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l. Kurzbericht

1. Aufgabenstellung

Die Kirschessigfliege Drosophila suzukii (Matsumura 1931) ist ein invasiver Schadling aus Sudostasien, der
sich seit 2008 rasant in ganz Europa verbreitet. 2014 verursachte die Fliege bereits erhebliche Schaden in
deutschen Obst- und Rebanlagen. Je nach Anbauregion kdnnen dabei hohe Ertragsverluste bis zu 100%
auftreten. Fir die Eiablage werden von D. suzukii reifende Friichte bevorzugt. Bei bis zu 8 Generationen pro
Jahr kann jedes Weibchen 300 bis 600 Eier legen. Aus den Eiern schlipfen nach 1-3 Tagen kleine Maden,
die sich vom Fruchtfleisch ernahren. Durch diesen Larvenfrald wird der Hauptschaden verursacht, die Friichte
fallen in der Folge zusammen und werden matschig. Da reifende Frichte betroffen sind, ist eine Bekdmpfung
aulerst schwierig und bislang wenig wirksam. Derzeit stehen keine gut wirksamen Bekdmpfungsmalnahmen
zur Verfigung.

Ziel des Projektes ist daher die Entwicklung einer alternativen, umweltschonenden Bekampfungsmethode von
D. suzukii, einer sogenannten Push&Pull-Strategie. Dabei soll {ber eine umweltvertragliche,
pflanzenfreundliche, spriihfahige Matrix ein auf D. suzukii abstoRend wirkender Duftstoff aus Koniferen auf die
Wirtspflanzen aufgebracht werden (Push-Komponente). Zum anderen sollen Lockstofffallen, die einen
attraktiven, fruchtspezifischen Duftstoff fur die Kirschessigfliegen enthalten, die Insekten massenhaft fangen.
Um die Wirkung dieser Pull-Komponente zu erhéhen, sollen attraktive Duftstoffe ebenfalls in der Matrix

eingebettet werden und, wo méglich, in der Umgebung der zu schitzenden Anlagen ausgebracht werden.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Verbundvorhaben untergliederte sich in drei Teilprojekte und sechs Arbeitspakete. Teilprojekt 1
(Federfihrung: RLP AgroScience GmbH) befasste sich mit der Entwicklung einer Push-Methode zur
Abschreckung von Drosophila suzukii. Schwerpunkt war dabei die ldentifizierung repellenter Duftstoffe und
deren Wirkung auf das Fraf3- und Eiablageverhalten der Fliegen (Arbeitspaket 1). Die Entwicklung der Pull-
Methode (Teilprojekt 2) stand unter der Federfiihrung der Insect Services GmbH. Die Hauptaufgaben lagen
hier in der Identifizierung attraktiver synthetischer Duftstoffe (Arbeitspaket 2) und in der Optimierung der von
Insect Services entwickelten Massenfangfalle (Arbeitspaket 3). In Teilprojekt 3 (Federfiihrung: Nanopool
GmbH) ging es um die Entwicklung einer umweltvertraglichen SiO2-Cyclodextrin-Matrix zur Einbindung
repellenter und attraktiver Duftstoffe (Arbeitspaket 4) sowie die Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der
entwickelten push- und pull-Matrizen (Arbeitspakete 5 und 6). Die Arbeiten zwischen den Teilprojekten und
Projektpartnern erfolgten interaktiv. Zur Koordinierung der Zusammenarbeit fand einmal im Monat ein Online-
Meeting mit allen Projektpartnern zur Besprechung der aktuellen Ergebnisse und weiterer Vorgehensweisen
statt.

3. Resumee der wesentlichen Ergebnisse

a) Arbeitspakete und Meilensteine

Arbeitspakete (AP) Bearbeitungszeitraum Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

AP 1.1 Identifizierung 09/2022 bis 12/2024 Erreicht. Ein Screening mit 32 Koniferenduftstoffen/-
repellenter Duftstoffe in 6len wurde durchgefiihrt und acht Substanzen
Bioversuchen im Labor und ermittelt, welche eine signifikant repellente Wirkung
Gewachshaus gegenuber adulten D. suzukii aufwiesen.

AP 1.2 Herstellung von 04/2023 bis 06/2025 Erreicht. Zwei Methoden zur Herstellung wurden
Koniferenextrakten getestet.



Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

AP 1.3 Untersuchungen zur
Verhinderung der
Nahrungsaufnahme (CAFE)

AP 1.4 Untersuchungen zur
Verhinderung der Eiablage
(Medium, Friichte)

AP 1.5 Bestimmung der
Duftstoff-
Wirkungsbeziehungen
selektierter Repellentstoffe
im Olfaktometerversuch

AP 2.1 Untersuchung frucht-
spezifischer synthetischer
Duftstoff-Gemische im
Bioversuch und in
Olfaktometer-Versuchen

AP 2.2 Test der
synthetischen Duftstoffe in
IS-Falle im Gewachshaus
und Halbfreiland

AP 2.3 Test der
synthetischen Duftstoffe in
IS-Falle im Freiland

AP 3.1 Optimierung des
Fallendesigns (LochgroRRe
etc.)

AP 3.2 Optimierung der
Spezifitat des Lockstoffs

AP 3.3 Validierung der Falle
im Freiland

AP 4.1 Entwicklung einer
nicht phytotoxischen SiO2-
Cyclodextrin-Matrix

AP 4.2 Einbindung
verschiedener
Repellentstoffe in die Matrix

AP 4.3 Einbindung attraktiver
Duftstoffe in die Matrix

AP 4.4 Bestimmung der
Abgaberate der Duftstoffe in
GC/MS Untersuchungen

AP 5.1 Bestimmung der
biologischen Wirksamkeit der
Push-Matrix in Bioversuchen
und Olfaktometerversuchen

AP 5.2 Bestimmung der
biologischen Wirksamkeit der
Pull-Matrix in Bioversuchen
und Olfaktometerversuchen

AP 6.1 Saranhausversuche
und/oder Grol3kafigversuche
mit Beerenobst

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

09/2022 bis 12/2024

01/2023 bis 12/2024

07/2023 bis 12/2024

09/2022 bis 09/2024

04/2023 bis 12/2024

01/2024 bis 12/2024

09/2022 bis 12/2023

07/2023 bis 12/2024

09/2022 bis 08/2025

09/2022 bis 12/2023

04/2023 bis 06/2025

04/2023 bis 06/2025

01/2024 bis 06/2025

07/2023 bis 03/2025

07/2023 bis 03/2025

04/2024 bis 08/2025

Zielerreichung

Erreicht mit veranderter Methode. Vier der in AP 1.1
identifizierten  Substanzen fihrten zu einer
Verminderung der Nahrungsaufnahme.

Erreicht. Sieben der in AP 1.1 identifizierten
Substanzen fiihrten zu einer signifikanten Reduktion
der Eiablagerate in den Testfrlichten.

Erreicht mit veranderter Methode. In Cage-Assays
wurde die Wirkung der in AP 1.1 ermittelten
Substanzen verifiziert.

Erreicht mit veranderter Methode. Ein Screening mit
17  potenziell  attraktiven  fruchtspezifischen
Duftstoffen wurde durchgefiihrt und 6 Substanzen
ermittelt, welche eine signifikant attraktive Wirkung
auf adulte D. suzukii aufwiesen.

Erreicht. Ein im Labor ermitteltes hochattraktives
Duftstoffgemisch wurde in Semifreilandversuchen
getestet.

Erreicht. Ergebnisse sind in AP 3.3 dargestellt.

Erreicht. Durch die Anpassung des
Lochdurchmessers konnte der Beifang von Nicht-
Zielorganismen erfolgreich reduziert werden.

Nicht erreicht. Die Spezifitait des Lockstoffes im
Hinblick auf die Fangigkeit von D. suzukii konnte
nicht mafRgeblich verbessert werden.

Erreicht. Die modifizierten Fallen wurden in
Kombination mit den im Labor ermittelten attraktiven
Duftstoffkombinationen an mehreren Standorten im
Freiland validiert.

Teils erreicht. Im Projektverlauf wurden die
Cyclodextrine auf Grund unzureichender Wirkung

der Formulierungen aus der Matrix
herausgenommen.
Teils erreicht ohne Cyclodextrine. Hohere

Konzentrationen an Repellentstoffen in der Matrix
fiihrten jedoch zu phytotoxischen Reaktionen an den
Testpflanzen. Eine Direktapplikation ist daher nicht
moglich.

Teils erreicht. Die Einbindung attraktiver Duftstoffe
war in vielen Fallen aus technischen Griinden nicht
erfolgreich.

Arbeitspaket ist entfallen. Alternativ wurden GC/MS
Untersuchungen zur eingebundenen Duftstoffmenge
in den Cyclodextrinen durchgefihrt.

Teils erreicht. Da die Direktapplikation der Push-
Matrix auf die Pflanzen zu Phytotoxizitat fuhrte,
wurden alternativ verschiedene Tragermaterialien
zur Ausbringung getestet.

Nicht erreicht. Nach Einbindung der Attraktantien in
die Pull-Matrizen kam es in fast allen Fallen zu einem
weitgehenden Wirksamkeitsverlust. Dieser Ansatz
wurde nicht weiterverfolgt.

Push&Pull-Versuche im  Labormafstab und
Semifreiland wurden durchgefiihrt.



Arbeitspakete (AP) Bearbeitungszeitraum Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

AP 6.2 Versuche in 04/2024 bis 08/2025 Auf Grund der unzureichenden Wirkung der

Kirschanlagen getesteten Formulierungen sind die
Freilandversuche in den Kirschanlagen entfallen.

AP 6.3 Versuche in isolierten | 07/2024 bis 08/2025 Auf Grund der unzureichenden Wirkung der

Weinbergen getesteten Formulierungen sind die
Freilandversuche in den isolierten Weinbergen
entfallen.

Meilensteine (M) Falligkeit Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

M1 12/2024 Erreicht.

Effiziente Repellentstoffe
sind identifiziert
M 2 12/2024 Erreicht.

Attraktive Duftstoff-
Gemische sind identifiziert

M3 12/2024 Teils erreicht. Nicht-Zielorganismen konnten
Die Massenfangfalle ist ausreichend reduziert werden, die Spezifitat fur
ausreichend selektiv fiir D. suzukii ~ konnte  gegeniber  anderen
D. suzukii Drosophiliden nicht ausreichend erhdht werden.
M4 12/2023 Erreicht.

Eine nicht phytotoxische
SiO2-Cyclodextrin-Matrix
ist entwickelt

M5 12/2024 Teils erreicht. Die Einbindung der Repellentien in
Eine Push-Matrix ist die Cyclodextrine konnte nicht in ausreichender
entwickelt Konzentration erreicht werden. Ohne die

Verwendung von Cyclodextrinen in der Matrix ist
die Einbindung hoherer Konzentrationen zwar
gelungen, fiihrte jedoch zu phytotoxischen

Reaktionen.
M 6 12/2024 Teils erreicht. Die Einbindung der Attraktantien in
Eine Pull-Matrix ist die Matrix ~ fihrte  groRtenteils ~ zum
entwickelt Wirksamkeitsverlust.
M7 03/2025 Teils erreicht. Ein alternatives Tragermaterial zur
Die Push-Matrix ist Ausbringung  der  Repellentstoffe ~ wurde
biologisch wirksam identifiziert.
M8 03/2025 Nicht erreicht. Die Pull-Matrix war biologisch nicht
Die Pull-Matrix ist wirksam, die Pull-Komponente wurde durch die
biologisch wirksam Lockstofffalle ersetzt.
M9 08/2025 Teils  erreicht. In  simulated-use  und
Die Push & Pull-Strategie Semifreilandversuchen konnte eine gewisse
funktioniert Wirksamkeit der Push&Pull-Strategie erreicht
werden.

b) Zusammenfassung

In Bioassays im Labor mit adulten Drosophila suzukii konnten in einem Screening mit 32
Konifereninhaltsstoffen insgesamt acht Substanzen identifiziert werden, welche eine sehr starke repellente
Wirkung auf die Fliegen ausubten. Bei Zugabe dieser Substanzen in eine FraBlosung kam es bei vier zu einer
Verminderung der Nahrungsaufnahme bei den Adulti. In weiteren Untersuchungen wurde der Einfluss auf die
Eiablage getestet. Bei sieben der zu Beginn ermittelten Substanzen fihrte die Anwesenheit zu einer
signifikanten Reduktion der Eiablageraten in den Testfriichten. Die Wirkung der olfaktorisch wirksamen

Substanzen ist dabei stark abhangig von der eingesetzten Konzentration und Menge. Die besten Ergebnisse



lieRen sich mit hdheren Konzentrationen bzw. Mengen erzielen, eine zu niedrige Dosierung fiihrte in einigen
Fallen zum Verlust der Wirkung bzw. zu einem Umschlag in Attraktivitat.

Durch ein umfassendes Screening potenziell attraktiver, fruchtspezifischer Duftstoffe konnten in weiteren
Laborassays sechs Substanzen, sowie mehrere Kombinationen aus diesen, identifiziert werden, welche
hochattraktiv auf die Kirschessigfliegen wirkten. Eine dieser attraktiven Substanzkombinationen zeigte einen
leichten synergistischer Effekt im Hinblick auf die anlockende Wirkung und wurde in weiteren Semifreiland-
und Freilanduntersuchungen eingesetzt.

Die bereits in einem Vorgangerprojekt entwickelte Massenfangfalle wurde durch verschiedene bauliche
Veranderungen angepasst. Die Validierung der modifizierten 1S-Fallen erfolgte zusammen mit den im Labor
ermittelten, attraktiven Duftstoffkombinationen in verschiedenen Obstkulturen und Wildhabitaten im Raum
Neustadt an der WeinstralRe. Durch die Anpassung des Lochdurchmessers konnte eine Reduktion der
gefangenen Nicht-Zielorganismen erreicht werden. Eine verbesserte Spezifitdt fir D. suzukii gegenlber
anderen Drosophiliden, besonders der haufig vorkommende Art D. subsobscura, konnte jedoch nicht erreicht
werden.

Es konnte eine nicht phytotoxische SiO,-Cyclodextrin-Matrix entwickelt werden, welche als Tragersystem fir
Duftstoffe dient. Die Herstellung der Duftstoff-Einschlusskomplexe mit den Beta-Cyclodextrinen zeigte
allerdings einige technische Schwierigkeiten auf. Die urspriinglich im Arbeitspaket 4 geplante GC/MS-Analyse
zur Abgaberate der gebundenen Duftstoffe wurde durch eine Alternativuntersuchung ersetzt. Dabei wurde
gezeigt, dass nach der Komplexierung lediglich ein Bruchteil des eingesetzten Wirkstoffs tatsachlich im
Cyclodextrin gebunden vorlag. Dieser wird bei Kontakt der Cyclodextrine mit Wasser zwar Gber einen langeren
Zeitraum freigesetzt, die Wirkung der freigesetzten Menge ist allerdings zu schwach, um fiir einen langeren
Zeitraum olfaktorisch wirksam gegentiber D. suzukii zu sein. Daher musste diese Strategie verworfen werden.
Um ausreichend hohe Konzentrationen der Repellentstoffe einbinden zu kénnen und die damit gewlinschte
langanhaltende repellente Wirkung zu erzielen, wurden diese unter Verwendung eines Emulgators direkt in
die SiO2-Matrix eingebracht. Bei Applikation dieser Formulierungen auf die Testpflanzen kam es innerhalb
kurzer Zeit zu phytotoxischen Reaktionen. Da eine direkte Applikation auf die Pflanzen also nicht in Frage
kam, wurde im Anschluss nach alternativen Tragermaterialien/Dispensern zur Ausbringung der aktiven
Substanzen gesucht. Da der Wirkradius dieser Materialien im Vergleich zu der gro3flachigen Besprihung der
Pflanzen raumlich begrenzt ist, blieb der gewilinschte Effekt in den anschlieBenden Gewachshausversuchen
zur biologischen Wirksamkeit der Push-Matrizen aus.

Die Einbindung attraktiver Duftstoffe in die Matrizen — mit und ohne Cyclodextrine — fiihrte weitgehend zum
Verlust der Anlockwirkung gegenuber D. suzukii und wurde nicht weiterverfolgt. Die Pull-Komponente wurde
in den anschlieRenden Labor- und Semifreilandversuchen durch die Lockstofffalle ersetzt.

Im Fokus vieler Versuche stand die Substanz BA, da diese in den atherischen Olen vieler Nadelbdume wie
Tannen, Larchen, Douglasien, Fichten und Kiefern enthalten ist und bereits eine Zulassung in der
Lebensmittelindustrie als Aromastoff besitzt. Unter Laborbedingungen wirkte die Substanz signifikant repellent
gegeniber adulten D. suzukii. In Gewachshaus und Semifreilandversuchen hat sich gezeigt, dass die Wirkung
stark konzentrationsabhangig ist und bei zu starker Verdiinnung in Attraktivitat gegenliber der Adulti sowie zu
einer Steigerung der Eiablagen fuihren kann.

In den anwendungsorientierten simulated-use Versuchen zur Uberpriifung der Wirkung der push- und der pull-
Komponente zeigte sich ebenso, dass der abschreckend wirkende Duftstoff in der SiO2-Matrix bei zu geringer
Konzentration eine anlockende Wirkung auf die Kirschessigfliegen entfaltete. Bei héherer Konzentration war
kein verhaltensmodifizierender Effekt erkennbar, bei den eingespriihten Pflanzen traten aber phytotoxische

Langzeitschaden auf. Mit dem verwendeten Maiskolbengranulat als Tragermaterial zur Ausbringung des
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Repellentstoffes konnten hingegen erste positive Ergebnisse produziert werden. Generell ist der erfolgreiche
Einsatz von Repellents in der Schadlingsbekdmpfung eng an die verwendeten Dispenser gekoppelt. Diese
mussen unter Freilandbedingungen die Abgabe des Repellents Uber einen langeren Zeitraum bei gleichzeitig
konstant hohen Abgaberaten gewahrleisten. Eine mdglichst gro3flachige Ausbringung im direkten Umfeld der
zu schitzenden Kulturpflanzen ist dabei optimal. Herkdmmliche Dispenser wirken nur punktuell und kénnen
groRere Flachen nicht ausreichend abdecken. Das nachhaltige, biologisch abbaubare Granulat stellt als
Tragermaterial fir Duftstoffe ein Novum dar und kénnte im Rahmen von alternativen, umweltschonenden
BekampfungsmaRnahmen als innovative Dispensertechnik eine groBe Verbreitung finden. In den
anwendungsorientierten Push&Pull-Szenarien im Semifreiland liefl3 sich nur bei gleichzeitiger Anwesenheit der
push-Komponente und der pull-Komponente eine signifikante Reduktion der Eiablage erkennen. Allerdings
machen die generell niedrigen Eiablageraten in diesen Versuchsreihen eine gesicherte Aussage schwierig.
Aufgrund fehlender Formulierungen mit ausreichender Wirksamkeit wurde auf die urspriinglich im Arbeitspaket

6 geplanten Freilandversuche in Kirschanlagen und Weinbergen verzichtet.



ll. Ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse
1. Erzielte Ergebnisse

Arbeitspaket 1: Identifizierung repellenter synthetischer Duftstoffe im Labor und Gewachshaus

Zu Projektbeginn wurde bei der RLP AgroScience ein Screening von potentiell repellenten
Konifereninhaltsstoffen gegen Drosophila suzukii gestartet. Die Versuche beruhten auf einem double choice
Assay. Fir eine Versuchsdauer von 24 Stunden wurden je 30 Kirschessigfliegen (gemischtes
Geschlechterverhaltnis, 1-2 Wochen alt) in kleine Gazekafige (30 x 30 x 30cm) gesetzt, welche zwei
Flussigfallen enthielten. Die Fangflissigkeit bestand jeweils aus 50ml Wasser mit einem Tropfen Splli zur
Reduktion der Oberflachenspannung. Unter dem Fallendeckel wurde ein Filterpapier angebracht, welches
entweder mit 50ul der jeweiligen Testsubstanz in einer 1:10 Verdinnung oder mit 50ul dinnflissigem
Paraffindl (Mineraldl) als Kontrolle betraufelt wurde (Abb. 1). Fir die Verdinnungen der hydrophoben
Testsubstanzen wurde ebenfalls Mineraldl verwendet. Die Versuche fanden in 6-facher Wiederholung im
Klimaschrank unter geregelten Temperatur- und Luftfeuchtebedingungen statt (22°C, 70% rF). Nach 24
Stunden wurde der Fangerfolg der Test- und Kontrollifallen bonitiert. Das Screening umfasste 23
Einzelsubstanzen (Abb. 2) und 9 Koniferendle (Abb. 3). Aus Griinden der Geheimhaltung wurden die
Klarnamen der Substanzen codiert. Dies gilt auch fir die in AP 2 identifizierten Attraktantien.
Hochsignifikante repellente Effekte auf adulte D. suzukii konnten bei folgenden Einzelsubstanzen beobachtet

werden: LI, TP, MY, CA, LM, BA und HU. Ein etwas schwacherer, aber ebenfalls signifikant repellenter Effekt

trat zudem bei dem Koniferenol ZK auf.

