pyrimethanil Scala <1x 0
- Schwefel Microthiol WG, Netzschwefel Stulln, >3x >3x
S THIOVIT JET, Curatio
s Tebuconazol, Fluopyram Luna Experience <1x 0
- Trifloxystrobin Flint 1x-3x 0
Calcium Chlorid Calciumchlorid 0 1x-3x
Kaliumhydrogencarbonat Kumar 0 1x-3x
Molke Molkepulver 0 <1x
Schwefelsaue Tonerde, Myco-Sin 0 1x-3x
Schachtelhalmextrakt
Glyphosat Kyleo(+2,4-D Dimethylamin- Salz), 1x-3x 0
ChA6710H, Clinic TF, Durano,
DuranoTF, Glyfos, Glyfos Dakar,
Glyfos Premium, Glyfos Supreme,
Glyfosate 360TF, Glyphogan, Rosate
360TF, Rosate Classic 360TF,
2 RoundUP PowerFlex, Roundup Solid,
e Vorox F, Chikara Duo
T (+ Flazasulfuron)
MCPA Dimethylamin- Salz MCPA 500, MCPA Berghoff, U46 M- 1x-3x 0
Fluid
Phosphinothricin Basta <1x 0
Terbuthylazin, Spectrum <1x 0
Dimethenamid-P
Bacillus thuringiensis Lepinox Plus (Bacillus thuringiensis <1x <1x
subspecies kurstaki Stamm), Xentari
(Bacillus thuringiensis subspecies
aizawai, Stamm ABTS-1857)
CpGV Madex Max (Cydia pomonella 1x-3x
Granulovirus Isolat,, GV-0007 und
GV-0006), Madex 3 (Cydia >3x
pomonella Granulovirus
mexikanischer Stamm)
2 Acetamiprid Mospilan SG <1x 0
% Chlorantraniliprole Coragen 1x-3x 0
2 Fenoxycarb Insegar <1x 0
- Flonicamid Teppeki <1x 0
Imidacloprid Confidor WG 70 <1x 0
Indoxacarb Steward <1x 0
lambda-Cyhalothrin Karate Zeon <1x 0
Methoxyfenozide Gladiator; Runner <1x 0
Primicarb Pirimor Granulat <1x 0
Spirotetramat Movento SC 100 <1x 0
Tebufenozid Mimic <1x 0
Thiacloprid Calypso <1x 0
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Tab. 5 (ff..): PSM und ihre durchschnittlichen Anwendungshaufigkeiten bei den beteiligten Betrieben.

Wirkstoff Produkte IP Bio
- Adoxophyes orana Capex 0 <1
§ Granulovirus Stamm BV-
D 0001
= Quassin Quassia 0 1x-3x
Azadirachtin Neem Azal 0 1x-3x
Pyrethrine + Rapsol Spruzit Neu 0 1x
S
S Eisen-Ill-phosphat Sluxx 0 <1
E
©
=
% g %o Ethephon Flordimex 420 <1 0
g 29 6- Benzyladenin Exilis, Globaryll 100 <1 0
Prohexadion Regalis, Regalis Plus 1x-3x 0
5 =
< €3 -
S BT Braunalgen (Ascophyllum)  Algo Vital 0 1x-3x
W= Kaolin Cutisan 0 1x-3x
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IV. 2 Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge

Arbeitspaket Al: Vorkommen und Artenspektrum parasitoider Hymenoptera in Abhangigkeit von
Anbausystem und Standort

Zielsetzungen:

1. Erfassung der Abundanz von Nitzlingen der Baumkrone in Klopfproben
2. Erfassung der Diversitdt von parasitoiden Hymenoptera (=Parasitica) in der Krautschicht in
Kescherproben

Methoden & Ergebnisse:

Zu 1: Abundanz von Nitzlingen in der Baumkrone

Auf den bewirtschafteten Flachen wurden je 10 Baume in vier ausgewahlten Reihen geklopft, wobei
am jeweils zwanzigsten Baum von Beginn der Reihe an begonnen wurde. Pro Baum wurde ein zufallig
ausgesuchter Ast dreimal kraftig beklopft, um das Herunterfallen aller darauf befindlichen
Arthropoden in einen unter dem Ast platzierten praxisiblichen Klopfschirm (Wirkflache 40x62 cm, 0,25
m?) zu veranlassen. Die geklopften Tiere wurden mit Essigsaureethylether getétet und die Klopfproben
einer Reihe (=10 Bdumen) als eine Stichprobe vereinigt. Auf Streuobstwiesen wurden, da es hier keine
Fahrgassen gab oder weniger Baume verfiigbar waren, je nach Gegebenheit mehrere Aste pro Baum
geklopft. Insgesamt wurde hier aber auch mindestens 10 bis 40 Aste mit je drei Schlagen geklopft. Die
Fange wurden anschliefend im Labor in 80 %iges Ethanol tGberfiuhrt und auf Ordnungs- und teilweise
Familienniveau bestimmt. Die Sortierung unter dem Stereomikroskop erfolgte nach Bahrmann (2011)
gemal folgenden Taxa: Brachycera, Nematocera, Parasitica (= hymenoptere Parasitoide), Vespoidea,
Formicidae, Apoidea, Symphyta, Coccinellidae sonst. Coleoptera, Heteroptera, Aphidoidea,
Auchenorrhyncha, Psylloidea, Neuroptera mit Chrysoperla, Lepidoptera, Forficula, Aranae, Collembola,
Acari. Die Klopfprobenerhebung wurde je nach Untersuchungsjahr drei- bis fiinfmal auf den
Erhebungsflaichen durchgefiihrt. Fir die weitere Auswertung wurden nur die im Sommer gezogenen
Proben berticksichtigt, da nur dann ausreichend Flachen beprobt wurden. Die pro Flache festgestellten
Anzahlen wurden pro Termin aufsummiert. Die Stichproben wurden von Jahr zu Jahr unabhédngig
voneinander betrachtet. Die Auswertung erfolgte mit den Software-Programmen R 3.6.2 und Past
Version 4.0.

Insgesamt wurden an den vier Sommerterminen 4853 Tiere gefangen. Klopfproben erfassen vor allem
wenig bewegliche oder flugunfahige Organismen, die den Kronenraum von Apfelbdaumen besiedeln.
Daher war der Anteil an Spinnentieren (Aranae, Acari), Collembola oder Pflanzensaugern der
Phyllosphdare (Auchenorrhyncha, Aphidoidea, Psylloidea) Uberwiegend. Vor allem Acari und
Collembola waren in einigen Stichproben mit sehr hohen Zahlen vertreten. Sehr flugaktive Tiere wie
adulte Schwebfliegen, Bienen oder Wespen wurden dagegen gar nicht bis selten erfasst. Effekte von
Bewirtschaftung (6kologisch, extensiv, integriert) und Region (Altes Land, Bodensee, Kraichgau) auf die
Gesamtsumme der nachgewiesenen Arthropoda wurden in einem Gemischten Generalisierten
Linearen Modell untersucht (Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace
Approximation), ['glmerMod']: y ¥ manag * region + (1 | year)). Hierbei wurden auRer allen gefangenen
Arthropoda die zu den Pflanzensaugern gehorigen Gruppen sowie Wanzen, als auch entomophage
Grupen wie Webspinnen i.w.S., die Parasitica und Coccinellidae analysiert (Abb. Al).
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Abb. Al: Anzahl der in Klopfproben (Stichprobe = 40 Zweige/Flache und Jahr) gefangenen Taxa in 6kologisch (Bi
o, griin), extensiv (Ext, gelb, im Alten Land Mostobst, in den anderen Regionen Streuobst) oder integriert (IP, bla
u) bewirtschafteten Obstanlagen in den Regionen Altes Land (AL), Bodensee (BO), Kraichgau (KR). Angegeben si
nd Box-Plots mit Median und Ausreilern (schwarze Kreise), auBerdem das minimal addquate Modell mit allen si
gnifikanten Effekten. Versuchszeitraum Uber vier Jahre (2015-2018).
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Die Gesamtarthropoda als auch die Pflanzensauger und Coccinellidae waren in extensiven Anlagen im
Alten Land bzw. am Bodensee haufiger als in den Bio- und IP-Anlagen. Im Kraichgau dagegen verhielt
es sich anders, mit weniger Arthropoda in den Bioanlagen und im Streuobst (dort nur wenige Baume)
und mehr Tieren in den IP-Anlagen. Wanzen waren in den Most- und Streuobstwiesen im Alten Land
und Bodensee am haufigsten, wahrend Spinnen unabhéangig von der Bewirtschaftungsweise in etwas
geringerer Zahl am Bodensee erfasst wurden (Median < 10 Tieren/Probe bei allen drei Managementr
egimen). Im Kraichgau wurden auch hdhere Zahlen in den IP-Anlagen festgestellt. Dagegen traten die
Parasitica dort am seltensten auf. Sie waren vor allem im Alten Land mit mehr als flinf Tieren pro Pro
be nachzuweisen. Auf Grund der insgesamt geringen Zahl der Parasitica wurden keine weitergehende
n Diversitatsanalysen durchgefiihrt.

Zu 2: Abundanz und Diversitat der Parasitica in der Krautschicht

Zur Erfassung der Parasitica in der Krautschicht wurden Kescherproben genommen. Es wurde dazu bei
gutem Wetter (trocken, nicht zu windig) in jeweils vier Reihen ca. 50 m mit 25 Doppelschldgen
gekeschert, wobei der Beginn des Transsektes etwa 8-10 m vom Rand der Reihe lag. Am Ende des
Transsektes wurde der Kescher sofort so gedreht, dass keine Tiere entweichen konnten, mit einem
Exhaustor alle Parasitica herausgesammelt und die restlichen Tiere wieder frei gelassen. Die im
Exhaustorgefall gesammelten Tiere wurden mit Essigsdureethylether getotet, anschlieend im Labor
in 80 %iges Ethanol lberfihrt und unter dem Stereomikroskop mit Goulet & Huber (1993) nach
Uberfamilien bzw. Familien bestimmt und gezihlt. Folgende Taxa wurden nachgewiesen:
Chalcidoidea, Cynipoidea, Ceraphronidea, Ichneumonidae, Braconidae, Aulacidae, Gasteruptidae,
Playtgastridae, Scelionidae, Ceraphronoidea, Proctotrupidae, Diapriidae. Die Kescher-
probenerhebung wurde je nach Untersuchungsjahr drei- bis flinfmal auf den Erhebungsflachen
durchgefiihrt. Die Stichproben und Flachen einer Region wurden von Jahr zu Jahr unabhéangig
voneinander betrachtet. Die Auswertung erfolgte mit den Software-Programmen R 3.6.2 und Past
Version 4.0.

Im Jahr 2016 wurden pro Flache drei- bis viermal Kescherproben durchgefiihrt. Die damit abgeschatzte
Bestandsentwicklung der Parasitoide erreichte im Alten Land ihren H6hepunkt im Sommer (Anfang
August) bzw. am Bodensee und im Kraichgau je nach Flache im Juli und August (Abb. A2).
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Abb. A2: Durchschnittliche Anzahl der in Kescherproben (Stichprobe = 4 x 25 Doppelschlige/Fliche) gefangenen
Parasitica in Okologisch (Bio, griin), integriert (IP, blau) oder extensiv (Ext, Streuobst, Mostobst, gelb)
bewirtschafteten Obstanlagen in den Regionen Altes Land, Bodensee, Kraichgau im Jahr 2016. A-August: 01-
02.August, E-August: 30.-31. August 2016.
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Fir die weitere Auswertung wurden die im Hochsommer (Juli oder August) der jeweiligen Jahre
durchgefiihrten Probennahmen herangezogen, da nur dann in allen Regionen ausreichend Flachen
beprobt wurden. AuBerdem wurden in der weiteren Auswertung nur die Tafelobstanlagen
bericksichtigt, da die Struktur der Mostobst- und Streuobstwiesen insbesondere bzgl. Baumdichte und
Bodenvegetation anders war und die Kescherproben hier nicht in einer standardisierten Form
durchgefiihrt werden konnten. Die Anzahlen pro Kescherung wurden fiir jede Flache aus den vier
Transsekten pro Termin aufsummiert. Effekte von Bewirtschaftung (6kologisch, integriert) und Region
(Altes Land, Bodensee, Kraichgau) auf die Gesamtsumme der nachgewiesenen Arthropoda wurden in
einem Gemischten Generalisierten Linearen Modell untersucht (Generalized linear mixed model fit by
maximum likelihood (Laplace Approximation), ['glmerMod']: y ~ manag * region + (1 | year), year =
random effect). AuRerdem wurde fiir jede Flache und Termin aus den Anzahlen der unterschiedlichen
Taxa der Shannon-Index berechnet (Past Version 4.0) und anschlielend die Werte auf Effekte von
Bewirtschaftung und Region gepriift.

Insgesamt wurden 3239 Parasitica in den ausgewerteten Proben nachgewiesen. Ihre Abundanz war im
Alten Land in den Bio- und IP-Flachen ahnlich hoch (Abb. A3, links). Am Bodensee wurden deutlich
mehr Tiere in den Bio-Flachen gefangen, aber der Unterschied war nicht signifikant, da auch zwei
Proben mit mehr als 90 Tieren aus den IP-Flichen kamen. Deutlich weniger Tiere wurden in den
Anlagen im Kraichgau nachgewiesen, vor allem in den Bio-Flachen. Die Abundanzwerte der Parasitica
wurden damit weniger durch die Bewirtschaftung der Flachen beeinflusst als vielmehr durch regionale
Effekte (Abb. Ada). Dagegen lag die Shannon-Diversitat der Proben, die von Bio-Flachen kamen, in allen
Regionen signifikant hoher als bei den IP-Flachen (Abb. A3, rechts; Adb). Aktuell wurden die
Chalciodea, Cynipoidea und Ceraphronidea nicht auf Familienniveau bestimmt. Dies wird noch
erfolgen und u. U. dndert sich dann das Diversitatsniveau. Derzeit liegt der Wert des Shannon-Index H
unter 2 bei Bericksichtigung folgender zehn Taxa: Chalcidoidea, Cynipoidea, Ceraphronidea,
Ichneumonidae, Braconidae, Playtgastridae, Scelionidae, Ceraphronoidea, Proctotrupidae, Diapriidae.
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Abb. A3: Anzahl (links, als Gesamtsumme) und Diversitat (rechts, als Shannon-Index) der in Kescherproben
(Stichprobe = 4x25 Doppelschlage/Flache und Jahr) gefangenen Parasitica in 6kologisch (Bio, griin) oder
integriert (IP, blau) bewirtschafteten Obstanlagen in den Regionen Altes Land (AL), Bodensee (BO), Kraichgau
(KR). Angegeben sind Box-Plots mit Median, Einzelwerten (helle Kreise) und Ausreiflern (schwarze Kreise). Der
Versuchszeitraum erstreckte sich tGber vier Jahre (2015-2018).
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Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) ['glmerMod']
Family: Negative Binomial(29089.32) (log)

Formula: abundance ~ region + (1 | year/plot) b o a

| : |
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region d

Fixed effects:

Estimate Std. Error zvalue Pr(>|z|)
(Intercept) 3.8363 0.1535 24.997 <2e-16 ***
regionBO  0.3283 0.1908 1.721 0.08530.
regionKR  -0.5263 0.1950 -2.699 0.00695 **

50
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linear predictor
1

Linear mixed model fit by REML ['ImerMod'] a

Formula: Shannon.H ~ manag + (1 | year)

|

Fixed effects:

Estimate Std. Error tvalue
(Intercept) 1.27596 0.03188  40.029
managl 0.06306 0.02926 2.155
Analysis of Deviance Table (Type Il Wald F tests
with Kenward-Roger df), Response: Shannon.H

F Df Df.res Pr(>F) Bio IP

(Intercept) 1596.0073 1 3.045 3.045e-05 *** b
manag 46109 1 54.536 0.03623 * manag

linear predictor
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|

1.25
|

1.20
|

Abb. A4: Minimal addquate Modelle mit signifikanten fixen Effekten fir a) die Anzahl (GLMM, negativ bio-
nomial verteilte Daten) und b) Diversitdt (Shannon-Index, LMM) der in Kescherproben (Stichprobe = vier Trans-
sekte mit je 25 Doppelschlagen proFlache und Jahr) gefangenen Parasitica in 6kologisch (Bio-Tafelobst) oder
integriert (IP-Tafelobst) bewirtschafteten Obstanlagen in den Regionen Altes Land (AL), Bodensee (BO), Kraich-
gau (KR). Rechts eingeblendet sind Unterschiede zwischen Effektstufen nach Testung von Tukey-Kontrasten auf
die Modellparameter.

Ein Vergleich der Parasitoidengesellschaften an den einzelnen Standorten erfolgte mittels
multivariater Verfahren (Ahnlichkeitsanalyse in einer Hauptkomponentenanalyse, Vergleich der
Gruppen ,Bio” und ,,IP“ mit ANOSIM bzw. SIMPER-Analysen, Abb. A5, Tab. Al).
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Abb. AS5: Ahnlichkeit der Parasitoidengesellschaften in Kescherproben, die an 15 bis 17 Tafelobst-Flachen {iber
vier Jahre (2015-2018) jeweils im Sommer genommen wurden. Jede Stichprobe ist durch ein Symbol dargestellt.
Geflllte Quadrate: Bio-Flachen, leere Quadrate: IP-Flachen. Regionen: blau: Altes Land, griin: Bodensee, grau:
Kraichgau. PCA: die Lange der Vektoren zeigt die Bedeutung der einzelnen Taxa an der Verteilungsmatrix.
Zunehmende Unahnlichkeit wird durch zunehmende Distanz zwischen Punkten dargestellt. Box: Ergebnis der
ANOSIM mit Bray-Curtis-Dissimilariy-Index. Compontent 1 trennt Bio von IP.
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Es wird hier deutlich, dass die den Bio-Flachen im Kraichgau entsprechenden Punkte links der Ordinate
mit den Punkten vieler IP-Flachen clustern, wahrend die Mehrheit der Bio-Flachen am Bodensee und
vom Alten Land rechts der Ordinate liegen. Hier liegen auch einige IP-Flachen, unter anderem die
Flache IP-BO-6 ganz rechts. Die BIO-Flachen im Kraichgau gehoren einem Besitzer, der im Jahr 2013
auf 6kologischen Obstbau umgestellt hat. Sie sind hauptsachlich von Ackerflaiche umgeben (Abb. 2, S.
25).

Insgesamt sind sich aber alle Flachen recht dhnlich (SIMPER Dissimilarity 50,31). Alle Taxa sind auf fast
allen Flachen in dhnlicher Haufigkeit vertreten, wobei allerdings die mittleren Anzahlen auf den Bio-
Flachen durchschnittlich hoher liegen als auf den IP-Flachen (Tab. Al).

Tab. Al: Ahnlichkeit der Parasitoidengesellschaften in Kescherproben, die an 15 bis 17 Flachen {ber vier Jahre
jeweils im Sommer genommen wurden (SIMPER-Matrix, Bray-Curtis Dissimilarity 50,31). Mittlere Anzahl (Mean)
der einzelnen Parasitoiden-Taxa Uber alle Beprobungsjahre errechnet.

Taxon Av. dissim Contrib. % Cum. % Mean Bio Mean IP
Chalcidoidea 19,56 38,87 38,87 24,9 20
Braconidae 14,29 28,4 67,28 18 16,2
Ichneumonidae 3,869 7,69 74,97 4,55 2,81
Cynipoidea 3,509 6,97 81,94 2,18 3,46
Ceraphronidea 3,274 6,51 88,45 2,88 2,81
Platygastridae 2,428 4,83 93,27 2,15 1,5
Diapriidae 1,498 2,98 96,25 1,15 0,654
Proctotrupidae 1,131 2,25 98,5 0,939 0,538
Scelionidae 0,7545 1,5 100 0,545 0,231

Die Braconidae bilden die zahlenmaRig starkste Familie. Sie umfassen wichtige Gegenspieler von
Obstschadlingen: z.B. die Aphidiinae als Gegenspieler der Blattlduse oder die Cheloninae und
Meteorinae als Gegenspieler vieler Tortricidae und Coleoptera. Alyssiinae und Opiinae sowie die
Familie der Diapriidae und Figitidae (Cynipoidea) parasitieren vor allem bei Dipteren, z.B. bei
Drosophiliidae, das Fallobst befallen.

7

\

Abb. A6: Der Blick durchs Stereomikroskop enthiillt die Vielfalt der Parasitica, die oft bizarre Formen aufweisen
(rechts: Eulophidae, Mannchen mit ,,Geweih“-artigen Antennen.
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Zu 2: Einfluss der Landschaftsstruktur auf Abundanz und Diversitdt der Parasitica in der Krautschicht

Die Erhebungsflaichen sind je nach Region in unterschiedliche Landschaften eingebettet (Siehe
Einleitung). So sind im Alten Land Obstanlagen das pragende Landschaftselement, wadhrend im
Kraichgau die Erhebungsflachen meist von Acker- und Griinland umgeben sind. Am Bodensee ist die
Landschaft sehr vielgestaltig. Aus den Landschaftsanteilen in 500 m Umbkreis (Datengrundlage:
Amtliches Topographisch-Kartographische Informationssystem, ATKIS-Daten 2013) wurde fir die
einzelnen Flachen ein Diversitatswert berechnet. Demnach ist die Landschaftsdiversitat im Alten Land
am niedrigsten und am Bodensee am hochsten (Abb. A7, links). Im Kraichgau lagen die 6kologischen
Flachen in einer relativ gleichférmigen Landschaft mit mehr als 80 % Ackerland in der Umgebung (Abb.
A7, rechts). Dagegen war das Umfeld der IP-Flachen hier diverser; bei zwei Flachen (IP_KR_1 und
IP_KR_3) waren Streuobstwiesen in der Nahe.
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Abb. A7: Landschaftsdiversitdt (Shannon-Index) und prozentualer Anteil von Ackerland in der umgebenden
Landschaft (500 m Umfeld) von 6kologisch (Bio) und integriert (IP) bewirtschafteten Tafelobstanlagen im Alten
Land (AL), am Bodensee (BO) und im Kraichgau (KR).

Die Landschaftsdiversitat hatte keinen Effekt auf die Vielfalt der Parasitica (Shannon-Index, aus Summe
Uber vier Jahre) in der Krautschicht in den betreffenden Obstanlagen; diese war von der
Bewirtschaftungsform abhangig und war auf den integrierten Flachen geringer (Tab. A2).

Tab. A2: Einfluss von Diversitdt (Shannon-Index H.Land) und prozentualem Anteil von Ackerland (% Acker) in der
umgebenden Landschaft (500 m Umfeld) von 0Okologisch (Bio) und integriert (IP) bewirtschafteten
Tafelobstanlagen auf die dort in Kescherproben erfasste Diversitdt (Shannon-Index/Flache aus Durchschnitt Gber
vier Jahre: H.Parasitica) und Anzahl (Durchschnitt tber vier Jahre/Flache, Nr. Parasitica) der hymenopteren
Parasitoide der Krautschicht. MAM: Minimal adaquates lineares Modell mit signifikanten Faktoren, DF:
Freiheitsgrade.