Abbildung 1: Links: Versuchsaufbau double choice Versuche; rechts: Filterpapier unter dem Fallendeckel zur Applikation
der Duftstoffe.
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Abbildung 2: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Koniferenduftstoffen
(Einzelsubstanzen, n=6; Verdiinnung 1:10 in Mineraldl). Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz
(t-Test fur verbundene Stichproben, p<0,05) zeigten sich bei folgenden Stoffen: 1=LI, 2=TP, 3=MY, 4=CA, 5=LM, 6=BA,
7=HU (Sterne Uber den Balken).
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Abbildung 3: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Koniferendlen (n=6;
Verdinnung 1:10 in Mineraldl). Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-Test fur verbundene
Stichproben, p<0,05) zeigten sich bei b=ZK (Stern iber den Balken).

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die repellenten Effekte auf D. suzukii durch die Kombination zweier
Substanzen verstarken lassen. Dazu wurden Kandidaten ausgewahlt, die bereits als Einzelsubstanzen
signifikant repellente Eigenschaften aufwiesen. Der Versuchsaufbau entsprach den oben beschriebenen
Experimenten; allerdings wurden hier jeweils 5ul der beiden Duftstoffe in einer 1:10 Verdinnung mit etwas
Abstand nebeneinander auf das Filterpapier appliziert.
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Abbildung 4: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Zweier-Kombinationen aus
repellenten Substanzen (n=6; Verdinnung 1:10 in Mineraldl). Sterne lber den Balken zeigen signifikante Unterschiede
zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-Test flir verbundene Stichproben, p<0,05).

Die Zweier-Kombinationen aus MY und TP, MY und LI, sowie LI und TP zeigten bei der statistischen
Auswertung mittels t-Test fiir verbundene Stichproben signifikante Unterschiede zur Kontrolle. Eine deutliche
Verstarkung des repellenten Effektes im Vergleich zu den Einzelsubstanzen konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Die Kombination aus MY und BA zeigte dagegen eine schlechtere Wirkung als die Einzelsubstanzen.
Da durch die Kombinationen keine weiteren synergetischen Effekte zu beobachten waren, wurde beschlossen

fur die Folgeuntersuchungen mit den Einzelsubstanzen weiterzuarbeiten.

AP 1.2 Herstellung von Koniferenextrakten

Neben den im Handel erworbenen Terpenen und Koniferendlen, welche in der Regel durch Dampfdestillation
aus Pflanzengewebe extrahiert werden, wurden eigene Koniferenextrakte aus Tannennadeln hergestellt. Dazu
wurden zwei Methoden zur Gewinnung getestet: der Heilwasserauszug und der Ethanolauszug.

Fir den HeiBwasserauszug wurden 50g Tannennadeln mit einer Gewlrzmuhle in 30 x 1-sekindigen Etappen
gehackselt, in ein hohes Weckglas Uberfuhrt und mit 150ml 65°C warmen Leitungswasser Ubergossen.
Verschlossen wurde der Nadelsud fur weitere 20 Minuten im 65°C warmen Wasserbad inkubiert. Im Anschluss
wurde der Nadelsud Uber einen Nylonstrumpf gefiltert und das Filtrat bei 11.500rpm fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgegossen und erneut bei 11.500rpm fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Zur Herstellung des Ethanolauszugs wurden 20g Tannennadeln in ein hohes Becherglas mit 100ml 70%igem
Ethanol gegeben und mit einem Stabmixer fur 3 Minuten ohne Unterbrechung zerkleinert. Der Extrakt wurde
fiir 30 Minuten im Labor bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend wurde der Uberstand 2x durch einen
Papierfilter filtriert.

Beide Extrakte wurden in double choice Assays entsprechend AP 1.1 auf ihre repellenten Eigenschaften
gegenuber D. suzukii getestet, sowohl unverdiinnt, als auch in einer 1:10 Verdinnung mit Wasser. Die
HeilRwasserauszige lieferten einen schwach repellenten, aber nicht signifikanten Effekt, wahrend die
Ethanolausziige Uberhaupt keinen Einfluss auf das Verhalten der Fliegen hatten. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen vieler der getesteten Koniferendle (AP 1.1; Abb. 3), welche im Screening meist schlechtere

repellente Eigenschaften als die Reinsubstanzen aufwiesen oder gar attraktiv wirkten.
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Abbildung 5: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit verschiedenen
Tannennadelextrakten (n=6).

Koniferen besitzen ein breites Spektrum an Inhaltsstoffen (z.B. Khan & Pentegova 1988, Bufler et al. 199032).
In den Nadeln stellen die Monoterpene den gréften Anteil der olfaktorisch relevanten Substanzen, einen
kleineren Teil die Sesquiterpene. Die Zusammensetzung sowie der Gehalt dieser Inhaltstoffe kann stark
variieren und ist abhangig von der Koniferenspezies, dem Standort der Badume, der Jahreszeit (Schénwitz et
al. 1990%) sowie extremen klimatischen Bedingungen (Kainulainen et al. 19924). Bereits beim Screening auf
potentielle Repellentien (siehe AP 1.1) ist aufgefallen, dass einige Substanzen eine gewisse Attraktivitat auf
die Kirschessigfliegen auslben, wie zum Beispiel Camphen und Beta-Pinen, beides haufig vorkommende
Monoterpene in zahlreichen Koniferenspezies. Das Gesamtduftbouquet der Koniferenextrakte kann also je
nach Gehalt bestimmter Inhaltsstoffe mal repellent, mal attraktiv wirken. Auch die Extraktionsmethode hat

Einfluss auf den Gehalt und die Zusammensetzung der herausgelésten Substanzen.

AP 1.3 Untersuchungen zur Verhinderung der Nahrungsaufnahme

Die in AP 1.1 identifizierten, olfaktorisch repellenten Substanzen LI, TP, MY, CA, LM, HU, BA und ZK wurden
auf moégliche fraBhemmende Eigenschaften hin untersucht. Der daflr angestrebte CAFE Assay (Capillar
Feeding) musste auf Grund technischer Schwierigkeiten durch einen anderen Versuchsaufbau ersetzt werden.
Statt der normalerweise verwendeten Mikrokapillaren, wurde die Fral3lésung auf ein Stick Watte appliziert
und so den Fliegen angeboten. Die Lésung bestand aus 5%igem Zuckerwasser mit 1,5% Brillantblau, 0,5%
Trockenhefe sowie 0,5% Emulgator. Diesem Gemisch wurden die Repellentien in den Konzentrationen 0,1%,
1% oder 3% hinzugefligt. Der Farbstoff Brillantblau sorgt bei der oralen Aufnahme durch die Fliegen fir ein
deutlich gefarbtes Abdomen und diente dem Nachweis der FraRaktivitat. Als Versuchsgefalle dienten
Drosophilaréhrchen aus Polypropylen (Hohe 100mm, @ 48mm). In diese wurden je 5 Mannchen und 5
Weibchen eingesetzt. Die single choice Versuche liefen fur 4 Stunden im Klimaschrank bei 22°C und 70% rF,
in 8-facher Wiederholung. Im Anschluss wurden die Fliegen mit blau gefarbtem Abdomen ausgezahlt sowie
die Mortalitat erfasst.

10
'Khan, V. A., & Pentegova, V. A. (1988). Volatile components of the oleoresin of Abies alba. Chemistry of Natural Compounds, 24(2), 162-166.
2Bufler, U., Seufert, G., & Juttner, F. (1990). Monoterpene patterns of different tissues and plant parts of Norway spruce (Picea abies L. Karst.). Environmental
Pollution, 68(3-4), 367-375.
3Schénwitz, R., Lohwasser, K., Kloos, M., & Ziegler, H. (1990). Seasonal variation in the monoterpenes in needles of Picea abies (L.) Karst. Trees, 4(1), 34-
40.
4Kainulainen, P., Oksanen, J., Palomaki, V., Holopainen, J. K., & Holopainen, T. (1992). Effect of drought and waterlogging stress on needle monoterpenes
of Picea abies. Canadian Journal of Botany, 70(8), 1613-1616.



Abbildung 6: Versuchsaufbau FraRversuch.
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Abbildung 7: Anteil gefarbter D. suzukii im Fralversuch mit verschiedenen Repellentien, angeboten in drei
Konzentrationen (0,1%, 1%, 3%). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zur Kontrolle (einseitige
ANOVA, Bonferroni post-hoc Test, p<0,05). Werte Uber den Balken=durchschnittliche Mortalitatsraten.

Die Anwesenheit von 3% Testsubstanz in der FraRRlésung fiihrte bei den Substanzen ZK, LI, BA und LM zu
einer signifikanten Reduktion der FraRaktivitat der Fliegen im Vergleich zur Kontrolle. Bei den Substanzen ZK
und BA war dies bereits bei einer Konzentration von 1% Testsubstanz zu beobachten. Mortalitdten wurden
bei den Substanzen LI, MY, BA und TP bei Konzentrationen von 1 bzw. 3% Testsubstanz bonitiert (Abb. 7,
Werte Uber den Balken). Es kam zu einer Zunahme der Mortalitatsrate bei aufsteigender
Substanzkonzentration. Die héchste Mortalitatsrate war mit 23,4% beim Zusatz von 3% LI zu beobachten.
Nicht alle toten oder moribunden Fliegen wiesen jedoch ein gefarbtes Abdomen auf, sodass nicht immer ein
direkter Zusammenhang zwischen Mortalitdt und oraler Aufnahme der Testsubstanzen hergestellt werden
konnte. Denkbar ware, dass die Fliegen durch die entstandenen Dampfe in den kleinen Testgefalien oder

durch Verweigerung der Nahrungsaufnahme geschwacht wurden.

AP 1.4 Untersuchungen zur Verhinderung der Eiablage

In AP 1.4 standen Untersuchungen im Fokus, inwieweit sich die in AP 1.1 ermittelten, olfaktorisch wirksamen
Duftstoffe, auf das Eiablageverhalten von D. suzukii auswirken. Ziel ist eine Verminderung der Eiablagerate in
den zu schitzenden Kulturfriichten. Die Versuche wurden sowohl als single choice wie auch als double choice

Assay durchgefiihrt. In den single choice Versuchen wurden den Fliegen in kleinen Gazekafigen (30 x 30 x
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30cm) je drei Heidelbeeren auf einer Petrischale angeboten. Dazwischen lag ein kleines Wattepad, entweder
getrankt mit 10pl des unverdinnten Teststoffes oder mit 10ul Wasser (Kontrolle). Zehn befruchtete D. suzukii-
Weibchen hatten 24 Stunden Zeit fiir die Eiablage. Im double choice Ansatz standen den Fliegen beide
Varianten (Kontrolle und Duftstoff) in gegenuberliegenden Ecken des Kafigs zur Wahl. Alle Versuche wurden
im Klimaschrank bei 22°C und 70% rF durchgefuhrt. Bonitiert wurde im Anschluss auf Eiablage und Mortalitat
der Adulti.
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Abbildung 8: Ergebnisse der single choice Versuche. Durchschnittliche Anzahl Eiablagen bei Anwesenheit verschiedener
Repellentien (n=6; je 3 Heidelbeeren pro Kafig). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede (t-Test fir
unabhangige Stichproben, p<0,05).
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Abbildung 9: Ergebnisse der double choice Versuche. Durchschnittliche Anzahl Eiablagen bei Anwesenheit
verschiedener Repellentien (n=6; je 3 Heidelbeeren pro Kafig). Sterne iber den Balken zeigen signifikante Unterschiede
(t-Test fir verbundene Stichproben, p<0,05).

In den single choice Ansatzen wurde eine signifikante Reduktion der Eiablage bei den Terpenen LM, TP, LI
und HU, sowie bei BA beobachtet. Bei gleichzeitiger Anwesenheit der Kontrollfriichte im Kafig (double choice
Assay) kam es zu einer signifikanten Eiablagereduktion im Vergleich zu den Kontrollfriichten bei den

Substanzen ZK, TP, LI und CA. In den double choice Versuchen wurde oft eine generell geringere Eiablage
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erfasst (in Kontroll- und Testfriichten), was auf die Ausbreitung der Duftstoffe im gesamten Versuchskafig

zurtickzuflihren sein konnte.

Zur Unterstltzung der Arbeiten beim Kooperationspartner RLP AgroScience wurden auch bei Insect Services
mit vier ausgewahlten Substanzen Versuche zur ovideterrenten Wirkung durchgefiihrt. Dazu wurden in kleine
Gazezelte (40 x40 x40cm) an den gegeniber liegenden Ecken zwei kleine Petrischalen platziert
(Durchmesser: 5cm), in denen sich je 3 Himbeeren befanden. Mittig zwischen den Himbeeren wurde ein
kleines Filterpapier ausgelegt das entweder unbehandelt blieb (Kontrolle) oder auf dem die zu testende
Substanz (5ul) appliziert wurde (Test). Zur Wasserversorgung der Kirschessigfliegen wahrend der 24-
stiindigen Versuchsdauer wurde eine Petrischale mit einem wassergetrankten Papiertuch zentral im Zelt
platziert. Pro Zelt wurden 15 Weibchen und 8 Mannchen eingesetzt, die Ermittlung der ovideterrenten Wirkung
erfolgte 2-3 Tage nach Versuchsende durch Auszahlung der Larven in den Friichten. In der folgenden
Abbildung ist die durchschnittiche Anzahl der KEF-Larven pro Himbeere fir die unterschiedlichen

Behandlungen dargestellt.
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Abbildung 10: Mittlere Anzahl D. suzukii Larven pro Himbeere im double choice Versuch bei Anwesenheit von 5ul der
Testsubstanzen (Versuchsdauer: 24 Stunden). 4-fache Versuchswiederholung.

Aus der Abbildung geht hervor, dass nur BA im Vergleich zur Kontrolle zu einer starkeren Reduktion der
Eiablage fihrte. In den Kontrollfriichten wurden im Mittel 25 Larven der Kirschessigfliege gefunden, in den
Testhimbeeren 16 Larven. Auffallig ist, dass in den Versuchen mit MY in allen Friichten durchschnittlich nur
sehr wenige Eier abgelegt wurden. In den Versuchen mit LM wurden die Testhimbeeren fur die Eiablage sogar
bevorzugt, beim Angebot von TP gab es keinen deutlichen Unterschied beziglich der mittleren Anzahl der
Larven zwischen den Kontroll- und Testfriichten. Die statistische Auswertung der Daten mittels t-Test ergab
allerdings, dass keiner der Unterschiede signifikant ist.

Die Ergebnisse unterscheiden sich stark von den Versuchen bei RLP AgroScience. Die ovideterrente Wirkung
der untersuchten Substanzen konnte mit dem veranderten Versuchsaufbau bei Insect Services nicht
reproduziert werden. Griinde hierfir kénnten der Einsatz unterschiedlicher Testfrlichte (Himbeeren statt

Heidelbeeren) und Substanzmengen (5ul statt 10ul) sein.
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Fir die Substanz BA wurde =zusatzlich die Auswirkung verschiedener Konzentrationen auf das
Eiablageverhalten untersucht. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse dieser single choice Versuche mit den
Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000. Wie sich zeigte, hatte die Anwesenheit der verdinnten Substanz
entweder keinen Effekt auf die Eiablage oder fuhrte zu einer Steigerung derselben, insbesondere bei der
Verdinnung 1:1000. Die repellente Wirkung von BA als Reinsubstanz (vergleiche Abbildung 8) geht bei starker

Verdlinnung verloren bzw. schlagt in Attraktivitat um.
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Abbildung 11: Durchschnittliche Anzahl Eiablagen bei Anwesenheit verschiedener Konzentrationen BA im single choice
Versuch (n=6; je 3 Heidelbeeren pro K&fig).

SiO2-Matrix als physikalische Barriere

Gepruft wurde zudem, ob der alleinige Einsatz der SiO2-Matrix als physikalische Barriere ausreicht, um die
Fliegen daran zu hindern, die Friichte anzustechen und ihre Eier darin abzulegen. Dazu wurden Heidelbeeren
mit der flussigen SiO2-Matrix bespruht, welche beim Trocknen zu einer ultradiinnen Schicht aushartet. Zur
Applikation wurde eine Airbrush-Pistole verwendet, um eine gleichmaflige Beschichtung der Friichte zu
gewahrleisten. In einem zweiten Ansatz wurden der Matrix 0,075% des Netzmittels BREAK-THRU® S 301
beigesetzt, welches als Zusatzstoff in Pflanzenschutzmitteln fir eine gleichmallige Verteilung des Spritzbelags
sorgt. Um die Beschichtung auf ihnre Homogenitat hin zu testen, wurde in beide Ansatze zusatzlich Fluorescein
zugegeben (0,06mM). Fluorescein ist ein Farbstoff, welcher unter Bestrahlung mit UV-Licht aufleuchtet. Nach
dem Trocknen des Spritzbelages wurden beide Varianten in single choice Versuchen mit je 10 befruchteten
D. suzukii - Weibchen getestet. Die Kontrollfriichte blieben unbehandelt.

Durch die Zugabe des Fluoresceins konnte der Nachweis einer homogenen Benetzung der Beeren durch den
Spruhvorgang erbracht werden (Abb. 12B). Im Gegensatz dazu lagerte sich der Spritzbelag beim Eintauchen
der Fruchte in die Matrix hauptsachlich in den Kelchresten der Heidelbeeren ab. Die Homogenitat des Belags
wurde sowohl mit als auch ohne die Zugabe von BREAK-THRU® S 301 erreicht, da die Fliissigkeit durch die
Airbrush-Pistole sehr fein vernebelt wird. Trotz der homogenen Beschichtung hat die entstandene SiO--
Schicht nicht ausgereicht, um die Eiablage wirksam zu reduzieren. Auch die Zugabe des Netzmittels BREAK-
THRU® S 301 hatte keinen Einfluss auf die Eiablage (Abb. 12A).
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Abbildung 12: A) Ergebnisse des Eiablage-Assays zur Reduktion der Eiablage mittels SiO2-Beschichtung (n=6); B)
behandelte Heidelbeeren unter UV-Licht; linke Beere Spriihapplikation, rechte Beere Tauchapplikation.

AP 1.5 Bestimmung der Duftstoff-Wirkungsbeziehungen selektierter Repellentstoffe im
Olfaktometerversuch

Die von RLP AgroScience in AP 1.1 identifizierten Repellentstoffe sollten bei Insect Services in Y-
Olfaktometerversuchen Uberpriift werden. Da die Versuche im Olfaktometer jedoch keine reproduzierbaren
Ergebnisse lieferten, wurde in Anlehnung an die Experimente von Galland et al. (2020)' ein abgewandelter
Kafigtest entwickelt. Dabei wurde in einen aus Gaze bestehenden Kafig (40 x40 x 40cm) an den
gegeniberliegenden Seiten je eine Glaspetrischale aufgestellt, der diagonale Abstand der Schalen betrug ca.
35cm. Die Schalen wurden mit je 20ml Wasser (und einem Spritzer Spulli zur Absenkung der
Oberflachenspannung) beflllt und wurden mit Aluminiumfolie abgedeckt, in die 5 Lécher (Durchmesser von
2-3mm) gestochen wurden. An der Innenseite der Folie wurde ein Stlick Filterpapier angebracht (1 x 1cm),
auf welches die zu testenden Substanzen appliziert wurden. Mit diesem Bioassay kdnnen unterschiedliche
Substanzvolumina getestet und auch Dosis-Wirkungsbeziehungen unter Berticksichtigung des olfaktorischen
Orientierungsverhaltens von D. suzukii wahrend des Fluges untersucht werden. In das Zelt wurden ca. 30
Individuen (gemischtes Geschlechtsverhaltnis) eingesetzt (Versuchsbedingungen: Langtagbedingungen,
Raumtemperatur ca. 22-23°C), die direkt aus den Zuchtrohrchen entnommen wurden (Alter: 1 - 14 Tage). Zur
Erhéhung der Luftfeuchtigkeit wurde ein befeuchtetes Geschirrhandtuch tber das Zelt gehangen. Nach 24
Stunden Versuchsdauer wurde die Anzahl der in den Schalen befindlichen Tiere gezahlt. Mit dieser Methode
wurden sechs ausgewahlte Terpene aus dem Screening in verschiedenen Mengen und Konzentrationen
Uberprift (Abb. 13-15).