Altes Land Bodensee Kraichgau
Bio (n=3) IP (n=3) Bio (n=3) IP (n=2) Bio (n=2) IP (n=3)
H. Parasitica 1,4+0,15 1,21+0,10 1,31+0,06 1,21+0,14 1,29+ 0,08 1,2+0,10
H.Land MAM = Im(formula = H.Par ~ Manag), F = 7,407, DF = 1,15, p =0,01576
% Acker Mit MAM H.Land identisch
Nr. Parasitica 52,7 £11,7 54,1 +24,0 83,51 25,2 45,1+ 25,6 27,2+6,1 38,2+12,1
H.Land MAM = Im(formula = Par.Abu ~ H.Land + Manag + Region), F = 3,958, DF =4,12, p=
0,02836
% Acker MAM-= Im(formula = Par.Abu ~ Ackerland), F = 3,417, DF =1,15, p=0,08436
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Auch das Ackerland in der Umgebung hatte keinen Einfluss auf die Diversitdt der Parasitoide. lhre
Abundanz dagegen wurde mit von der Landschaftsvielfalt gepragt; je hoher diese war, desto héher war
auch die durchschnittliche Anzahl an Parasitica in den Kescherproben, wobei dies aber auch von der
Bewirtschaftung und der Region abhing. Es lief sich zudem eine (nicht signifikante) Tendenz
feststellen, dass ein zunehmender Ackerlandanteil in der Umgebung mit geringeren Parasitica-
Anzahlen korreliert war (Tab. A2, p=0,08).

Die Ausformung der Parasitoidengesellschaften in den einzelnen Jahren auf den verschiedenen
Tafelobstanlagen wird demnach nur tendenziell durch Bewirtschaftung und Region bestimmt. Lokale
Gemeinschaften werden sehr wahrscheinlich von vielen weiteren Faktoren, wie Umgebungseinflissen
oder auch Sortenzusammensetzung und Alter der Obstbdume, Management der Krautschicht und
anderen standortlichen Besonderheiten beeinflusst. Dadurch ergibt sich eine hohe Variabilitat in dem
Vorkommen bestimmter Parasitica-Familien und ihrer Haufigkeit, zumal die Stichprobennahme im
Sommer an sich auch nur einen Schnappschuss liefert (wenn auch Gber vier Jahre). Mittels einer
Clusteranalyse (Nearest Neighbour-Methode, Bray-CurtisDissimilarity-Index) lassen sich die
Erhebungsflichen anhand der Ahnlichkeit ihrer Parasitica-Gesellschaften in drei groBe Gruppen
ordnen (Abb. A8).

IP_AL 8

BIO AL 2

Abb. A8: Ahnlichkeit von Parasitoidengesellschaften in der Krautschicht auf Bio/IP-Obstanlagen. Basis sind die
durchschnittlichen Anzahlen pro Flache in Kescherproben liber vier Jahre (Sommertermin). Blau: Flachen im
Alten Land, Griin: Flachen am Bodensee, Grau: Flachen im Kraichgau.

So wiesen z.B. die Flachen IP_AL 7, IP_KR 1 und IP_BO_6 eine relativ hohe durchschnittliche
Parasitica-Diversitat von 1,3 auf und ,clustern” mit den meisten Bio-Flachen. Die Braconidae in den
Kescherproben aus dem Jahr 2018 wurden einer genaueren Analyse auf Subfamilien-Niveau
unterzogen. Auf diesen integrierten Flachen waren vor allem Opiinae und Alysiinae haufig, die
vornehmlich Diptera und hier vor allem Drosophilidae parasitieren. Die Wirte dieser Parasitica kbnnen
sich z.B. in Fallobst gut vermehren. IP_BO_6 grenzte direkt an die Streuobstwiese EXT_BO_7 und die
Parasitoidengesellschaften dieser beiden Flachen dhnelten sich. Damit kdnnten sich nah gelegene
Streu- oder Mostobstflachen vorteilhaft auf die Populationen dieser Parasitoidenfamilien auswirken,
die von dort in Flachen einwandern, die intensiver bewirtschaftet werden. Ebenfalls haufig waren
Vertreter der Meteorinae, die z.B. verschiedene Tortricidae parasitieren. Die genauere Analyse bis auf
das Artniveau bei ausgewahlten Gruppen vermag eventuell weitere Hinweise auf bestimmte
Habitatbedingungen in den betreffenden Anlagen geben.
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IV. 2 Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge

Arbeitspaket A2: Phinologie und Okosystemleistung der Parasitoidengemeinschaft des
Apfelwicklers, Cydia pomonella

Zielsetzungen:

1. Parasitoidenkalender: Schlupfverlauf der wichtigsten Parasitoide in Relation zum Apfelwickler
2. Okosystemleistung (Parasitierungsleistung) der wichtigsten Parasitoide des Apfelwicklers

Methoden & Ergebnisse:
Wellpappengewinnung von Apfelwicklerlarven

Die Methode der Wellpappenausbringung beruht auf dem Angebot von Uberwinterungsorten fiir
Apfelwicklerlarven. Da die meisten Parasitoidenarten in ihrer Wirtslarve iberwintern, ist es moglich,
mit dieser Methode parasitierte Larven bzw. nach Entwicklung Parasitoidenimagines zu gewinnen.
Dazu wurden ab Sommer 2015 bis Herbst 2018 zu bestimmten Zeitpunkten (Frihjahr bis Sommer,
Sommer bis Herbst, teilweise auch Herbst bis Friihjahr) etwa 10-12 cm breite und 50 cm lange
Wellpappestreifen (in bewirtschaftete Anlagen) bzw. 100 cm lange Wellpappestreifen (extensive
Flachen) im unteren (30 cm bzw. 100 cm) Bereich von Apfelbdumen angebracht (Abb. A9, links). Pro
bewirtschaftete Anlage wurden in vier Reihen jeweils 10 Wellpappen angebracht, die auf maximal 20
Bdaume pro Reihe verteilt wurden (ab Baum 20 in einer Reihe). Auf Streuobstwiesen wurden alle
verfligbaren Baume mit Wellpappe versehen.

Abb. A9: Links: Anbringung Wellpappe an einem Apfelbaum in einer bewirtschafteten Anlage. Rechts:
Freilandinsektarium mit Photoeklektoren unterschiedlicher GroRe.

Freilandinsektarium und Schlupfraten

Die Wellpappen wurden in einem Freilandinsektarium auf dem Versuchsfeld des JKI Darmstadt bis zum
Schlupf der Apfelwickler und Apfelwickler-Parasitoide gelagert bzw. Gberwintert. Die Pappen wurden
2.T. einzeln (pro Baum), z.T. alle Pappen pro Flache in Schlupfkafige (so genannte Photoeklektoren)
unterschiedlichen Fassungsvermdégens gegeben. Diese sind so konstruiert, dass sich aktive Insekten
positiv phototaktisch und negativ geotaktisch orientieren, aus abgedunkelten Bereichen
herauswandern und sich in beleuchteten Fangréhrchen oder -dosen ansammeln (Abb. A9, rechts). In
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den kleinsten GefalRen (ca. 1 |) befanden sich Wellpappen aus biologisch wirtschaftenden, in mittleren
(ca. 6 1) und groRRen (ca. 20 I) Eklektoren dagegen die Pappen aus integriert wirtschaftenden und in
Streuobstwiesen. Nach der Uberwinterung in diesen Eklektoren unter vor Regen geschiitzten
Bedingungen (Freilandinsektarium) wurde jeweils im darauffolgenden Friihjahr ab April finfmal pro
Woche kontrolliert, ob Tiere geschlipft waren. Nach Abschlupf der wichtigsten
Apfelwicklerparasitoide wurden die Eklektoren einmal wdchentlich bis in den Sommer hinein
begutachtet.

Zu 1: Parasitoidenkalender: Schlupfverlauf der Hauptparasitoide in Relation zum Wirt

Die Erhebung wurde in den Jahren 2015 bis 2018 (mit Schlupf im Jahr 2019) durchgefiihrt. Neben der
Hauptflachen im Alten Land, am Bodensee und im Kraichgau wurden zusatzlich ein Biobetrieb im
Saarland und eine schon seit mehr als 10 Jahren aufgegebene Tafelobstanlage in Slidhessen beprobt.
Die folgende Analyse basiert auf den Daten von insgesamt 3852 Uberwinterungslarven, d.h. die
Einsammlung der Wellpappen erfolgte in der Regel friihestens im Oktober, so dass damit
Uberwinternde Kokonlarven des Apfelwicklers erfasst wurden. Insgesamt schllipften 3580 Apfelwickler
und 272 Primarparasitoide, wodurch sich eine durchschnittliche Parasitierungsrate von 7 % ergibt. Die
meisten Apfelwickler wurden in Streuobstwiesen am Bodensee und im Kraichgau gesammelt. Im Alten
Land waren mehr Apfelwickler in den Bioflachen zu finden (Abb. A10, links). Die Parasitica traten dabei
in den Streuobstwiesen mit zunehmender Apfelwicklerdichte haufiger auf. Auf den Okologisch
bewirtschafteten Tafelobstanlagen stieg die Zahl mit zunehmender Wirtsdichte an, wahrend sie auf
den IP-Flachen wie auch der Wirt selten waren (Abb. A10, rechts).
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Abb. A10: Links: Anzahl in Wellpappen gesammelter Apfelwicklerlarven in Obstanlagen unterschiedlicher
Bewirtschaftung. Rechts: Anzahl nachgewiesener Parasitica in diesen Wirten in Abhangigkeit von der
Wirtsdichte. Bio: 6kologisch, IP: integriert, Ext: Most- und Streuobstwiesen. Die Erfassung von Kokonlarven des
Apfelwicklers fand in den Jahren 2015-2018 auf Flachen im Alten Land, Bodensee und der Region RMTS
(Kraichgau, Stidhessen und Saarland) statt.

Die Art Ascogaster quadridentata (Braconidae, Ei-Larvalparasitoid) war mit 124 adulten Tieren am
haufigsten, gefolgt von 90 Exemplaren von Trichomma enecator (Ichneumonidae, Parasitoid aller
Wirtslarvenstadien) und 58 Pristomerus vulnerator (Ichneumonidae, Parasitoid des ersten
Wirtslarvenstadiums). In Einzelfunden trat die Ichneumonide Liotryphon caudatus auf, die vor allem
bereits in der Borke des Apfelbaumes eingesponnene Kokonlarven parasitiert sowie einige zu den
Erzwespen gehorende Hyperparasitoide, die hier nicht bertcksichtigt wurden. Dabei wurden auf den
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Flachen aller Bewirtschaftungsformen Wirtslarven gewonnen und auch Parasitoide in ihnen
nachgewiesen (Tab. A3). In den Bioanlagen trat T. enecator am héaufigsten auf, wahrend in den
extensiven Most- und Streuflachen, die i.d.R. nicht mit Insektiziden gegen den Apfelwickler behandelt
wurden, vor allem A. quadridentata dominant war (Abb. A11).

Tab. A3: Erhebungsflichen in Obstanlagen unterschiedlicher Bewirtschaftungsform (6kologisch, integriert,
extensiv) im Alten Land, am Bodensee, Kraichgau, Saarland und Siidhessen mit Auftreten von tberwinternden
Apfelwicklern und daraus schliipfenden Parasitoiden.

Bewirtschaftung Flachen mit Apfelwickler Flachen mit Parasitoiden

Bio 9von9, -100 % 8von9,-90%
IP 6vons,-75% 4vonb6,-75%
Ext 9von9, -100 % 9von9, -100 %
Bio P Ext
20% 10%
27% m A. quadridentata

T. enecator

23% P. vulnerator

69% i)

Abb. A11: Relative H&ufigkeit von Apfelwickler-Parasitoiden auf Flachen von Obstanlagen unterschiedlicher
Bewirtschaftungsform. Bio: ©kologisch, IP: integriert, Ext: Most- und Streuobstwiesen. Die Erfassung von
Kokonlarven des Apfelwicklers fand in den Jahren 2015-2018 auf Flachen im Alten Land, Bodensee, Kraichgau,
Sudhessen und Saarland statt.

Diese drei Parasitoidenarten kamen in allen Regionen bis auf das Saarland mit nur einem beprobten
Betrieb vor (Abb. A12). T. enecator war hierbei im Alten Land, Siidhessen und im Saarland am
haufigsten in Apfelwicklerlarven nachzuweisen, weiter slidlich (Bodensee, Kraichgau) dagegen A.
quadridentata. P. vulnerator wurde seltener in den Proben gefunden.
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Abb. A12: Anzahl nachgewiesener Parasitoide pro gesammelter Wirtslarve in Obstanlagen in den Regionen Altes
Land (AL), Bodensee (BO), Kraichgau (KR), Stidhessen (SH) und Saarland (SL). Die Erfassung von Kokonlarven des
Apfelwicklers fand in den Jahren 2015-2018 durch Ausbringen von Wellpappen statt.
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Die genannten Parasitoidenarten befallen unterschiedliche Entwicklungsstadien ihres Wirtes. A.
quadridentata parasititiert die Eier des Apfelwicklers und entwickelt sich anschlieBend im Wirt. Auch
P. vulnerator parasitiert friihe Wirtsstadien, i.d.R. das erste Larvenstadium, das sich auch noch nach
dem Schlupf aus dem Ei auf der Frucht befindet und noch nicht im Innern. Dagegen parasitieren die
Weibchen von T. enecator sowohl friihe als auch spate, zum Abwandern aus der Frucht bereiten
Kokonlarven des Apfelwicklers. Diese Parasitoidenarten besitzen noch andere Wirte als C. pomonella,
doch richtet sich ihr saisonales Auftreten in Obstanlagen und demnach ihr Schlupf aus der Wirtslarve
nach Uberwinterung offensichtlich nach dem Auftreten der von ihnen jeweils bevorzugten bzw.
notwendigen Wirtsstadien. Der Schlupfverlauf dieser Parasitoide und ihres Wirtes in dem
Freilandinsektarium auf dem Versuchsfeld des JKI in Darmstadt erfolgte in den Jahren 2016 bis 2019
relativ gut synchronisiert mit den im Freiland zu erwartenden Wirtsstadien (Abb. A13). Es zeigten sich
keine regionalen Unterschiede im Schlupf der Uberwinterungsgeneration von C. pomonella, daher
wurden die Daten Uber Regionen und Bewirtschaftungsformen hinaus zusammengefasst.

Der Ei-Larvalparasitoid A. quadridentata schliipfte Uber mehrere Wochen i.d.R. mit Beginn des
Schlupfhéhepunktes des Wirtes. Somit ware im Freiland die Aktivitat von Parasitoidenweibchen gut
mit der Hauptflugzeit des Wirtes und dem vermehrten Auftreten von Wirtseiern synchronisiert. Die
Parasitoide leben auch bei Zugang zu Blitennektar Gber mehrere Wochen (Herz et al. 2012, Matrdy &
Herz, in Vorbereitung). Der Schlupf des Larvalparasitoiden P. vulnerator trat relativ konzentriert eher
gegen Ende der Hauptschlupfwelle des Apfelwicklers auf (auBer 2019). In dieser Zeit waren im Freiland
sicher schon erste Eilarven des Wirtes zu erwarten und damit einer Parasitierung zuganglich.
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Abb. A13: Schlupfverlauf von Apfelwickler und Parasitoiden aus Wellpappen mit Kokonlarven des Wirtes. Diese
waren in Obstanlagen in unterschiedlichen Regionen (Altes Land, Bodensee, Kraichgau, Sidhessen und Saarland)
in den Jahren 2015-2018 ausgebracht und fiir die Uberwinterung in einem Freilandinsektarium auf dem
Versuchsfeld des JKI in Darmstadt gelagert worden.
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Dagegen erfolgt der Schlupf des Larven-Parasitoiden T. enecator friiher als der des Wirtes und damit
weniger gut synchronisiert mit dem im Freiland zu erwartendem Auftreten der geeigneten Wirtslarven
des jeweiligen Schlupfjahres. Allerdings werden nach Scaramozzino et al. (2018) auch jlingere
Wirtslarvenstadien, die sich noch in der Frucht befinden, parasitiert. Es ware auch moglich, dass die
Parasitoiden-Weibchen noch nicht geschliipfte Kokonlarven des Vorjahres parasitieren. Der
Apfelwickler selbst schliipfte Gber einen relativ langen Zeitraum von Ende April bis in den August,
wodurch bis weit in den Sommer hinein noch geeignete Wirtslarven fiir T. enecator vorhanden sein
durften. Diese Art bringt eine zweite Generation im Spatsommer hervor, die dann die nachste
Uberwinterungsgeneration des Apfelwicklers parasitieren kdnnte. Die Art T. enecator parasitiert
natdrlich auch noch andere Wirte, die fir die Vermehrung der im Friihjahr geschipften Tiere
herangezogen werden kénnten. Mehr als 40 Wirtsarten sind bekannt, wobei mindestens 25 Tortricidae
dazu gehoren. Gerade diese Art war relativ haufig in bewirtschafteten Intensivanlagen, was fir ein
dauerhaftes Vorkommen in dieser Kultur spricht. Auch diese Tiere sind Bliitenbesucher und kénnen
bei vorhandenen Nahrungsressourcen mehrere Wochen leben.

Zu 2: Okosystemleistung der Hauptparasitoide des Apfelwicklers

Die Okosystemleistung natiirlicher Gegenspieler von Agrarschidlingen besteht in der Regulierung der
Populationen ihrer Wirte sowie in einer Reduktion in der Schadigung der Kulturpflanzen. Auf Grund
des methodischen Aufbaus dieses Projektes war eine direkte Messung der Mortalitdt des
Zielschadlings Apfelwickler vor Ort in den Obstanlagen oder auch eine Erhebung des Fruchtbefalls oder
der Fruchternte nicht moglich. Als Schatzwert flir die Parasitierungsleistung wurde daher die
Parasitierung der in Wellpappen eingesammelten Apfelwicklerlarven herangezogen, indem die
Schlupfanzahl der Parasitica der Anzahl eingesammelten Apfelwickler gegeniibergestellt wurde. Nicht
bericksichtigt wurden Larven, die aus unbekannten Griinden abgestorben waren, die aber i.d.R.
weniger als 20 % des eingesammelten Materials ausmachten. Insgesamt lag die Parasitierungsrate der
in den vier Jahren gesammelten Wirtslarven nur selten tGber 10 %. Bei steigender Apfelwicklerdichte
sank die Parasitierungsrate ab, wobei dies besonders rasch in den integrierten Anlagen der Fall war
(Abb. A14, links). Die Parasitierungsrate (nicht die Anzahl!) lag in den 6kologisch bewirtschafteten
Betrieben am hochsten. Am Bodensee war die Parasitierungsleistung in allen drei
Bewirtschaftungssystemen am niedrigsten (Abb. A14 rechts). In den dortigen IP-Flachen trat aber so
gut wie kein Apfelwickler auf (z.B. Flache IP_BO_6: 0 Apfelwickler in vier Jahren). In der mittleren
Region (Rhein-Main-Tiefebene: Kraichgau, Siddhessen, Saarland) waren teilweise hdhere
Parasitierungsraten sowohl in Bio- als auch in extensiven Anlagen festzustellen.

Bei Anpassung eines gemischten linearen Modells unter Berlicksichtigung des Probejahres als
Zufallseffekt und der Apfelwicklerdichte ergab sich ein positiver Zusammenhang zwischen
Parasitierungsrate und Wirtdichte, der aber durch die lokale Situation modifiziert wird (Abb. 15). Die
Hohe der Parasitierungsrate wird nicht durch die Bewirtschaftung beeinflusst (keine signifikanten
Tukey-Kontraste), ist aber in den Regionen unterschiedlich. Am Bodensee ist sie signifikant geringer
als im Alten Land und in der Region RMTS.

Eine durchschnittliche Parasitierungsrate von 10 % ist sicherlich zu gering, um einen ausreichend
begrenzenden Einfluss auf das Populationswachstum des Apfelwicklers zu haben, was auch an den z.T.
hohen Apfelwicklerdichten in Extensivanlagen festzustellen ist.
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Abb. A14: Parasitierungsraten (Anzahl Parasitica/Wirtslarve) in 6kologisch (Bio), extensiv (Ext = Most-
/Streuobstwiesen) oder integriert (IP) bewirtschafteten Obstanlagen in (links) Abhangigkeit von der Anzahl
gesammelter Apfelwicklerlarven (logarithmisch aufgetragen) und (rechts) in den Regionen Altes Land, Bodensee,
Kraichgau + Siidhessen + Saarland (RMTS). Die Apfelwicklerlarven wurden in Wellpappen in den Jahren 2015-
2018 gesammelt und in einem Freilandinsektarium bis zum Schlupf im Folgejahr tiberwintert.

Generalized linear mixed model fit by maximum likelihood (Laplace Approximation) ['glmerMod']

Family: binomial ( logit ) . . \ a .
Formula: cbind(Par, AW) ~ density + Manag + Region + p—— . . g 1 . .
(1] Year) g T g4 T
Fixed effects: % e ] ] ) g el i i
Estimate Std. Error zvalue Pr(>|z]) g g . - § o N =
(Intercept) -2.53363 0.46206 -5.483 4.17e-08*** = _ | [ |=l el g )
density 0.40987 0.17441 2350 0.0188* e Sl = T/ =
ManagExt -0.45591 0.20662 -2.206 0.0274 * o e ;
ManaglP  -0.62882 0.42149 -1.492 0.1357 Wanag Region

RegionBO -0.59462 0.29069 -2.046 0.0408 *
RegionRMTS 0.07865 0.23822 0.330 0.7413

Abb. A15: Minimal addquates Model mit signifikanten fixen Effekten auf die Anzahl Parasitica/Wirtslarve (= Para
sitierungsrate), (GLMM, bionomial verteilte Daten), in 6kologisch (Bio), extensiv (Ext, Most-/Streuobstwiesen) o
der integriert (IP) bewirtschafteten Obstanlagen in den Regionen Altes Land (AL), Bodensee (BO), Kraichgau + S
Udhessen + Saarland (RMTS). Rechts eingeblendet sind Unterschiede zwischen Effektstufen nach Testung von T
ukey-Kontrasten auf die Modellwerte.

Allerdings schrankt die Wellpappenmethode die Erhebung auf diejenigen Parasitoide ein, die in den
Kokonlarven des Apfelwicklers zu finden sind. Weder Ei- noch Puppenparasitoide werden so erfasst.
AuBBerdem kdnnte es sein, dass sich parasitierte Apfelwicklerlarven anders verhalten und nur zum Teil
in der Borke des Apfelbaumes bzw. in den Wellpappen zu finden sind. Der zwar nur selten gefundene
Parasitoid Liotryphon caudatus z.B. Uibt ein ausgepragtes Hostfeeding (Pfitzner & Herz, 2018) an spaten
Kokonlarven auf und verursacht u.U. dadurch eine weitere Reduktion vitaler Apfelwickler. Auch diese
Mortalitat wurde nicht erhoben.

In den Bio-Tafelobstanlagen war die Parasitierung teilweise héher und kdnnte gerade dort ein
begrenzender Faktor fir diejenigen Wirte sein, die z.B. einer CpGV-Behandlung erfolgreich
entkommen sind. Da dort eigentlich immer Apfelwicklerlarven zu finden sind (Tab. A3), ist die
Forderung dieser Gegenspieler doch wichtig. Teilweise sind diese Arten sehr langlebig und profitieren
von Nahrungsquellen wie BlUhpflanzen (Herz et al. 2012, Matray & Herz, in Vorb.). Sie kdnnten auch
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von benachbarten Streuobstwiesen in die bewirtschafteten Anlagen einfliegen und so die
Populationen dort zahlenmaRig verstarken.