15
'Galland, C. D., Glesner, V., & Verheggen, F. (2020). Laboratory and field evaluation of a combination of attractants and repellents to
control Drosophila suzukii. Entomologia Generalis, 40(3).
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Abbildung 13: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (1pl
Testsubstanz, Verdiinnung 1:10 mit Mineraldl; n=6). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolle und Testsubstanz (t-Test fir verbundene Stichproben, p<0,05).
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Abbildung 14: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (1pl
Reinsubstanz; n=6). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-
Test fir verbundene Stichproben, p<0,05).
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Abbildung 15: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (3ul
Reinsubstanz; n=6). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-
Test fiir verbundene Stichproben, p<0,05).

Anhand der getesteten Konzentrationen und Mengen (1ul 1:10 verdiinnt; 1yl Reinsubstanz und 3l

Reinsubstanz) lassen sich verschiedene Dosis-Wirkungsbeziehungen erkennen. Wahrend die Anwesenheit
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von 1ul Testsubstanz in einer 1:10 Verdinnung entweder kaum Auswirkungen auf das Verhalten von
D. suzukii hatte (bei LM, MY, TP) oder sogar attraktiv wirkte (LI, CA), zeigte sich bei der Verwendung von
héheren Konzentrationen bzw. Mengen bei einigen Substanzen ein Umschlag in starke Repellenz (CA, LlI).
Unter Verwendung von 50ul einer 1:10 Verdinnung (siehe AP 1.1, Screening) wurden noch starkere repellente
Effekte aufgezeichnet. Warum TP bei der Verwendung von 3ul Reinsubstanz eine so starke Attraktivitat auf

die Fliegen auslbte ist unklar; beim Screening zeigte es sich als hochsignifikant repellent.

Bei der Suche nach attraktiven fruchtspezifischen Substanzen (siehe AP 2) sind zudem vier Stoffe ins Auge
gefallen, welche in bestimmten Konzentrationen/Mengen ebenfalls repellente Eigenschaften besitzen (Abb.
16-18). Auch diese wurden mit der oben beschriebenen Methode tberpruft.
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Abbildung 16: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (1pl
Testsubstanz, Verdiinnung 1:10 mit Mineral6l; n=6). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen
Kontrolle und Testsubstanz (t-Test fir verbundene Stichproben, p<0,05).
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Abbildung 17: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (1pl
Reinsubstanz; n=6). Sterne lber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-
Test fiir verbundene Stichproben, p<0,05).

17



70,00
60,00
50,00

40,00
30,00 I
20,00

10,00 a
0,00

EO EH HA HX

mittlere Fangraten D. suzukii [%]

Kontrolle M Testsubstanz 3ul, unverdiinnt

Abbildung 18: Mittlere prozentuale Fangraten von D. suzukii in double choice Versuchen mit Repellentstoffen (3pl
Reinsubstanz; n=6). Sterne Uber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Testsubstanz (t-
Test fir verbundene Stichproben, p<0,05).

Auch bei diesen Versuchen zeigte sich ein Umschlag von einer (signifikant) attraktiven Wirkung bei
Verwendung von 1yl Reinsubstanz (EO, EH und HA) zu einer eindeutigen Repellenz bei Erhéhung der

Substanzmenge auf 3ul, welche im Falle von EO sogar signifikant zur Kontrolle war.

Zusammenfassung AP 1

Uber ein Screening von 32 Konifereninhaltsstoffen konnten acht Kandidaten identifiziert werden, welche eine
stark repellente Wirkung auf das Verhalten der Kirschessigfliegen hatten. Einzelsubstanzen zeigten meist eine
bessere Wirkung als Koniferendle oder -extrakte, deren Duftbouquet aus einer Mischung vieler
Einzelkomponenten besteht. In weiteren Versuchen wurden die Auswirkungen auf das Fraf3- und
Eiablageverhalten von D. suzukii bei Anwesenheit dieser Substanzen Uberprift. Die Ergebnisse sind stark
abhangig von der eingesetzten Menge und Konzentration der Duftstoffe. Generell liel3 sich feststellen, dass
die besten Ergebnisse mit hdheren Konzentrationen und Mengen erzielt wurden; eine zu niedrige Dosierung
fuhrte in einigen Fallen zum Verlust der Wirkung bzw. zu einem Umschlag in Attraktivitat.

Die alleinige Beschichtung der Friichte mit der SiO2-Matrix reichte als physikalische Barriere gegen die
Einstiche der D. suzukii - Weibchen nicht aus.

Arbeitspaket 2: Identifizierung attraktiver synthetischer Duftstoffe

AP 2.1 Untersuchung fruchtspezifischer synthetischer Duftstoff-Gemische im Bioversuch

Zu Beginn des Projektes wurde eine umfangreiche Literaturrecherche durchgefiihrt. Die in den
Verdffentlichungen enthaltenen Angaben zu potentiellen Duftstoffen wurden, auch unter der Berticksichtigung
von Mengen- und Konzentrationsangaben, ausgewertet. Basierend auf dieser Recherche wurden insgesamt
17 Substanzen ausgewahlt und als potentielle Lockstoffe eingestuft, die bei der olfaktorischen Orientierung

von D. suzukii eine Schlusselrolle spielen kdnnten:
e LI, HE1, EA, PE, MB, AL, IA, AC, BZ, EO, EH, EB, ET, ES, HA, HS und HX

Bei PE, EA, EH und IA handelt es sich beispielsweise um Substanzen, die bei vielen verschiedenen Friichten
und im Duftstoffboouquet von Rotwein und Essig nachgewiesen werden, sie entstehen aber auch bei der durch

Hefepilze hervorgerufenen Garung. Die Wirkung dieser Duftstoffe auf D. suzukii wurde in double choice
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Versuchen Uberprift. Die Methode hierzu ist in AP 1.5 beschrieben. Der Grofteil der Duftstoffe wurde als
Reinsubstanz getestet, von AC wurde eine 10%ige wassrige Lésung, von ET und ES wurden 70%ige wassrige
Losungen getestet. In einer ersten Versuchsreihe wurde die Wirkung von je 1ul Duftstoff untersucht, als
Kontrolle diente entweder ein leeres Stick Filterpapier (Versuche mit Reinsubstanzen) oder 1yl Wasser
(Versuche mit Verdinnungen). Die Versuche in den Gazezelten fanden in 6-facher Versuchswiederholung mit
denjenigen Substanzen statt, bei denen die durchschnittichen Fangraten nach den ersten beiden
Versuchsdurchgangen uber 20% lagen. Die statistische Auswertung dieser und der folgenden Versuche

erfolgte mit dem t-Test flr verbundene Stichproben.
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Abbildung 19: Durchschnittliche prozentuale Fangraten von D. suzukii in den Petrischalen mit den Testsubstanzen (1ul)
und in den Kontrollschalen. Signifikanzlevel: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; t-Test fir verbundene Stichproben;
Substanzname mit*: 2-fache Versuchswiederholung.

Nur mit PE und einer wassrigen AC-L6sung (10%) wurden Fangquoten der Kirschessigfliege von tber 50%
erzielt, bei diesen beiden Substanzen ist der statistische Vergleich zwischen Test und Kontrolle hochsignifikant
(p<0,001). Bei vier weiteren Substanzen (HS, EH, HA und EQO) ergab die statistische Auswertung ebenfalls
einen signifikanten Unterschied zwischen den Fangquoten von Test- und Kontrollschalen, mit 39% bis 47%
lagen die mittleren Fangraten aber deutlich unter denjenigen von PE und der AC-Lésung. Bei allen anderen
Substanzen waren die Unterschiede zwischen Test- und Kontrollschale nicht signifikant, in einigen Fallen lag
die Fangquote in der Kontrolle sogar Uber derjenigen der Testschale. Geringe Fangraten zeigen die
abschreckende Wirkung dieser Duftstoffe an. AnschlieRend wurden mit denjenigen Substanzen, deren
durchschnittliche Fangquote tber 25% lag weitere Tests mit einer héheren Menge (3pl) durchgefihrt (6-fache
Versuchswiederholung, Ausnahme EO mit 3-facher Versuchswiederholung), die Ergebnisse sind in Abbildung

20 dargestellt.
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Abbildung 20: Durchschnittliche prozentuale Fangraten von D. suzukii in den Petrischalen mit den Testsubstanzen (3ul)
und in den Kontrollschalen. Signifikanzlevel: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; t-Test fir verbundene Stichproben;
Substanzname mit *: 3-fache Versuchswiederholung.

Das Angebot der dreifach erhéhten Substanzmenge fiihrte bei der wassrigen AC-Ldsung, PE und bei HS zu
einer im Vergleich zur Kontrolle signifikanten Steigerung der Fangquoten. Aber nur im Falle der wassrigen AC-
Losung ergab sich auch ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der Fangquoten von 1l mit 3pl
Substanzmenge (p<0,05). Bei allen anderen getesteten Substanzen zeigte sich zwischen den Fangraten der
Test- und Kontrollschalen kein Effekt bzw. geht die vorhandene Anlockung bei Verwendung einer erhdhten

Substanzmenge in einen repellenten Effekt Uber, der fir EO auch statistisch signifikant ist (p<0,05).

Im nachsten Schritt wurden ausgewahlte Einzelsubstanzen in verschiedenen Kombinationen getestet, um
herauszufinden, ob dadurch ein synergistischer Effekt der attraktiven Wirkung auftritt. In den Versuchen wurde
jede Substanz auf ein separates Stlick Filterpapier pipettiert. In diesen Kombinationsversuchen (3-fache bzw.

6-fache Versuchswiederholung) wurden die meisten Substanzen auch in unterschiedlicher Menge getestet.
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Abbildung 21: Durchschnittliche prozentuale Fangraten von D. suzukii in den Petrischalen mit den Testsubstanzen und
in den Kontrollschalen. Signifikanzlevel: ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05; t-Test fur verbundene Stichproben;
Substanznamen mit *: 3-fache Versuchswiederholung.
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Nur beim Test von PE zusammen mit der wassrigen AC-L6sung konnte eine Steigerung der durchschnittlichen
Fangquote erzielt werden. Die Kombination von 1l PE und 3pl der AC-Lésung bzw. von je 1 ul dieser beiden
Substanzen wirkte stark anlockend (Fangquote: 84% bzw. 74%), im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ein
hochgradig signifikanter Unterschied. Fangquoten zwischen 49% und 58% wurden bei Einsatz der beiden
Duftstoffe PE und EA beobachtet, auch hier war der Unterschied zur Kontrolle statistisch signifikant. Mit
Ausnahme von zwei weiteren Substanzkombinationen (mit geringen Fangquoten von 39% bzw. nur 18%)
konnte kein weiteres Ergebnis statistisch abgesichert werden.

Fir die beiden hochgradig fruchtspezifischen Substanzen IA und EH wurden zusatzlich Verdinnungen (1:100,
1:1000 und 1:10000) mit Mineraldl in 6-facher Versuchswiederholung getestet (Ergebnisse nicht graphisch
dargestellt). Im Vergleich zu den Ergebnissen der Versuche mit 1ul der jeweiligen Reinsubstanzen
(Fangquoten EH: 45%, IA: 33%) induzierten die Verdinnungen von EH entgegen der Erwartung niedrigere
Fangquoten (18% bis 40%). Diejenigen von IA erhdhten sich leicht bei Verwendung der Verdiinnungen 1:1000
und 1:10.000 (44% bzw. 41%). Generell lagen die durchschnittlichen Fangraten aber auf einem sehr niedrigen

Niveau, im Vergleich zur Kontrolle konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

AP 2.2 Test der synthetischen Duftstoffe in IS-Falle im Halbfreiland

Um die in AP 2.1 ermittelten, attraktiv wirkenden synthetischen Lockstoffe im Semifreiland testen zu kénnen,
wurden drei grof3e Versuchskafige mit den Abmessungen 223 x 64 x 77cm gebaut und auf dem AuRengelande
des DLR Rheinpfalz auf einer Wiese an einem windgeschutzten Ort installiert. Die Boden der Versuchskafige
waren offen, sodass die naturliche Vegetation den Fliegen zusatzlichen Schutz vor der Witterung bot. Getestet
wurden in double choice Versuchen Kombinationen der attraktiven Substanzen AC und PE, die in den
Laborversuchen des Kooperationspartners Insect Services synergistische Effekte im Hinblick auf die
Attraktivitdt gegenlber D. suzukii bewirkten. Da eine Vermischung dieser Stoffe nicht moglich ist, wurden
jeweils zwei Fldschchen-Dispenser unter den Deckeln der I1S-Fallen befestigt (Abb. 22B). Dispenser 1 wurde
mit einer AC-Lésung (3mg/ml H20) und Dispenser 2 mit PE (1:500 in Mineraldl verdiinnt) befillt. Die Abgabe
der Duftstoffe erfolgt iber eine permeable Membran im Dispenserdeckel. PE wurde hier nicht als Reinsubstanz
verwendet, da es in grolReren Mengen olfaktorisch sehr dominant ist und den Geruch der AC-Ldsung
Uberlagert hatte. Es wurden modifizierte 1S-Fallen mit 82 Einflugléchern mit einem Durchmesser von 2,6mm
verwendet (siehe AP 3). Als FangflUssigkeit im Fallenkérper diente Wasser, mit etwas Spulmittel zur Reduktion
der Oberflachenspannung. Nach dem ersten Versuchstag wurde die AC-Konzentration auf 33mg/ml H20
erhoht. An jedem Versuchstag wurden 100 Fliegen pro Kéfig eingesetzt und nach einer Versuchslaufzeit von
24 Stunden die Fangzahlen der Testfallen (mit Duftstoffdispensern) und der Kontrollfallen (ohne Dispenser)

ausgewertet.
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Abbildung 22: Semifreilandversuch mit ausgewahlten Lockstoffen in IS-Fallen: A) GroRRkafig, MaRe: 223 x 64 x 77cm;
B) IS-Falle mit Flaschchen-Dispensern mit den Duftstoffen AC und PE.
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Abbildung 23: Mittlere Fangzahlen von D. suzukii im Semifreilandversuch in 1S-Fallen mit ausgewahliten attraktiven
Lockstoffen. Eingesetzte Konzentrationen in den Dispensern: 11.10.23: AC-L6sung (3mg/ml H20) und PE (1:500 in
Mineraldl), 12.+13.10.23: AC-Lésung (33mg/ml H20) und PE (1:500 in Mineraldl); n=3; Sterne uber den Balken zeigen
signifikante Unterschiede (t-Test fiir verbundene Stichproben p<0,05).

Die attraktive Wirkung der Duftstoffkombination AC und PE gegeniber D. suzukii konnte in
Semifreilandversuchen bestatigt werden. Nach der Erhéhung der AC-Konzentration von 3mg/ml H20 auf
33mg/ml H20 verstarkte sich der attraktive Effekt und konnte im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant
abgesichert werden. Witterungsbedingt mussten die Versuche nach drei Tagen eingestellt werden. Die
Ergebnisse bildeten die Grundlage fur die Langzeitversuche im Freiland (AP 3.3). Hierbei wurde Gberprift, ob
durch eine Kombination der im Projekt optimierten IS-Falle und zuséatzlich eingesetzten Duftstoffen die
Attraktivitdt gegenuber D. suzukii verbessert werden kann, bei gleichzeitiger Reduktion unerwiinschter

Beifange (andere Drosophiliden und weitere Insektentaxa).
AP 2.3 Test der synthetischen Duftstoffe in IS-Falle im Freiland

Die im Labor von Insect Services ermittelten, attraktiven Duftstoff-Kombinationen wurden in Kombination mit

den durchgefiihrten Fallenkdrpermodifikationen der IS-Falle im Raum Neustadt an der Weinstral3e in einem
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Wildhabitat und in einem Obstbaugrundstiick mit verschiedenen Wirtskulturen von D. suzukii auf ihre

Fangigkeit hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in AP 3.3 dargestellt.

Zusammenfassung AP 2

Es wurden verschiedene, auf D. suzukii attraktiv wirkende Duftstoffe identifiziert, die Wirkung ist abh&ngig von
der eingesetzten Menge und Konzentration der Substanzen. Durch die Kombination der beiden Substanzen
PE und der wassrigen AC-Lésung konnte ein leichter synergistischer Effekt fir die anlockende Wirkung
nachgewiesen werden. Diese Duftstoffkombination wurde fir weiterfiihrende Fallen-Versuche im Halbfreiland

und Freiland verwendet.

Arbeitspaket 3: Optimierung der IS-Falle

AP 3.1 Optimierung des Fallendesigns

Ziel des Projekts war die Entwicklung einer hochspezifischen Falle, mit der vor allem der Beifang der im
Freiland haufig auftretenden Essigfliegen-Art D. subobscura, sowie weiterer Nichtzielorganismen deutlich
reduziert werden kann. An dem von Insect Services entwickelten Prototyp der IS-Falle wurden im Laufe des
Projektes verschiedene bauliche Veranderungen vorgenommen. Zum einen wurde die Anzahl der
Einfluglocher zunachst von 30 auf 60, spater dann auf 82 erhoht, zum anderen wurde der Durchmesser der
Einfluglécher von 3mm auf 2,2mm verringert. Zusatzlich wurden zur besseren Entleerung der Fangflissigkeit
die Einfluglécher im unteren Bereich der Falle anders angeordnet.

Der Prototyp sowie die modifizierte Falle mit 82 Einflugléchern (Durchmesser 2,2mm) wurden bei Insect
Services auf ihre Fangigkeit hin untersucht. Die single choice Versuche wurden im Labor in einem gréf3eren
Gaze-Kuppelzelt durchgefihrt (MaRe: 75 x 75 x 115cm). Dabei wurde die zu testende Falle mittig im Zelt
aufgehangt, auf dem Zeltboden wurde den Tieren eine Wassertrdnke angeboten (wassergetranktes
Zellstoffpapier in einer Schale). Als Fangflissigkeit wurden 100ml von zwei bereits etablierten
Lebensmittelmischungen verwendet, ein Gemisch aus Apfelessig und Wasser oder eine Mischung aus Merlot,
Apfelessig und Wasser. Um die Oberflachenspannung der Fangflissigkeiten herabzusetzen, wurde immer ein
Tropfen Geschirrspulmittel hinzugefligt. Fir eine Versuchsdauer von 24 Stunden wurden jeweils 40-60
Individuen beider Drosophila-Spezies zusammen in die Kafige gesetzt. In der folgenden Tabelle sind die
mittleren Fangzahlen (aus je vier Versuchswiederholungen) der beiden Essigfliegenarten D. suzukii und

D. subobscura aufgelistet sowie die durchschnittlichen Mortalitatsraten.

Tabelle 1: Durchschnittliche Fang- und Mortalitdtsraten (Werte in Klammern) von D. suzukii und D. subobscura in
Versuchen mit dem Prototyp und der modifizierten IS-Falle. A = Apfelessig, M = Merlot, W = Wasser.

Prototyp Modifizierte Falle
D. suzukii D. subobscura D. suzukii D. subobscura
AW (1:1) 86% (10%) 72% (2%) 52% (41%) 93% (3%)
M:A:W (4:3:1) 70% (19%) 92% (2%) 76% (18%) 89% (3%)

Fir das Gemisch Apfelessig/Wasser belegten die Fangzahlen eine gute Fangigkeit des Prototyps fur
D. suzukii (86%), bei einer gleichzeitig reduzierten mittleren Fangrate von D. subobscura (72%). Fur die

modifizierte Falle ergab sich ein vollig anders Bild: Die Fangquote fiir die Kirschessigfliege sank auf den sehr

23



niedrigen Wert von durchschnittlich 52% ab (bei gleichzeitig stark erhdhter Mortalitatsrate), von D. subobscura
wurden dagegen mit der modifizierten Falle im Mittel 93% der Individuen gefangen.