Zu 2: Anreicherung von Parasitoidenpopulationen durch Einsatz eines Augmentoriums

Ein Augmentorium dient zur gezielten Vermehrung von spezifischen Gegenspielern wie Parasitoiden
auf ihren Wirtsstadien direkt in der Kultur, wobei nur die Gegenspieler, nicht aber die Schadlinge ins
Freie gelangen konnen. Es handelt sich i.d.R. um ein Gefal8 mit ausreichendem Fassungsvermaogen, das
so konzipiert ist, dass die notwendigen Entwicklungsstadien des Schadlings eingelagert werden
kénnen, und das gleichzeitig durch z.B. ein Netz bestimmter MaschengrofRe verschlossen ist, welches
die Schadlinge zurlickhilt, den erfolgeichen Schlupf der Parasitoidenimagines erlaubt. Diese Strategie
wurde z.B. bei der Vermehrung von Parasitoiden von Fruchtfliegen bereits erfolgreich getestet
(Deguine et al., 2011). Wellpappen lassen sich leicht an Apfelbdumen anbringen und wirden den
Obstbauern erlauben, einen Teil der Apfelwicklerpopulation im Herbst einzusammeln. Diese
Wellpappen kénnten dann auch in ein Augmentorium eingelagert werden mit dem Ziel, im folgenden
Frihjahr Parasitoide schlipfen zu lassen. In einem Laborversuch wurde untersucht, mit welchen
gangigen Insektenschutznetzen den erfolgreichen Schlupf von Parasitoden erlauben, ohne Falter des
Apfelwicklers zu entlassen. Dazu wurden einzelne Wellpappenrollen mit darin eingesponnenen
Apfelwicklerlarven in Plastikeimer gelegt (2 | Volumen), diese mit Netzen unterschiedlicher
Maschenweite (Tab. A4) verschlossen und im Gewachshaus bis zum Schlupf der Insekten gelagert. Die
Proben stammten sowohl aus dem Freiland als auch aus der Laborzucht mit definierter Anzahl
unparasitierter und von A. quadridentata parasitierten Apfelwicklerlarven. Die mit den Freiland- bzw.
Kontrollproben versehenen Plastikbecher wurden in gréRere Netzkifige (Volumen ca. 0,4 m3, Firma
BugDorm) uberfihrt, welche die aus dem Eimer entkommenen Tiere zurlickhielten. Somit konnte
ausgezahlt werden, wie viele Tiere durch das jeweilige Netz schliipfen konnten und wie viele nicht.
Jede Maschenweite wurde in vierfacher Wiederholung getestet (Tab. A4).

Tab. A4: Verschiedene Netze mit Maschenweiten und Verwendungszweck als mogliche Trennbarriere zum
Einsatz in einem Augmentorium fir Apfelwickler-Parasitoide. Es wurden aus dem Freiland und Labor stammende,
mit Apfelwicklerlarven versehene Wellpappen eingelagert und der Schlupf von Imagines aus den Pappen und
durch das Netz beobachtet. Schlupf AW: Daten der einzelnen in dem Versuch verwendeten Netze.

Firma MaschengroRe Farbe Verwendung Schlupf AW Schlupf AQ Schlupf andere
Howitec 1,35x1,35mm  weil} Kohlfliegennetz 0% 77 % 66 %
Windhager |3x3mm weild Gemdsefliegen 0% 75 % 62 %
Agroflor 5x5mm schwarz Laubschutznetz 91% 90 % 93%
Agroflor 3x8mm schwarz Hagelschutznetz 96 % 84 % 71 %

Engmaschige, weille Fliegennetze (1,35 x 1,35 mm, 3 x 3 mm) hielten demnach die Falter von C.
pomonella zuriick, wahrend A. quadridentata-lmagines zu einem grofRen Anteil durch diese Maschen
schliipfen konnte. Kleinere Parasitoide, die zu den Erzwespen gehorten, kamen mit allen Netzen
zurecht (Schlupf 100 %). Insgesamt gab es nur zwei gréBere Schlupfwespen; diese schlipften
erfolgreich durch die Netze mit den Maschenweiten 5x5mm und 3x8 mm. Bestimmte Schadlinge wie
der Apfelblitenstecher und vor allem die in Proben der Obstbauregionen Altes Land und Bodensee
unerwartet haufig auftretenden Miniermotten schlipften allerdings ebenfalls zu einem hohen Anteil
auch durch die engmaschigen Netze (1,35x1,35 mm, 3x3 mm).
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IV. 2 Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge
Arbeitspaket A3: Kompatibilitat mit Pflanzenschutzverfahren

Zielsetzungen:

1. Auswirkung von Pflanzenschutzmitteln auf Apfelwickler-Parasitoide
2. Interaktion der Apfelwickler-Parasitoide mit anderen Nitzlingen

Zu 1: Auswirkungen von Pflanzenschutzmitteln

Mogliche Nebenwirkungen haufig verwendeter Pflanzenschutzmittel (PSM) in Obstanlagen wurden
auf die Apfelwickler-Brackwespe A. quadridentata als Stellvertreterart geprift. Bei dieser Art
parasitieren die Weibchen das Wirtsei bzw. den darin empfindlichen Embryo, in dem sich aber die
Parasitoidenlarve sich zundchst nicht weiterentwickelt. Erst wenn die Wirtslarve das 4. Stadium
erreicht, setzt die Parasitoidenentwicklung ein. Die Wirtslarve verlasst die Frucht und spinnt sich an
der Borke des Baumes ein. Der Parasitoid setzt dann seine Entwicklung fort, totet den Wirt ab und
schliipft entweder nach der Verpuppung oder aber nach der Uberwinterung im darauffolgenden
Friihjahr. A. quadridentata ist damit sowohl im Wirtsei, der -larve und dem -kokon als auch als adultes
Tier im Obstbau eingesetzten Pflanzenschutzmitteln direkt oder indirekt ausgesetzt. Zu Prifung kamen
wichtige Insektizide im integrierten (Coragen, eingesetzt gegen Apfelwickler) und 6kologischen Anbau
(Neem gegen Blattlause, Spruzit gegen Apfelblitenstecher, Quassia gegen Apfelsdgewespe) als auch
das sowohl im IP- als auch Okoanbau eingesetzte Fungizid Stulln (Netzschwefel). Diese Mittel werden
auch appliziert, wenn adulte Brackwespen aktiv sind (Tab. A5)

Tab. A5: Applikationszeitpunkt von ausgewdhlten Pflanzenschutzmitteln in Apfelanlagen im Vergleich zum
Auftreten des Wirtsorganismus Cydia pomonella (CP, bivoltine Population) und der Apfelwickler-Brackwespe
Ascogaster quadridentata (AQ). Larve innen: Stadium L1-L5 im Inneren der Frucht. Larve auBen: L5-Larve, die die
Frucht verlassen hat und sich auBerhalb in einen Kokon spinnt zur Verpuppung oder Uberwinterung.

Phéanologische Entwicklung des Apfelbaumes und Zeitverlauf der PSM-Anwendung

Nov - Feb Mar Apr Mai Jun-Aug Sep - Okt
PSM (Aufwandmenge | Winterruhe | Austrieb Vorbliite ‘ Bliite ‘ Nachbliite Fruchtentwicklung Abschluss
pro ha)
Neem (1,5!/ha)
Coragen (87,5 mi/ha)
Spruzit (3,51/ha) -
Quassia (12 g/ha) -

Stulln (2kg/ha)

Saisonales Auftreten der Insekten

Ei

Wirt CP
Larve
innen
L5-Larve
auBen
Als
Puppe
Als Falter
Im Wirt

Parasit innen

AQ Im Wirt
aulen
Im Kokon
Aktive
Imago
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Methoden:

Die Versuche priften entweder eine direkte Kontaktwirkung der PSM-Anwendung auf adulte
Brackwespen (je nach Verfligbarkeit nur Mannchen oder beide Geschlechter von A. quadridentata =
AQ), auf die Entwicklung des Parasitoiden im behandelten Wirt oder aber auf das Wirtsfindevermogen
adulter Weibchen. Dazu wurden auch verschiedenen Versuchsgefalle eingesetzt (Abb. A16).

In allen Versuchen wurden die Pflanzenschutzmittel in praxisiblicher Aufwandmenge verwendet. Die
Applikation erfolgte in einer Sprihapplikationsanlage auf entsprechende Medien (Glasplatten im
Mortalitatstest, Plastikdeckel im Persistenztest) oder aber durch Eintauchen in entsprechend
konzentrierter PSM-Losungen (Wirtsfindung in Petrischalenarena bzw. Olfaktometer).

Direkte Kontaktwirkung

Mortalitatstest: Als Versuchskafig dienten Metallrahmen, die mit zwei Glasplatten versehen wurden
(Abb. A17). Diese waren zuvor in der Spriihapplikationsanlage mit PSM (Spruzit®Neu, Coragen® oder
Stulln® behandelt worden. Nachdem das Produkt getrocknet war wurde jeweils ein AQ-Mannchen pro
Kafig eingesetzt. Zur Versorgung diente eine mit Zuckerlésung (5 %) befeuchtete Dentalwatte. Die
Kafige wurden fur 10 Tage bei 25 °Cim Lichtthermostat (70 % r.H., 16 h/8 h Licht/Dunkelheit) gelagert.
Es wurde taglich notiert, ob Tiere gestorben waren. Die Versuche wurden in vier Wiederholungen pro
PSM bzw. unbehandelte Kontrolle (Wasser) mit jeweils funf Versuchskafigen (Behandlung von 10
Glasplatten) durchgefiihrt.

Persistenztest: Hier wurde die Kontaktwirkung der PSM Spruzit®Neu, Coragen® und Stulln® nach
unterschiedlich langen Alterungsprozessen im Freiland (Wind, Sonneneinstrahlung/ UV-Strahlung,
Regen) auf adulte Brackwespen getestet. Der Versuch wurde fir jedes Pflanzenschutzmittel zweimal
im Juni/Juli 2018 mit je finf Wiederholungen pro PSM und Zeitpunkt durchgefiihrt. Die PSM wurden
in der Spriuhapplikationsanlage auf die Deckel von Plastikbechern (ca. 10 cm Durchmesser) gespriht.
Anschliefend wurden die behandelten Deckel auf dem Versuchsfeld in belaubte Apfelbdume gehangt
und nach 0, 1, 2, 3, und 4 Tagen Exposition anschliefend im Labor auf die passenden Becher gesetzt.
Pro Becher wurden zwei Versuchstiere (beide Geschlechter, max. 48 h alt, insgesamt also 10 Tiere pro
Mittel und Tag) eingebracht worden. Zur Erndhrung diente eine mit Zuckerldsung (5 %) befeuchtete
Dentalwatte. Die Becher wurden seitlich und am Boden mit schwarzer Pappe abgedeckt, so dass sich
die Tiere hauptsachlich nach oben zum Licht orientierten und damit am behandelten Deckel aufhielten.
Der Versuch wurde im Lichtthermostat bei 22 °C, 70 % r.H. und 16 h Licht gelagert und es wurde fir
sieben Tage téaglich kontrolliert, ob Tiere gestorben waren. Als Kontrolle wurden Deckel mit Wasser
behandelt.

Beeinflussung der Parasitierungsleistung

Wirtsfindevermaogen: Ziel dieses Versuchs war es herauszufinden, ob eine Behandlung der Wirtseier
mit verschiedenen PSM (NeemAzal-T/S, Stulln, Quassia Extrakt, Coragen) das Wirtsfindevermogen von
AQ-Weibchen beeinflusst. Als Versuchsarena dienten Petrischalen (8 cm Durchmesser), deren
Bodenflache in sechs gleichgrolRe Bereiche unterteilt wurden, in denen mittig jeweils ein Ei des
Apfelwicklers platziert werden sollte (Abb. A16). Dazu wurden frisch abgelegte Eier mittels
Tauchapplikation mit der jeweiligen Behandlung (PSM: praxisiibliche Aufwandmenge, Wasser als
Kontrolle) versehen bzw. eine Gruppe wurde auch nicht getaucht (unbehandelte Kontrolle). Nach
Einlegen von jeweils sechs Eiern der gleichen Behandlung pro Petrischale wurde ein AQ-Weibchen
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(frisch geschliipft, naiv) eingesetzt und fiir zwei Stunden das Verhalten dokumentiert (Tab. A6).
Gleichzeitig waren immer sechs Versuchsansatze (=Petrischalen) mit unterschiedlichen Behandlungen
im Einsatz. Nach einem Versuchsdurchgang wurden die Weibchen entfernt und die Apfelwickler-Eier
einzeln auf Zuchtmedium Uberfiihrt und durchgeziichtet. Die Versuche wurden in jeweils mit 30
Wiederholungen pro Behandlung durchgefiihrt.

Tab. A6: Definitionen der beobachteten Verhaltensweisen von A. quadridentata im Laborversuch zum
Wirtsfindevermoégen gegeniiber mit Pflanzenschutzmitteln behandelten Wirtseiern.

Verhaltensweise Definition

Nicht-Beachtung des Wirtseis Nicht-parasitiertes Ei wird ohne weitere Reaktion Gberlaufen

Interesse an Wirtsei Arretierung und Haltung der Antennen dicht beieinander am Substrat

Parasitierung des Wirtseis Weibchen sticht den Ovipositor ldnger als 10 Sekunden in das Ei

Ablehnung des Wirtseis Weibchen lauft Uber ein bereits parasitiertes Ei ohne weitere
Reaktion

nicht-parasitierungsrelevante Laufen, Sitzen und Putzen

Aktion

Erfolg der Parasitierung: Hierfiir wurden die Tiere nach dem Schlupf auf ein Nahrmedium gesetzt,
welches sie erst zum letzten Larvenstadium verlieBen. Danach wurden die Tiere in Wellpappe gegeben,
um sich dort verpuppen zu konnen. Nun wurde noch der Schlupf der Adulten abgewartet. Die Imagines
wurden dann in Feinkostbecher Uberfiihrt und bis zu ihrem Tod mit Wasser und einer 5%-igen
Zuckerlosung versorgt. Folgende Daten wurden erhoben: Entwicklungsstopp der Eier
(Anfangsstadium, Rotringstadium, Schwarzkopfstadium), Entwicklungsstopp Larve (totes
Larvenstadium), Entwicklungsstopp Puppe, Lebensdauer der Imagines.
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Abb. A16: Versuchsvorrichtungen zur Priifung von PSM-Effekten auf das Wirtsfindevermoégen von Weibchen der
Apfelwickler-Brackwespe A. quadridentata. Links: Arena-Versuch mit Wirtseiern. Rechts: Y-Olfaktometer.

Effekt von NeemAzal®-T/S auf die Akzeptanz von Wirtseiern: Die Verhaltensbeobachtung der A.
quadridentata wahrend des Wirtsfindungsversuchs zeigte, dass die beobachteten Weibchen die mit
NeemAzal®-T/S behandelten Eier meist ignorierten. In zwei Versuchsserien wurde daraufhin gepruft,
ob das Praparat NeemAzal® oder die Leerformulierung T/S eine maskierende oder repellente Wirkung
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Negativkontrolle (Eifolie ohne Wirtseier), Positivkontrolle (Eifolie mit Wirtseiern), T/S (Folie mit Eiern,
30 sec in T/S-Formulierung eingetaucht) und Neem (Folie mit Eiern, 30 sec in mit NeemAzal®-T/S-
Losung eingetaucht). Folgende Kombinationen wurden zur Wahl gestellt: 1) Negativkontrolle gegen
Negativkontrolle; 2) Negativkontrolle gegen Positivkontrolle; 3) Negativkontrolle gegen T/S; 4)
Negativkontrolle gegen Neem, 5) T/S gegen Neem.

In der ersten Versuchsserie wurde die AQ-Weibchen (24 h, naiv) einzeln in Petrischalen gesetzt, in
den zuvor die Folienstlicke auf jeweils einer Halfte des Bodens eingelegt worden waren. Hier bestand
Kontaktmoglichkeit zur Folie. Fir die zweite Versuchsserie wurde ein Y-Olfaktometer eingesetzt,
wodurch das Testtier nur dem Duft der Folie ausgesetzt wurde. In beiden Versuchen wurde die
Position bzw. die Wahl und Aufenthaltsdauer des Versuchstieres in einem bestimmten
Aufenthaltsbereich dokumentiert. Es wurden jeweils fliinf Weibchen getestet, die nacheinander allen
flnf Situationen ausgesetzt wurden. Die Dokumentation erfolgte jeweils fir 30 min und wurde als
Video aufgenommen.

Ergebnisse:
Direkte Kontaktwirkung

Bei direktem Kontakt mit frisch behandelten Glasplatten ergaben sich reduzierte Uberlebensraten in
den Behandlungen mit den Praparaten SpruzitNeu (SN) und Stulln (S) gegeniiber der Kontrolle ohne
PSM (Abb. A17). Eine kurzfristige Beeintrachtigung in Form einer Aktivitdtsminderung wurde bei
Kontakt mit Coragen behandelten Glasplatten beobachtet.

\

300

?ab

200 250

150

Lebensdauer (Std.)

100

50

be
. il
Sl s =k __.
S SN

K c

Pflanzenschutzmittel

Abb. A17: Uberlebensdauer (Stunden) mannlicher Apfelwickler-Brackwespen (A. quadridentata) bei Exposition
auf mit Pflanzenschutzmitteln (praxistibliche Aufwandmenge) bzw. Wasser behandelten Glasplatten (links, n =
20/Behandlung). Unterschiedliche Buchstaben weisen auf signifikante (p< 0,05) Unterschiede zwischen
Varianten K = Kontrolle mit Wasser, C = Coragen, S= Stulln, SN = SpruzitNeu. Kruskal-Wallis-ANOVA, X?= 28,919,
df= 3, p <0,0001 mit Dunns-post hoc Test, Bonferroni-Korrektur).

Bei Kontakt mit unterschiedlich im Freiland gealterten PSM-Spritzbeldgen auf Plastikscheiben (Deckel
von Bechern) waren in der Regel keine Unterschiede in der Uberlebensdauer der A. quadridentata im
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Survival

Vergleich zur Kontrollsituation (Behandlung mit Wasser) zu verzeichnen (Abb. A18). Allerdings war
beim ersten Versuchsdurchgang bei der Variante mit dem Praparat Stulln® am 4. Tag eine reduzierte
Lebensdauer im Vergleich zur Kontrolle festzustellen. Sonst zeigten sich keine Beeintrachtigungen
der Uberlebensdauer der Brackwespe bei Kontakt mit den PSM-behandelten Plastikdeckeln. Im
Vergleich zu der Exposition gegeniber frischen Belagen kénnten die geringen Effekte zum einen
durch die geringe Persistenz der PSM im Freiland, aber auch in der Substrathaftung (Plastik
gegeniber Glas) und der geringeren Kontaktfliche bedingt sein, denn bereits direkt nach der
Applikation (Tag 0) war keine erhohte Mortalitdt bei den Brackwespen zu verzeichnen.
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Abb. A18: Uberlebensdauer in Tagen (Survival) mannlicher Apfelwickler-Brackwespen (A. quadridenata) bei
Exposition auf mit Pflanzenschutzmitteln (praxisiibliche Aufwandmenge) bzw. Wasser behandelten
Plastikdeckeln, die zuvor fiir O bis 4 Tagen (TagO, Tagl, Tag2, Tag3, Tag4) in die Krone von Apfelbdumen

gehangt worden waren (oben links). Variante K = Kontrolle (hellgriin) mit Wasser, PC = Coragen, SN=
SpruzitNeu, S = Stulln (jeweils dunkelgriin).

Coragen wird im Apfelanbau gegen den Apfelwickler bei Eiablage eingesetzt. Gegen die adulte
Brackwespe wirkt ein Kontakt mit dem Praparat offensichtlich nicht lebensverkiirzend. Stulin
(Netzschwefel) reagiert mit Wasser, Luft und Licht zu Schwefeldioxid, was bei direktem Kontakt
toxisch fur die adulten Brackwespen sein konnte. Netzschwefel wird haufig in der Praxis eingesetzt
und kénnte daher A. quadridentata bei direkter Exposition gefahrden, eventuell auch nach mehreren
Tagen nach der Anwendung, wenn entsprechende abiotische Bedingungen vorliegen
(Persistenzversuch). SpruzitNeu enthalt als Wirkstoff das Kontaktinsektizid Pyrethrum, das die
erhohte Sterblichkeitsrate von A. quadridentata bei Kontakt mit frischen PSM-Beldgen auf
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Glasplatten bewirkt hat. Im Freiland wird der Wirkstoff bei UV-Strahlung sehr schnell abgebaut. Es
wird in der Regel friih in Vorblite eingesetzt gegen den Apfelblitenstecher, so dass zumindest A.
quadridentata weniger in Kontakt kommen sollte.

Beeinflussung der Parasitierungsleistung

Wirtsfindevermégen: Weibchen von A. quadridentata beachteten mit dem Produkt NeemAzal®-T/S
behandelte Eier nicht (z.B. keine Antennenreaktion) und parasitierten diese im Gegensatz zu anderen
Varianten auch nicht (Abbildung A19; X?= 62,3982; df=5, p< 0,001). Die Reaktionen gegeniiber den
anderen Behandlungen unterschieden sich dagegen nicht gegeniiber den Kontrollen. Allerdings
wurde bei der unbehandelten Variante die hochste Anzahl an Parasitierungsaktionen beobachtet.
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Abb. A19: Anzahl Antennenreaktionen (=Interesse, links) und Anzahl parasitierter Wirtseier (rechts) pro A.
quadridentata-Weibchen nach unterschiedlicher Behandlung der Wirtseier mit Pflanzenschutzmitteln.
Unterschiedliche Buchstaben weisen auf signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen Varianten U = Folie mit
unbehandelten Apfelwickler-Eiern aus der Zucht, K = Kontrolle mit Wasser, S= Stulln, Q = Quassia, C = Coragen,
N = NeemAzal (n = 30, Kruskal-Wallis-ANOVA mit Dunns-post hoc Test, Bonferroni-Korrektur).

Erfolg der Parasitierung: A. quadridentata entwickelt sich als koinbionter Endoparasitoid in der
Wirtslarve und bedingt eine verkiirzte Entwicklung bis zum 4. Larvenstadium. Nicht-parasitierte
Apfelwicklerlarven entwickeln sich dagegen bis zum 5. Larvenstadium. Die Behandlungen der
Wirtseier im Versuch zum Wirtsfindevermoégen bedingten einen unterschiedlichen Schlupferfolg der
Apfelwicklerlarven (Abb. A20). Die PSM-Behandlungen hatten eine unterschiedliche Auswirkung auf
den Schlupf der L1-Larven aus dem Ei (Kruskal-Wallis-Test: x2=72,582, df=5, p<0,0001). Aus mit
NeemAzal®-T/S behandelten Eiern schliipfte nur eine einzige L1l-Larve. Auch auf die weitere
Entwicklung der Larven konnten Effekte beobachtet werden. So hemmte der Kontakt mit dem
Praparat Coragen® sowohl die Entwicklung von parasitierten Apfelwickler-Larven (kein Schlupf von
L4-Larven) als auch nicht parasitierten Apfelwickler-Larven (kein Schlupf von L5-Larven). Bei der
Variante ,unbehandelt” war die hochste Anzahl von erfolgreich parasitierten L4-Larven zu
verzeichnen (Abb. A20, Mitte). Ein dhnliches Bild ergab sich beziglich des erfolgreichen Schlupfes
adulter Brackwespen bzw. Apfelwickler.
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Abb. A20: Anzahl erfolgreich entwickelter L1, L4 (parasitiert) und L5 (nicht parasitiert) Larven des Apfelwicklers
nach unterschiedlicher Behandlung der Wirtseier mit Pflanzenschutzmitteln und Exposition gegeniber A.
quadridentata Weibchen. Signifikante Unterschiede (p< 0,05) waren zwischen N und allen Varianten beim L1-
Schlupf bzw. N und C und allen weiteren Varianten beim L4 und L5 Schlupf festzustellen (n = 30, Kruskal-Wallis-
ANOVA mit Dunns-post hoc Test, Bonferroni-Korrektu). U = Folie mit unbehandelten Apfelwickler-Eiern aus der
Zucht, K = Kontrolle mit Wasser, C = Coragen, S= Stulln, Q = Quassia.