Bei Verwendung des Lebensmittelgemisches bestehend aus Merlotwein, Apfelessig und Wasser im Prototyp
wurden im Mittel deutlich mehr Individuen von D. subobscura gefangen (92%), die durchschnittliche Fangrate
der Kirschessigfliege lag dagegen bei nur 70%. Bot man die Lebensmittelmischung in der modifizierten Falle
an, stieg die Fangquote von D. suzukii leicht auf 76% an, die von D. subobscura blieb mit 89% auf einem
vergleichbaren Niveau. Die Beobachtungen wahrend der Versuche zeigten, dass die grofleren Weibchen der
Kirschessigfliege nicht immer durch die 2,2mm kleinen Einfluglécher hindurchpassten, worauf wahrscheinlich
die hohen Mortalitatsraten dieser Spezies wahrend der Versuche zurlickzufiihren sind. Der Durchmesser der
Einfluglécher wurde daraufhin fir die weiteren Freilandversuche von 2,2mm auf 2,6mm vergréf3ert. Die
baulichen Veranderungen des Fallen-Prototyps filhrten nicht zu einer Erhéhung der Spezifitat, die
durchschnittlichen Fangquoten von D. subobscura lagen mit Werten von 89% bis 93% auf einem sehr hohen

Niveau bei gleichzeitig sehr niedriger Mortalitatsrate.

Fir die Validierung der I1S-Falle im Freiland (siehe AP 3.3) wurde diese weiteren Modifikationen unterzogen:
einer partiellen roten Einfarbung des Fallenkorpers sowie der Anbringung von Dispenserflaschchen unter dem

Fallendeckel zum Einsatz von synthetischen Lockstoffen.

AP 3.2 Optimierung der Spezifitit des Lockstoffs

Um die Selektivitat der IS-Falle gegenuber D. suzukii zu erhéhen, sollte neben den baulichen Anpassungen
auch die Spezifitat des Lockstoffes optimiert werden. Getestet wurde die Zugabe von vier ausgewahlten
fruchtspezifischen Duftstoffen (PE, eine unverdiinnte wassrige AC-L6sung, IA und EA), deren Attraktivitat auf
D. suzukii bereits in double choice Versuchen nachgewiesen wurde (siehe AP 2). Die Substanz EA wird, wie
auch IA und EH, von einer Vielzahl an Wirtsfrichten abgegeben und findet sich auch im Duftstoffbouquet von
Rotwein und Essig. Die Versuche mit diesen Duftstoffen wurden in zweifacher Wiederholung mit dem Prototyp
der IS-Falle in groRen Gazezelten durchgefihrt (MaRe: 75cm x 75cm x 115cm), als Fangflussigkeit wurden
100ml Wasser (plus einem Spritzer Spuli) verwendet. Die Substanzen wurden auf Filterpapier aufgebracht,
welches innen am Deckel der Falle befestigt wurde.

In Abbildung 24 sind die durchschnittlichen Fangraten fir die beiden Essigfliegenarten bei Angebot
unterschiedlicher Mengen der Testsubstanzen dargestellt. Zu beachten ist, dass die Fangquoten fur EA und
IA von links nach rechts fur abnehmende Substanzmengen dargestellt sind. Auffallig ist, dass von EA bei allen
getesteten Mengen deutlich mehr Individuen von D. subobscura angelockt werden, bei gleichzeitig niedrigen
mittleren Fangquoten der Kirschessigfliege. Die Fangquoten von D. suzukii liegen fur 1A auf einem vergleichbar
niedrigen Niveau (knapp unter 30%), aber immer deutlich Uber denjenigen von D. subobscura. Dies trifft auch
fur PE zu, beim Test von 20yl liegt die KEF-Fangquote etwas tber 30%, die Fangquoten fir D. subobscura
liegen (bei allen getesteten Mengen) immer ca. 10% darunter. Die starkste attraktive Wirkung auf D. suzukii
konnte in diesen Versuchen bei Verwendung der unverdinnten AC-L&sung nachgewiesen werden. Bei 20yl
und 40yl liegen die mittleren Fangquoten bei 61% bzw. 63%. Im Vergleich dazu zeigt die Fangquote von
D. subobscura starke Schwankungen, bei 20ul werden vergleichbar viele Individuen gefangen, bei 40ul sinkt

die Fangquote im Vergleich zu derjenigen der Kirschessigfliege wieder deutlich ab.
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Abbildung 24: Mittlere Fangquoten von D. suzukii und D. subobscura im Test mit verschiedenen Substanzen, die in
unterschiedlicher Menge getestet wurden (n=2), Fangflissigkeit: Wasser.

Im Anschluss an diese Versuche wurden Zweier-Kombinationen der vier Substanzen getestet, verwendet
wurde dabei diejenige Menge, die in den vorangegangenen Versuchen am attraktivsten auf die
Kirschessigfliege wirkte. Keine Berlcksichtigung fand die Kombination von EA und IA, da mit ersterer
Substanz zu viele Individuen von D. subobscura angelockt wurden und die KEF-Fangraten von letzterer zu
gering waren. Die Ergebnisse dieser nach der gleichen Methode durchgefiihrten Versuche sind in Abbildung
25 dargestellt. Die Fangquoten belegen, dass durch die Kombination von jeweils zwei Substanzen kein
synergistischer Effekt nachweisbar ist, die Fangzahlen von D. suzukii liegen immer unter 50%. Die hdchste
Fangrate der Kirschessigfliege in Kombination mit einer niedrigen Fangquote von D. subobscura wurde bei
der Kombination von 40ul der wassrigen AC-LAdsung und 2,5l 1A erreicht. Die Ergebnisse deuten an, dass die

Verwendung von IA zu einer reduzierten Fangquote von D. subobscura beitragen konnte.
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Abbildung 25: Mittlere Fangquoten von D. suzukii und D. subobscura im Test mit verschiedenen Substanzen, die in
Zweierkombinationen getestet wurden (n=2); Fangflissigkeit: Wasser.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass das Angebot der ausgewahlten Substanzen in Kombination mit Wasser
als Fangflissigkeit nur eine geringe Anlockung von D. suzukii induziert. Aus diesem Grund wurde in weiteren
Versuchen als Fangflissigkeit entweder ein Gemisch aus Apfelessig und Wasser (1:1) oder ein Gemisch aus
Merlot, Apfelessig und Wasser (4:3:1) verwendet. Auch diese Versuche wurden in den groReren Gazezelten
durchgefiihrt, die unverdiinnte, gesattigte AC-Wasserlésung wie auch das PE (1:500 in Mineraldl verdiinnt)
wurden dabei aber nicht auf Filterpapier appliziert, sondern Uber Dispenserflaschchen mit durchlassigen

Membranscheiben in den Fallenkorpus abgegeben. Der Duftstoff IA wurde dagegen direkt in die

AC+PE AC+PE+2,5ul 1A

Fangflussigkeit pipettiert.
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Abbildung 26: Mittlere Fangquoten von D. suzukii und D. subobscura ohne und mit Zusatz von 3 ausgewahlten
Substanzen im Vergleich zur reinen Fangflussigkeit (n=2); Fangdflissigkeit: Apfelessig und Wasser 1:1.

Die mittleren Fangzahlen fir die beiden Essigfliegenarten zeigen, dass bei alleiniger Verwendung der aus
Apfelessig und Wasser bestehenden Fangflissigkeit ca. 10% mehr Individuen von D. subobscura gefangen

werden. Nach Zugabe von AC, PE oder beiden Substanzen bleibt dieses Verhaltnis bestehen, die alleinige
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Zugabe von AC bewirkt aber einen deutlichen Riickgang der Fangquote der Kirschessigfliege. Werden alle
drei Duftstoffe zusatzlich zur Fangflissigkeit in der Falle angeboten, liegen die Fangquoten fur beide Arten
uber 80%.
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Abbildung 27: Mittlere Fangquoten von D. suzukii und D. subobscura ohne und mit Zusatz von 3 ausgewahlten
Substanzen im Vergleich zur reinen Fangflissigkeit bestehend aus Merlot, Apfelessig und Wasser (4:3:1); n=2.

Die in Abbildung 27 dargestellten Fangquoten belegen, dass mit dem Lebensmittelgemisch bestehend aus
Merlot, Apfelessig und Wasser ahnliche viele Individuen der Kirschessigfliege angelockt werden wie mit dem
Apfelessig-Wasser-Gemisch, die Fangquote von D. subobscura liegt im Vergleich dazu aber deutlich héher.
Nach Zugabe von AC, PE oder beiden Substanzen erhohen sich die Fangquoten der KEF leicht, diejenigen
von D. subobscura liegen dabei auf einem ahnlichen Niveau (88%-93%). Werden alle drei Substanzen in der
Falle angeboten, zeigt sich eine leichte Verschiebung der mittleren Fangzahlen, es werden 96% der im
Gazezelt befindlichen KEF-Individuen gefangen und nur 83% der D. subobscura Individuen. Damit bestatigt
sich, dass durch das zusatzliche Angebot von AC und PE die Fangquote der Kirschessigfliege gesteigert
werden kann, wahrend IA eine, wenn auch geringe, Reduktion der Fangzahlen von D. subobscura bewirkt.
Nimmt man AC aus dieser Dreierkombination heraus, verringert sich die hohe Fangquote der KEF wiederum.
Auch die Verdnderung der angebotenen IA-Menge fuhrt zu einer Verringerung der KEF-Fangquote bei
gleichzeitigem Anstieg der Fangzahlen von D. subobscura.

Zur Validierung der mit den Substanzen PE, AC und IA (2,5ul) im Herbst erzielten Laborergebnisse wurden
im weiteren Jahresverlauf monatlich zwei Versuchswiederholungen durchgefiihrt. Die in Abbildung 28
dargestellten Ergebnisse zeigen eine durchgehend hohe Fangigkeit von D. subobscura, die Werte schwanken
zwischen Februar und Juli zwischen 85% und 94% und liegen in diesem Zeitraum immer Uber denjenigen der
Kirschessigfliege. Dabei sind die Fangquoten von D. suzukii grol3en Schwankungen unterworfen: Nach einem
starken Einbruch der Fangigkeit im Februar auf nur 45% steigen die Zahlen im Frihjahr auf 84% an und sinken
danach wieder auf 71% ab. Die im Herbst in den Laborversuchen beobachtete erhéhte Selektivitat der
Lockstoffe konnte somit in weiteren saisonalen Versuchen nicht bestatigt werden. Obwohl die Fliegen
ganzjahrig unter gleichbleibenden Laborbedingungen gehalten werden, koénnen die vorherrschenden
jahreszeitlichen Bedingungen im Freiland Auswirkungen auf ihr Verhalten haben.
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Abbildung 28: Mittlere Fangquoten von D. suzukii und D. subobscura bei Verwendung der Fangflissigkeit bestehend aus
Merlot, Apfelessig und Wasser (4:3:1) unter Zusatz von den drei Duftstoffen PE, AC (Abgabe aus Flaschchendispensern)
und IA (Applikation in die Fangflissigkeit); n=2.

AP 3.3 Validierung der Falle im Freiland
Zur Validierung der modifizierten IS-Fallen im Freiland dienten ein Wildhabitat im Raum Neustadt an der
WeinstraRe mit potentiellen Uberwinterungsverstecken und wilden Wirtspflanzen von D. suzukii (Brombeeren
und Holunder) sowie ein Obstbaugrundstiick mit Mischkultur, auf dem ebenfalls zahlreiche beliebte Kulturwirte
der Kirschessigfliegen stehen (unter anderem Himbeeren, Brombeeren, Holunder und Kirschen). Folgende
Modifikationen der IS-Falle wurden im Laufe des Projektes getestet:

e IS A: 60 Einfluglécher, @ 2,2mm

e IS B: 82 Einfluglécher, @ 2,2mm

e IS C: 82 Einfluglécher, @ 2,6mm
Als Lockstoff wurden je 100ml der fangigen Mischung aus Merlot, Apfelessig und Wasser im Verhaltnis 4:3:1
verwendet. Die Fallen wurden i.d.R. wdchentlich geleert und die darin enthaltenen Insekten ausgezahlt. Erfasst
wurden neben den Fangzahlen der mannlichen und weiblichen D. suzukii auch die Fangzahlen weiterer
Drosophilidenspezies sowie der Nichtzielorganismen. Im ersten Versuchsjahr diente zudem eine im Handel

erhaltliche Massenfangfalle als Vergleich.

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die Anzahl der Einfluglécher auf die Fangzahlen der Insekten hat, wurden
im ersten Versuchsjahr die Fallen-Modifikationen IS A und IS B wahrend der Fruchtreife der Brombeeren in
einem Wildhabitat ausgehangt (Versuchszeitraum 06.07.23 bis 26.10.23). Eine im Handel erhaltliche
Massenfangfalle diente ebenfalls als Vergleich. Diese hat neben einem leuchtend roten Fallenkorper 21
Einfluglécher mit einem Durchmesser von 8mm, welche durch einen Querbalken geteilt sind. Die groRen
Einfluglécher haben zur Folge, dass sie zwar verhaltnismaRig mehr D. suzukii kddert als die 1S-Fallen,
allerdings auch eine grof3e Anzahl unerwiinschter Insektentaxa. Um dies bei der IS-Falle zu verhindern,

wurden die Einfluglécher so klein wie moglich gehalten.
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D. suzukii andere Drosophiliden Beifange

1800 1000 140
° 900
1600 ° o ° 120
1400 800
° 100
700
1200
] OisA
Q@ 600
< 1000 ° 80
NS 500 HisB
& 800 60
© 400
[N
600 W ot
300 40
(<]
400 500 %
20
200 100 a
XL
0 0 0

Abbildung 30: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifdngen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in einem Wildhabitat; Versuchszeitraum: 06.07.23 bis 26.10.23; DT=im Handel erhaltliche
Massenfangfalle.

Die Erhéhung der Anzahl der Einfluglécher von 60 auf 82 bei den IS-Fallen hatte keine nennenswerte
Steigerung der Kirschessigfliegenfange zur Folge (Abb. 30). Im Vergleich zu der im Handel erhaltlichen
Massenfangfalle liegen die Fangzahlen von D. suzukii auf einem vergleichbaren Niveau. Dies gilt ebenso flr
alle weiteren gekdderten Drosophilidenspezies. Die Beifange unerwilinschter Insektentaxa sind bei der im
Handel erhaltlichen Massenfangfalle dagegen signifikant héher als die der beiden I1S- Fallen (Kruskal-Wallis

p<0,001; Dunn-Bonferroni post-hoc-Test).

Parallel dazu wurden in Kultur-Himbeeren und Kultur-Brombeeren die Fallen-Modifikationen IS B und IS C,
welche sich im Durchmesser der Einflugldcher (2,2mm und 2,6mm) unterscheiden, gegeneinander getestet
(Abb. 31 und 32). Vergleicht man die Fangzahlen von D. suzukii aus den verschiedenen Fallentypen in der
Himbeeranlage, so schneidet die im Handel erhaltliche Massenfangalle im Mittel besser ab als die IS-Fallen;
im Gruppenvergleich mit dem Kruskal-Wallis-Test lassen sich allerdings keine signifikanten Unterschiede
zwischen den getesteten Fallentypen feststellen. Was die sonstigen gekdderten Insektentaxa angeht, so
schneidet die im Handel erhaltliche Massenfangfalle genau wie im Wildhabitat am schlechtesten ab, die

Fangzahlen sind signifikant hdher als die aus den IS-Fallen.
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In der Kultur-Brombeeranlage lagen die Fangzahlen fiir D. suzukii bei allen getesteten Fallentypen auf einem
vergleichbaren Niveau, die Anzahl der gekdderten Individuen anderer Drosophiliden und Beifange ist hier im
Mittel bei der kommerziellen Falle etwas niedriger, signifikante Unterschiede liegen aber keine vor.

Die VergréRerung der Einfluglécher von 2,2 auf 2,6mm bei den IS-Fallen fuhrte in keiner der beiden Kulturen

zu einer nachweisbaren Zunahme der Kirschessigfliegenfange.
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Abbildung 31: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in Kultur-Himbeeren; Versuchszeitraum: 17.08.23 bis 26.10.23; DT=im Handel erhaltliche
Massenfangfalle.
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Abbildung 32: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in Kultur-Brombeeren; Versuchszeitraum: 17.08.23 bis 26.10.23; DT=im Handel erhaltliche
Massenfangfalle.

Im Versuchsjahr 2024 wurden zwei weitere Anpassungen der I1S-Falle getestet: zum einen die partielle rote
Einfarbung des Fallenkorpus (Abb. 33, rechts), zum anderen der Einsatz von Duftstoffdispensern. Letztere
wurden im Inneren der Falle unter dem Deckel angebracht (Abb. 33, Mitte) und enthielten die in
Laborversuchen ermittelten, auf D. suzukii attraktiv wirkenden Duftstoffe AC (33mg/ml H20) und PE (1:500 in

Mineraldl).

In einem Wildhabitat wurden folgende Fallentypen zum Vergleich ausgehangt:

e ISC

e IS C mit zwei zusatzlichen Dispenserflaschchen

e |S C mit rot eingefarbtem Fallenkorpus
Der Versuchszeitraum lag zwischen dem 27.06.24 und 24.10.24, was den Reifezeitraum der Brombeeren
abdeckte.
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Abbildung 33: In einem Wildhabitat 2024 getestete Fallenvarianten; links: IS C; Mitte: IS C mit Dispensern; rechts: IS C
rot.
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Abbildung 34: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in einem Wildhabitat; Versuchszeitraum: 27.06.24 bis 24.10.24.

Der zuséatzliche Einsatz der beiden Duftstoffdispenser im Inneren der Lockstofffallen flihrte im Mittel zu keiner
Erhdhung der D. suzukii-Fange, allerdings kam es zu einem leichten Anstieg der Fangzahlen anderer
Drosophiliden und Nichtzielinsekten. Der rote Fallenkorper hatte im Schnitt die wenigsten
Kirschessigfliegenfange zu verzeichnen, dagegen wurden mit dieser Falle weniger andere
Drosophilidenspezies gekddert. Keine der Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen waren im

Kruskal-Wallis-Test signifikant.

Im selben Versuchsjahr wurden in zwei Obstkulturen (Himbeeren und Holunder) folgende Fallenvariationen
zum Vergleich ausgehangt:

e IS B mit zwei zusatzlichen Dispenserflaschchen

e ISC

e IS C rot, mit zwei zusatzlichen Dispenserflaschchen
Der Versuchszeitraum fur die Kultur-Himbeeren war vom 11.07. bis 26.09.24, die Fallen im Holunder hingen
vom 25.07. bis 21.11.24.
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Abbildung 35: In einem Obstbaugrundstlick 2024 getestete Fallenvarianten; links: IS B mit Dispensern; Mitte: IS C; rechts:
IS C rot mit Dispensern.
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Abbildung 36: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in Kultur-Himbeeren; Versuchszeitraum: 11.07.24 bis 26.09.24.
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Abbildung 37: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus drei
verschiedenen Fallentypen in Holunder; Versuchszeitraum: 25.07.24 bis 21.11.24.

In den Obstkulturen Himbeere und Holunder wurde 2024 untersucht, ob durch eine Kombination aus rotem
Fallenkorper und Duftstoffdispensern eine Steigerung der D. suzukii-Fange erreicht werden kann. Auch die
Kombination IS B (Einfluglécher mit @ 2,2mm) und Duftstoffdispenser wurde getestet, um den durch die
Duftstoffe beobachteten Anstieg an unerwiinschten Beifangen zu dezimieren.
Wie sich zeigte, konnte eine maligebliche Erhéhung der Kirschessigfliegenfange durch den Einsatz
zusatzlicher Duftstoffdispenser mit den darin enthalten Substanzen AC und PE nicht erzielt werden. In
Kombination mit dem roten Fallenkdrper lagen die Fangzahlen im Mittel sogar noch etwas niedriger als bei
dem reinen Lebensmittelgemisch, angeboten in der transparenten IS-Falle, welches solo bereits sehr gute
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Fangerfolge erzielte. In der Himbeeranlage flihrte die Kombination IS B mit Dispensern zu einer leichten
Erhdhung der Fangzahlen weiterer Essigfliegenarten. Keine der Unterschiede zwischen den untersuchten

Gruppen waren im Kruskal-Wallis-Test signifikant.

Im letzten Versuchsjahr wurde die Duftstoffkombination in den I1S-Fallen um ein weiteres Attraktant erganzt.
Wie sich in Laboruntersuchungen des Projektpartners Insect Services zeigte, erzielte die Dreierkombination
aus wassriger AC-Lsg., PE und IA im Vergleich zu anderen Kombinationen die hoéchsten Fangraten fir
D. suzukii, bei gleichzeitig leichter Reduktion der D. subobscura-Fange (AP 3.2).

In einem Wildhabitat mit Brombeeren wurden zwischen dem 15.05. und 17.07.25 folgende Fallenvarianten
gegeneinander getestet: IS C und IS C mit der Duftstoff-Dreierkombination, bestehend aus AC (33mg/ml H20)
und PE (1:500 in Mineraldl), beide wie zuvor in Flaschchendispensern eingebracht, sowie 2,5l IA, welches
direkt in die Lockflissigkeit pipettiert wurde.

Obwohl die Anzahl der gekoderten Kirschessigfliegen in der Falle mit den Duftstoffzusatzen im zeitlichen
Verlauf immer etwas hoher lag als bei der Falle ohne Zusatze, waren die Unterschiede nicht signifikant (t-Test
fir unabhangige Stichproben). Trotz dem Zusatz von IA, welches im Labor zu einer leichten Reduktion der
D. subobscura-Fange flhrte, wurde auch hier ein leichter Anstieg der Fangzahlen anderer
Drosophilidenspezies beobachtet. Die Spezifitat der Falle konnte durch die beigefligte Duftstoffkombination

somit nicht verbessert werden.

D. suzukii andere Drosophiliden Beifange
1800 . 300 80
1600 7
® 250 . 0
1400 60
1200 200 ®
5 50
= 1000 Wisc
40
% 800 150 ISC+
P 600 100 30 Dispenser
. 20

400 50
w0 il — "
, 1R 0 0
Abbildung 38: Fangzahlen von D. suzukii, anderen Drosophiliden und Beifangen weiterer Insektentaxa aus zwei
verschiedenen Fallentypen in einem Wildhabitat; Versuchszeitraum: 15.05.25 bis 17.07.25.

Zusammenfassung AP 3

Durch die baulichen Veranderungen des Prototyps der IS-Falle konnten verschiedene Komponenten optimiert
werden. Zum einen wurde durch die Anpassung des Lochdurchmessers auf 2,6mm der Zuflug von
unerwiinschten Beifangen auf einem niedrigen Niveau gehalten. Im Vergleich zu einer im Handel erhaltlichen
Massenfangfalle waren die Fangzahlen der Nichtzielorganismen in den IS-Fallen signifikant niedriger.
Gleichzeitig wurde mit diesem Durchmesser sichergestellt, dass auch gréRere Exemplare der
Kirschessigfliegen hindurchpassen. Zum anderen konnte durch die Neuanordnung der Einfluglécher die
Handhabung der Falle in Bezug auf den Wechsel der Lockflissigkeit verbessert werden. Interessanterweise
fuhrte eine rote Einfarbung des Fallenkorpus nicht zu erhéhten Fangzahlen. Offensichtlich wurde diese
Rotfarbung von den Fliegen nicht als attraktive Fruchtfarbe wahrgenommen. Dies erklart u.a., warum die
transparente IS-Falle vergleichbare Fangzahlen von D. suzukii wie die rote kommerzielle Massenfangfalle

aufwies.
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Um eine Erhohung der Spezifitit der Falle zu erreichen, wurde der Zusatz von ausgewahlten,
fruchtspezifischen Duftstoffen getestet. Dies filhrte unter Laborbedingungen bei kurzer Versuchsdauer zu
erhoéhten mittleren KEF-Fangquoten von 80% bis tGber 90%. Die Fangquoten vor allem der Kirschessigfliege
unterlagen dabei aber grofl3en, jahreszeitlich bedingten Schwankungen, wahrend die Fangzahlen von
D. subobscura immer auf einem vergleichbar hohen Niveau verblieben.

Bei der Freilandvalidierung fiihrte keine der getesteten Duftstoff-Kombinationen zu einer malfigeblichen
Steigerung der Kirschessigfliegenfange. Die eingesetzte Lebensmittelmischung aus Merlot, Apfelessigessig
und Wasser in der transparenten IS-Falle flihrte auch ohne den Zusatz der getesteten Duftstoff-Kombinationen
zu hohen Fangerfolgen. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Fangquoten der Fallen wahrend der
Fruchtreife, wenn die Lockstoffe mit dem Duftstoffbouquet der Wirtsfriichte konkurrieren, nicht durch den

zusatzlichen Einsatz von fruchtspezifischen Duftstoffen erhéht werden konnten.

Arbeitspaket 4: Entwicklung einer SiO2-Cyclodextrin-Matrix zur Einbindung der Duftstoffe
AP 4.1 Entwicklung einer nicht phytotoxischen SiO,-Cyclodextrin-Matrix
Die Grundlage zur Einbindung der Duftstoffe bildete eine wasserbasierte Matrix, die auf einem Siliciumdioxid-
Tragersystem (SiO,) basiert. Diese Matrix wurde in verschiedenen Varianten getestet, wobei sich die
jeweiligen Formulierungen insbesondere durch die Zugabe funktioneller Zusatze unterschieden. Dabei kamen
sowohl repellente als auch attraktive Duftstoffe zum Einsatz, um unterschiedliche Wirkprofile innerhalb des
Anwendungsbereichs zu untersuchen.
Insgesamt wurden verschiedene Formulierungen entwickelt und eingesetzt. Diese wurden intern systematisch
codiert, um eine anonymisierte, aber nachvollziehbare Auswertung und Dokumentation im Projektverlauf zu
ermoglichen. Aus Grinden des Schutzes von Betriebs- und Geschaftsgeheimnissen werden weder die
genauen Produktnamen noch die spezifischen Zusammensetzungen oder Konzentrationen der verwendeten
Formulierungen veroffentlicht.
Fir die Entwicklung der SiO,-Cyclodextrin-Matrix wurde gezielt ein B-Cyclodextrin ausgewahlt (Artikelnummer
AB147391, CAS-Nr.: 7585-39-9). Die Lieferung dieser Substanz ermdglichte es, eine Reihe weiterfUhrender
Laborversuche durchzuflhren, mit dem Ziel, die SiO,-Cyclodextrin-Matrix herstellungstechnisch zu optimieren
und zugleich die Kompatibilitat der einzubindenden Duftstoffe zu untersuchen.
Die initialen Versuchsreihen konzentrierten sich auf die Herstellung und technische Entwicklung der SiO,-
Cyclodextrin-Matrix. Dabei wurden verschiedene Verfahrensansatze getestet, um eine méglichst homogene
Integration des Cyclodextrins in die Siliciumdioxid-Struktur zu erreichen. Durch gezielte Variation und
Optimierung zentraler Prozessparameter wie Temperatur, Druck und Mischungsverhéltnis konnte eine
Herstellmethode etabliert werden, die eine gleichmafige Verteilung der Cyclodextrin-Molekile innerhalb der
Matrix sicherstellt.
Parallel dazu wurden unterschiedliche Verfahren zur Herstellung der Cyclodextrin-Duftstoff-Komplexe
miteinander verglichen, um deren physikochemische Eigenschaften zu evaluieren und die Eignung fir die
weitere Anwendung in der Matrix zu bewerten. Zum Einsatz kamen dabei unter anderem:

e die Co-Prazipitations-Methode zur Bildung homogener Einschlusskomplexe,

e die Knetmethode mit Fokus auf mechanische Stabilitédt und verbesserte Loslichkeit,

e sowie lI6sungsbasierte Verfahren unter Verwendung organischer und wassriger Losungsmittel zur

Maximierung der Einlagerungseffizienz.

Ein zentrales Kriterium fir die Weiterentwicklung und spatere Anwendung der SiO,-Cyclodextrin-Matrix war

deren Phytotoxizitatsprofil. Um sicherzustellen, dass diese Matrix fir die Anwendung auf lebendem
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Pflanzenmaterial geeignet ist, wurden zunachst die Basisformulierungen, d. h. die SiO,-Matrix mit und ohne
Cyclodextrin hinsichtlich ihrer phytotoxischen Eigenschaften geprift. Diese Untersuchungen erfolgten in enger
Kooperation mit unserem Projektpartner RLP AgroScience, der eigens entwickelte und validierte
Testmethoden einsetzte, um maogliche Effekte der Matrix auf Pflanzengewebe fundiert zu bewerten.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass keine der getesteten Grundkomponenten eine Phytotoxizitat an den
Pflanzen ausldste. Im weiteren Projektverlauf wurden alle verwendeten Formulierungen auf ihre
Pflanzenvertraglichkeit Uberprift. Die Applikation auf die Pflanzenoberflachen erfolgte mittels Pumpspriiher.
Je nach Vegetationszeitpunkt wurden verschiedene Kulturpflanzen verwendet (Gattungen Malus, Prunus,
Fragaria, Vaccinium oder Vitis). Alle getesteten Cyclodextrin-Duftstoff-Komplexe hinterlieRen nach der
Applikation einen schlecht abwaschbaren, weillen Spritzbelag auf der Pflanzenoberflache, fiihrten aber zu
keiner Phytotoxizitat. Formulierungen ohne Cyclodextrin, die ein Terpen in einer 1:10 Verdiinnung enthielten,
I6sten innerhalb der ersten 24 Stunden starke phytotoxische Symptome an den Pflanzen aus. Diese aullerten
sich in Blattnekrosen oder vollstédndig eingerollten, verwelkten Blattern. Das Vorhandensein von BA in der
Formulierung fuhrte ab einer Konzentration von 0,8% zu leichten Verbrdunungen an vorgeschadigten Blattern.
Ab einer Konzentration von 4,5% zeigten sich deutliche Blattschaden. Auch die Stoffe EO, EH, HA und HX
zeigten bei einer Beimengung von 3% erste Nekrosen. Verwendete Zusatzstoffe (Emulgatoren, Netzmittel)
wurden zudem separat in verschiedenen Konzentrationen auf ihre Pflanzenvertraglichkeit tGberprift. Keine

dieser Substanzen hatte phytotoxische Effekte zur Folge.

AP 4.2 Einbindung verschiedener Repellentstoffe in die Matrix
Zu Beginn erfolgte die Einbindung der Repellentstoffe in die SiO,-Matrix ohne Zusatz von Cyclodextrin. Ziel
dieses Schrittes war es, die grundsatzliche Kompatibilitat der Substanzen mit der Matrix zu prifen und
mogliche Inkompatibilitaten friihzeitig auszuschliefen. Diese Substanzen wurden in einem gemeinsam
abgestimmten Verdinnungsgrad in die Matrix eingebracht und anschlieRend Lagerungsversuchen
unterzogen, um deren Stabilitat im System zu Uberprifen.
Nachdem die Formulierungen mit den eingebrachten Repellentstoffen hinsichtlich ihrer Bestandigkeit positive
Ergebnisse zeigten, wurde im nachsten Schritt die Entwicklung von Einschlusskomplexen mit 3-Cyclodextrin
vorangetrieben. Die ausgewahlten Duftstoffe wurden zundchst in Lésung gebracht, mit Cyclodextrin zur
Komplexbildung versetzt, das Lésungsmittel entfernt und die resultierenden Komplexe getrocknet. Das so
gewonnene granulierte Material wurde anschlielend an die Projektpartner versendet, mit dem Ziel, die
Komplexe dort in die SiO2-Matrix einzuarbeiten und die so entstandene SiO2-Cyclodextrin-Matrix in
anschlieBenden Bioversuchen mit D. suzukii auf ihre Wirksamkeit zu Uberpriifen. Folgende Matrizen mit
Cyclodextrin-Einschlusskomplexen wurden hergestellt:

e  SiO,-Cyclodextrin-LI-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-MY-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-TP-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-BA-Matrix
Im Rahmen der anschlielenden analytischen und biologischen Untersuchungen zeigte sich, dass die
Cyclodextrin-Komplexe keine kontrollierte und reproduzierbare Freisetzung der Wirkstoffe gewahrleisteten.
Die geringe Menge des in die Cylodextrin-Molekule eingebundenen Materials fuhrte nicht zu der gewlinschten
langanhaltend repellenten Wirkung gegenuber D. suzukii.
Aufgrund dieser unerwarteten Befunde wurde gemeinsam entschieden, auf die Verwendung von Cyclodextrin

zu verzichten. Stattdessen wurde die direkte Einbringung der Repellentstoffe LI, MY, TP und BA in die SiO,-
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Matrix als bevorzugter Weg weiterverfolgt. Dieser Ansatz wurde durch systematische Variation von
Emulgatorkonzentrationen, Mischungsverhéltnissen sowie RuUhrparametern weiter optimiert, um eine
homogene Verteilung und stabile Einbindung der Wirkstoffe sicherzustellen. Die repellente Wirksamkeit der
Formulierungen wurde im Anschluss in sogenannten double choice Versuchen gegenuber D. suzukii getestet.

Detaillierte Versuchsergebnisse und Auswertungen sind im Arbeitspaket 5 dokumentiert.

AP 4.3 Einbindung attraktiver Duftstoffe in die Cyclodextrin-Matrix
In enger Abstimmung mit den Projektpartnern sowie auf Basis einer umfassenden Literaturrecherche wurden
insgesamt 17 Substanzen ausgewahlt, die in der Fachliteratur mit der olfaktorischen Orientierung der
Kirschessigfliege Drosophila suzukii in Verbindung gebracht werden. Ziel war es, aus diesem
Substanzspektrum potenziell attraktive Verbindungen zu identifizieren, die sich fir den weiteren Einsatz im
Rahmen des Projekts eignen kdénnten. Die Auswahl der Substanzen erfolgte gezielt und unter
Bericksichtigung unterschiedlicher chemischer Klassen, um eine mdéglichst breite Wirkstoffbasis abzudecken.
AnschlieBend wurden diese Verbindungen in Attraktivitdtsversuchen bei Insect Services getestet. Auf
Grundlage der Versuchsergebnisse wurden vier Substanzen fiir die Herstellung von Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen ausgewahlt und folgende Matrizen daraus hergestellt:

e SiO,-Cyclodextrin-PE-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-AC-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-IA-Matrix

e SiO,-Cyclodextrin-EH-Matrix
In anschlielenden double choice Versuchen zeigte sich, dass es durch die Einbettung in die SiO2-
Cyclodextrin-Matrix zum Verlust der statistisch nachweisbaren attraktiven Wirkung der Reinsubstanzen kam.
Im weiteren Schritt wurde daher auf eine Komplexierung mit Cyclodextrinen verzichtet und ausgewahite
Attraktantien direkt in die SiO2-Matrix eingebaut, entweder als Reinsubstanz in verschiedenen Mengen oder
als Verdunnung. Da es sich bei AC um eine stark wasserldsliche Substanz handelt, konnte diese nicht in die
SiO2-Matrix eingebaut werden.
Es wurden Folgende Matrizen hergestellt:

e SiO,-PE-Matrix

e  SiO,-IA-Matrix

o  SiO,-HS-Matrix

e SiO,-EH-Matrix
Um zu Uberprufen, ob die zuvor identifizierten attraktiven Duftstoffe nach der Einbindung in die SiO,-Matrix
auch tatsachlich wieder aus dieser freigesetzt werden — eine wesentliche Voraussetzung fir die spatere
Wirksamkeit in der Anwendung — wurden bei Insect Services weitere Gazezeltversuche durchgefiihrt. Die
Auswertung der Versuche zeigte jedoch, dass die Einbindung attraktiver Duftstoffe in die SiO,-Matrix zu einem
weitgehenden Verlust der anlockenden Wirkung gegeniber D. suzukii fihrte, weshalb der Ansatz der
Einbettung attraktiver Substanzen in die Matrix nicht weiterverfolgt wurde. Héchstwahrscheinlich ist dieses
Ergebnis darauf zurlickzufiihren, dass die meisten der untersuchten Attraktantien hydrophil sind und daher
nicht effizient in die SiO,-Cyclodextrin-Matrix eingebunden werden kénnen. Detaillierte Versuchsergebnisse,
inklusive statistischer Auswertung, sind in den Arbeitspaketen 2 und 5 beim Projektpartner Insect Services

dokumentiert.
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AP 4.4 Bestimmung der Abgaberate der Duftstoffe (GC/MS)

Fir das Arbeitspaket 4.4 war die Bestimmung der Abgaberate der in Cyclodextrin eingebetteten Duftstoffe
vorgesehen. Da die dafiir verantwortliche Arbeitsgruppe bereits vor Projektbeginn aufgelést wurde, sind diese
Versuche weggefallen.

Alternativ wurde im Labor des DLR Rheinpfalz untersucht, welche Menge an Duftstoff nach der Komplexierung
tatsachlich in den Cyclodextrinen vorlag. Fir die Untersuchung wurde ein Cyclodextrin-LI-Komplex
ausgewahlt, welcher mittels Co-Prazipitationsmethode im eingesetzten Verhaltnis 15:85 (LI:Cyclodextrin)
hergestellt wurde. Im Anschluss wurde der pulverférmige Komplex einem Waschschritt mit Ethanol
unterzogen, um die Anlagerungen des Duftstoffes an den AuRenseiten der Cyclodextrinmolekiile zu entfernen.
Somit wurde sichergestellt, dass fur die Untersuchung nur der im Cyclodextrin eingebettete Anteil an LI
verwendet wird. Fur die Messung musste dieser zunachst wieder aus seiner Hohle herausgeldst werden.
Hierfur wurden abgewogene Mengen des Pulvers versuchsweise mit Wasser oder mit 100%igem Aceton
versetzt und fur beide Ansatze jeweils eine Verdinnungsreihe hergestellt. Im Anschluss wurden die Proben
mittels QQQ-GC/MS analysiert.

Der gemessene Anteil an LI mit Aceton als Lésungsmittel lag bei 5%, also bei einem Drittel der urspriinglich
eingesetzten Menge. Bei der wassrigen Losung lag der gemessene Anteil gerade mal zwischen 0,04% und
0,14%. Die Analyse wurde mit denselben Ansatzen drei Tage spater noch einmal wiederholt. Wahrend fir den
Auszug mit Aceton wieder eine Menge von 5% LI gemessen wurde, lag das Ergebnis fur Wasser nun bei
0,75%. Das Aceton hat das LI scheinbar sofort in grofkerer Menge aus den Cyclodextrinmolekilen

herausgel6st, wahrend der Lésungsprozess im Wasser Uiber einen langeren Zeitraum andauerte.

Zusammenfassung AP 4

Es konnte eine nicht phytotoxische SiO,-Cyclodextrin-Matrix entwickelt werden, welche als Tragersystem fir
Duftstoffe dient. Die Herstellung der Duftstoff-Einschlusskomplexe mit den Beta-Cyclodextrinen zeigte
allerdings einige technische Schwierigkeiten auf. Die urspringlich im Arbeitspaket 4 geplante GC/MS-Analyse
zur Abgaberate der gebundenen Duftstoffe wurde durch eine Alternativuntersuchung ersetzt. Dabei wurde
gezeigt, dass nach der Komplexierung lediglich ein Bruchteil des eingesetzten Wirkstoffs tatsachlich im
Cyclodextrin gebunden vorlag. Dieser wird bei Kontakt der Cyclodextrine mit Wasser zwar sukzessive
freigesetzt, die Wirkung der freigesetzten Menge ist allerdings zu schwach, um fir einen langeren Zeitraum
olfaktorisch wirksam gegeniiber D. suzukii zu sein. Daher musste diese Strategie verworfen werden. Um
ausreichend hohe Konzentrationen der Repellentstoffe einbinden zu kdnnen und die damit gewlnschte
langanhaltende repellente Wirkung zu erzielen, wurden diese unter Verwendung eines Emulgators direkt in
die SiO2-Matrix eingebracht. Bei Applikation dieser Formulierungen auf die Testpflanzen kam es jedoch
innerhalb kurzer Zeit zu phytotoxischen Reaktionen.

Die Einbindung attraktiver Duftstoffe in die Matrizen — mit und ohne Cyclodextrine — fiihrte weitgehend zum

Verlust der Anlockwirkung gegenuber D. suzukii und wurde nicht weiterverfolgt (siehe AP 5.2).
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Arbeitspaket 5: Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,push“- und der ,,pull“-Matrix
AP 5.1 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,push“-Matrix in Bioversuchen
Es wurden verschiedene Varianten an ,push“-Komponenten auf ihre biologische Wirksamkeit gepruft:
¢ Repellentstoffe, eingebunden in eine SiO,-Cyclodextrin-Matrix (s. AP 4.1)
o Applikation auf ganzer Pflanze
¢ Repellentstoffe, direkt eingebunden in die SiO,-Matrix (s. AP 4.1)
o Applikation auf ganzer Pflanze
o Applikation auf verschiedenen Tragermaterialien
o Einsatz in verschiedenen Varianten von Dispensern
Die vom Projektpartner Nanopool hergestellten Formulierungen wurden im Gewachshaus der RLP
AgroScience in selbstgebauten GroRRkafigen (223 x 64 x 77cm) in double choice Assays mit adulten D. suzukii

getestet.