Die aus den Varianten Stulln oder Quassia erfolgreich geschlipften Brackwespen oder Apfelwickler
unterschieden sich nicht beziiglich ihrer anschlieBenden Lebensdauer im Vergleich zu Tieren aus
unbehandelten Eiern. Dies betraf auch die Dauer der Entwicklung insgesamt. Demnach konnten
keine sublethalen Effekte dieser Prdparate festgestellt werden. Das Insektizid Coragen dagegen
totete — wie erwartet — die Apfelwicklerlarven im L1-Stadium ab, wovon natirlich auch parasitierte
Apfelwickler-Larven betroffen waren. Die Wirkung des Praparates NeemAzal war so nicht erwartet,
ist aber erklarbar durch Effekte auf die Embryonalentwicklung, was auch durch Beobachtungen in
dem Versuch nahegelegt werden kann. Es kam offensichtlich zu einem Entwicklungsstopp des
Embryos, wovon auch parasitierte Wirte betroffen waren.

Effekt von NeemAzal®-T/S auf die Akzeptanz von Wirtseiern: Mit Neem behandelte Eier waren im
Gegensatz zu Coragen-behandelten Eiern fiir Weibchen von A. quadridentata nicht interessant und
wurden nicht parasitiert (siehe oben). Ob der fir die Wirtsfindung notwendige Geruch der Eier
maskiert war oder aber volatile Stoffe des Neem-Praparates eine Repellenz bei den Weibchen
hervorgerufen haben, wurde im Folgenden in einem Arena- und Olfaktometerversuch untersucht.

Bei Angebot von Neem bzw. T/S behandelten Folien mit Eiern im Vergleich zu Folie ohne Eier in der
Petrischale, die den Versuchstieren auch Kontakt zu Eiern ermdoglichten, hielten sich die Weibchen in
den beiden Schalenbereichen ungefahr gleich hadufig auf (Tab. A7); dies war auch bei gleichzeitigem
Angebot von Neem behandelter und T/S behandelter Folie mit Eiern der Fall. Nur bei der Variante
mit unbehandelter Folie mit Eiern hielten sich die Weibchen langer in dem Bereich auf, in dem diese
Folie ausgelegt war.

Bei Angebot von Neem bzw. T/S behandelten Folien mit Eiern im Vergleich zu Folie ohne Eier im
Olfaktometer hielten sich die Weibchen hauptsachlich im Hauptrohr auf und trafen somit keine Wahl
zwischen den Réhren mit den Folien, dhnlich wie bei dem Angebot mit Folien ohne Eier. Dagegen
wurden sie offensichtlich von Folien mit unbehandelten Eiern eindeutig angezogen und hielten sich
langer in bei diesen Folien auf (durchschnittlich Giber 90 % der Beobachtungszeit von 1800 sec) (Tab.
A8).
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Tab. A7: Arena-Versuch zum Wirtsfindevermégen von A. quadridentata in Petrischale. Positionen D, @): hilftige
Bereiche der Petrischale mit Eifolien, Position @: in der Mitte der Petrischale, Freilassungspunkt. Die Werte
geben den Durchschnitt von fiinf Weibchen an, die allen Testvarianten gemaRe der angegebenen Reihenfolge
ausgesetzt wurden. NK: unbehandelte Folie ohne Eier, PK: unbehandelte Folie mit Eiern, T/S: mit
Leerformulierung T/S behandelte Folie mit Eiern, NA: mit Prdparat NeemAzal T/S behandelte Folie mit Eiern.
Statistischer Test: je nach Datenverteilung Repeated Measure ANOVA (verbundene Stichproben) oder
Friedmann-Test (Ranganalyse mit verbundenen Stichproben). Signifikante Unterschiede in Aufenthaltszeit
werden durch unterschiedliche Buchstaben angezeigt (nach Tukey, bzw. Dunn’s posthoc-Test fiir multiple
Vergleiche).

Test % Aufenthaltsdauer von 1800 sec im Bereich Ergebnis Stat. Test
Q@ versus @ @ © mit Absolutdaten (sec)
NKC?NK 45 + 620 51 + §° 4+2b Chi*>=7,6, 2 d.f., P=0,024
NK - PK 32+7° 64 +7° 4+ 4° F=74,741, d.f.=2,14, p<0,001
NK -T/S 52 + 142 41 + 122 6 + 4P F=16,431, d.f.=2,14, p<0,001
NK — NA 43 + gb 51 +19° 6+ 5P Chi’=8,4,2d.f., P==0,008
T/5 - NA 46 + 12° 47+ 9° 74 ab F=21,997, d.f.=2,14, p<0,001

Tab. A8: Versuch zum Wirtsfindevermégen von A. quadridentata im Olfaktometer. Aufenthaltsdauer (% von
insgesamt 1800 sec) von A. quadridentata-Weibchen in verschiedenen Positionen innerhalb eines Y-Rohr-
Olfaktometers. Positionen @, @: kurze Schenkel des Olfaktometers, in die der Duft von unterschiedlich
behandelten Eifolien eingebracht wurde. Position @: langes Endrohr des Olfaktometers, in den das Versuchstier

eingebracht wurde. Weitere Erklarungen siehe Tab. A7.

Test % Aufenthaltsdauer von 1800 sec im Bereich Ergebnis Stat. Test
Q@ versus @ @) © mit Absolutdaten (sec)
@
NK — NK 15+4° 22+9° 63+ 8° RM-ANOVA, F = 44,317, p<0,001
NK - PK 1+2° 91+ 10° 8+9° RM-ANOVA, F = 132,877, p<0,001
NK-T/S 29 +23° 15+ 15° 56 +21° RM-ANOVA, F = 3,277, p<0,091
NK - NA 23 £27°% 14 +5° 63 +25° RM-ANOVA, F = 4,978, p<0,039
T/S—NA 11+9° 10+ 6° 78 + 14° RM-ANOVA, F = 48,083, p<0,001

Diese Befunde sprechen dafiir, dass die Behandlung mit NeemAzal T/S bzw. auch T/S allein vor allem
den attraktiven Geruch von Wirtseiern tGberdeckt und der Foliengeruch die Weibchen dadurch nicht
mehr anlockt (Vergleich Test NK-PK gegeniiber den Varianten NK-T/S, NK-NA, T/S-NA). Substanzen an
abgelegten Eiern von C. pomonella bzw. dort befindliche Fligelschuppen des Falters besitzen eine
kairomonale Wirkung auf A. quadridentata-Weibchen (De Lury et al. 1999). Die in dem Praparat bzw.
auch in der Leerformulierung enthaltenen o6lhaltigen Substanzen kénnten diese Wirkung ausdiinnen
bzw. auch durch eigene Geruchsstoffe maskieren. Im Prinzip ware aber dieser Effekt fir den
Parasitoiden vorteilhaft: da die NeemAzal T/S behandelten Eier sich nicht entwickeln konnten, ware
ein darin befindlicher Parasitoid sowieso abgestorben. Werden diese Eier aber nicht entdeckt, wird
kein Parasitoiden-Ei ,verschwendet”. NeemAzal T/S wird im Obstbau relativ friih gegen die Mehlige
Apfelblattlaus und eventuell auch gegen Frostspanner eingesetzt, nicht jedoch gegen Apfelwickler.
Hier wéaren nur sehr friith abgelegte Eier betroffen (etwa Mitte April) und damit auch nur die ersten der
geschlipften Parasitoide. Eine Beeintrachtigung erfolgt durch gegen C. pomonella ausgebrachte PSM
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wie Coragen und Granulovirus-Prdparate. Beide PSM toten die Wirte und damit die Nahrungsressource
fiir die nachste A. quadridentata — Generation ohne ,Vorwarnung”.

Zu 2: Interaktion mit anderen Nitzlingen

Insbesondere in 6kologisch bewirtschafteten Anlagen kommen zur Bekdmpfung des Apfelwicklers
auch regelmaRig kommerziell vermehrte Nitzlinge wie Trichogramma-Eiparasitoide (Sigsgaard et al.,
2017) und vor allem entomopathogene Nematoden zum Einsatz (Férdergemeinschaft 6kologischer
Obstbau, foeko e.V.,, 2020). Mogliche Interaktionen bzw. auch Beeintrachtigungen vorkommender
Schllsselantagonisten, wie z.B. der Ei-Larvalparasitoid Ascogaster quadridentata (Abbildung A21)
wurden in Labor- bzw. Halbfreilandversuchen geprift.

Abb. A21: Verschiedene Entwicklungsstadien der Apfelwickler-Brackwespe Ascogaster quadridentata. Von links
nach rechts: a) Weibchen (ca. 5 mm) parasitiert ein Apfelwickler-Ei. b) Endoparasitisch lebendes erstes (oben)
und zweites (unten) Larvenstadium des Parsitoiden, aus der Wirtslarve herausprépariert, beide unter 1 mm groR.
c) Drittes Larvenstadium (ca. 4-5 mm) des Parasitoiden verldsst Wirtslarve (oben). Dieser Vorgang findet
normalerweise im Kokon des Apfelwicklers statt. Es erfolgt noch eine kurzzeitige ektoparasitische FraBphase an
dem Wirt. d) Kokon des Parasitoiden (ca. 4 mm lang).

Interaktionen mit Trichogramma-Eiparasitoiden

Laborversuche zu dieser Fragestellung wurden teilweise wahrend eines DAAD-finanzierten
Aufenthaltes einer Gastwissenschaftlerin durchgefiihrt. Bei Belegung eines Wirtseies durch beide
Parasitoiden-Arten war die Parasitierung durch Trichogramma erfolgreich, wahrend der
Endoparasitoid A. quadridentata im Ei- oder ersten Larvenstadium abgetdtet wurde. Weibchen beider
Parasitoiden-Arten nahmen aber eine Belegung durch die jeweils andere Art wahr und parasitierten
diese Eier tendenziell weniger. Dies spricht fir eine Nischendifferenzierung zwischen beiden Arten.
Zudem vermag A. quadridentata auch altere Wirtseier erfolgreich zu belegen, was Trichogramma eher
vermeidet (Tab. A9). Die Ergebnisse der Laborversuche sind z.T. veroffentlicht in Ksentini & Herz
(2019).

Tab. A9: Akzeptanz und Parasitierung von C. pomonella-Eier unterschiedlichen Alters durch T. cacoeciae bzw.
durch A. quadridentata. No-Choice-Versuch mit jeweils 10 Weibchen pro Parasitoidenart und Wirtsstadium und
einer Testdauer von 2 h. Werte gefolgt von unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich
(Kruska-Wallis-ANOVA mit posthoc-Test).

Status Wirtsei Trichogramma cacoeciae Ascogaster quadridentata

N Kontakte N par Eier N Kontakte N par Eier
Frisch abgelegt, < 24 h 10,3+ 1,69a 3,3+1,78a 10,5+ 11,8a 3,9+3,69a
Rotring-Stadium, 72 h 6,9 +4,28ab 4,5+ 3,50a 8,2 +6,07a 3,9+2,85a
Schwarzkopf-Stadium, 144 h 5,4 + 3,50b 0,3+0,67b 11,1 +5,02a 4,5+3,10a

H=12,2,d.f.=2, H=16,2,d.f.=2, H=0,61, d.f.=2, H=0,29, d.f.=2,
P=0,002 P<0.001 P=0,736 P=0,862
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Ein Zeltversuch zur Interaktion unter Freilandbedingungen mit kiinstlich an Apfelbdumen exponierten
Wirtseiern (in zwei Versuchen insgesamt 3051 Eier) und freigelassenen Parasitoiden war nicht
erfolgreich, da nur duBerst wenige Eier parasitiert wurden (T. cacoeciae: 27 Eier, A. quadridentata: 2
Eier). Da die Eier nicht direkt von Apfelwicklern abgelegt wurden, sondern auf Blatter aufgeklebt,
waren die Parasitoide offensichtlich nicht in der Lage, ohne natirliche Signalstoffe von z.B.
Fligelschuppen der Falter ihre Wirte zu finden.

Interaktionen mit entomopathogenen Nematoden

Eine Anwendung von Steinernema-Nematoden gegen die am Stamm lberwinternden Kokonlarven des
Apfelwicklers konnte auch dort in oder an der Wirtslarve befindliche Parasitoidenlarven
beeintrachtigen. Es wurden verschiedene Szenarien getestet und herausgefunden, dass durch A.
quadridentata parasitierte Wirtslarven gegeniiber einer Infektion mit entomopathogenen Nematoden
(S. feltiae) ahnlich empfindlich sind als nicht parasitierte Apfelwicklerlarven (Abb. A22). Dabei wird
zwar die Parasitoidenlarve selbst nicht parasitiert, stirbt aber durch das rasche Absterben ihrer
Wirtsressource.
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Abb. A22: Mortalitdt von unparasitierten (links) bzw. von A. quadridentata parasitierten (rechts) Kokonlarven
des Apfelwicklers nach Behandlung mit entomopathogenen Nematoden (EPN) in Petrischalen. Pro Larve wurden
0, 5, 10, 25 oder 50 Steinernema feltiae appliziert. Ergebnisse aus vier Wiederholungen mit jeweils 10 Wirtslarven
pro Dosierung.

Hatten die Parasitoidenlarven ihre Entwicklung bereits abgeschlossen, die Wirtslarve bereits
abgetotet, verlassen und ihren eigenen Kokon ausgebildet (Abb. 21 ¢ und d), waren sie weniger
empfindlich gegenlber den Nematoden. Danach ware eine Friihjahrsbehandlung vorzuziehen, um den
Zeitpunkt abzupassen, zu dem die Parasitoiden-Larve die Wirtslarven bereits verlassen haben.
Allerdings ist dieses Zeitfenster sehr eng (flinf Tage bei 20 °C nach Beendigung der Diapause) und wiére
in der Praxis nicht vorhersehbar. Durch A. quadridentata-parasitierte Apfelwicklerlarven entwickeln
sich allerdings schneller und kénnten bereits im Spatsommer mit Wellpappen abgesammelt und dann
in ein Augmentorium gebracht werden, wahrend die spater auftretenden, unparasitierten Apfelwickler
anschlieRend nach Ausbildung ihres Kokons am Stamm des Wirtsbaumes mit Nematoden behandelt
werden konnten. Aber auch dieses Vorgehen wiirde eine sehr genau zeitlich geplante Anwendung
erfordern, die nicht einfach zu prognostizieren und somit fliir den kommerziellen Anbau nicht
akzeptabel ist.
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IV. 2 Teilprojekt A: Invertebrate Niitzlinge

Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

= Extensive Streu- und Mostobstflachen sind reich an Arthropoden in der Baumschicht im Vergleich
zu intensiven Erwerbsobstanlagen. Sie bieten auch zahlreiche Beutetiere fiir Nitzlinge, z.B.
Blattlduse fur aphidophage Arten. Spinnen und Parasitica der Baumschicht waren in den teilweise
strukturreichen und obstbaudominierten Regionen Bodensee und Altes Land haufiger als in der
von Ackerland dominierten Region im Kraichgau. Die Bewirtschaftungsweise hatte bei einigen Taxa
(Arthropoda, Pflanzensauger, Wanzen, Marienkéafer) einen Effekt auf ihr Vorkommen, denn sie
waren signifikant haufiger in Klopfproben aus extensiven Anlagen (Ext, Streu-/Mostobst) als aus
intensiv bewirtschafteten (Bio, IP) Tafelobstanlagen. Bei einer vergleichenden Untersuchung in
Neuseeland stellten Malone et al. (2017) mehr Arthropoda bei Bioobstflachen im Vergleich zu
integrierten fest, wobei dies aber vor allem durch héhere Anzahlen von herbivoren Invertebraten
bedingt war. Die , Taxon-Richness” bzw. die Shannon-Diversitdt der betrachteten Arthropoden-
Gruppen war dagegen nicht von der Bewirtschaftung beeinflusst und die Autoren fiihren dies auf
eine generelle Verbesserung der Nachhaltigkeit in den integriert wirtschafteten Betrieben zurtick.
In unserer Untersuchung variierte die Situation in den einzelnen Betrieben zwar stark, doch setzten
die IP-Betriebe durch ihre mehrjdhrige Einbindung in das Demo-IPS-Projekt die Prinzipien des
Integrierten Pflanzenschutzes vorbildlich um, was positive Effekte auf die Arthropoden-Fauna (v.a.
Spinnen, Parasitica, Coccinellidae) in ihren Anlagen bewirkt haben kdnnte.

= Die Abundanz von parasitoiden Hymenoptera in der Krautschicht von Tafelobstanlagen erwies sich
als unabhdngig von der Bewirtschaftungsweise. lhre durchschnittliche Anzahl war in der
strukturreichen Bodenseeregion, aber auch im vom Obstanbau dominierten Alten Land deutlich
hoéher als im Kraichgau mit einem hohen Anteil von Ackerland in der Umgebung der beprobten
Obstanlagen.

= Die Parasitoidenfauna in der Krautschicht von Okologisch bewirtschafteten Tafelobstanlagen
erwies sich als diverser in dem Vorkommen der auf Familienniveau bestimmten Taxa als die von
integriert bewirtschafteten. Dieser Befund zeigte sich in allen drei Obstanbauregionen. Bioanbau
fordert demnach die Vielfalt von parasitoiden Hymenoptera in Obstanlagen.

=  Weitergehende taxonomische Analysen miissen priifen, ob sich eine typische , Obstgesellschaft”-
Parasitoidenfauna herausgebildet hat, die z.B. in Streu- oder Mostobstwiesen erhalten und
gefordert werden kann (z.B. auch durch Liegenlassen von Fallobst). Es gilt zu priifen, inwieweit
dann Parasitoide aus Extensivflachen in intensiver bewirtschaftete Obstanlagen in der Nahe
einwandern und ob ein diverses Mosaik aus Obstanlagen mit unterschiedlich intensiver
Bewirtschaftung in den wichtigsten Obstbauregionen Deutschlands die Haufigkeit und Diversitat
ihrer typischen ,,Bewohner” férdern kann. Dazu gehoéren natiirlich auch Apfelwickler und andere
Schadlinge, weshalb deren potentielle Ausbreitung in benachbarte Intensivobstanlagen ebenfalls
betrachtet werden muss, um mogliche Risiken einer Schadlingsvermehrung auszuschlieRen. In
einer Studie von Horak et al. (2013) stieg der Artenreichtum bestimmter Organismen in
Obstanlagen mit zunehmenden Anteilen von Obstwiesen in der umgebenden Landschaft. Dagegen
dokumentierten Samnegard et al. (2018) einen geringeren Artenreichtum von natirlichen
Gegenspielern bei zunehmendem Anteil von Obstanbau in der Landschaft und fiihren dies auf ein
Uberwiegen von IP-Intensivflichen zuriick. In dem gleichen Forschungsprojekt dokumentierten
Happe et al. (2018; 2019) eine groRe Variationsbreite in den Effekten von Landschaftsstruktur und
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lokalen Faktoren wie Pflanzenschutz, Vegetationsmanagment, Habitatqualitat auf verschiedene
Taxa von Pradatoren. Zu beachten ist, dass diese Studien nicht die Gruppe der Parasitoide, die an
bestimmte Wirtsgruppen gebunden sind, betrachten, weswegen die Ergebnisse nicht direkt mit
unseren Untersuchungen vergleichbar sind.

Wichtige Parasitoide des Apfelwicklers kamen in allen drei Regionen regelmaRig vor. Dabei tritt
die Ichneumonide Trichomma enecator auch in integrierten Tafelobstanlagen mit sehr geringer
Wirtsdichte auf und kann dort Latenzbestande des Apfelwicklers parasitieren. Die Brackwespe
Ascogaster quadridentata dominiert in extensiven Anlagen ohne chemische oder biologische
Apfelwickler-Bekdampfung. Die Parasitierungsraten lagen im Durchschnitt bei 10 % und waren in
Bio-Tafelobstanlagen am stabilsten. In Extensivflachen sind zwar mehr Parasitoide vorhanden, die
sich aber bei zunehmenden Wirtsdichten dort nicht schnell genug vermehren kénnen. Trotzdem
ist denkbar, dass von diesen Habitaten aus die wichtigsten Apfelwickler-Parasitoide in umliegende
Tafelobstanlagen einwandern konnen. Nebenwirte dieser Arten konnten in Streuobstwiesen zur
Verfligung stehen oder auch z.B. durch die Anlage von WeiRdornhecken geférdert werden. In einer
dhnlichen Studie in Frankreich wurde eine durchschnittliche Parasitierungsrate von 4,5 %
festgestellt, wobei die Parasitierung in 6kologisch bewirtschafteten Anlagen hoéher lag. Zudem
stieg die Parasitierungsrate in diesen Anlagen in Abhangigkeit von dem Vorhandensein von Hecken
und anderen 6kologisch bewirtschafteten Obstbau-Flachen in der Ndhe, was von den Autoren als
forderlich fiir eine allgemeine Steigerung der Okosystemleistung dieser Arten angesehen wird
(Maalaouly et al. 2013).

Die Brackwespe A. quadridentata wird im Adultstadium nur kurzzeitig und bei direkter Exposition
im Laborversuch durch Kontakt mit den Pflanzenschutzmitteln Spruzit Neu, Coragen und Stulin
beeintrachtigt. Bei Kontakt mit im Freiland gealterten PSM-Spritzbeldgen auf Plastikmaterial
wurde die Uberlebensrate adulter Brackwespen im Vergleich zur Kontrollbehandlung nicht
reduziert. Das Wirtsfindevermogen der Brackwespe war bei einer Behandlung der Wirtseier mit
NeemAzal T/S stark beeintrichtigt. Diese Eier wurden nicht gefunden und nicht parasitiert.
Dagegen wurden Eier, die mit Stulln, Quassia oder Coragen behandelt waren, kontaktiert und
erfolgreich parasitiert. Die Wirtslarven bzw. auch die darin befindliche Parasitoidenlarve
entwickeln sich aber in Coragen-behandelten Eiern nicht weiter. Coragen wird gegen den
Apfelwickler eingesetzt und wirkt ovi- bzw. larvizid. Eine dhnliche Wirkung ist auch beim Einsatz
von Viruspraparaten zu erwarten. Auch die mit Neem behandelten Eier entwickelten sich nicht
zum Apfelwickler und starben ab. Der Einsatz von NeemAzal T/S gegen die Mehlige Apfelblattlaus
erfolgt i.d.R. vor dem zeitlichen Auftreten von Apfelwickler-Eiern oder A. quadridentata. Erfolgt
aber ein Einsatz gegen die Nordische Apfelwanze oder andere Wanzenarten kann sich die
Anwendung des Praparates mit der Prdsenz adulter Brackwespen, die auf der Suche nach ihren
Wirten sind, durchaus liberschneiden.

Die wichtigen Apfelwicklerparasitoide A. quadridentata, Pristomerus vulnerator und Trichomma
enecator treten gut synchronisiert mit ihrem Wirt auf. A. quadridentata und auch P. vulnerator
parasitieren Wirtseier und frisch geschlipfte Junglarven; ihre Populationen werden dadurch
beeintrachtigt, dass diese Stadien durch effiziente PSM abgetdtet werden. T. enecator parasitiert
etwas dltere Stadien und kann sich in Gberlebenden Wirten vermehren. Vorhandene Parasitoide
kann man durch Verbesserungen der Habitatbedingungen wie Blihpflanzen sehr gut
unterstitzen, da diese Mallnahmen zur Lebensverlangerung und héherer Parasitierungsleistung
fihren kénnen (Cahenzli et al., 2019; Herz et al., 2019; Matrdy & Herz, in prep.).
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Bei Einsatz von alternativen biologischen Pflanzenschutzverfahren auf der Basis von Niitzlingen
wie Trichogramma-Eiparasitoiden und entomopathogene Nematoden werden auch die
spezifischen Apfelwicklerparasitoide durch Beseitigung ihrer Wirtsressourcen geschadigt.
Eventuell vermeidet A. quadridentata aber bereits durch Trichogramma belegte Wirtseier.
Entomopathogene Nematoden dagegen toten die Wirtslarve und somit auch alle darin
befindlichen Endoparasitoidenlarven.

Der Einsatz eines Augmentoriums ist vielleicht in Streu- oder Mostobstwiesen eine interessante
Methode zur Anreicherung von Parasitoidenpopulationen bei gleichzeitiger, PSM-freier Reduktion
der Apfelwicklerpopulation. Diese Moglichkeit sollte noch weiter erforscht werden.
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Das Teilprojekt B ,Antagonistische Mikroorganismen” befasst sich mit insektenpathogenen
Krankheiten in Apfelanlagen Deutschlands. Ziel dieses Teilprojektes war es, die Bedeutung
insbesondere von insektenpathogenen Pilzen, einschliellich Mikrosporidien in Obstanlagen zu
erfassen. In vier Arbeitspaketen wurde das Vorkommen insektenpathogener Pilze (B1), der Einfluss
von Pflanzenschutzverfahren (B2) die Wirksamkeit insektenpathogener Pilze (B3) sowie diagnostische
Untersuchungen an toten Apfelwicklerindividuen sowie antagonistischer Mikroorganismen (B4)
untersucht.

Allgemeine Methoden

Medium fiir Pilzkulturen

Fiir die Kultivierung der EPF wurde Malz-Pepton-Agar als kiinstliches Kultursubstrat verwendet. Das
Medium besteht aus 6 g Agar, 1,5 g Sojapepton, 9 g Malz und 300 ml VE-Wasser. Das Medium wurde
bei 121 °C fur 20 min autoklaviert und anschlieBend circa 15 ml Malz-Pepton-Agar in Petrischalen (@ 9
cm) gegossen.

Herstellung von Konidiensuspensionen

Flr die Herstellung von Konidiensuspensionen wurden die Pilze zunachst von Schragagarkultur auf
Petrischalen mit MPA-Medium Uberimpft. Die Schalen wurden ca. drei Wochen bei 25 °C ohne Licht
inkubiert, bis ausreichend Konidien produziert waren. Die Sporen wurden mit 10 ml Tween® 80
(0,5 %) von den Platten abgewaschen und durch autoklavierten Mull filtriert, um Myzel- und
Agarstlicke zu entfernen. Anschlieffend wurden die Suspensionen fiir 15 min in ein Ultraschallbad
gegeben, um die Konidien in Sporenketten zu trennen. Die Konzentrationen der Stammsuspensionen
wurden durch Zdhlen mit einem Hamocytometer bestimmt und die jeweils gewiinschte
Sporenkonzentration hergestellt. Als Kontrolle wurde, wenn sinnvoll, Tween® 80 (0,5 %) mitgefiihrt.

Zucht von Galleria mellonella

Die Galleria mellonella-Larven, die fiir die Koder-Methode verwendet wurden, stammten aus der
institutseigenen Zucht. Alle Stadien wurden bei 20-25 °C im Dunkeln gehalten. Ausgewachsene Motten
und Larven des Stadiums L3 und hoher wurden in Kunststoffooxen mit Drahtgaze zur Beliftung
gehalten. Die Larven des ersten und zweiten Stadiums wurden in Einmachgldasern aufgezogen. Um
Tageslicht zu vermeiden, wurden Boxen und Einmachglaser in Pappkartons gestellt. Die Nahrung fir
die Larven im ersten und zweiten Stadium bestand aus 500 g Honig (flUssig), 500 g Glyzerin, 139 g
Bienenwachs, 722 g Vollkornmehl und 222 g Bierhefepulver. Das Bienenwachs wurde geschmolzen
und alle Zutaten wurden miteinander vermischt. Aus dieser Masse wurden abgeflachte Kugeln
geformt, die in die Einmachglaser (ca. 6 cm Durchmesser) passen. Fiir die adlteren Larven enthielt das
Futter 500 g Haferflocken, 500 g Honig (flissig), 500 g Glyzerin, 200 g Bierhefepulver, 200 g
Magermilchpulver und 200 g Weizenkeime. Zuerst wurden die trockenen Zutaten von Hand gemischt
und dann Honig und Glyzerin hinzugefiigt. Die Didten wurden in einem Kihlschrank aufbewahrt. Fir
die Eiablage wurden Filterpapierstreifen in die Mottenkisten eingespannt. Die Papiere mit den Eiern
wurden zweimal wochentlich entfernt und in ein Einmachglas mit einem Futterball gegeben. Nachdem
die Larven das Ls-Stadium erreicht hatten, wurden sie in eine Plastikbox mit Futter fiir dltere Larven
Uberfiihrt und zweimal pro Woche gefiittert. Einmal pro Woche wurden etwa fiinfzig Larven in eine
separate Box ohne Nahrung lberfiihrt. Diese Larven durften sich fiir die weitere Zucht verpuppen.
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IV.3 Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen

Arbeitspaket B1: Vorkommen insektenpathogener Pilze (einschlieBlich Mikrosporidien) und
anderer Pathogene in Abhdngigkeit des Anbausystems und des Standortes

Zielsetzungen:

1. Erfassung des Vorkommens insektenpathogener Pilze in Apfelanlagen Deutschlands

2. Erfassung des Artenspektrums insektenpathogener Pilze der Gattungen Metarhizium, Isaria
und Beauveria in Abhangigkeit vom Anbausystem

3. Erfassung des saisonalen Auftretens insektenpathogener Pilze

4. Erfassung der rdumlichen Ausbreitung insektenpathogener Pilze in der Apfelanlage

Methoden & Ergebnisse

I Proben aus unterschiedlichen Regionen Deutschlands

Proben wurden im Alten Land, dem Kraichgau und in der Bodenseeregion genommen. Es handelte sich
um die gleichen Anlagen wie im Teilprojekt A beschrieben (S. 23). Anfangs wurde sich auf
Bodenproben, Blatt-/Fruchtproben und Lebendfiange konzentriert. Da von Blatt- und Fruchtproben
keine, aus Bodenproben hingegen Uberraschend viele insektenpathogenen Pilze isoliert werden
konnten, wurde sich auf die Auswertung der Bodenproben und Lebendfdange konzentriert.

Bodenprobenahme

Die Bodenproben fir die Untersuchung des natirlichen Vorkommens entomopathogener Pilze wurden
von Herbst 2015 bis Herbst 2018 im Friihjahr, im Sommer und im Herbst in integriert und biologisch
bewirtschafteten Anlagen sowie auf unbehandelten Streuobstwiesen bzw. Mostobstanlagen
entnommen. Im Alten Land wurden acht, im Kraichgau sieben und in der Bodenseeregion acht Anlagen
mit je funf Baumen beprobt. Dazu wurden die oberen 15 cm Boden mit einem Bohrstock (@ 6 cm)
entnommen. Es wurden vier Proben pro Baum in einem Abstand von etwa 25 cm zum Stamm
entnommen: zwei Proben zwischen dem Zielbaum und den beiden benachbarten Baumen und zwei
Proben zwischen dem Zielbaum und der Fahrgasse. Die vier Proben wurden in verschlielbaren
Plastikbeuteln gemischt. Die Mischproben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert.

Isolierung von EPF aus Bodenproben

Bevor mit der Isolierung der Pilze begonnen wurde, wurden feuchte Bodenproben unter einer
Sterilbank getrocknet und vorhandene Erdklumpen von Hand zerkleinert. Zu trockene Proben wurden
mit autoklaviertem VE-Wasser befeuchtet. Die Proben wurden anschlieBend in zwei 100 ml-Schott-
Duran-Flaschen mit perforierten Deckeln gefillt. Fur die Isolierung entomopathogener Pilze wurde die
"Galleria-K6der-Methode" von Zimmermann (1986) mit leichten Modifikationen angewendet. Neben
Galleria mellonella (Larvenstadium Ls-Ls) wurden auch Larven von Tenebrio molitor verwendet, da
diese als besser geeignet fiir die Isolierung von Metarhizium spp. gelten. Die Galleria-Larven wurden
in der institutsinternen Insektenzucht aufgezogen, die Tenebrio-Larven wurden von
Zoofachgeschaften (Reptilienbedarf) bezogen. In die vorbereitete Erde wurden pro Flasche zehn
Insekten gesetzt. Die Flaschen wurden 14 Tage lang bei 25 °C ohne Licht in einen Inkubator gestellt. In
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den ersten fiinf Tagen wurden sie gedreht, um die Larven dazu anzuregen, sich durch den Boden nach
oben zu bewegen und somit die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen, dass sie mit Pilzsporen in Kontakt
kommen. Nach der Inkubationszeit wurden alle Insekten aus dem Boden entfernt. Tote Insekten ohne
Anzeichen von Pilzwachstum wurden oberflachensterilisiert. Dazu wurden sie 30 Sekunden lang in
NaClO (1 %) getaucht und anschlieBend mit autoklaviertem VE-Wasser gewaschen. Danach wurden sie
separat in kleinere Plastikbecher mit angefeuchteten Dentalrdlichen (sognannte ,,Feuchte Kammern“)
gelegt und bei 25 °C im Dunkeln weiter inkubiert. Lebende Insekten wurden ebenfalls separat in
Plastikbecher gegeben, jedoch ohne Oberflachensterilisation und befeuchtete Dentalrdlichen. Tote
Insekten, die bereits Anzeichen von Pilzwachstum auf der Oberflaiche aufwiesen, wurden ohne
Oberflachensterilisation in feuchte Kammern gelegt. Alle Larven und Puppen wurden regelmaRig,
mindestens einmal pro Woche, kontrolliert. Tote Tiere wurden auf auswachsende Pilze, lebende auf
Anzeichen von Mykose, verendete Insekten oder entwickelte Adulte (Falter bzw. Kafer) untersucht.
Die verendeten Insekten wurden ebenfalls oberflachensterilisiert und in feuchte Kammern gelegt.
Motten und Kafer wurden als nicht mit entomopathogenen Pilzen infiziert aussortiert. Auswachsende
Pilze wurden mit Einwegimpfésen abgeimpft und auf Petrischalen mit kiinstlichem Ndhrmedium
Ubertragen. Dieses Medium bestand aus Malz, Pepton und Agar in VE-Wasser (MPA). Nach
viermaligem seriellen Verdiinnungsplattieren durch Entnahme von Einzelkolonien und Uberfiihren auf
neue Petrischalen wurden die Pilze als "Reinkultur" bezeichnet. Die Reinkulturen wurden als Schrag-
Agar-Kultur mit dem gleichen Medium aufbewahrt und bei 8 °C in Kiihlschranken gelagert. Dariiber
hinaus wurden die Kulturen zur dauerhaften Lagerung bei -80° C in Kryordhrchen in einem
Mikrobanksystem tiefgefroren.

Einschrdnkung auf EPF der Gattungen Metarhizium, Beauveria und lsaria

Da sich bei ersten Versuchen mit Apfelwicklerlarven herausstellte, dass nur Pilze der Gattungen
Metarhizium, Beauveria und Isaria eine Wirkung gegenliber diesen aufwiesen, wurde eine
Beschrankung auf diese Gattungen festgelegt. Metarhizium spp., Beauveria spp. und Isaria spp.
wurden anhand morphologischer Merkmale auf Gattungsebene bestimmt.

Im Jahr 2016 wurden insektenpathogene Pilze auf Gattungsebene erfasst. Auch wurde bericksichtigt,
ob unterschiedliche Gattungen aus einer Bodenprobe isoliert wurden. Die in Abb. B1 dargestellten
Ergebnisse verdeutlichen, dass aus den einzelnen Bodenproben liberwiegend eine Pilzgattung isoliert
werden konnte. Bei wenigen Proben konnten zwei bzw. drei Pilzgattungen nachgewiesen werden.

Es zeigte sich, dass die Zeitpunkte der Probennahmen keinen wesentlichen Einfluss auf das
Vorkommen der Pilzgattungen hatten. Allerdings ergaben sich klare regionale Unterschiede bei dem
Vorkommen insektenpathogener Pilze. So konnten die Pilzgattungen Beauveria und Metarhizium in
allen Regionen, hingegen die Gattung Isaria nur im Alten Land und am Bodensee nachgewiesen
werden. Am Bodensee dominierte insbesondere die Gattung Metarhizium und im Alten Land
Beauveria. Die Bewirtschaftungsform schien einen gewissen Einfluss auf das Pilzvorkommen zu haben.
So war die Anzahl von Proben ohne Nachweis insektenpathogener Pilze auf den IP-Flachen am
hochsten und im Streuobst am niedrigsten. In den Folgejahren wurden die Untersuchungen auf die
Darstellung und Auswertung auf Artebene beschrankt (siehe Abb. B3).
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Abb. B1l: Vorkommen der insektenpathogenen Pilzgattungen Beauveria, Metarhizium und Isaria
in Bodenproben in Abhangigkeit der Jahreszeit, Region und Bewirtschaftungsform des Versuchsjahres 2016.

Molekulare Identifizierung

Zur ldentifizierung der Arten wurde ein Teil des translation elongation factor 1 alpha fiir Metarhizium
spp. mittels PCR amplifiziert. Fiir Beauveria spp. wurde ein Teil der BLOC-Region und fiir Isaria spp. ein
Teil der ITS-Region amplifiziert. Fir die DNA-Isolierung wurde das Qiagen DNeasy Plant Mini-Kit nach
den Anweisungen des Herstellers verwendet. Die Pilze wurden bei 25 °C auf MPA gezogen und
Pilzmaterial (Mycel und Konidien) in Lysing-Matrix-Rohrchen (Fa. mp biomedicals) lberfiihrt. Die
Réhrchen wurden 30 Sekunden lang in flUssigen Stickstoff getaucht und das gefrorene Pilzmaterial
anschlieBend in einem Homogenisator zerkleinert. Danach wurden Puffer und RNAse gemall dem
Protokoll des Herstellers hinzugefiigt. Nach der DNA-Isolierung wurden PCRs mit AccuStart Il PCR
ToughMix (Fa. Quantabio) und Primern je nach Pilzgattung durchgefiihrt. Fiir Metarhizium spp. wurden
die Primer EF2F (5'-GGAGGACAAGACTCACACATCAACG-3') und EFjR (5'-
TGYTCNCGRGTYTGNCCRTCYTTT-3') verwendet, fir Beauveria spp. die Primer B22U (5'-
GTCGCAGCCAGAGAGCAACT-3") und B822L (5'-AGATTCGCAACGTCAACTT-3') und fir Isaria spp. ITS 1F
(5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) und 4A (5'-CGCCGTTTACTGGGGGCAATCCCTG-3'). Zur
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Sequenzierung wurden die aufgereinigten PCR-Produkte an Microsynth Seqlab (Gottingen) geschickt.
Die resultierenden Sequenzen wurden mit dem Programm MEGA7 bearbeitet und mit Sequenzen aus
der NCBI-Datenbank verglichen, um so die Art der Pilze zu bestimmen.

In Abb. B2 sind alle Analyseergebnisse auf Artebene nach verschiedenen Kriterien geordnet dargestellt.
Insgesamt wurden ca. 1.000 Pilze als Einzelsporisolate in die Stammsammlung des JKlIs Gberfihrt und
stehen fir weitere Untersuchungen zur Verfligung. Fir die Gattung Metarhizium konnten die funf
Arten M. guizhouense, M. robertsii, M. anisopliae, M. flavoviride sowie M. brunneum nachgewiesen
werden. Fir die Pilzgattung Beauveria wurden die Arten B. bassiana und B brongniartii und fur die
Gattung Isaria die Arten I. fumosorosea sowie I. farinosa nachgewiesen. Der Shannon-Index wird in der
Biometrie haufig flir die Beschreibung der Biodiversitat eingesetzt. Wurden die Daten dieses Versuches
mit Hilfe der sql-Prozedur (SAS System for Windows v 9.4) verrechnet, so hatte die Region einen
signifikanten Einfluss auf die Biodiversitat (DF: 2; F-Wert: 18,25; Pr>F: <0,0001). Wurden im folgenden
Schritt mit Hilfe der glm-Prozedur die verschiedenen Regionen untereinander verglichen, so
unterschied sich die Biodiversitdt am Bodensee (Shannon-Index: 1,020) und im Alten Land (Shannon-
Index: 0,885) nicht signifikant, beide Regionen unterschieden sich aber signifikant von der Region
Kraichgau (Shannon-Index: 0,518). So konnten im Kraichgau nur die Arten M. robertsii, M. brunneum,
und die beiden Beauveria-Arten nachgewiesen werden. Auffillig war, dass am Bodensee die Art M.
guizhouense und im Alten Land die Art B. brongniartii beziglich ihrer Haufigkeiten dominierten. Dies
kann moglicherweise mit dem unterschiedlichen Temperatur- und Bodenfeuchtebedirfnissen der
verschiedenen Pilzgattungen bzw. Arten begriindet werden. Der Art B. brongniartii wird eine gewisse
Wirtsspezifitat bei Insekten der Unterfamilie der Melolonthinae zugesprochen. Zu dieser Unterfamilie
zahlen u.a. Gartenlaubkadfer und Maikafer. Ein Zusammenhhang eines B. brongniartii-Vorkommens
und eines Vorkommens geeigenter Wirte konnte im Rahmen des Projektes allerdings nicht untersucht
werden.

Auch zeigte sich, dass die Bewirtschaftungsform sich signifikant auf die Biodiversitat auswirkte (DF: 2,
F-Wert: 31,85, Pr>F: <0,0001). Wurden im folgenden Schritt die verschiedenen
Bewirtschaftungsformen verglichen, so unterschied sich die Biodiversitait aller drei
Bewirtschaftungsformen signifikant. Die Biodiversitdat war bei den biologisch wirtschaftenden
Betrieben (Shannon-Index: 1,129), gefolgt von den Streu- /Most- Flachen (Shannon-Index: 0,850) am
hochsten und am geringsten bei den IP-Betrieben (Shannon-Index: 0,446). Wurden die Ergebnisse nach
Jahreszeiten zusammengefasst, so zeigt sich, dass die Haufigkeiten der nachgewiesenen Pilze sich nicht
Uber das Jahr dndern. Auch konnte kein signifikanter Untershcied zwischen den drei Beprobungsjahren
2016, 2017 und 2018 ermittelt werden. Im Jahr 2017 konnte die Art I. farinosa nicht nachgewiesen
werden. Die Abundanz der anderen Arten war Uber die Jahre auffillig konstant. Es kann somit davon
ausgegangen werden, dass sich Pilze Uiber einen langeren Zeitraum im Boden halten kénnen. Auch die
Trockenheit im Jahr 2018 beeinflusste das Vorkommen der Pilzarten nicht. Dies kann fiir eine
Anwendungsstrategie insektenpathogener Pilze von Bedeutung sein. Da im Boden die
Umweltbedingungen im Vergleich zu den Bedingungen auf der Pflanzenoberflache relativ konstant
sind, konnen keine Riickschliisse von diesen Ergebnissen auf das Vorhandensein auf der
Pflanzenoberflache gemacht werden. Im ersten Versuchsjahr wurde versucht, insektenpathogene Pilze
von Blattoberflachen zu isolieren. Allerdings konnten keine insektenpathogenen Pilze isoliert werden.
Ob dies methodisch begriindet ist, oder ob insektenpathogene Pilze nur in sehr geringen
Konzentrationen natirlich auf Pflanzenoberflichen vorkommen, kann abschlieBend nicht gesagt
werden.
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Abb. B2: Vorkommen der insektenpathogenen Pilzarten der Gattungen Beauveria, Metarhizium und

Isaria in Bodenproben in Abhdngigkeit der Jahreszeit, Jahr, Region und Bewirtschaftungsform.
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Il Einfluss von Bewirtschaftungsform und Apfelsorte auf das Vorkommen insektenpathogener

Pilze

Die vorangegangenen Versuche hatten gezeigt, dass ein starker regionaler Einfluss auf das Vorkommen
insektenpathogener Pilze vorhanden ist. Uber die Jahre war das Vorkommen relativ konstant. Aus
diesem Grund wurde eine grofSere Anzahl Betriebe das Vorkommen insektenpathogener Pilze in Bezug
auf in Apfelsorte und Bewirtschaftungsform in einer Region verglichen. Ergdnzend wurde geprift, ob
sich das Pilzvorkommen am Rand und in der Anlage unterscheidet.

Lage der Probefléichen

Im Mai 2016 wurden in 44 Apfelanlagen in der Region Bodensee in Baden-Wirttemberg Bodenproben
genommen. Von diesen Anlagen wurden 15 mit integriertem Pflanzenschutz bewirtschaftet und es
wurden Apfel der Sorte 'Braeburn' angebaut, 15 wurden biologisch bewirtschaftet und ebenfalls Apfel
der Sorte 'Braeburn' angebaut und 14 wurden biologisch bewirtschaftet und die Sorte 'Topaz'
angebaut.

Bodenprobenahme und -auswertung

In jeder Anlage wurden zwei Proben entnommen, eine vom zweiten Baum einer ausgewahlten Reihe
(Probe auBen) und eine von einem etwa 20 m vom Rand der Anlage entfernten Baum (Probe innen).
Dazu wurden die oberen 15 cm des Bodens mit Hilfe eines Bohrstocks (@ 6 cm) entnommen. Es wurden
vier Proben pro Baum in einem Abstand von etwa 25 cm zum Stamm entnommen: zwei Proben
zwischen dem Zielbaum und den beiden benachbarten Baumen und zwei Proben zwischen dem
Zielbaum und der Fahrgasse. Die vier Proben wurden in verschlieRbaren Plastikbeuteln gemischt. Die
Mischproben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert und wie oben beschrieben wurden
insektenpathogene Pilze mithilfe der beiden Koderinsekten isoliert. Die gewonnenen Pilzisolate
wurden wie oben beschrieben molekularbiologisch charakterisiert.

In diesem Versuch mit deutlich h6herem Stichprobenumfang konnten in der beprobten Region keine
Unterschiede zwischen den Bewirtschaftungsformen, den zwei Apfelsorten 'Topaz' und 'Braeburn'
sowie den Probenahmen am Rand bzw. im Bestand beobachtet werden (Abb. B3). Allerdings war
auffallig, dass im Inneren der Anlage die zwei Beauveria — Arten sowie M. flavoviride nicht
nachgewiesen werden konnten.
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Abb. B3: Vorkommen der Arten insektenpathogenen Pilze in Abhangigkeit von der Bewirtschaftungsform
(BIO = biologisch wirtschaftend, IP = Integrierter Pflanzenschutz), der Sorte (TOP = 'Topaz', BB = '‘Braeburn') und dem
Probennahmeort (AuBen: 2. Baum einer Reihe, Innen: Baum, der ca. 20 m im Inneren der Anlage steht).