Abbildung 39: GroRkafige im Gewachshaus der RLP AgroScience.

Versuche mit Repellentstoffen als Cyclodextrin-Einschlusskomplexe

Mit den stark repellenten Koniferenduftstoffen LI, MY und BA wurden Cyclodextrin-Einschlusskomplexe
hergestellt, um sie fiir den Einsatz auf Pflanzengewebe zu testen. In den Versuchskafigen (Abb. 39) standen
sich jeweils eine behandelte Pflanze und eine Kontrollpflanze gegeniiber (Abstand ca. 1,80m). Als
Versuchspflanzen dienten im Laufe des Projektes je nach Verfligbarkeit verschiedene Wirtspflanzen der
Kirschessigfliege der Gattungen Malus, Prunus, Fragaria, Vaccinium oder Vitis. Zum Ruckfang der Fliegen
standen in den Pflanztdpfen kleine Becherfallen mit 50ml Wasser. Pro Kafig wurden 100 D. suzukii eingesetzt
(gemischtes Geschlechterverhaltnis, 1-2 Wochen alt) und nach Ende der 24stiindigen Versuchslaufzeit die
Fangzahlen in den Becherfallen ausgewertet.
Zunachst wurde ein Cyclodextrin-LI-Komplex (hergestellt mit der Co-Prazipitationsmethode, 2% Pulver geldst
in 50%igem EtOH), mittels Pumpspriher auf die Testpflanzen appliziert (3-4ml pro Pflanze) und nach einer
kurzen Antrocknungszeit das erste Experiment gestartet. Am Folgetag wurde mit denselben behandelten
Pflanzen ein sogenannter aged-residue Test (=gealterter Spritzbelag) durchgefiihrt, um zu berprifen ob die
Wirkung 24 bis 48 Stunden nach der Applikation noch gegeben ist. Zwei Wochen spater wurde der immer
noch anhaftende weille Spritzbelag durch Besprihen der Pflanzen mit Wasser reaktiviert und erneut fiir 24
Stunden auf seine Repellenz getestet. Kommen die Cyclodextrin-Einschlusskomplexe mit Feuchtigkeit in
Kontakt, so wird ein Teil des eingebetteten Duftstoffes durch das Wasser herausgeldst und es kommt zu einer
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erneuten Geruchsentwicklung. Die Ergebnisse (Abb. 40) zeigen eine eindeutig repellente, aber nicht
signifikante, Wirkung auf die Fliegen innerhalb der ersten 24 Stunden. Diese konnte im anschlielienden aged-
residue Versuch (24 bis 48 Stunden) allerdings nicht aufrechterhalten werden. Auch die Reaktivierung des
eingebundenen Duftstoffes nach zwei Wochen war zwar fir Menschen olfaktorisch gut wahrnehmbar, hatte

aber auf das Verhalten von D. suzukii keinen Einfluss mehr.
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Abbildung 40: Links: mittlere Fangzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit einem Cyclodextrin-LI-
Einschlusskomplex zu verschiedenen Zeiten (n=6, Versuch mit reaktiviertem Belag n=3); rechts: angetrockneter
Spritzbelag auf der Pflanze.

Zwei weitere Einschlusskomplexe mit den Substanzen MY und BA wurden in den Verhaltnissen 50:50 und
85:15 (Cyclodextrin:Duftstoff) mit der Knetmethode hergestellt. Jeweils 1% der pulverférmigen
Einschlusskomplexe wurde in der SiO2-Matrix geldst und mit dem Pumpspriiher auf die Versuchspflanzen (3-
4ml pro Pflanze) ausgebracht. Die anschliefenden double choice Versuche wurden wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten (Abb. 41) zeigt, dass die urspriinglich starke repellente Wirkung der
Substanzen durch die Einbindung verloren geht. Ob dies von der Komplexierung mit den Cyclodextrinen

herriihrt, oder durch die Einbringung in die SiO2-Matrix ist unklar.
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Abbildung 41: Mittlere Fangzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit verschiedenen Cyclodextrin-
Einschlusskomplexen (n=6); C-BA-K = Cyclodextrin-BA-Komplex; C-MY-K = Cyclodextrin-MY-Komplex.
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Versuche mit direkt in die SiO,-Matrix eingebrachten Repellentstoffen

Auf der Suche nach alternativen Formulierungen wurden Mischungen ohne Cyclodextrine getestet. Die
hochrepellenten, hydrophoben Terpene LI, MY und TP wurden durch die Zugabe eines Emulgators in die
SiO2-Matrix eingebracht (1:10 Verdiinnung). Da zu diesem Zeitpunkt keine Versuchspflanzen zur Verfiigung
standen, wurde zundchst ein Vorversuch nur mit Becherfallen durchgefihrt, welche an den
gegenuberliegenden Seiten der GrolRkafige aufgehangt wurden. Jeweils 100ul der Testsubstanzen wurden in
einem Eppendorfgefal® unterhalb des Fallendeckels angebracht (Abb. 42 rechts). In den Kontrollfallen
befanden sich im Eppendorfgefald 100l der SiO2-Matrix. Als Fangflissig im Fallenkérper wurden je 50ml
Wasser verwendet. Pro Kafig kamen 100 Fliegen zum Einsatz, die Versuchszeit betrug 24 Stunden.

Bei allen drei Substanzen kam es nach der Einbindung in die SiO2-Matrix zu einem starken Verlust ihrer
urspriinglichen hochrepellenten Wirkung. Um zu Uberpriifen, ob eine groRflachige Ausbringung der
Formulierungen auf Pflanzen zu einer Verbesserung der Wirkung fiihrt, wurden diese fir weitere Versuche auf
Pflanzen der Gattung Prunus ausgebracht. Dies erfolgte mit einem Pumpspriiher (3-4ml Testsubstanz pro
Pflanze). In weniger als 24 Stunden zeigten alle Testpflanzen starke phytotoxische Symptome (eingerollte,

vertrocknete Blatter), weshalb diese Versuche abgebrochen wurden.
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Abbildung 42: Links: Mittlere Fanzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit drei verschiedenen Emulsionen
aus Terpenen und SiO2-Matrix (n=3); rechts: Duftstoffausbringung in einem Eppendorfgefal im Inneren der Becherfalle.

Um das Problem der Phytotoxizitat durch die Direktapplikation auf die Pflanzen zu umgehen, wurden im
Anschluss verschiedene Tragermaterialien und Dispenser zum Ausbringen der Duftstoffe getestet.

HierfGr wurde zundchst Unkrautvlies ausgewahlt. Die Oberseiten der Vliessticke wurden mit verdinnten
Repellentstoffen (1:10 in Mineraldl) benetzt und nach dem Antrocknen auf die Pflanztdpfe unter die Pflanzen
gelegt. Die Vliesstiicke unter den Kontrollpflanzen waren nur mit Mineraldl behandelt. Die Fallen fur den
Rickfang der Fliegen standen auf dem Vlies. Die weiteren Versuchskonditionen waren wie oben beschrieben.
Abbildung 44 zeigt die Ergebnisse fiir die Stoffe BA und TP. Beide Substanzen zeigten auch in diesem Aufbau

eine leichte, statistisch aber nicht nachweisbare, Repellenz gegentber D. suzukii.
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Abbildung 43: A) Versuchsaufbau double choice Versuche mit behandeltem Unkrautvlies. B) Nahaufnahme Unkrautvlies.
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Abbildung 44: Mittlere Fangzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit behandeltem Unkrautvlies (n=3).

In einem anderen Ansatz wurde der Einsatz von Dispensern getestet. Auch sie bieten die Mdglichkeit der
Ausbringung von Duftstoffen ohne Pflanzenkontakt. Ihr Wirkradius ist allerdings beschrankt.

Fir die Versuche wurden Dispenserflaschchen entweder mit Mineraldl (Kontrolle) oder mit verschiedenen
Konzentrationen des Duftstoffes BA (1:100 und 1:1000 in Mineraldl) befillt und in den Versuchskafigen tber
den Pflanzen aufgehangt, sodass sie in der Pflanzenkrone hingen (Abb. 45). Die Pflanzen selbst blieben
unbehandelt. Wahrend die 1:100 Verdiinnung noch einen leichten repellenten Effekt auf D. suzukii zeigte, war

bei der 1:1000 Verdiinnung kein Effekt mehr nachweisbar.
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Abbildung 45: A) Versuchsaufbau double choice Versuche mit Dispensern. B) Dispenserflaschchen.
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Abbildung 46: Mittlere Fangzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit BA in verschiedenen Konzentrationen,
ausgebracht in Dispensern (n=6).

Um zu Uberprifen, ob eine Kombination aus Dispensern und behandeltem Unkrautvlies den gewilnschten
Effekt bringt, wurden im nachsten Versuch Dispenserflaschchen mit BA in einer 1:100 Verdinnung
ausgehangt und gleichzeitig Unkrautvlies, welches mit dem Cyclodextrin-BA-Komplex (50:50; 1% in SiO2-
Matrix) bespriht wurde, unter den Testpflanzen ausgelegt. Neben dem Flugverhalten wurde untersucht, ob
die Duftwolke Einfluss auf das Eiablageverhalten von D. suzukii hat. Dazu wurden den Fliegen Heidelbeeren
als Wirtsfriichte angeboten. Jeweils drei Friichte auf einer Petrischale wurden auf die Blumenerde in die
Pflanztopfe gestellt.

Abbildung 47 zeigt die Fallenfange (links) und die Ergebnisse der Eiablagen (rechts). Wie die Auswertungen
zeigten, brachte auch eine Kombination aus Dispensern und behandeltem Vlies nicht den gewinschten
repellenten Effekt. Die Eiablagerate in den Testfrichten war im Vergleich zu den Kontrollfrlichten sogar noch

gesteigert.
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Abbildung 47: Ergebnisse der double choice Versuche mit Dispensern und behandeltem Vlies (n=3), eingesetzter
Repellentstoff: BA; links: mittlere Fangzahlen von D. suzukii; rechts: durchschnittliche Eiablagen/Wdhg.

Um die Auswirkungen der Substanz BA auf das Eiablageverhalten von D. suzukii weiter zu untersuchen,
wurden Formulierungen mit 0,8% bzw. 2% BA, eingebunden in die SiO2-Matrix, zur Applikation auf die
gesamte Pflanze ausgewahlt. Hohere Konzentrationen BA in der Formulierung fiihrten bei den Pflanzen zu
phytotoxischen Schaden und fanden in den Versuchen daher keine Anwendung. Zur Eiablage wurden den
Tieren im ersten Versuch (0,8% BA) Heidelbeeren, im zweiten Versuch (2% BA) Himbeeren angeboten. Dies
hatte mit der Verfligbarkeit der Friichte zu den jeweiligen Versuchszeitpunkten zu tun. Die Auswertungen
unterscheiden sich dahingehend, dass Heidelbeeren am besten auf Eiablagen untersucht werden, Himbeeren
dagegen auf den Madenbefall. In diesen Versuchen wurden statt der iblichen 100 Fliegen 25 Mannchen und
25 Weibchen pro Kafig eingesetzt. Auf die Becherfallen zum Ruckfang der Fliegen wurde in diesem Ansatz
verzichtet. Die Anwesenheit von 0,8% BA in der Formulierung hatte auf das Eiablageverhalten von D. suzukii
keinen Einfluss, wahrend es bei der Anwesenheit von 2% BA zu einer leichten Steigerung des Madenbefalls

in den Testhimbeeren im Vergleich zu den Kontrollfriichten kam (Abb. 48).
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Abbildung 48: Mittlere Anzahl Eiablagen in double choice Versuchen mit behandelten Pflanzen (n=6); Repellentstoff: BA
in den Konzentrationen 0,8% und 2%; links: mittlere Anzahl Eiablagen/Wdhg. in Heidelbeeren, rechts: mittlere Anzahl
Maden/Wdhg. in Himbeeren.

43



Als letztes Tragermaterial wurde ein pflanzliches Granulat getestet, welches sehr saugfahig ist und zur
grof¥flachigen Verteilung der Duftstoffe unter den Pflanzen ausgebracht wurde. Fir den Versuchsaufbau
wurden auf 10g Granulat 200ul der unverdinnten Testsubstanz aufpipettiert und in einer Petrischale auf die
Blumenerde unter die Testpflanzen gestellt. Unter den Kontrollpflanzen wurde kein Granulat ausgebracht. In
zwei verschiedenen Experimenten wurde zum einen das Flugverhalten, zum anderen das Eiablageverhalten
von D. suzukii bei Anwesenheit verschiedener Testsubstanzen untersucht. Fir die Rickfangversuche wurden
Becherfallen, welche Uber den Pflanzen hingen, verwendet und je 100 Fliegen pro Kafig eingesetzt, fir die
Eiablageversuche wurden den Tieren je drei Heidelbeeren als Wirtsfriichte unter die Pflanzen gestellt und 25
mannliche sowie 25 weibliche D. suzukii eingesetzt. Abb. 49 zeigt links die Fangzahlen und rechts die

Eiablageraten fiir die Repellentien BA und LlI.
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Abbildung 49: Links: mittlere Fangzahlen von D. suzukii in double choice Versuchen mit behandeltem pflanzlichen
Tragermaterial (200ul BA oder LIl); n=6; rechts: mittlere Anzahl Eiablagen/Wdhg. in double choice Versuchen mit
behandeltem pflanzlichen Tragermaterial (200ul BA oder LI); n=6.

Fir die Substanz BA zeigten sich ganz unterschiedliche Ergebnisse das Flug- und Eiablageverhalten von
D. suzukii betreffend. Wahrend die Anwesenheit des Duftstoffes die Fangzahlen in den Testfallen im Vergleich
zu den Kontrollfallen verringerte, war bei Anwesenheit von Wirtsfriichten die Eiablagerate in den Testfrichten
im Vergleich zu den Kontrollfrichten gesteigert. Bei der Substanz LI kam es zu keinen nennenswerten

Unterschieden zwischen den Fangzahlen und Eiablageraten im Vergleich von Kontroll- und Testseite.

Zusammenfassung AP 5.1

Die zu Projektbeginn angestrebte Einbindung der Duftstoffe in Beta-Cyclodextrine brachte einige
Schwierigkeiten mit sich. Die tatsachliche Menge Duftstoff, welche nach der Komplexierung im
Einschlusskomplex vorlag, war zu schwach, um fiir einen langeren Zeitraum olfaktorisch wirksam gegeniber
D. suzukii zu sein. Zudem liel® sich nur eine kleine Menge des pulverférmigen Cyclodextrin-Duftstoff-
Komplexes in Lésung bringen (max. 1-2%), wodurch die Geruchsintensitat der eingebundenen Substanzen
weiter abnahm. Um eine ausreichend abstoflende Wirkung auf die Fliegen zu erreichen, mussten die
untersuchten Repellentien in hohen Konzentrationen eingesetzt werden. Dies léste nach der direkten
Einbindung der Substanzen in die SiO2-Matrix bei den Testpflanzen starke phytotoxische Reaktionen aus. Da
eine Direktapplikation auf das Pflanzengewebe somit nicht in Frage kam, wurden verschiedene

Tragermaterialien und Dispenser zur Ausbringung der Substanzen getestet. Da der Wirkradius dieser

44



Materialien im Vergleich zu der grof¥flachigen Bespriihung der Pflanzen raumlich begrenzt ist, blieb der
gewunschte Effekt auf die Fliegen aus.

Im Fokus der Versuche stand die Substanz BA, da diese in den &therischen Olen vieler Nadelbdumen wie
Tannen, Larchen, Douglasien, Fichten und Kiefern enthalten ist und bereits eine Zulassung in der
Lebensmittelindustrie als Aromastoff besitzt. Unter Laborbedingungen wirkte die Substanz signifikant repellent
gegeniber adulten D. suzukii. In Gewachshausversuchen konnte diese Wirkung nicht bestatigt werden.
AuRerdem kam es in einigen Fallen zu einer Steigerung der Eiablagen bei Anwesenheit von BA, abhangig von

der eingesetzten Konzentration und Menge.

AP 5.2 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,pull“-Matrix in Bioversuchen

Zur Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der Pull-Matrix wurden die vom Projektpartner Nanopool
hergestellten Formulierungen im Labor von Insect Services in double choice Assays mit adulten D. suzukii
getestet (Methode siehe AP 1.5). Die beiden attraktiv wirkenden Substanzen PE und AC wie auch die von
sehr vielen Wirtsfriichten abgegebenen Duftstoffe IA und EH wurden als Cyclodextrin-Einschlusskomplexe
hergestellt und vor Versuchsbeginn in der flissigen SiO2-Matrix geldst. Auch diese Versuche wurden in den
kleinen Gazezelten in 6-facher Versuchswiederholung durchgefiihrt, dabei wurde immer 1ul des SiO2-

Cyclodextrin-Duftstoffkomplexes auf die Filterpapiere unter der Aluminiumfolie pipettiert.
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Abbildung 51: Durchschnittliche prozentuale Fangraten von D. suzukii in den Testschalen (Duftstoffe in eine SiO2-
Cyclodextrin-Matrix eingebettet) und in den Kontrollschalen. Matrix=SiO2-Cyclodextrin-Matrix. (a) = SiO2-Cyclodextrin-
Duftstoffkomplex mit AC (10%) im Verhaltnis 85:15 (3-fache Versuchswiederholung), (b) = 0,015g Cyclodextrin-
Duftstoffkomplex im Verhaltnis 50:50 (in 1,5ml SiO2-Matrix), (C) = 0,04g Cyclodextrin-Duftstoffkomplex im Verhaltnis 85:15
(in 4ml SiO2-Matrix).
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Bei diesen Versuchen lagen alle durchschnittlichen Fangquoten unter 50%, die héchsten Fangraten wurden
mit 3ul eingebettetem PE (47%), 1ul eingebettetem IA (45%) und einer AC-Variante (44%) erzielt. Im Vergleich
zu den jeweiligen Kontrollen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die statistisch
nachweisbare attraktive Wirkung der Reinsubstanzen PE und der AC-Lésung ging somit durch die Einbettung

in die SiO2-Cyclodextrin-Matrix verloren.
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Im weiteren Schritt wurde auf eine Komplexierung mit Cyclodextrinen verzichtet und ausgewabhlte Attraktantien
direkt in die SiO2-Matrix eingebaut, entweder als Reinsubstanz oder Verdinnung, von PE und HS wurden
zusatzlich unterschiedliche Mengen eingebaut. Da es sich bei AC um eine stark wasserldsliche Substanz
handelt, konnte diese nicht in die SiO2-Matrix eingebaut werden. In den einzelnen Versuchen wurde jeweils
1ul des Matrix-Duftstoffkomplexes getestet. Auch diese Versuche wurden in 6-facher Wiederholung

durchgefiihrt.
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Abbildung 52: Durchschnittliche prozentuale Fangraten von D. suzukii in den Testschalen (Duftstoffe in eine SiO2-Matrix
eingebettet) und in den Kontrollschalen. Matrix=SiO2-Matrix. Signifikanzlevel: *p<0,05.

Die in diesen Versuchen erzielten Fangquoten der Kirschessigfliegen liegen mit 34% bis maximal 50% auf
einem niedrigen Niveau. Nur im Versuch mit 0,5ul bzw. 1yl PE konnte noch ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass sich die mittlere Fangquote bei 3ul eingebundenem
PE (36%) im Vergleich zum Wert der Reinsubstanz ohne Matrix (69%) fast um die Halfte verringert hat. Die
Versuchsergebnisse fir HS zeigen, dass diese Substanz nicht oder nur schlecht von der SiO2-Matrix
abgegeben wird, beide Werte liegen unter denjenigen der Reinsubstanz. Im Vergleich dazu liegen die
Fangquoten der beiden unterschiedlich stark verdinnten Substanzen IA und EH mit 40% und 44% auf einem

ahnlichen Niveau wie diejenigen der Reinsubstanz.

Zusammenfassung AP 5.2

Der Einbau der attraktiv wirkenden Duftstoffe in verschiedene vom Kooperationspartner Nanopool produzierte
Matrizen fuhrte in allen Fallen zu einer deutlichen Reduktion bzw. zum Verlust der attraktiven Wirkung. Aus
diesem Grund wurde beschlossen, diesen Ansatz nicht weiter zu verfolgen. Die pull-Komponente wurde in

anschliellenden Versuchen durch die Massenfangfalle ersetzt.
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Arbeitspaket 6: Validierung der Push&Pull-Strategie
AP 6.1 Saranhausversuche und/oder GroBkéafigversuche mit Beerenobst
Zur Validierung der Push&Pull-Strategie wurden unter Labor- und Semifreilandbedingungen verschiedene

anwendungsorientierte Push&Pull-Szenarien in Grof3kafigen nachgestellt.