Il Umweltverhalten von drei ausgewiahlten Pilzstimmen

Herkunft der Pilze

Die fur die folgenden Tests verwendeten Pilze (Tab. B1) stammen aus Boden von Apfelanlagen, die in
Kapitel | isoliert wurden.

Tab. B1: Entomopathogene Pilze, die fiir die Tests in Kapitel Ill verwendet werden.

Stammnummer  Pilzart Herkunft Bodenprobe  K&derinsekt
JKI-BI-1899 I. fumosorosea AL_5 Galleria mellonella
JKI-BI-1669 B. bassiana KR_1 Galleria mellonella

JKI-BI-1898 M. guizhouense BO_6 Tenebrio molitor
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Wirkung von UV-Strahlung auf die Keimung von EPF-Sporen

Um die Wirkung von UV-Strahlung auf die drei ausgewahlten EPF zu testen, wurden Pilzsporen fir 5,
10, 20, 40, 60, 120, und 180 min mit kiinstlichem Sonnenlicht bestrahlt und anschlieRend fiir einen Tag
bei 25 °C inkubiert. Die Konidien wurden mittels einer Sporensuspension (150 ml, 1x10® Sporen/ml)
auf MPA-Platten aufgebracht und ca. 15 min. unter sterilen Bedingungen getrocknet. Als Kontrolle
wurden Platten mit Alufolie umwickelt. Die zu bestrahlenden Platten wurden anschlieRend fiir die o.a.
angegebenen Zeiten offen unter vier UV-Lampen (Ultra Vitalux) gestellt. Der Abstand zu den
Leuchtmitteln betrug 130 cm. Die Temperatur betrug bei dieser Entfernung 37 °C. Nach der eintagigen
Inkubation wurden die Keimraten der Sporen bestimmt. Dazu wurde ein Stlick Agar aus den MPA-
Platten ausgeschnitten, mit Baumwollblau angefarbt und jeweils 3x100 Sporen gezahlt. Dabei wurde
zwischen gekeimten und nicht gekeimten Sporen unterschieden. Der Anteil gekeimter Sporen je 100
Sporen ergibt die Keimrate. Die Keimraten der Kontrollplatten wurden als 100 % Wert gesetzt.

Abb. B4 verdeutlicht, dass sich die drei untersuchten Pilzstamme hinsichtlich ihrer UV-Empfindlichkeit
sehr dhnlich verhalten. Auch wenn die getesteten Konidien der drei Stamme sich hinsichtlich Grolie,
Form und Farbe unterscheiden, so ist nach einer Bestrahlungszeit von 120 Minuten fast keine Konidien
mehr keimfahig.
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Abb. B4: Einfluss eine UV-Bestrahlung auf die Keimfahigkeit von drei verschiedenen Pilzstdmmen,
Mittelwert und Standardabweichung von drei zeitlich unabhéngigen Versuchen.
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Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von EPF

Um den Einfluss der Temperatur auf das Wachstum der drei Pilzstdmmen zu untersuchen, wurden
Petrischalen (@: 6 cm) mit kiinstlichem Medium (MPA) hergestellt. Von jedem Pilz wurden 2 pl einer
Sporen-Suspension mit einer Konzentration von 1x10° Sporen/ml in die Mitte einer Petrischale
pipettiert. Die Petrischalen wurden anschliefend eine Woche lang bei verschiedenen Temperaturen
(10, 15, 20, 25, 30, 35 °C) inkubiert. Danach wurde das radiale Wachstum auf jeder Platte in zwei
Richtungen gemessen. Der Versuch wurde dreimal mit jeweils drei Petrischalen wiederholt.

Die drei untersuchten Pilzstimme zeigen ein deutlich unterschiedliches Temperaturspektrum
(Abb. B5). So kann JKI-BI-1899 schon bei 10 °C wachsen, aber bei Temperaturen ab 30 °C findet kein
Mycelwachstum mehr statt. Der B. bassiana-Stamm JKI-BI-1669 wachst bei Temperaturen zwischen 15
und 30 °C und der M. guizhouense-Stamm JKI-BI-1898 wachst dariber hinaus auch noch bei 35 °C.
Diese temperaturbedingten Wachstumsunterschiede der drei Pilzstdmme deckt sich sehr gut mit den
Temperaturunterschieden in den drei Apfelanbaugebieten Deutschlands.
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Abb. B5: Einfluss der Temperatur auf das Wachstum von drei verschiedenen Pilzstimmen, Mittelwert und
Standardabweichung von drei zeitlich unabhangigen Versuchen.
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Verteilung der Pilze um den jeweiligen Zielbaum

Um die Verteilung der EPF in Apfelanlagen zu untersuchen, wurden jeweils 76 Bodenproben um jeden
der drei ausgewahlten Zielodume (Ursprung der drei in diesem Kapitel verwendeten ausgewdhlten
Pilze) entnommen. Ausgehend vom Stamm wurden zehn Bodenproben in jeder Himmelsrichtung
(Norden, Siiden, Osten, Westen) und neun Proben in den interkardinalen Richtungen (Nordosten,
Sudosten, Stidwesten und Nordwesten) entnommen. Die Proben wurden in den folgenden Abstanden
entnommen: 0,0 m (direkt am Baum nur N, S, O, W),0,3m, 0,6 m,0,9m, 1,2m, 1,8 m, 2,4 m, 3,0 m,
3,6 m und 4,2 m. Norden und Stiden entsprechen der Baumreihe (Herbizidstreifen), Westen und Osten
rechtwinklig Gber die Fahrgassen in die benachbarten Baumreihen (Apfelbaumreihen sind in der Regel
in Nord-Sud-Richtung ausgerichtet, um das Sonnenlicht am besten zu nutzen). Die Isolierung der EPF
wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dass nur G. mellonella-Larven fir die
Proben aus den Anlagen AL_5 (I. fumosorosea) und KR_1 (B. bassiana) und nur T. molitor-Larven fir
Proben aus der Anlage BO_6 (M. guizhouense) verwendet wurden.

Die Verteilungsmuster der insektenpathogenen Pilze an diesen drei untersuchten Zielbdumen verhielt
sich unterschiedlich (Abb. B6). I. fumosorosea konnte nur direkt um den Baum und im
,Herbizidstreifen” nachgewiesen werden. Moglicherweise stellt die Fahrgasse mit der entsprechenden
Bodenverdichtung eine Barriere fiir die Ausbreitung dieses Pilzes dar. Hingegen konnte Metarhizium
guizhouense in den meisten Proben nachgewiesen werden. Sowohl in der Baumreihe als auch in der
Fahrgasse wurde dieser Pilz isoliert. Nur in wenigen Proben und ohne, dass sich ein Muster erkennen
lasst, wurde B. bassiana nachgewiesen.

»
° °
° é
° (] e ) <]
*
(o] o *
L * 3 ] + @ Q. ° .0
- + - . > .
- " + * - > = +
* +
e ° ] ) * ] -] ° . ] * °
* + - - -l +
* * » " * » +
L] r
LR e, o e, n o
s @x |2 = = ::1:‘: xx x % x| x0 x *@x |n w TIrL L | 2@ QK (% X % ww g‘t #n % % % *0
L i
I . %y
L | [+
+¥ o 1 | * ’: *
+ * + + * 8 .
° + é + ° ° . é ° ) * . °
* - . - .. L o
+ * + k4 = *
+ + * o e ¥ o * e
(<] e o} (<] o [+ .
=
=]
° e ° ° -] o * ?
Fahrgasse Fahrgasse
Fahrgasse Fahrgasse Fahrgasse Fahrgasse

Abb. B6: Pilzvorkommen (farblich markierte Kreuze) um den Zielbaum, Links: I. fumosorosea, Mitte: M.
guizhouense, Rechts: B. bassiana, Entfernungen Probennahme vom Zielbaum: 0,3 m; 0,6 m; 0,9 m; 1,2 m; 1,8 m;
2,4 m; 3,0 m; 3,6 mund 4,2 m, Nord, Siid, Ost, West: mit zuséatzlicher Probe direkt am Baum (0,0 m).
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IV.3 Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen

Arbeitspaket B2: Einfluss von Pflanzenschutzverfahren auf insektenpathogene Pilze
Zielsetzungen:

Prifung unter Laborbedingungen des Einflusses gangiger Pflanzenschutzverfahren auf
insektenpathogene Pilze

Wirkung von Fungiziden auf das Wachstum von EPF

Um die Wirkung von Fungiziden auf EPF zu testen, wurden funf Fungizide, die im Apfelanbau in
Deutschland eingesetzt werden oder wurden, getestet. Dazu wurde die maximale Aufwandmenge pro
Fungizid in MPA gemischt und 6-cm-Petrischalen mit 5 ml Fungizid-MPA-Medium hergestellt.
Zusatzlich wurden Kontrollplatten ohne Fungizide hergestellt. Auch hier wurden die drei ausgewahlten
Pilze (Tab. B1) verwendet. Eine Konidiensuspension mit 1x10” Konidien/ml wurde hergestellt und 2 pl
dieser Suspension wurden in die Mitte jeder Fungizid- oder Kontrollplatte pipettiert. Das Wachstum
des Myzels wurde nach drei, sechs und neun Tagen gemessen, indem der Durchmesser des Myzels in
zwei verschiedene Richtungen gemessen wurde.

Die Ergebnisse der Abb. B7 veranschaulichen, dass fiir jeden Pilzstamm der Einfluss einer Anwendung
von Fungiziden gepriift werden muss. So beeinflusste z.B. Schwefel das Wachstum von I. fumosorosea
Stamm JKI-BI-1899 und M. guizhouense Stamm JKI-BI-1898, nicht aber von B. bassiana Stamm JKI-BI-
1669. Kupferhydroxid verursachte eine Hemmung bei allen drei Pilzstammen, die aber bei JKI-BI-1899
nicht ganz so deutlich ausfiel.
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Abb. B7: Wirkung von Fungiziden auf das Radialwachstum ausgewahlter insektenpathogener Pilze auf Agar-
Medium.
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Wirkung eines Herbizids auf das Wachstum von EPF

Die Wirkung des im Apfelanbau in Deutschland eingesetzten Herbizid-Wirkstoffes Glyphosat wurde
auf die gleiche Weise gepriift wie im Abschnitt Fungizide beschrieben. Keine der drei getesteten
Pilzstamme konnte auf Agar-Medium, das Glyphosat enthielt, wachsen (Abb. B8). Auch wenn es sich
um ein Herbizid handelt, kann somit ein Einfluss auf insektenpathogene Pilze nicht ausgeschlossen

werden.

Herbizid-Platten
A

Kontrolle { 16X 1X 2X

Abb. B8: Einfluss eines Herbizids mit Wirkstoff Glyphosat auf
entomopathogene Pilze, Radialwachstum auf Nahrmedium mit Herbizid
nach neun Tagen Inkubation bei 25 °C (%, einfache, doppelte max.
Aufwandmenge).
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IV.3 Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen

Arbeitspaket B3: Wirksamkeit insektenpathogener Pilze

Die Wirksamkeit insektenpathogener Pilze wurde gegen den Nichtzielorganismus Forficula auricularia,
den Parasitoiden Trichogramma cacoeciae, den Apfelschadlingen C. pomonella und Anthonomus
pomorum sowie in einem mehrjahrigen Feldversuch gegen Engerlinge der Gattung Melolontha
geprift.

Wirkung von EPF auf Forficula auricularia

Zur Untersuchung des Einflusses von entomopathogenen Pilzen auf den Gemeinen Ohrwurm (Forficula
auricularia) wurden drei der isolierten Pilze ausgewahlt (Tab. B2).

Tab. B2: Herkunft der getesteten entomopathogenen Pilze (IP=Integrierter Pflanzenschutz, Bio=6kologisch,
BB=Braeburn, TOP=Topaz).

Stamm Nr.  Pilzart Herkunft Bodenprobe GPS Positionen Kéderinsekt
JKI-BI-2166  B. bassiana IP BB 10 auRen 47°42.881'009°31.270" Galleria mellonella
JKI-BI-2192 M. brunneum Bio BB 10 innen 47°40'02" 9°32'48" Galleria mellonella
JKI-BI-2222 M. guizhouense  Bio TOP 9 innen 47°43'38" 9°34'31" Tenebrio molitor

Herkunft der Ohrwiirmer

Die Ohrwirmer wurden in Apfelbdumen der Freilandflache des Julius Kiihn-Instituts in Darmstadt
gesammelt. Dazu wurden Bambusstiicke in die Biume gehangt, die die Ohrwiirmer gerne aufsuchen.

Nach sieben Tagen wurden die Bambusabschnitte durch Schiitteln in Weithalsflaschen (1000 ml,
DURAN®) auf Ohrwiirmer untersucht. Auf diese Weise konnten mehrere hundert Ohrwirmer
gesammelt werden. Um sicherzustellen, dass die Insekten gesund sind, wurden sie zwei Wochen lang
in Gerda®-Boxen (20x20x9,5cm) bei Raumtemperatur und natdirlichen Lichtverhaltnissen und danach
mehrere Wochen bei 15 °C gehalten, bevor mit dem Biotest begonnen wurde. Die Boxen wurden mit
groRen, mit Gaze verschlossenen Léchern perforiert, um einen ausreichenden Luftaustausch zu
gewahrleisten. In jede Schale wurde ein Stiick Apfel als Flissigkeit und Nahrungsquelle gelegt und
zusatzlich einige Fischfutterflocken und etwas Pollen. Auch ein groBes Segment Bambus wurde als
Versteck in die Schale gelegt, was von den Ohrwiirmern sofort als Versteck angenommen wurde. Die
Insekten wurden nach ihrem Geschlecht sortiert und in jede Schale 50 Ohrwiirmer gesetzt. Zweimal
pro Woche wurde das Futter gewechselt und die Verstecke von Kot gereinigt.

Tauchversuch

Nachdem die Fitness der Ohrwiirmer sichergestellt war, wurden pro Pilzstamm jeweils 25 méannliche
und weibliche Insekten in Weithalsflaschen gesammelt, plus die gleiche Anzahl an Kontrolltieren. Die
folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Zehn ml pro Sporensuspension
wurden auf jeweils 25 Ohrwiirmern pipettiert und die Flaschen 15 sec lang vorsichtig geschwenkt, um
sicherzustellen, dass die Insekten durch die Suspension bzw. Tween® 80 (0,5 %) vollstandig benetzt
wurden. Danach wurden die Suspensionen mit den enthaltenen Ohrwiirmern in eine zweite Flasche
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mit Mull Gber dem Flaschenhals abgegossen. Die Ohrwirmer wurden anschliefend vorsichtig vom
Mull in vorbereitete Plastikbehalter (Bellaplast®, 18,3 x 13,6 x 6,4 cm) Uberfiihrt. In jedes Behéltnis
wurden fiinf Insekten gesetzt. Die Plastikbehalter enthielten wieder ein Stlick Apfel, Fischfutterflocken
und Pollen, aber anstelle eines Bambusabschnitts wurde ein Stlick Wellpappe als Versteck verwendet.
Das Fischfutter und der Pollen wurden einmal pro Woche gewechselt, das Apfelstiick wurde jeweils
montags, mittwochs und freitags ausgetauscht. Tote Ohrwirmer wurden aus den Schalen
herausgenommen. Der Versuch wurde drei Mal zeitlich unabhangig wiederholt.

Die Ergebnisse der Forficula-Biotests lassen vermuten, dass Ohrwirmer nicht empfindlich auf die drei
untersuchten insektenpathogenen Pilze reagieren (Abb. B9). So hatte keiner der getesteten Pilze einen
signifikanten Einfluss auf die Mortalitdt. Dies kann u.U. auf von Ohrwirmern gebildeten 1,4
Benzoquinone zuriickzufiihren sein, denen eine antimikrobielle Wirkung zugesprochen wird. Allerdings
reagierten die Weibchen unempfindlicher auf eine Tauchbehandlung.

100

80
g 60 —
5
©
5

40 +
] T ///

2] Z

0 1 I I I I /

S & & & @S
& & & & & ¢ g
S 8% 1) ) 1) ) a9/ v
\G& Qv& \/\ Q7\’ \97\ %\’ \97\ Q?\,
C\‘&\ C\\@\ 'bsjr rosjr\ @3{‘ ul @Sj“ ngr\
€ ¢ & & (\@0‘0 A
& & & S X N
© © 0 > R4 %
Q Q A\ N S N
\3 \

Abb. B9: Mortalitdit von weiblichen (w) und mannlichen (m) Tieren des Gemeinen Ohrwurms nach

Tauchbehandlung mit insektenpathogenen Pilzen (MW % Standardabweichung von drei zeitlich unabhangigen
Wiederholungen mit je 25 Tieren je Variante).
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Wirkung entomopathogener Pilze auf Trichogramma cacoeciae

Herkunft der Pilze

Zur Untersuchung des Einflusses von EPF auf T. cacoeciae wurden drei der isolierten Pilze ausgewahlt
(siehe Tab. B1).

Herkunft der Versuchstiere

Die T. cacoeciae-, Eipapiere” wurden von der Fachgruppe Entomologie-des Instituts zur Verfligung
gestellt. T. cacoeciae wird auf Eiern der Getreidemotte Sitotroga cereallela geziichtet. Bei den
,Eipapieren” handelt es sich um Eier dieser Motte, die auf Papier aufgeklebt wurden und fir ca. drei
Tage den Trichogrammen zur Parasitierung angeboten wurden. Parasitierte Wirtseier farben sich nach
ca. fiinf Tagen schwarz. Diese Wirtseier wurden auch fir die Versuche verwendet.

Durchfiihrung der Biotests

Um den Einfluss der drei Pilze auf Stadien von T. cacoeciae im Wirtsei zu untersuchen, wurden
Konidien-Suspensionen mit 1x10” Sporen/ml hergestellt (siehe "Herstellung von Konidien-
Suspensionen") und Papierstreifen mit von T. cacoeciae parasitierten Wirtseiern fiir eine Sekunde in
diese Suspensionen getaucht. Die Menge der parasitierten Eier wurde vorher mit einem
Stereomikroskop gezahlt und tote Parasitoide (Elterngeneration) wurden vor den Tests entfernt. Die
getauchten Eipapiere wurden eine Stunde lang unter einer Sterilbank getrocknet und dann zur
Inkubation in Glasréhrchen gelegt, die mit Baumwollgewebe zur Bellftung verschlossen waren. Die
Wirtseier wurden bei 20 °C im Dunkeln bebriitet, bis die Parasitoide geschliipft waren. Um die Anzahl
der geschllpften Parasitoiden zu ermitteln, wurden die Glasrohrchen geschlossen gehalten, bis die
Insekten tot waren. Zur Zdhlung wurde ein Stereomikroskop verwendet.

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass keiner der drei getesteten Pilzstimme der drei Gattungen
Metarhizium, Beauveria und Isaria die Schlupfrate von T. cacoeciae aus behandelten Wirtseiern
beeinflusst (Abb. B10). Es kann davon ausgegangen werden, dass wenn einer dieser Pilzstdmme im
Freiland eingesetzt und zufallig von Trichogramma parasitierte Wirtseier behandelt werden wirden,
dass die Schlupfrate der aus diesen Wirtseiern schliipfenden Generation durch den Pilz nicht
beeintrachtigt wird. Dies muss aber fiir jeden eingesetzten Pilz geprift werden. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass verwendete Formulierungshilfstoffe sich nicht negativ auf die
Schlupfwespen auswirken. Auch misste geprift werden, ob die Parasitierungsrate und Fertilitdt durch
eine Pilzbehandlung beeinflusst wird.
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Abb. B10: Schlupfrate von Trichogramma cacoeciae nach Pilzbehandlung parasitierter Eier des Wirtes Sitotroga
cereallela.

Wirkung entomopathogener Pilze auf Apfelwickler (Cydia pomonella)

Zur Untersuchung des Einflusses von EPF auf den Apfelwickler (C. pomonella) wurden in einem ersten
Versuch 21 Pilzstdmme der Gattungen Metarhizium, Isaria und Beauveria und in einem zweiten
Versuch drei der isolierten Pilze ausgewahlt (siehe Tab. B1).

Zucht von Cydia pomonella

Flr diesen Biotest wurden Ls-Larven von C. pomonella verwendet. Die Larven des ersten Stadiums
wurden von der Arbeitsgruppe Virologie des Julius Kiihn-Instituts zur Verfliigung gestellt und mit
kiinstlichem Medium bis zum letzten Larvenstadium aufgezogen. Da C. pomonella-Larven dazu neigen,
kannibalisch zu sein, miissen sie getrennt voneinander aufgezogen werden. Die Aufzucht erfolgte in
einzelnen Kammern aus Kunststoffrastern nach der im Institut Ublichen Methode. Die frisch
geschlipften L;-Larven wurden mit einem feinen Pinsel aus den Inkubationsschalen, in denen die Eier
bebriitet wurden, entnommen und in Raster mit speziellem Futtermedium gesetzt. Flinfzig Larven
wurden einzeln in die Kammern eines Rasters gesetzt und dann das gesamte Raster mit Frischhaltefolie
umwickelt. Da die Larven auch dazu neigen, die Folie zu durchfressen und in spateren Stadien zu
entweichen, wurden die Deckel der Raster umgekehrt auf die Folie gelegt und mit Gummiringen fixiert.
Zusatzlich wurde ein gefaltetes Handtuchpapier zwischen die Folie und den Deckel gelegt. Durch dieses
Verfahren wurden die einzelnen Kammern gut abgedichtet und ein Verlust der Larven durch
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Kannibalismus oder Flucht konnte so weit wie moglich vermieden werden. Die Larven wurden bei 25
°C inkubiert, bis sie das Ls-Stadium, das letzte Larvenstadium vor der Verpuppung, erreicht hatten. Die
Ls-Larven wurden vorsichtig mit einer Federstahlpinzette aus den Rastern entnommen, unmittelbar
bevor sie fir die Biotests benotigt wurden.

Durchfiihrung der Biotests

Das erste Testsystem war so aufgebaut, dass relativ viele Pilze gegen C. pomonella mit
Giberschaubarem Zeitaufwand getestet werden konnten. Hierfiir wurden Ls-Larven fiir eine Stunde auf
sporulierende Pilzkulturen gesetzt, anschlieBend einzeln in Dosen gesetzt und bei 25 °C im Dunkeln fir
drei Wochen inkubiert. AnschlieRend wurde die Anzahl geschllipfter Falter bonitiert.

Abb. B11 veranschaulicht, dass insbesondere die Art B. bassiana pathogen ist. Die Art B. brongniartii
zeigte eine geringere Wirkung. Der getestete Pilzstamm der Art I. fumosorosea war ebenso wirksam.
In weiteren Tests zeigten auch andere Isaria-Stamme eine gute Wirkung. Die Gattung Metarhizium ist
ebenso wirksam, aber es konnen keine klaren Unterschiede zwischen den einzelnen Arten festgestellt

werden.
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Abb. B11: Einfluss verschiedener insektenpathogener Pilze auf die Schlupfrate behandelter Larven von Cydia
pomonella (MW und Standardabweichung von drei zeitlich unabhangigen Wiederholungen mit jeweils 10
Larven).
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In einem zweiten Testsystem sollte der Einfluss von drei Pilzen (Tab. B1) auf Ls-Larven von C. pomonella
detaillierter untersucht werden. Hierfiir wurden Konidien-Suspensionen mit 1x103, 1x10%, 1x10°, 1x10°8
und 1x10’ Sporen/ml hergestellt. Zusétzlich wurden eine unbehandelte Kontrollgruppe sowie eine
Kontrollgruppe, die mit der Leerformulierung (Tween80 0,5 %) behandelt wurde, mitgefiihrt. Pro
Behandlung wurden 25 Larven getaucht. Die Larven wurden in eine Schottflasche gesetzt und die
Konidiensuspension auf die Larven gegeben. Die Flaschen wurden langsam fiir 15 Sekunden gedreht,
so dass alle Larven mit Suspension benetzt wurden. Die Tiere wurden anschliefend mit der Suspension
auf ein Stlick autoklavierten Mull geleert, um ein Ertrinken der Larven auszuschlieBen. Die Larven
wurden anschliefend einzeln in Feinkostdosen gesetzt und bei 25 °C dunkel inkubiert. Da es sich um
Ls-Larven handelte, war eine Fitterung nicht notig. Nach drei Wochen wurden die Versuche
ausgewertet, hierbei wurde zwischen geschlipften Faltern, als Larve gestorbenen und als Puppe
gestorbenen Tieren unterschieden. Der Versuch wurde finf Mal zeitlich unabhangig wiederholt.

Abb. B12 verdeutlicht, dass in diesem Biotestsystem relativ hohe Konzentrationen an Pilzsporen
notwendig sind, um einen deutlichen Einfluss auf Larven bzw. Puppen zu haben. Zwischen den drei
untersuchten Pilzarten konnte kein klarer Unterschied hinsichtlich der Pathogenitdt nachgewiesen

werden.
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Abb. B12: Einfluss verschiedener Konzentrationen insektenpathogener Pilze auf die Mortalitdt behandelter Larven von

Cydia pomonella (MW und Standardabweichung von funf zeitlich unabhéngigen Wiederholungen mit jeweils 25
Larven).

Wirkung entomopathogener Pilze auf Apfelbliitenstecher (Anthonomus pomorum)

Zur Untersuchung des Einflusses von EPF auf den Apfelbliitenstecher (Anthonomus pomorum) wurden
drei der isolierten Pilze ausgewahlt (siehe Tab. B1).

Herkunft der Versuchstiere

Die Insekten fir diesen Versuch wurden in einer biologisch bewirtschafteten Apfelanlage bei
Darmstadt gesammelt. Befallene, bereits verwelkte Apfelbliten wurden gesammelt und in einem
Netzkafig (30 x 30 x 30 cm) gelegt, bis die adulten Tiere sich aus den Bliten herausfralen. Die
Nahrungsversorgung der Kafer wurde durch regelmalig gewechselte Apfelblatter sichergestellt, die in
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15 ml Zentrifugenréhrchen (Fa. Falcon) mit Leitungswasser gegeben wurden. Die R6hrchen wurden
mit Parafilm verschlossen, um ein Ertrinken der Kafer zu verhindern.

Durchfiihrung Biotest mit Anthonomus pomorum

15 Kafer wurden in 15 ml Zentrifugenréhrchen (Fa. Falcon) gesetzt und eine Konidiensuspension mit
1x107 Sporen/ml in 0,5 % Tween 80 auf die Kifer gegeben. Die Réhrchen wurden langsam fir 15
Sekunden gedreht, so dass alle Kafer mit Suspension benetzt wurden. Die Kafer wurden anschliefend
zu funft in Plastikbehélter (Bellaplast®, 18,3 x 13,6 x 6,4 cm) gesetzt und bei 25 °C inkubiert. Die
Nahrungsversorgung der Kafer wurde durch regelmaRig gewechselte Apfelblatter sichergestellt. Die
Bonitur toter Kafer erfolgte einmal woéchentlich Gber zehn Wochen. Der Versuch wurde drei Mal

zeitlich unabhangig wiederholt.

Der Abb. B13 ist zu entnehmen, dass im Vergleich zur Tween- Kontrolle die getesteten Pilze keinen
signifikanten Einfluss auf die Mortalitat des Apfelbliitenstechers hat.
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Abb. B13: Anzahl toter Tiere nach Behandlung mit
verschiedenen insektenpathogenen Pilzen. 3 unabhangige
Wiederholungen mit jeweils 5 Individuen.
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Versuche zur Anwendung von Beauveria brongniartii gegen Engerlinge in Obstanlagen

Der entomopathogene Pilz Beauveria brongniartii ist schon lange als natirliches Pathogen gegen
Melolontha spp. bekannt. Der erfolgreiche Einsatz von B. brongniartii in der Forst- und Agrarwirtschaft
kann die Wald- und Wiesenmaikaferpopulation stark reduzieren und bietet eine Alternative zu
chemischen Bekdampfungsmitteln. Doch leider fehlt eine Zulassung in Deutschland und es wird an
neuen Formulierungen von B. brongniartii fir den Einsatz im biologischen Pflanzenschutz geforscht. In
mehrjahrigen Feldversuchen wurden in einer Obstanlage drei verschiedene B. brongniartii
Formulierungen im Freiland anwendernah appliziert und die eingebrachte Pilzmenge bzw. der
Engerlingsbefall analysiert. Das bendtigte Pilzmaterial fir die selbst hergestellten Formulierungen
(flussige Suspension / ein auf Hirse basierendes Granulat) wurde mittels Flussigfermentation
hergestellt. AnschlieRend wurde die produzierte Biomasse mit Hilfe eines Wirbelschichttrockners auf
Hirse gecoatet und die Lagerstabilitdt sowie Pathogenitat erfasst.

Eine anwendungsnahe Applikation war bei diesem Versuch sehr wichtig, um relevante Ergebnisse fir
Landwirte zu erzeugen. AuRerdem musste die Ausbringung der verschiedenen Formulierungen
vergleichbar sein, um die eingebrachte B. brongniartii-Sporenmenge richtig interpretieren zu kénnen.
Fiir den Versuch wurde der grofSte zusammenhangenden Bereich auf der Apfelbaumanlage des Bio-
Betriebes Wolff in Schaafheim im Kreis Darmstadt/Dieburg (Abb. B15 und Abb. B14) gewihlt. Dieser
Bereich war bezliglich der Baumdichte und Bodenstruktur am homogensten und bot genug Flache, um
flinf Wiederholungen durchzufiihren. Die fiinf Wiederholungen wurden in Blocken angeordnet die
jeweils zehn Fahrgassen breit und ca. 12 m lang waren. Jeder Block hatte einen Abstand zur
Versuchsfeldgrenze und zur ndchsten Wiederholung von 5 m, um Randeffekte und eine gegenseitige
Beeinflussung zu vermeiden. Die Wiederholungen enthielten die folgenden Formulierungen: mit
BIPESOC2 beschichte Hirse (H); fllissige Suspension von BIPESCO2 (F); ,Melocont” Pilzgerste (M).
AulRerdem wurden bei jeder Wiederholung zwei Kontrollen durchgefiihrt, die zeigen sollten, ob die fiir
die Applikation erforderliche Bodenbearbeitung einen Einfluss auf die Menge an B. brongniartii Sporen
im Boden hat: keine Formulierung und Bodenbearbeitung (B); keine Formulierung und keine
Bodenbearbeitung (UB). Eine Formulierung oder Kontrolle erstreckte sich liber zwei Fahrgassen und
wird ab hier als Parzelle beschrieben. Die Anordnung der Behandlungen (Formulierung / Kontrolle)
erfolgte systematisch.

Zur Applikation des entomopathogenen Pilzes wurden im Frihjahr 2017, 2018 und 2019 die drei
verschiedenen Formulierungen im Freiland ausgebracht. In Anlehnung an der im Kraichgau genutzten
maschinellen Bodenapplikation durch Schlitzen der Grasnarbe wurde auf der Versuchsflache handisch
der Pilz ausgebracht (Abb. B16).

Um den Erfolg der verschiedenen Formulierungen zu untersuchen, wurden kurz vor der ersten
Applikation Anfang Mai 2017 und 45 und 198 Tage danach Bodenproben entnommen. Weitere Proben
wurden am 13. Méarz 2019 entnommen. Insgesamt wurden 125 Bodenproben (in allen 25 Parzellen
funf Wiederholungen) entnommen. Vor der Analyse wurden die Grasnarbe sowie Wurzelmaterial und
Steine entfernt, die Erde gut durchmischt und zerkleinert, um eine gleichmaRige Untersuchung zu
ermoglichen. Die Boden wurden hinsichtlich des Vorkommens insektenpathogener Pilze mit der
Galleria-Koder Methode (siehe oben) untersucht. Es wurde die Anzahl mit Beauveria sp. verpilzten G.
mellonella Larven erfasst. Zusatzlich wurde mithilfe der Most-Probable-Number-Methode die
Konzentration an Pilzsporen untersucht. Leider erwies sich dieses Verfahren als relativ ungenau, so
dass hier nur Ergebnisse der Galleria-Kéder-Methode dargestellt sind.
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Abb. B15: Schematische Darstellung des Versuchsfelds Abb. B14: Luftbildaufnahme des Biohofs

Die roten Rechtecke zeigen die 5 Wiederholungen, die jeweils 10 \yoiff in Schaafheim mit Versuchsfeld.
Fahrgassen breit und ca. 12 m lang sind. Jede Wiederholung enthélt (Quelle: google maps, 27.06.2017).
die Formulierungen (H, F, M) und 2 Kontrollen (B, UB). H: Behandlung

mit BIPESCO2 beschichtete Hirse F: Behandlung mit BIPESCO2 Sus-

pension, M: Behandlung mit ,Melocont” Pilzgerste B: Kontrolle
Keine Formulierung, ,gegraben” UB: Kontrolle = ohne Eingriff.

Abb. B16: Ausbringung der verschiedenen B. brongniartii-Formulierungen auf der Versuchsflache (Schlitzen des
Bodens Einbringen des Granulates bzw. der Flissigformulierung, VerschieRen des Bodens).
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Vorangegangene Laborversuche zeigten, dass das selbst hergestellte Granulat fiir den Vergleich der in
den Boden einzubringenden Beauveria-Sporen im Freiland geeignet ist. Das Granulat wies eine gute
Wirkung gegen Engerlinge auf und ist GUber 126 Tage ohne Qualitatsverlust bei 5 °C lagerbar.

Exemplarisch sind die Probennahmen und Applikationen flr das Jahr 2017 in Abb. B17 dargestellt.
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Abb. B17: Wetterdaten von der unabhiangigen Wetterstation in Schaafheim (49° 55' N 8° 58' O) von
der 1. Probeentnahme (27.04.2017) bis zur 3. Probenentnahme (16.11.2017) wie von den Pfeilen angezeigt, die
ebenfalls den Applikationszeitpunkt (02.05.-05.05.2017) und die 2. Probenentnahme (16.06.2017) anzeigen. Im
Diagramm dargestellt sind die Lufttemperatur mit gleitendem Mittelwert, die relative Luftfeuchtigkeit mit glei-
tendem Mittelwert und die Niederschlagsmenge.

Im Jahr 2017 konnte erst im November ein Anstieg Mortalitdt nach Behandlung mit Melocont und dem
Granulat beobachtet werden (Abb. B18). Zwei Monate nach Anwendung (16.06.2017) konnte ein
solcher Anstieg noch nicht festgestellt werden. Im Jahr 2018 wurde der Pilz ebenfalls ausgebracht,
allerdings war es aufgrund der Trockenheit nicht moglich zum gewlinschten Zeitpunkt Bodenproben
zu ziehen. 2019 wurden Proben vor der Anwendung gezogen. Hier konnte keine erhéhte Mortalitat
festgestellt werden.

Zusatzlich wurde am 24.10.2019 der Engerlingsbefall untersucht. Hierfiir in jeder Versuchsparzelle der
von beiden Seiten behandelten Baumreihe ein 25 x 100 x 30 cm (B x L x T) Streifen ausgehoben und
die Engerlingsanzahl bestimmt.
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Abb. B18: Einfluss verschiedener B. brongniartii-Formulierungen auf die Mortalitdt von G. mellonella-Larven,
Mittelwert und Standardabweichung aus 25 Bodenproben mit jeweils 10 Larven.

Die Ergebnisse der Grabungen waren insofern Uberraschend, da in 2019 fast ausschlieRlich Altlarven,
die vermutlich in 2020 sich zum Imago entwickeln, gefunden werden konnten. Dies ist insofern
erstaunlich, da 2018 Maikéfer geflogen sind und im Bestand hatten Eier ablegen sollen. Es ist allerdings
nicht auszuschlielRen, dass der extrem trockene Sommer 2018 die Junglarvenpopulation dezimiert hat.
Wurden die Engerlingsdichten in den einzelnen Parzellen verglichen, so wurde in den zwei
Kontrollvarianten eine Engerlingsdichte von durchschnittlich Giber 6 Engelringen pro Probennahme
ermittelt (Abb. B19). Eine Behandlung mit Hirsegranulat erbrachte eine Dichte von 4,2, Melocont von
2,6 und die Fliissiganwendung von einem Engerling pro beprobte Flache. Die Schadschwelle liegt bei
einem Engerling je gm und wird auch in den behandelten Flachen deutlich tGberschritten. Allerdings
war die Engerlingsdichte sehr heterogen. So konnten z.B. in der unbehandelten Kontrolle Dichten von
0 bis 24 Engerlinge ermittelt werden.
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Bisherige Untersuchungen zum Vergleich verschiedener Formulierungen lassen es zu, dass auch
Flassigformulierungen grundsatzlich verwendet werden kdnnen. Flissigformulierungen hatten den
groBen Vorteil, dass sie einfacher ausgebracht werden konnten. Eine Ausbringung (iber das
Bewadsserungssystem ware z.B. im Erdbeeranbau oder bei Anlagen mit Bewdassrungssystem durchaus
denkbar. Im Rahmen der Beprobungen in den verschiedenen Regionen Deutschlands wurden
zahlreiche B. brongniartii-Stamme nachgewiesen. In einem weiterfilhrenden Schritt sollte gepruft
werden, ob ggf. Stdmme isoliert wurden, die besser an die Umweltbedingungen angepasst sind bzw.
virulenter sind wie der in den Versuchen verwendete Stamm BIPESCO?2.
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Abb. B19: Anzahl Engerlinge auf 0,25 gm
Beprobungsfliche im Griinstreifen zwischen
Fahrgasse und Baumreihe (24.10.2019).
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IV.3 Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen

Arbeitspaket B4: Diagnostische Untersuchungen an toten Apfelwickler-Individuen sowie an
antagonistischen Parasitoiden

Methoden

Zur Erfassung potenzieller natirlicher mikrobieller Antagonisten und Viren wurden mikroskopisch-
diagnostische Untersuchungen an erkrankten und abgestorbenen Apfelwickler-Raupen, -Puppen und
-Adulten durchgefiihrt. Diese Erhebungen sollten mogliche Unterschiede im Antagonistenspektrum
zwischen integriert und 6kologisch wirtschaftenden Betrieben aufdecken. Sofern Nitzlinge in den
gesammelten Larven aufgefunden wurden, erfolgte deren Bestimmung im Teilprojekt A. Beim
Auftreten von Nitzlingsmortalitdt wurden auch diese auf mikrobielle Infektionen diagnostiziert, um
auch hier auf eine mogliche Dezimierung oder Einschrankung der Parasitierungsleistung schlieBen zu
kénnen. Dies hat besondere Relevanz fir die Mikrosporidie Nosema carpocapsae. Die mikrobiellen
Antagonisten aus C. pomonella bzw. den Parasitoiden wurden mikroskopisch und nach Méglichkeit bis
auf Gattungs- und Artebene morphologisch charakterisiert.

Die toten, nicht verpilzten Larven wurden bis zur Untersuchung eingefroren. Zur Diagnose wurden die
Tiere dann einzeln aufgetaut und unter dem Stereomikroskop aufprapariert. Von Fettkérper, Vorder-,
Mittel- und Enddarm, Malpighischen GefaRen, Tracheen und Epidermis wurden kleine Gewebeproben
entnommen. Von diesen wurden Quetschprdparate hergestellt und unter dem Phasenkontrast-
Lichtmikroskop und teilweise im Elektronenmikroskop (Negativ-Kontrast-Praparation mittels
Phosphorwolframsaure) auf spezifische Krankheitserreger hin untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse der diagnostischen Untersuchungen von Raupen und Adulten des
Apfelwicklers sowie einiger ausgewahlter parasitischer Hymenopteren tabellarisch und chronologisch
dargestellt und diskutiert. In den Tab. B3, Tab. B4 und Tab. B5 sind die Untersuchungsflachen der drei
Gebiete von Norden nach Siiden angeordnet, in , Altes Land“, ,Kraichgau” und ,Bodensee”. Dazu ist
die Bewirtschaftungsart aufgefiihrt. Aus nicht aufgefiihrten Gebieten, wie Kraichgau_3 (Kr_3) und dem
Saarland (SL), haben wir keine Proben erhalten.

2016 wurden keine Raupen des Apfelwicklers aufgefunden, sondern jeweils Adulte untersucht, die aus
Wellpappestreifen von 2015 schliipften. Im Alten Land wurde nur ein einziges Exemplar mit dem
Mikrosporidium Nosema carpocapsae in einem Biobetrieb in Hamburg-Finkenwerder aufgefunden
(Tab. B3). Im Kraichgau waren auf einer Streuobstwiese in Heidelberg Kirchheim acht Falter mit diesem
Erreger infiziert (13,8 %). Im Bodenseegebiet gab es in diesem Jahr insbesondere auf einer
Streuobstwiese in Uberlingen einen hohen Infektionsgrad mit Mikrosporidien von 20,4 %. 2017 stieg
der Infektionsgrad auf dieser Flache sogar auf 33,3 % an. Leider war es nicht moglich, diese Flache im
Folgejahr zu beproben. Daher konnte nicht verfolgt werden, ob der Infektionsgrad der
Apfelwicklerpopulation mit dem Mikrosporidien-Erreger weiter anstieg.

In der o.g. Streuobstanlage im Kraichgau (Heidelberg Kirchheim) war im Verlauf der drei
Untersuchungsjahre ein starker Anstieg der mikrobiellen Antagonisten zu verzeichnen. Er stieg von
2016 (Tab. B3) mit 13,8 % auf 18,4 % in 2017 (Tab. B4) und schlieRlich in 2018 auf 53,8 % (Tab. B5).
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Allerdings war auch hier im letzten Jahr die eingesammelte Individuen-Anzahl mit 13 viel geringer als
2016 (n = 58) und 2017 (n = 38).

Im Alten Land waren in allen drei Untersuchungsjahren am wenigsten antagonistische
Mikroorganismen zu diagnostizieren. So konnte in einer Bio-Anlage in Jork 2017 ein adultes Tier mit
Isaria sp. diagnostiziert werden. In einer Mostanlage in Engelschoff war nur ein Falter von 43
untersuchten mit der Mikrosporidie N. carpocapsae infiziert (Tab. B4). Ebenso im Folgejahr 2018 war
nur ein adulter Apfelwickler von 17 praparierten und diagnostizierten aus einer IP-Anlage in Hamburg-
Francop Mikrosporidien-infiziert (Tab. B5).

Diagnostische Untersuchungen 2016 mit Wellpappensammlung von 2015

Tab. B3: Ergebnisse der diagnostischen Untersuchungen 2016 an adulten Apfelwicklern (AL Altes Land, KR
Kraichgau, BO Bodensee, AWI Apfelwickler, 0.B. ohne Befund).

) Anz. %
Flache scBlfa‘;ltILtr;g ugtve;lrls. Diagnose Erg. Adulte | Entomo-
Adulter pathogene
AL_1 Ext-Most 14 14x 0.B. -
AL_2 Bio 9 9x 0.B. -
AL 3 Bio 27 27x 0.B. -
AL_4 Bio 6 6x 0.B. -
AL 5 Bio a6 | WX Mfg‘;;?gf'd'e” 2,2
AL_7 IP 12 12x 0.B. -
AL_8 IP 1 1x o0.B. -
KR_2 IP 9 9x 0.B. -
KR_5 Bio 10 10x o.B. -
KR_6 ExtStreu | 58 | 8XMikrosporidien 13,8
50x 0.B.
KR_7 Ext-Streu 16 16x 0.B. -
KR_8 Ext-Streu 2 2x 0.B. -
SH Ext-Streu 4 4x 0.B. -
BO_1 Bio 3 1x Mil;;o;?gridien 125
BO_2 Bio 12 12x 0.B. -
BO_3 Bio 34 34x 0.B. -
BO_4 Ext-Most 109 109x 0.B. -
BO_5 IP 2 2x 0.B. -
BO_7 Ext-Streu | 116 | X Ml”g(sgf’g_‘die” 0,9
BO_8 Ext-Streu | 363 | /% '\ggggzp_g_”d'e” 20,4
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Diagnostische Untersuchungen 2017 mit Wellpappensammlung von 2016

Tab. B4: Ergebnisse der diagnostischen Untersuchungen 2017 an Raupen und Adulten des Apfelwicklers sowie
an parasitischen Hymenopteren (AL Altes Land, KR Kraichgau, BO Bodensee, IP Integriert Tafelobst, Bio
Okoogisch Tafelobst, Ext-Most Extensiv Mostobst, Ext-Streu Extensiv Streuobst, AWI Apfelwickler, 0.B. ohne
Befund, Mik. Mikrosporidien, EPF Entomopathogene Pilze, sap. saprophytisch).

AWI Hymen-
Bew Anz. Anz. Anz. Diagn. Diagn. Erg. Dllzagn. % op:/era
Fliche ewirt- | unters. | unters. | unters. Erg. AWI AWI rg. Entomo- b
schaftung AWI AWI Hymen- Raupen Adulte Hymen- Patho- Entomo-
Raupen | Adulter | optera P optera ene Patho-
g gene
1x sek. .
AL_1 | Ext-Most 2 41 1 verpilzt 1x 1x Mik. 1x 0.B. 2,3 -
o.B 40x 0.B.
1x EPF
AL_2 Bio - 3 2 - Isaria sp. 2x 0.B. 33,3 -
2x 0.B.
AL_3 Bio - 33 - - 33x 0.B. - - -
AL_4 Bio - 4 16 - 4x 0.B. 16x 0.B. - -
AL_5 Bio - 25 12 - 25x 0.B. 12x 0.B. - -
AL_7 IP - 4 2 - 4x 0.B. 2x 0.B. - -
AL_8 IP - 1 - - 1x 0.B. - - -
KR_2 IP - 4 - - 4x 0.B. - - -
9x sap.
KR_5 Bio 10 11 3 verpilzt 11x 0.B. 3x 0.B. - -
11x 0.B.
2 Mik- | 2x Mik. 3x EPF
KR_6 Ext-Streu 13 25 12 P. Beauveria sp. - 18,4 -
verpilzt
20x 0.B.
8x 0.B.
KR_7 Ext-Streu - 3 - - 3x 0.B. - - -
KR_8 Ext-Streu - 13 1 - 13x 0.B. 1x 0.B. - -
SH Ext-Streu - 41 41 - 6x Mik. 41x0.B. | 14,6 -

35x 0.B.
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Fortsetzung Tab. B4:

AWI Hymen-
Anz. Anz. Anz. . . Diagn. o optera
" Bewirt- unters. | unters. | unters. Diagn. Diagn. Erg. Erg. % %
Flache Erg. AWI AWI Entomo-
schaftung | AWI AWI Hymen- Raupen Adulte Hymen- Patho- Entomo-
Raupen | Adulter | optera P optera ene Patho-
& gene
7x EPF Beau-
. ) ) veria sp. }
BO_1 Bio 40 11 3x sap. verpilzt 11x o0.B. 17,5
30x o.B.
BO_2 Bio - 11 1 - 11x 0.B. 1x 0.B. - -
BO_3 Bio 5 5 12 5x0.8. | 2Xsap.verpilzt | 45 5 - -
3x 0.B.
3x Mik.
BO_4 Ext-Most - 45 8 - 42X 0.B. 8x 0.B. 6,7 -
BO_5 IP - 1 - - 1x 0.B. - - -
2x EPF
>X sap. Isaria sp
BO_7 Ext-Streu 6 88 11 verpilzt Hi Il : 11x 0.B. 2,1 -
1x 0.B irsutella sp.
T 86x 0.B.
12x Mik. 5x EPF
4x sap. 2x Beauveria
BO_8 Ext-Streu 6 51 83 verpilzt sp. 83x 0.B. 33,3 -
2x 0.B. 3x Isaria sp.
34x 0.B.
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Diagnostische Untersuchungen 2018 mit Wellpappensammlung von 2017

Tab. B5: Ergebnisse der diagnostischen Untersuchungen 2018 an Raupen und Adulten des Apfelwicklers sowie
an parasitischen Hymenopteren (AL Altes Land, KR Kraichgau, BO Bodensee, IP Integriert Tafelobst, Bio
Okologisch Tafelobst, Ext-Most Extensiv Mostobst, Ext-Streu Extensiv Streuobst, AWI Apfelwickler, 0.B. ohne

Befund, Mik. Mikrosporidien, EPF Entomopathogene Pilze, sap. saprophytisch).