Simulated-use Versuche im Labor

Die Laborversuche wurden unter Langtagbedingungen und Raumtemperatur in groBen Gazezelten
durchgefiihrt (75 x 75 x 115¢cm), die Versuchsdauer lag bei 24 Stunden. In jedem Versuch wurden 20 weibliche
und 20 mannliche Individuen der Kirschessigfliege im Alter von 1-13 Tagen eingesetzt. Die Versuche wurden
in jeweils vierfacher Wiederholung durchgefuhrt. Zunachst wurde nur die Lockstofffalle (pull-Kkomponente) auf
ihre Fangigkeit getestet. In der folgenden Versuchsreihe wurden dann zwei Pflanzen mit Wirtsfriichten im Zelt
platziert und in allen folgenden Versuchen kam zuséatzlich die push-Komponente (Wirkstoff BA) in

verschiedenen Varianten zum Einsatz.

Als pull-Komponente wurde mittig im Zelt der Prototyp der IS-Falle aufgehangt, diese enthielt in allen
Versuchen eine Fangdflissigkeit bestehend aus Merlot, Apfelessig und Wasser (Mischungsverhaltnis: 4:3:1).
Zusatzlich wurden in der Falle die in den AP 2 und 3 als attraktivste Duftstoffkombination ermittelten Lockstoffe
eingebracht: 2,5l A in der Fangflissigkeit, AC-Lésung (33mg/ml H20) in Dispenser 1 und PE (1:500 verdinnt
in Mineraldl) in Dispenser 2 (vgl. Abb. 22 + 23).

Als push-Komponente kam in den Versuchen immer die Substanz BA zum Einsatz. Die Wirkung von BA
wurde in diesen Versuchen mittels verschiedener Dispenser bzw. Tragermaterialien getestet. Verwendet
wurde ein Dispenserflaschchen in dessen Deckel sich eine permeable Membranscheibe befand. Das
Flaschchen wurde in den Versuchen kopfuber an einer Stativstange befestigt und mittig im Blattwerk der
Pflanze platziert. Uber den Versuchszeitraum von 24 Stunden wurde dabei eine durchschnittliche Menge von
14,2mg abgegeben. Zur Ermittlung dieser Angaben wurde der Flaschchendispenser vor und nach den

Versuchen gewogen.

Da diese Laborversuche im Winter durchgeflihrt wurden, standen keine belaubten Wirtspflanzen von
D. suzukii zur Verfugung. Als Ersatz wurden immergrine ca. 20-30cm hohe Topfpflanzen (Birkenfeigen,
Kaffeepflanzen) verwendet. In jedem Versuch wurden zwei Pflanzen in die jeweils gegentberliegenden Ecken
des Zeltes auf den Zeltboden gestellt (Abstand: 80cm; Abb. 53). In den vier Wiederholungsversuchen wurden
die Positionen der Pflanzen (Test- und Kontrollpflanzen) jeweils gewechselt. Zur Eiablage wurden den
Kirschessigfliegen verschiedene Wirtsfriichte (Himbeeren oder Brombeeren) angeboten. In jedem Pflanztopf
wurden drei Wirtsfriichte auf Plastikdeckeln platziert (Abb. 53); Einmal als Kontrollfriichte der Pflanze ohne
Repellent und einmal als Testfrlichte der Pflanze mit Repellent. Am Ende des Versuchs wurden die im Zelt
verbliebenen (lebenden und toten) Individuen und die mit der Falle gefangenen Tiere gezahlt und das
Geschlecht bestimmt. Die Beeren wurden fir 3 Tage bei 23-25°C inkubiert, so dass die Larven aus den Eiern
schliipfen konnten. Unter einem Binokular wurden die Frichte dann zerquetscht und die Larven der

Kirschessigfliege in jeder Frucht gezahlt.
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Abbildung 53: Links: simulated-use Versuch im groRem Gazezelt, Wassertranke, Lockstofffalle und zwei Pflanzen mit je
drei Himbeeren; rechts: Pflanze mit den Wirtsfriichten vergroRert dargestellt.

In einem zweiten Versuchsschritt wurde ein gréReres Stiick permeable Dispenser-Membran (Durchmesser:
9cm) mit wasserundurchlassiger Unterseite direkt unter die Pflanze auf die Blumenerde gelegt. Zum
Versuchsbeginn wurden 600yl BA auf diese Membranscheibe appliziert (600ul BA wiegen 568mg, im
Vergleich zur abgegebenen Repellentmenge aus dem Flaschchen wurde in diesem Versuch somit die 40-
fache Menge getestet).

In einem dritten Versuchsschritt wurde eine direkt auf die Testpflanze gespriihte push-Matrix getestet. Hierzu
wurde BA vom Kooperationspartner Nanopool in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (2% und 9%) mittels
Emulgator in die SiO2-Matrix eingebracht (AP 4.2). Zu Versuchsbeginn wurden von diesen
Substanzgemischen durchschnittlich ca. 6g (entspricht 5,5ml) direkt auf die Pflanzen gespriiht, anschliefend
konnte der Matrix-Film auf den Pflanzenblattern ca. 30-60min trocknen. Die mit 9% BA eingespruhten Pflanzen
wurden nach 24 Stunden nochmals getestet, um zu Uberprifen, ob eine mdgliche repellente Wirkung tber
diesen Zeitraum anhalt.

Als Viertes wurde ein neues pflanzliches Tragermaterial (Maiskolbengranulat) getestet. Dabei wurde je 1g des
Materials in eine kleine Glas-Petrischale gegeben und auf das Granulat 300ul BA pipettiert. Zwei dieser
Petrischalen wurden unter der Testpflanze platziert. Mit diesem pflanzenbasierten Material wurde zusatzlich
eine aged residue Versuchsreihe durchgefiihrt. Dafir wurden 48 Stunden vor Versuchsbeginn insgesamt
600ul BA auf das Tragermaterial aufgebracht, anschlieRend wurden die kleinen Petrischalen mit diesem
.behandelten“ Material bei Raumtemperatur aufbewahrt. Mit diesem Versuchen sollte geklart werden, wie
lange ein abschreckender Effekt nachweisbar ist.

Zu guter Letzt wurden 600ul von der BA-Matrix (9%) auf 2g Granulat, verteilt auf zwei Petrischalen mit je 1g,
aufgebracht. Dieser Versuch sollte klaren, ob es durch den Einbau der Substanz in die SiO2-Matrix und die
anschliellende Applikation auf das pflanzliche Tragermaterial zu einer verzégerten Abgabe und damit evt. zu
einer verstarkten repellenten Wirkung kommt.
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Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Abbildungen 54 + 55 zusammen dargestellt. Angegeben sind in
Abb. 54 die Fangquoten der Lockstofffalle fur die einzelnen Testvarianten. Wie erwartet, wurde die héchste
Fangquote der Kirschessigfliegen bei alleiniger Verwendung der Falle (pull-Komponente) erzielt (87%). Sobald
Pflanzen und Wirtsfriichte im Versuch eingesetzt wurden, verringerte sich die durchschnittliche Fangrate auf
68%. Kam die push-Komponente hinzu, sanken die Fangquoten auf maximal 43%. In der Abbildung sind
diejenigen Fangquoten mit einem Stern versehen, bei denen sich nach Auswertung mit dem t-Test fir
unabhangige Stichproben ein signifikanter Unterschied (p<0,05) zur Fangquote beim Versuch mit Pflanzen
und Wirtsfrichten (ohne Repellent) zeigte. Diese statistisch nachweisbaren niedrigeren Fangraten kénnten
durch gréRere Mengen Repellent bedingt sein. Je mehr Repellent von den Tragermaterialien abgegeben wird,
desto wahrscheinlicher ist eine olfaktorische ,Verwirrung® der Kirschessigfliegen, so dass die Tiere nicht mehr
gezielt in die Falle gelockt werden. Auf Freilandbedingungen tbertragen bedeutet dies, dass die pull- und die
push-Komponenten zur vollen Entwicklung der Wirkung einen Mindestabstand zueinander aufweisen missen.

Die Mortalitatsraten lagen in diesen Versuchsreihen zwischen 6% und 21%.

simulated-use Versuche
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Abbildung 54: Durchschnittliche Fangquoten von D. suzukii in den verschiedenen simulated-use Versuchen. FPO=Falle
+ Pflanzen + Obst, Rep.=Repellent (BA), Memb.=permeable Membran; *signifikanter Unterschied zum Kontrollversuch mit
Falle und Wirtsfriichten, t-Test fir unabhangige Stichproben, p<0,05).
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simulated-use Versuche
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Abbildung 55: Durchschnittliche Anzahl Larven pro Kontroll- und Testfrucht in den verschiedenen simulated-use
Versuchen. Rep=Repellent (BA), ***hoch signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Testfrlichten, Wilcoxon Rank-
Sum Test, p<0,001.

Die Daten zur Eiablage in den Wirtsfriichten wurden mit dem Wilcoxon Rank-Sum Test statistisch ausgewertet
(Abb. 55). Es ergab sich folgendes Bild: In dem Versuch ohne Repellent lag die mittlere Zahl der Larven pro
Frucht bei 18,4. Bei Abgabe des Repellents aus dem Flaschchendispenser wurden in den Testfriichten im
Vergleich zu den Kontrollfriichten 47% weniger Larven gefunden, ein signifikanter Unterschied konnte nicht
nachgewiesen werden. Bei Applikation von 600ul BA auf der groReren Membranscheibe wurde beim Vergleich
von Test- und Kontrollfrichten eine Reduktion der Eiablage um 76% erzielt, dieser Unterschied ist hoch
signifikant (p<0,001). Die Ergebnisse der Versuche mit dem in die SiO2-Matrix eingebauten BA zeigen, dass
die eingebaute Menge von 2% bzw. 9%, auch bei einer groRen Menge applizierter FlUssigkeit auf die Blatter,
zu gering ist, um die Eiablage zu verhindern bzw. zu reduzieren. Die direkte Applikation der Matrix auf die
Pflanzen flhrte auRerdem zu phytotoxischen Langzeitschaden an den verwendeten Pflanzen. Die SiO2-
Lésung mit 2% BA induzierte, ebenso wie die Matrix mit 9% BA im Folgeversuch mit gealtertem Duftstoff,
sogar einen anlockenden Effekt (hier wurden in den Testfrichten durchschnittlich doppelt so viele bzw. mehr
als doppelt so viele Eier abgelegt). Auch die Ausbringung von 9% BA in der Matrix auf eine Membranscheibe
fuhrte zu einer leicht gesteigerten Eiablage in den Testfrichten. Bei Aufbringung von 600ul Reinsubstanz BA
auf das Maiskolbengranulat konnte aber eine deutliche Reduktion der Eiablage um mehr als 90% beobachtet
werden, im Vergleich zu den Kontrollfriichten ein hoch signifikanter Unterschied. Auch nach 48 Stunden zeigte
das mit BA behandelte Tragermaterial noch eine Wirkung, die Eiablage in den Testfrichten war nach diesem
Zeitraum noch um 53% reduziert, die Werte zeigten in der statistischen Auswertung eine Tendenz zur
Repellenz. Bei Applikation von 600ul BA-Matrix (9%) auf das Maiskolbengranulat zeigten sich ebenfalls hoch

signifikante Unterschiede zwischen dem Larvenvorkommen in Kontroll- und Testfrichten (Reduktion um 81%).

Zusammenfassung simulated-use Versuche

Die Ergebnisse dieser im Labor durchgefiihrten anwendungsorientierten Verhaltensversuche zeigen zum
einen, dass sich die Fangquoten der Lockstofffalle deutlich reduzieren, sobald Duftstoffe von Pflanzen und
Wirtsfriichten hinzukommen. Zum anderen belegen die Versuchsergebnisse, dass die Wirkung der repellenten
Substanz von der eingesetzten Menge bzw. Konzentration und dem verwendeten Tragermaterial abhangig

ist. Bei zu niedriger Konzentration kann die abschreckende Wirkung sogar in eine anlockende Wirkung
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Ubergehen. Auf Freilandbedingungen Ubertragen bedeutet dies, dass stéandig eine hohe Konzentration des
Repellents in der Obstanlage gewahrleistet sein muss, damit der repellente Effekt weiter wirksam ist. Vor allem
unter sich standig andernden Wetterbedingungen (hohe Sonneneinstrahlung, Regen oder starker Wind) und
in Anwesenheit der Wirtsfrlichte ist es momentan nicht vorstellbar, dass dies technisch erreicht werden kann.
Nur beim Obstanbau in Folientunnel-Anlagen kénnte mit hohen Repellent-Konzentrationen der Befallsdruck

der Schadlinge minimiert und damit die Anzahl der abgelegten Eier reduziert werden.

Semifreilandversuche

Parallel zu den Laborversuchen wurden verschiedene Push&Pull-Szenarien unter Semifreilandkonditionen
Uberprtft. Die Versuche fanden in Grof3kafigen (295 x 65 x 79cm) statt, welche auf dem AuRengelande des
DLR Rheinpfalz an einem windgeschitzten Ort installiert wurden (Abb. 56). Der Kafigboden war offen, sodass

die natirliche Vegetation den Fliegen zusatzlichen Schutz vor Regen und Hitze bot. Auf jeder Kafigseite stand

eine Topfpflanze (Gattung Malus; Abstand der Pflanzen ca. 2,20m).
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Abbildung 56: GroRkafige fur Semifreilandversuche.

Zunachst wurde das Migrationsverhalten von D. suzukii bei gleichzeitiger Anwesenheit einer push- und einer
pull-Komponente im Kafig untersucht. Als push-Komponente diente die Substanz BA. Davon wurden 400l
Reinsubstanz auf insgesamt 20g Maiskolbengranulat aufgebracht und in Petrischalen auf die Blumenerde in
einer Kafigseite gestellt. Der Pflanztopf auf der gegeniiberliegenden Seite enthielt kein Maiskolbengranulat.
Der Riickfang der Fliegen erfolgte iber Lockstofffallen, welche Giber den Topfpflanzen aufgehangt wurden. Die
eingesetzten IS-Fallen (82 Ldcher; @ 2,6mm) enthielten auf der push-Seite als Fangfliissigkeit eine Mischung
aus Merlot, Apfelessig und Wasser (Mischungsverhaltnis: 4:3:1); wahrend auf der gegentiiberliegenden pull-
Seite zusatzlich zu der Lockflissigkeit eine Kombination aus drei verschiedenen Attraktantien eingebracht
wurde. Unter dem Fallendeckel waren zwei Dispenserflaschchen befestigt, geflllt mit (1) AC-Ldsung (33mg/mi
H20) und (2) PE (1:500 in Mineraldl), in die Fangflissigkeit wurden zudem 2,5ul IA pipettiert. Diese
Dreierkombination aus Attraktantien stellte die pull-Komponente dar. Die Fallen auf der push-Seite dienten
zum Nachweis jener Fliegen, welche trotz raumlicher Nahe des Repellents diese Seite wahlten. Pro Kafig
wurden 200 D. suzukii eingesetzt (1-2 Wochen alt, gemischtes Geschlechterverhaltnis); die Versuchslaufzeit
betrug 24 Stunden. Die Versuche fanden in 6-facher Versuchswiederholung statt.

Im Anschluss an diese Versuche wurde ein aged residue Test durchgefihrt, d.h. das auf das
Maiskolbengranulat applizierte BA war bereits 24 Stunden gealtert als der Versuch startete. Ansonsten war
der Versuchsaufbau identisch. Auch diese Testreihe lief in 6-facher Versuchswiederholung. Abbildung 57 zeigt

die Ergebnisse beider Versuchsreihen.
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Abbildung 57: Mittlere Fangzahlen D. suzukii in double choice Versuchen mit push- und pull-Kkomponente nach 24h und
nach 48h; push-Komponente: 400ul BA auf Maiskolbengranulat, pull-Komponente: Attraktantien (AC, PE und IA) in
Lockstofffalle, n=6.

Entgegen den Erwartungen entschieden sich in jeder Versuchsreihe durchschnittlich mehr Fliegen fir die Seite
mit der push-Komponente: in den ersten 24 Stunden nach Applikation des Repellents wurden 35% der
eingesetzten D. suzukii auf der push-Seite gekddert, 22,3% auf der pull-Seite. Im Anschlussversuch mit

gealtertem Repellent waren es auf der push-Seite 37%, auf der pull-Seite 26,8%.

Im nachsten Schritt wurde Uberprift, welche Auswirkungen die Anwesenheit des Repellents auf das
Eiablageverhalten der Kirschessigfliegen hat. Dafir wurden den Fliegen Heidelbeeren als Wirtsfriichte
angeboten. Auf jeder Kafigseite lagen funf Fruchte in einer Petrischale im Pflanztopf. Auf der push-Seite
standen zusatzlich Petrischalen mit insgesamt 400ul BA auf 20g pflanzlichem Maiskolbengranulat daneben.
Fir eine Versuchslaufzeit von 24 Stunden wurden 25 Weibchen pro Kafig eingesetzt und im Anschluss die
Eiablage in den Friichten gezahlt. Auch fur diese Versuchsreihe wurde ein aged residue Test mit identischem
Versuchsaufbau angeschlossen. Die Lockstofffallen kamen in diesem Versuchsaufbau nicht zum Einsatz.
Abbildung 58 zeigt die Ergebnisse der Eiablageraten. Diese lagen in den ersten 24 Stunden nach Applikation
des Repellents auf beiden Seiten auf einem &hnlichen Niveau (Kontrolle @ 4,5 Eier/Wdhg., Repellent @ 6,2
Eier/Wdhg.). Im Folgeversuch, bei Anwesenheit der gealterten Substanz BA, gab es einen leichten, aber nicht
signifikanten, Rickgang der Eiablageraten in den Testfrichten (d 3,2 Eier/Wdhg.) im Vergleich zu den
Kontrollfriichten (& 6 Eier/Wdhg.).
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Abbildung 58: Durchschnittliche Anzahl Eiablagen/Wdhg. in double choice Versuchen mit push-Komponente nach 24h
und mit gealtertem Duftstoff; push-Komponente: 400ul BA auf Maiskolbengranulat, n=6.

Im letzten Versuchsansatz wurden die Auswirkungen auf das Eiablageverhalten von D. suzukii bei
gleichzeitiger Anwesenheit beider Komponenten (push und pull) untersucht. Als push-Komponente wurden
wie im Versuch zuvor 400ul BA auf 20g Maiskolbengranulat eingesetzt. Zusatzlich wurden als pull-
Komponente auf der gegeniberliegenden Kafigseite Lockstofffallen mit der bereits beschriebenen
Dreierkombination aus Attraktantien aufgehangt (Abb. 59). Fir eine Versuchslaufzeit von 24 Stunden wurden
auch hier 25 Weibchen pro Kafig eingesetzt und im Anschluss die Eiablage in den Friichten sowie die
Fallenfange ausgezahlt. Auch fur diese Versuchsreihe wurde ein aged residue Test mit identischem

Versuchsaufbau angeschlossen. Abbildung 60 zeigt die Anzahl abgelegter Eier 24 Stunden bzw. 48 Stunden

nach Applikation des Repellents.

5N

Abbildung 59: Versuchsaufbau push&pull-Versuch. Links: Lockstofffalle als pull-Komponente, rechts:
Maiskolbengranulat mit Repellent (BA) als push-Komponente.
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Abbildung 60: Durchschnittliche Anzahl Eiablagen/Wdhg. in double choice Versuchen mit push- und pull-Komponente
nach 24h und mit gealtertem Duftstoff; push-Komponente: 400ul BA auf Maiskolbengranulat, pull-Komponente:
Attraktantien (AC, PE und IA) in Lockstofffalle; Sterne tiber den Balken zeigen signifikante Unterschiede zwischen Kontroll-
und Testfrichten (Wilcoxon Rank-Sum Test; p<0,05), n=6.