AWI Hymen-
Anz. Anz. Anz. . . . optera
— Diagn. Diagn. Erg. | Diagn. Erg. % o
Fliche Bewirt unters. unters. unters. Erg. AWI AWI Hymen- Entomo- %
schaftung AWI AWI Hymen- Rauben Adulte obtera Patho- Entomo-
Raupen | Adulter optera P P ene Patho-
g gene
AL1 Ext-Most - 8 - - 8x 0.B. - - -
1x sap. 4x sap.
AL 3 Bio 3 61 - verpilzt 2x verpilzt - - -
0.B. 57x 0.B.
AL_4 Bio - - 4 - 4x 0.B. - - -
2x Ichneu-
. monidae - sap. 2x sap.
AL_5 Bio 7 53 : verpilzt 6x verpilzt 4x 0.B. - -
2x Trich- o.B 51 0B
omma sp. o o
1x Ichneu- .
AL_6 IP - 2 monidae - 2x 0.B. 1x Mik. - (100)
AL_7 IP 2 53 - 2x 0.B. 53x 0.B. - - -
1x Mik.
AL_8 IP 1 17 - 1x 0.B. 16X 0.B. - 5,9 -
2x Mik.
KR_1 IP - 17 - - 15% 0.B. - 11,8 -
2x sap.
. 2x Ichneu- ;
KR_5 Bio 7 57 monidae 7% 0.B. verpilzt 2x 0.B - -
55x 0.B.
KR 6 | Ext-Streu - 13 - - é" Mik. - 53,8 -
X 0.B.
KR_7 Ext-Streu - 3 - - 3x 0.B. - - -
4x Mik.
KR_8 Ext-Streu - 29 - - 25 0.B. - 16
4x Mik.
SH | Ext-Streu 5 81 3 IxMik. | 2x sap. 3x 0.B. 5,8 -
4x 0.B. verpilzt

75x 0.B.
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AWI Hymen-
Bewi Anz, Anz, Anz. Diagn. Diagn. Erg. | Diagn. Erg. % op:/era
Fliche ewirt- unters. unters. unters. Erg. AWI AWI Hymen- Entomo- b
schaftung AWI AWI Hymen- Raupen Adulte optera Patho- Entomo-
Raupen | Adulter optera P P ene Patho-
8 gene
BO_1 Bio - 2 - - 2x 0.B. - - -
BO 2 Bio - 14 - - 14x o.B. - - -
2x sap.
BO3 Bio 6 18 - verpilzt 18x 0.B. - - -
4x 0.B.
3x Mik.
1x sap.
BO_4 | Ext-Most - 31 - - verpilzt 27x - 9,7 -
0.B.
BO_6 IP 1 1 - 1x 0.B. 1x 0.B. - - -
1:;('::322 4xsap. | 18x Mik. 4x
BO_7 | Ext-Streu 6 241 2 verpilzt | sap. verpilzt 3x 0.B. 7,3 -
X Ptero-
malidae 2x 0.B. 219x 0.B.

Eine Gesamtibersicht Uber die Anzahl aufgefundener entomopathogener Mikroorganismen nach
Untersuchungsregion und —jahren zeigt Tab. B6

Tab. B6: Gesamtanzahl diagnostisch untersuchter Apfelwickler-Individuen und darin aufgefundener
entomopathogener Pilze, einschlieflich Mikrosporidien (ohne Saprophyten) der Jahre 2016 - 2018 in den
verschiedenen Regionen. (AL Altes Land, KR Kraichgau, BO Bodensee, IP Integriert Tafelobst, Bio Okologisch

Tafelobst,

Ext-Most Extensiv Mostobst,

Ext-Streu Extensiv Streuobst,

AWI

Apfelwickler,

Ent. MO

Entomopathogene Mikroorganismen (Pilze, einschlieflich Mikrosporidien, % gesamt gemittelt Uber
Tieranzahl)).
Jahr Region AWI gesamt Ent. MO % Ent. MO % gesamt
2016 115 1 0,9
2017 AL 113 2 1,8 0,9
2018 207 1 0,5
2016 99 8 8,1
2017 KR 120 11 9,2 9,5
2018 221 23 10,4
2016 644 76 11,8
2017 BO 258 29 11,2 10,3
2018 320 21 6,6
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Dabei zeigten sich keine auffdlligen Unterschiede innerhalb der Untersuchungsjahre. Das
Vorkommen entomopathogener Mikroorganismen war im Kraichgau und Bodenseeregion in etwa
gleich. Im Alten Land dagegen, waren mit 0,9 % die wenigsten entomopathogenen Mikroorganismen
nachweisbar.

Es zeigte sich, dass in aufgelassenen Streuobstwiesen weitaus die meisten Infektionen an
Apfelwicklern mit entomopathogenen Mikroorganismen diagnostiziert wurden, insbesondere mit der
Mikrosporidie N. carpocapsae (12,3 %, Tab. B). Allerdings wurden dort auch die meisten Apfelwickler
aufgefunden.

Tab. B7: Gesamtanzahl diagnostisch untersuchter Apfelwickler-Individuen und darin aufgefundener
entomopathogener Mikroorganismen der Jahre 2016-2018 in den verschiedenen Bewirtschaftungsweisen. (IP

Integriert Tafelobst, Bio Okologisch Tafelobst, Ext Extensiv Mostobst und Extensiv Streuobst, zusammengefasst,
Ent. MO Entomopathogene Mikroorganismen (Pilze, einschlieRlich Mikrosporidien)).

Jahr Bewirtschaftung AWI Ent. MO % MO
untersucht
IP 24 0 0
2016 Bio 152 2 1,3
Ext 687 83 14,8
IP 10 0 0
2017 Bio 147 8 5,4
Ext 334 34 10,2
IP 94 3 3,1
2018 Bio 218 0 0
Ext 417 36 8,6
Summe IP 128 3 2,3
Bio 517 10 1,9
Ext 1433 153 10,7

In den diagnostischen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass parasitische Hymenopteren in allen
Untersuchungsgebieten und —flachen kaum mit N. carpocapsae infiziert wurden. Aus allen
untersuchten Individuen (n = 229) war nur eine Infektion mit dieser Mikrosporidie nachweisbar (Altes
Land, Guderhandviertel, Tab. B5).
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IV. 3 Teilprojekt B: Antagonistische Mikroorganismen

Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse

= Mittels Kbdermethode wurden ca. 1.000 entomopathogene Pilze (EPF) aus Bodenproben isoliert
und in die Stammsammlung des Institutes Uberfihrt. Die Ergebnisse weisen deutliche regionale
Unterschiede bezlglich des Artenspektrums der EPF auf. So kommen in Anlagen der Region
Bodensee vermehrt EPF der Gattung Metarhizium mit seinen dominierenden Arten M.
guizhouense und M. robertsii vor, wohingegen EPF der Gattung Isaria ausschliefllich in zwei
Anlagen der Region Altes Land sowie in einer Anlage am Bodensee nachgewiesen werden konnten.
EPF der Gattung Beauveria konnten aus Proben aller drei Regionen isoliert werden, der
Schwerpunkt liegt hier im Alten Land und im Kraichgau. Die vorherschende Beauveria-Art ist im
Alten Land B. brongniartii und im Kraichgau B. bassiana.

= Bezogen auf das Vorkommen insektenpathogener Pilze in Bodenproben war die Artenvielfalt bei
den 6kologisch wirtschaftenden Betrieben - gefolgt von den Streu-/Most-Flachen - am hochsten.
Es konnten keine Unterschiede des Pilzvorkommens innerhalb eines Jahres und Uber die drei
Beobachtungsjahre 2016 bis 2018 festgestellt werden. Auch konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Apfelsorten Braeburn und Topaz sowie dem Probennahmeort
festgestellt werden.

=  Weiterflihrende Untersuchungen mit ausgewahlten Pilzen ergaben, dass sich Pilze hinsichtlich
ihres Temperaturoptimums und ihrer Ausbreitung in der Apfelanlage unterschieden. Auch ist der
Einfluss von PflanzenschutzmalRnahmen pilzstammspezifisch. Eine Wirkung auf den Gemeinen
Ohrwurm (Forficula auricularia) sowie auf die Schlupfwespe Trichogramma cacoeciae konnte in
Laborversuchen nicht nachgewiesen werden.

= Die Wirksamkeit insektenpathogner Pilze gegenliber dem Apfelwickler Cydia pomonella ist art- und
stammabhanig. In einem ersten Screening zeigten insbesondere B. bassiana- und I. fumosorosea-
Stamme eine gute Wirkung gegen C. pomonella. Die Ergebnisse des zweiten Versuchsansatzes
deutet aber darauf hin, dass hohere Konzentrationen an Pilzsporen notwendig sein missen, um
eine deutliche Wirkung zu erzielen. Auch die Versuche mit Kafern des Apfelblitenstechers
Anthonomus pomorum erbrachten keine hohen Mortalitaten.

" |In einem mehrjahrigen Versuch zur Anwendung von B. brongniartii zur Regulierung von
Engerlingen zeigte sich, dass die Pilzkonzentration nach Ausbringung in den Boden innerhalb eines
Jahres erhoht werden kann. In den behandelten Flachen konnte ein leichter Rickgang der
Befallsstarke beobachtet werden.
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V. Gesamtdiskussion und Aussichten fiir eine Verwertung der
Projektergebnisse

Die Aussagefahigkeit unserer Studie erfahrt auf Grund der geringen Flachenanzahl pro Region und der
Variabilitdt moglicher Einflussfaktoren (lokales Management, Umgebungsstruktur, raumliche
Korrelation bestimmter Flachen, unterschiedlicher Schadlingsdruck, Sortenwahl, Witterung etc.)
sicherlich eine gewisse Begrenzung in ihrer Allgemeingiltigkeit. Andererseits garantierte die
konsequente, mehrjahrige Durchfiihrung der Erhebungen die Datenvaliditat, so dass trotz der geringen
Flachenzahl statistisch auswertbare Datensatze vorliegen. Eine Beschrdankung auf eine Region (z.B. auf
das homogen strukturierte Alte Land mit vergleichbaren Schadlingsaufkommen) hétte sicherlich eine
groRere Zahl vergleichbarer Flachen zur Erhebung zugelassen und gleichzeitig den Einfluss weiterer
Faktoren auBer der Bewirtschaftung reduziert. Dann héatten aber andere Aspekte, wie z.B. der
Strukturreichtum einer Landschaft und die unterschiedlichen Anbausituationen mehrerer wichtiger
Obstbauregionen in Deutschland nicht beriicksichtigt werden konnen. Arthropoden in der Baumkrone
sowie Parasitoide in der Krautschicht unterschieden sich in ihrer Haufigkeit von Region zu Region. Es
ergaben sich Hinweise, dass ein hoher Anteil von Ackerfliche in der ndheren Umgebung der
Obstanlagen wie im Kraichgau ihr Vorkommen im Vergleich zu strukturreichen Obstanbauregionen am
Bodensee und im Alten Land reduziert. Okologisch und integriert bewirtschaftete Tafelobstanlagen
entschieden sich nicht in ihrem zahlenmaRigen Bestand an Parasitica der Baum- und Krautschicht. Die
Vielfalt der Parasitoidenfauna war allerdings auf 6kologischen Flachen signifikant héher. Auch die
wichtigsten Parasitoide des Apfelwicklers traten in Biobetrieben zuverlassig auf und leisteten dort
einen zwar niedrigen, doch regelmaRigen Beitrag zur Regulierung dieses Schadlings im Kernobstanbau.
Auch auf Extensivflichen waren diese Hauptparasitoide vertreten und die Brackwespe Ascogaster
quadridentata war dominierend. Populationen dieser Art sind durch Wegfallen ihrer Wirtsressource in
Folge des Einsatzes hocheffizienter Insektizide oder auch inundativ ausgebrachter Niitzlinge gegen den
Zielschadling Apfelwickler in ihrer Bestandesentwicklung limitiert. Die Art Trichomma enecator
parasitiert etwas altere Wirtslarven und kann sich in Gberlebenden Wirten vermehren. Vorhandene
Parasitoide konnte man durch Verbesserungen der Habitatbedingungen wie BlUhpflanzen sehr gut
unterstltzen, da diese MaRnahmen zur Lebensverlangerung und hoéherer Parasitierungsleistung
flhren. Extensive Streu- und Mostobstflaichen kénnen hohe Dichten an Primarkonsumenten wie
Blattsaugende Arten und andere Herbivore aufweisen, die als Nahrungsquelle héherer trophischer
Ebenen dienen. Insofern kann dazu angeregt werden, in intensiv bewirtschaftete Regionen auch
andere Formen der Obstproduktion einzufiihren, z.B. auch in Zusammenarbeit mit dem Naturschutz
die Anlage von Streuobstwiesen voranzutreiben. Es gilt zu prifen, inwieweit Parasitoide aus
Extensivflachen in intensiver bewirtschaftete Obstanlagen in der Nahe einwandern und ob ein diverses
Mosaik aus Obstanlagen mit unterschiedlich intensiver Bewirtschaftung in den wichtigsten
Obstbauregionen Deutschlands die Haufigkeit und Diversitdt ihrer typischen , Bewohner” fordern
kann. Gleichzeitig sollte das Schadlingsaufkommen dadurch aber nicht gefordert werden. Daher ist der
Einsatz eines Augmentoriums vielleicht in Streu- oder Mostobstwiesen eine interessante Methode zur
Anreicherung von Parasitoidenpopulationen bei gleichzeitiger, PSM-freier Reduktion der
Apfelwicklerpopulation. Auch diese Moglichkeit sollte noch weiter erforscht werden.

Die diagnostischen Untersuchungen bestiatigen und erweitern frihere Studien Uber
insektenpathogene  Mikroorganismen und ihre Bedeutung als Mortalitdtsfaktoren in
Apfelwicklerpopulationen, wie sie von Huger (1976), Subinprasert (1987), Zimmermann und Weiser
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(1991), Cross et al. (1999a, 1999b), Zimmermann et al. (2013) durchgefihrt und publiziert wurden.
Mikroorganismen tragen zur Reduktion von Schadlingspopulationen bei.

Im Rahmen der mehrjahrigen systematischen Erfassung insektenpathogener Pilze aus verschieden
bewirtschafteten Apfelanlagen in verschiedenen Regionen Deutschlands konnten (ber 1.000
Pilzisolate in die institutseigene Stammsammlung Uberfiihrt werden. Diese genetische Ressource
bildet eine wichtige Grundlage fiir weiterfilhrende Arbeiten zur Okosystemleistung
insektenpathogener Pilze in Agrarokosystemen. Zuséatzlich stellt diese Sammlung eine wichtige
Ressource fiir die Entwicklung neuer biologischer Pflanzenschutzmittel auf der Basis
insektenpathogener Pilze dar. Erfreulicherweise konnten insbesondere Pilze der Gattung Isaria isoliert
werden. Neben den bisher im biologischen Pflanzenschutz vorrangig beriicksichtigten Gattungen
Beauveria und Metarhizium wird in Zukunft der Gattung Isaria eine bedeutendere Rolle im
biologischen Pflanzenschutz zukommen. So ist inzwischen der Apopka Stamm 97 der Art Isaria
fumosorosea als Wirkstoff in der EU gelistet. Wie erwahnt, ist trotz der sehr umfanglichen
Untersuchungen die Anzahl vergleichbarer Probenflachen begrenzt. Dennoch lassen sich Tendenzen
aus den Untersuchungen ableiten: Insektenpathogene Pilze sind weit verbreitet und kommen natirlich
im Boden vor. Die erzielten Ergebnisse unterstreichen, dass regionale Unterschiede in der
Artzusammensetzung insektenpathogener Pilze vorhanden sind, wobei hier der Bodentemperatur
eine wichtige Rolle zukommt. Auch kann die Bewirtschaftungsform einen Einfluss auf die Biodiversitat
haben. Keinen Einfluss hingegen hatten die Jahreszeit und die drei Boniturjahre auf die
Zusammensetzung insektenpathogener Pilzarten. Insektenpathogene Pilze kdénnen mit
standardisierten Methoden regelmafig erhoben werden und ihr Vorkommen ist nicht stark von der
Witterung abhangig. Dies sind Eigenschaften, die daflirsprechen wirden, in Zukunft
insektenpathogene Pilze auch als Biodiversitatsindikatoren mit zu bertcksichtigen. Jede Pilzart bis hin
zu jedem Pilzstamm kann unterschiedlich auf Umwelteinfliisse reagieren. Dies schlieft neben
natirlichen Faktoren wie Bodentemperatur auch anthropogene Faktoren ein. So war das Vorkommen
bzw. die Ausbreitung insektenpathogener Pilzarten und Pilzstammen in Apfelanlage sehr
unterschiedlich. Dies konnte beispielhaft an drei unterschiedlichen Flachen um einen Apfelbaum
belegt werden. Diese Untersuchungen machen deutlich, dass der Erfolg einer inokulativen Anwendung
insektenpathogener Pilze stark von dem verwendeten Pilzstamm abhangt. Eine inokulative Ausbringen
eines insektenpathogenen Pilzes im Boden bedingt einen temporaren Anstieg, der eine temporare
Kontrolle von Schadinsekten erméglicht. Dies wurde im Rahmen eines Feldversuches zur Bekampfung
von Maikaferengerlingen mit B. brongniartii in Obstanlagen untersucht. Fiir eine nachhaltige Kontrolle
von Engerlingen ist eine jahrliche Ausbringung des Pilzes notwendig. Fortfiihrende Untersuchungen
sollen nun prifen, ob die im Rahmen des Demoprojektes isolierten B. brongniartii-Stamme besser als
der bisher verwendete kommerzielle Stamm BIPESCO?2 fiir die Anwendung in Obstanlagen geeignet
sind.
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VI. Erkenntnisse von Dritten

Zeitgleich mit unserer Studie wurden im Rahmen des europaischen Projektes , Ecofruit” (BiodivERsA-
FACCE2014-74) zweijahrige (2015-2016) Erhebungen von Bestduberinsekten und Nitzlingen in der
Baumkrone in 6kologisch und integriert bewirtschafteten Tafelobstanlagen in der Bodenseeregion
durchgefiihrt (Samnegard et al., 2018; Happe et al., 2018; Happe et al., 2019). Der Fokus lag hier aber
auf den Pradatoren, insbesondere dem Ohrwurm Forficula auricularia L.. Es zeigte sich vor allem bei
rauberischen Wanzen ein positiver Effekt der biologischen Bewirtschaftungsweise, denn diese kamen
in 0kologischen Tafelobstanlagen haufiger vor. Im Unterschied zu unserer Untersuchung war ein hoher
Obstanteil in ndherer Umgebung eher limitierend fiir die Bestandesentwicklung der beurteilten Taxa
und andere Landschaftselemente (z.B. Gehdlze) beeinflussten die Populationen z.B. der Ohrwirmer
starker.

In einer Masterarbeit an der Universitat Wirzburg (Mall, 2019) wurden neun Tafelobstanlagen (drei
davon 6kologisch bewirtschaftet) von Marz bis August 2018 mit Klopfproben und ausgebrachten
Kédereiern zur Messung der Pradation untersucht. Die Landschaftskomplexitat bzw. das Management
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Abundanz von Prddatoren (Spinnen, Ohrwirmer), die
allgemeine Pradationsaktivitat oder den Ertrag.

Seit 2016 wird ein die Bundeslander lbergreifendes Forschungsprojekt unter Einbindung zahlreicher
Akteure (Wissenschaft, Beratung, obstbauliche Praxis) durchgefiihrt mit dem Ziel, durch Gestaltung
von Erwerbsobstanlagen und Streuobstwiesen die Biodiversitit und die Okosystemleistungen im
Obstbau in Zusammenarbeit mit Betrieben durch eine Vielfalt von Malnahmen zu fdrdern
(Bundesprogramm Biologische Vielfalt — BfN-Projekt: Potenziale und Praxisprogramm zur Erhéhung
der 6kologischen Vielfalt in Erwerbsobstanlagen und Streuobstwiesen (2016-2022).
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VIl. Gegeniiberstellung Ziele, weiterfiihrende Fragestellungen

Ziele des Projektes Demoapfel Weiterfiihrende Fragestellungen
Darstellung der Parasitoidenfauna (auf Identifikation einer typischen , Obstfauna“
Familienebene) in der Baumkrone und innerhalb der Parasitoidengemeinschaften
Krautschicht von Obstanlagen unterschiedlicher | durch weitere Analysen auf detailliertes
Bewirtschaftungsweise. taxonomisches Niveau.

Darstellung des Parasitoidenkomplexes des Priifung der Moglichkeit einer Einwanderung
Apfelwickles in Obstanlagen unterschiedlicher der Hauptparasitoide aus Extensivanlagen in
Bewirtschaftungsweise. Erwerbsanlagen. Anreicherung durch ein

Augmentorium. Prifung eines Risikos durch
erhohtes Schadlingsaufkommen.

Beurteilung von Region und Bedeutung von Streu-/Mostobstwiesen als
Bewirtschaftungsweise auf Ressource fir Antagonisten.
Antagonistenspektrum in Obstanlagen
unterschiedlicher Bewirtschaftungsweise.

Bewertung einer Gefahrdung der Moglichkeiten einer Férderung durch
Hauptparasitoide des Apfelwicklers durch Bereitstellung von alternativen Wirten und
Pflanzenschutzverfahren. anderen notwendigen Habitatressourcen.
Tatsachliches Vorkommen von Prifen der Eignung von MO als
Mikroorganismen und Viren (MO) in den Biodiversitatsindikatoren.

verschiedenen Anbauregionen Deutschlands. Quantifizierung des Vorkommens von MO zur

besseren Einschitzung der Okosystemleistung

von MO.
Beeinflussung der Haufigkeit von MO durch Bewertung von Bewirtschaftungsformen
verschiedene Bewirtschaftungsformen. anhand ausgewahlter Indikator-MO.

Saisonales Auftreten von MO und 6kologische Erfassung quantitativer Schwankungen von MO

Interaktionen. innerhalb einer Saison.
Potentielle Nebenwirkungen unverzichtbarer Uberpriifung potentieller Nebenwirkungen
Pflanzenschutzmittel auf MO. unverzichtbarer Pflanzenschutzmittel auf MO in

der Praxis an ausgewahlten Indikator-MO.
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