Innerhalb der ersten Versuchsreihe (frisch appliziertes Repellent) wurden nur auf der pull-Seite Eier abgelegt.
In den Folgeversuchen mit gealtertem Duftstoff stieg die Eiablagerate auch auf der push-Seite leicht an, lag
aber mit durchschnittlich 0,5 Eiern/Wdhg. immer noch weit unter der Rate der pull-Seite (@ 3 Eier/Wdhg.).
Generell waren die Eiablageraten in beiden Versuchsreihen aber sehr gering, eine Uberpriifung mit dem
Wilcoxon Rank-Sum Test ergab fir die ersten 24 Stunden signifikante Unterschiede zwischen den
Eiablageraten auf der push- und der pull-Seite. Die Fangquoten der Lockstofffallen auf der pull-Seite lagen
nach 24 Stunden im Mittel bei 53,3%, nach 48 Stunden (gealterter Duftstoff) bei 40% (Ergebnisse nicht grafisch
dargestellt). Die geringen Eiablagen bei gleichzeitig niedrigen Fangquoten konnten auch auf schlechte

Konditionen der Zuchtfliegen zurickzufiuhren sein.

Zusammenfassung Semifreilandversuche

Die Substanz BA hatte in den durchgefiihrten Semifreilandversuchen weder einen repellenten Effekt auf das
Migrationsverhalten von D. suzukii noch auf das Eiablageverhalten der Fliegen. Es war sogar ein gegenteiliger,
anziehender Effekt erkennbar. Nur bei gleichzeitiger Anwesenheit der push- und der pull-Komponente
(Lockstofffalle) kam es zu einer signifikanten Reduktion der Eiablage. Die generell niedrigen Eiablageraten in
diesen Versuchsreihen machen eine gesicherte Aussage allerdings schwierig. Fliegen aus Laborzuchten,
welche unter gleichbleibenden klimatischen Bedingungen gehalten werden, sind in der Regel nicht
ausreichend an Freilandbedingungen angepasst. Insbesondere grol3e Hitze, Trockenheit und Schwankungen
von Temperatur und Luftfeuchte haben negative Auswirkungen auf die Fitness der Tiere. Weitere
Untersuchungen zur Validierung der Ergebnisse waren notwendig.

In vorangegangen Versuchen hatte sich bereits gezeigt, dass die Wirkung der Substanz BA auf D. suzukii
stark konzentrationsabhangig ist. Der zundchst in Laborversuchen nachgewiesene repellente Charakter kann
bei Verdinnung der Substanz in Atftraktivitdt umschlagen. Dies betrifft sowohl das Flug- als auch das
Eiablageverhalten der Kirschessigfliegen. Fur einen Einsatz im Freiland waren Dispenser/Tragermaterialien
erforderlich, welche Uber einen langen Zeitraum eine konstant hohe Abgaberate gewahrleisten kdnnten. Eine
moglichst groRflachige Ausbringung im direkten Umfeld der zu schitzenden Kulturpflanzen wére dabei
optimal. Herkémmliche Dispenser wirken nur punktuell und kénnen grofRere Flachen nicht ausreichend

abdecken.
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AP 6.2 Versuche in Kirschanlagen
Aufgrund der unzureichenden Wirkung der getesteten Formulierungen im Labor und Semifreiland wurden

keine Freilandversuche in Kirschanlagen durchgefuhrt.

AP 6.3 Versuche in isolierten Weinbergen
Aufgrund der unzureichenden Wirkung der getesteten Formulierungen im Labor und Semifreiland wurden

keine Freilandversuche in Weinbergen durchgefiihrt.

2. Verwertung

a) Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

Es wurden keine Schutzrechte angemeldet.

b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Eine direkte, sich an das Projekt anschlieRende wirtschaftliche Verwertung der Projektergebnisse ist nicht
moglich, da die Push&Pull-Strategie im Freiland nicht etabliert werden konnte. Die Spezifitat der bereits in
einem Vorgangerprojekt entwickelten Lockstofffalle konnte durch bautechnische Veranderungen dahingehend
optimiert werden, dass durch die Ermittlung der optimalen GréRe der Einfluglécher fiir die Kirschessigfliege
der Fang von gréReren Nichtziel-Organismen verhindert wird. Die Erhéhung der Spezifitat besonders
gegeniber der haufig in den Fallen zu findenden kleineren Art D. subsobscura konnte jedoch weder durch
bautechnische Veranderungen noch durch Zusatz von fruchtspezifischen Duftstoffen erreicht werden. Damit
sehen wir selbst fur den Einsatz der Lockstoff-Falle als Monitoringinstrument keine Marktchancen, im Vergleich
zu den bereits auf dem Markt erhéltlichen Fallen gibt es keinen Wettbewerbsvorteil. Bezlglich der Push-
Komponente (Applikation des Repellents auf ein pflanzliches Tragermaterial) kdnnte aber, nach der
Durchflhrung weiterer Forschungsarbeiten, eine Vermarktung mdéglich sein. Zur Abgabe von Repellents oder
allgemein von Pheromonen/Semiochemikalien werden verschiedene Dispenser genutzt, diese lassen sich in
Membran-, und Septumdispenser einteilen, eine weitere Kategorie stellen die sogenannten
.Festmatrixspender® dar. Fir die Behandlung grolRer Anbauflachen werden alternativ spriihbare
Formulierungen oder Aerosoldispenser eingesetzt (Klassen et al. 2023"). Die Ausbringung von Repellents
mittels nachhaltig produziertem und biologisch abbaubarem, pflanzlichen Tragermaterial stellt eine
interessante Alternative dar, der wir groRe Marktchancen einrdumen.

Die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse zur Anwendung biologisch wirksamer Substanzen in einer
funktionellen Matrix eréffnen neue Mdglichkeiten zur Erweiterung des Nanopool-Produktportfolios im Bereich
Agrar- und Pflanzenschutzanwendungen. Die entwickelten Rezepturen und Verfahren kdnnten mit
geringfiigigen Anpassungen auch auf weitere Schadlingsarten oder Kulturpflanzen tbertragen werden. Durch
die Kombination von spruhfahiger Matrix und natirlichen Repellentien ergibt sich ein innovatives,
umweltfreundliches Produktkonzept, das sich fir landwirtschaftliche Betriebe mit hohem Qualitatsanspruch
(z.B. im Obst- und Weinbau) eignet. Obwohl das Projekt die angestrebten Wirksamkeitsnachweise in
Feldversuchen nicht vollstandig erbringen konnte, liefern die entwickelten Konzepte und Formulierungen eine

belastbare Basis fur weiterfihrende Entwicklungen und Anwendungen.
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c) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Die Projektergebnisse wurden auf Fachtagungen wie der Deutschen Pflanzenschutztagung und der
Entomologentagung der DgaaE einem nationalen und internationalen wissenschaftlichen Publikum vorgestelit.
Nach der Auflésung der RLP AgroScience zum 31. April 2025 kénnen die Projektergebnisse nun vom DLR
Rheinpfalz weiterhin wissenschaftlich und technologisch verwertet werden und zur Einwerbung neuer
Forschungs- und Entwicklungsauftrage genutzt werden.

Die Offentlichkeitsarbeit tragt auch dazu bei, die Firmen Insect Services und Nanopool im Bereich ,Neue
Bekampfungsmethoden im Obst- und Pflanzenschutz® bekannter zu machen. Damit erhdht sich ihre
wissenschaftliche Konkurrenzfahigkeit deutlich, v.a. auch in Bezug auf eine zukinftige Beteiligung an
Forschungs- und Entwicklungsauftragen in diesem Themenbereich.

In dem Projekt wurden neue Ausbringungsmoglichkeiten von Duftstoffen ausprobiert, die Uber die klassischen
Dispenser hinausgehen. Die Nutzung von biologisch abbaubaren pflanzlichen Tragermaterialien ermdglicht
eine grof¥flachige Ausbringung z.B. von Repellentstoffen. Diese innovativen technologischen Méglichkeiten
kénnen von Insect Services in neuen Forschungs- und Entwicklungsprojekten genutzt werden.

Das Projekt hat gezeigt, dass funktionale Beschichtungssysteme wie die von Nanopool entwickelten SiO,-
basierten Matrizen auch im biologischen Pflanzenschutz technisch einsetzbar sind. Die erfolgreiche
Einbindung natirlicher Wirkstoffe bei gleichzeitigem Erhalt ihrer Wirksamkeit unter Feldbedingungen stellt eine
bedeutende Weiterentwicklung der bestehenden Technologieplattform dar. Technologisch besteht ein hoher
Innovationsgrad im Bereich kontrollierter Wirkstofffreisetzung sowie in der sicheren Formulierung fliichtiger
oder phytotoxisch kritischer Substanzen. Dieses Know-how kann auch fir weitere Anwendungen wie
Saatgutbehandlung, Lagerungsschutz oder Insektenbarrieren adaptiert werden. Die Ergebnisse werden
zudem in bestehende F&E-Aktivitdten bei Nanopool integriert und als Grundlage fiir weitere FUE-Projekte
genutzt — insbesondere im Zusammenhang mit nachhaltiger Landwirtschaft und funktionellen Oberflachen.
Eine Zusammenarbeit mit landwirtschaftlichen Versuchseinrichtungen, Hochschulen und Praxispartnern ist

weiterhin vorgesehen.

d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die Entwicklung nachhaltiger, umweltschonender Bekdmpfungsmethoden im Pflanzenschutz wird immer
wichtiger. Die Anzahl der invasiven Arten ist vor allem in den letzten Jahren stark gestiegen, mit dem
Klimawandel verschieben und vergrofern sich die Verbreitungsgebiete sowohl der invasiven als auch der
einheimischen Schadlingsarten. Unter diesem Blickwinkel und im Hinblick auf die von der EU im Rahmen des
Green Deals angestrebte Reduktion der Pflanzenschutzmittel um 50% bis zum Jahr 2030 ist die Etablierung
neuer Bekdmpfungsmethoden dringend erforderlich.

Die auf einer Push&Pull-Strategie basierenden Projekterfahrungen kénnen zum einen auf andere
Schadinsekten Ubertragen werden. Zum anderen sind v. a. die Ergebnisse der Untersuchungen zur Abgabe
der Repellentsubstanzen (Push-Komponente) aus verschiedenen Dispensern sehr wichtig. Das verwendete
pflanzliche Tragermaterial (Maiskolbengranulat) stellt dabei einen hoch innovativen Ansatz dar, da das
Material aus abgeernteten, nicht mehr verwendbaren Maiskolben gewonnen wird und somit nachhaltig und
biologisch abbaubar ist. Ein wirksamer Dispenser muss im Freiland die Abgabe der Duftstoffe in gleichmafig
hoher Konzentration Giber einen madglichst langen Zeitraum gewabhrleisten. Insect Services wird Uberprifen,
ob weitere Versuche mit dem pflanzlichen Tragermaterial durchgefiihrt werden und wie diese
Entwicklungsarbeiten finanziert werden kénnen.

An der RLP AgroScience wurde bereits in einem parallel laufenden Projekt eine Push&Pull-

Bekampfungsstrategie gegen Psylliden entwickelt. Die Kombination beider Strategien ermoglicht nun neue
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Forschungs- und Entwicklungszusammenarbeiten auch fiir das DLR Rheinpfalz und die Einwerbung neuer
Forschungsprojekte. Das Projektkonsortium mit den beteiligten Firmenpartnern kann an diesen Projekten als
potentielle Verwertungspartner beteiligt werden.

Die im Projekt gemachten Erfahrungen im Umgang mit biologisch wirksamen Substanzen in funktionellen
Tragermaterialien kdnnen auf andere Anwendungsbereiche, Kulturen oder Zielorganismen Ubertragen werden
und dienen als Ausgangspunkt fiir zukinftige Entwicklungen. Dariiber hinaus bieten sich Mdglichkeiten flr
vertiefende Forschung zur Einbettung von nattrlichen Wirkstoffen, zur Optimierung der Formulierungsstabilitat

und Regenfestigkeit der SiO2-Matrix.

3. Erkenntnisse von Dritten

Erkenntnisse von Dritten sind wahrend der Projektlaufzeit keine bekannt geworden.

4. Veroffentlichungen
Die Projektergebnisse wurden auf wissenschaftlichen Tagungen sowie der interessierten Offentlichkeit durch

folgende Beitrdge bekannt gemacht:

e Publikationen:

o S. Alexander, W. Jarausch, M. Runne, G. Krczal, C. Dippel, S. Schwindt, S. Lokermans-
Schwindt (2023): Entwicklung einer Push-and-pull-Strategie zur Bekdmpfung von Drosophila
suzukii (Matsumura) mittels einer sprihfahigen Matrix und Extrakten aus Koniferen. Julius-
Kihn-Archiv, 475, 521-522.

e Posterprasentationen:

o S. Alexander, W. Jarausch, M. Runne, G. Krczal, C. Dippel, S. Schwindt, S. Lokermans-
Schwindt (2023): Entwicklung einer Push-and-pull-Strategie zur Bekdmpfung von Drosophila
suzukii (Matsumura) mittels einer sprihfahigen Matrix und Extrakten aus Koniferen. 63.
Deutsche Pflanzenschutztagung, 26. — 29. September 2023, Géttingen.

o S. Alexander, W. Jarausch, M. Runne, G. Krczal, C. Dippel, S. Schwindt, S. Lokermans-
Schwindt (2025): Entwicklung einer Push-and-pull-Strategie zur Bekdmpfung von Drosophila
suzukii (Matsumura) mittels einer sprihfahigen Matrix und Extrakten aus Koniferen. DGaaE
Entomologentagung 2025, 17.-20. Marz 2025, Hochschule Geisenheim.

e Prasentation des Projekts am Tag der offenen Tur des DLR Rheinpfalz und der RLP AgroScience am
31.08.-01.09.2024

Daruber hinaus ist eine wissenschaftliche Publikation ausgewahlter Projektergebnisse in Arbeit.
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ANHANG

Teilvorhaben 1: Entwicklung einer Push-Methode zur Bekdampfung von Drosophila suzukii

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Ziel des Teilvorhabens 1 (Federfihrung RLP AgroScience GmbH) war die Identifizierung und
Wirksamkeitstestung von Repellentstoffen gegenliber Drosophila suzukii (Push-Komponente). Ausgebracht
im Inneren von Erwerbsanlagen mit zu schitzenden Wirtspflanzen sollten sie das Einwandern der Tiere in die
Anlagen verhindern. In Vorarbeiten haben sich Duftstoffe aus Koniferen als repellent gegenuber dieser
Spezies erwiesen. In einem umfangreichen Screening sollten weitere repellente Substanzen identifiziert und
in anschliefenden Bioversuchen im Labor, Gewachshaus und Freiland auf ihre Wirksamkeit hin untersucht

werden.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

AP 1 Identifizierung repellenter synthetischer Duftstoffe

In einem umfassenden Screening von potenziell repellenten Konifereninhaltsstoffen konnten aus insgesamt
32 getesteten Substanzen acht Stoffe identifiziert werden, welche in Laborversuchen signifikant repellent auf
adulte Kirschessigfliegen wirkten (7 Einzelsubstanzen und ein Koniferendl). Auffallend war, dass
Einzelsubstanzen meist wirksamer waren als Koniferendle, deren Duftstoffoouquet aus zahlreichen
Einzelkomponenten besteht, von denen einige auch attraktiv auf D. suzukii wirkten. In weiteren Versuchen

wurden die acht Kandidaten auf ihre frallhemmenden und ovideterrenten Eigenschaften hin untersucht.

AP 2 |dentifizierung attraktiver synthetischer Duftstoffe

AP 2.2 Test der synthetischen Duftstoffe in IS-Falle im Halbfreiland

Die vom Kooperationspartner Insect Services in Laborversuchen identifizierte attraktive Lockstoffkombination
aus PE und AC-Lésung (AP 2.1) wurde in Semifreilandversuchen validiert. Diese Ergebnisse bildeten die
Grundlage fur die folgenden Freilanduntersuchungen (AP 3.3), in denen die attraktive Duftstoffkombination in

der optimierten 1S-Falle angewandt wurde.

AP 3 Optimierung der IS-Falle

AP 3.1 Optimierung des Fallendesigns

Der in einem Vorgangerprojekt von Insect Services entwickelte Prototyp der IS-Falle wurde durch bauliche
Veranderungen in folgenden Gesichtspunkten angepasst: Anzahl, Anordnung sowie Durchmesser der
Einfluglécher. Zudem wurde eine Variante mit partieller roter Einfarbung des sonst transparenten Fallenkorpus
hergestellt.

AP 3.3 Validierung der Falle im Freiland

An mehreren Standorten im Raum Neustadt an der Weinstralle wurden in Obst- und Beerenobst-Kulturen
sowie in Wildhabitaten die verschiedenen Fallen-Modifikationen auf ihre Fangigkeit getestet. Durch die
Anpassung des Durchmessers der Einfluglécher konnte der Beifang groRerer Nicht-Zielorganismen im
Vergleich zu einer im Handel erhaltlichen Massenfangfalle deutlich reduziert werden. Kombiniert wurden die
modifizierten IS-Fallen mit ausgewahlten, attraktiven Lockstoffkombinationen, welche in Laboruntersuchungen

bei Insect Services ermittelt wurden (AP 3.2). Dies sollte die Spezifitdt der Falle gegentber D. suzukii erhéhen.
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AP 4 Entwicklung einer nicht phytotoxischen SiO,-Cyclodextrin-Matrix zur Einbindung der Duftstoffe
AP 4.1 Entwicklung einer nicht phytotoxischen SiO,-Cyclodextrin-Matrix

Die vom Kooperationspartner Nanopool entwickelten SiO,-Cyclodextrin-Matrices und SiO,-Matrices wurden
durch Applikation auf diverse Kulturpflanzen auf ihre Phytotoxizitat untersucht. Die Basisformulierungen sowie
ihre Einzelkomponenten konnten als nicht phytotoxisch eingestuft werden. Auch bei Einbindung von
Cyclodextrin-Duftstoff-Komplexen wurden keine Schaden am Pflanzenmaterial festgestellt. Bei Zugabe von
Duftstoffen in die reine SiO,-Matrix kam es jedoch konzentrationsabhangig zu Blattschdden an den

Testpflanzen.

AP 4.4 Bestimmung der Abgaberate der Duftstoffe (GC/MS)

Die im Projektantrag geplante Freisetzungsanalyse der gebundenen Duftstoffe konnte aus organisatorischen
Grinden nicht durchgefihrt werden. Stattdessen wurde der tatsadchlich eingebundene Anteil eines
exemplarischen Cyclodextrin-LI-Komplexes mittels GC/MS bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur ein geringer
Teil der urspriinglich eingesetzten Duftstoffmenge im Cyclodextrin gebunden war. Abhangig vom verwendeten
Lésungsmittel (Aceton oder Wasser) lag diese bei 5% (Aceton) bzw. zwischen 0,04% und 0,14% (Wasser).

Zudem bestatigte sich, dass der LOsungsprozess im Wasser tber einen langeren Zeitraum andauert.

AP 5 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,push“ und der ,,pull“-Matrix

AP 5.1 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,push“-Matrix in Bioversuchen

Ausgewahlte repellente Substanzen wurden vom Kooperationspartner Nanopool in verschiedenen Mengen
und Konzentrationen sowie unter Verwendung verschiedener Herstellungsmethoden in eine SiO2-
Cyclodextrin-Matrix bzw. SiO2-Matrix eingebaut und im Anschluss in verschiedenen double choice Versuchen
im Gewachshaus auf ihre Wirksamkeit gegeniiber D. suzukii Gberpruift.

Bei Verwendung von Cyclodextrin-Einschlusskomplexen konnte keine repellente Wirkung festgestellt werden,
die Uber 24 Stunden hinausging. Um die Konzentration der eingesetzten Repellentien zu erhéhen, wurde im
Anschluss eine direkte Einbindung der Duftstoffe in die SiO2-Matrix vorgenommen. Da dies bei direkter
Applikation auf die Testpflanzen zu phytotoxischen Schaden fuhrte, wurden alternative Lésungsansatze
untersucht: klassische Dispenser sowie verschiedene Tragermaterialien (Unkrautvlies, Dispensermembran,

Maiskolbengranulat).

AP 6 Validierung der Push&Pull-Strategie

Zur Validierung der hergestellten Formulierungen wurden diese in Push&Pull-Szenarien unter
Semifreilandbedingungen getestet. Die als pull-Komponente eingesetzte 1S-Falle enthielt neben der
Fangflissigkeit (Mischung aus Merlot, Apfelessig und Wasser im Verhaltnis 4:3:1) eine Kombination aus drei
verschiedenen Attraktantien: AC-Losung (33mg/ml H20) und PE (1:500 in Mineraldl) in Dispenserflaschchen,
sowie 2,54l 1A in der Fangflissigkeit. Als push-Komponente diente die Substanz BA, welche auf ein
pflanzliches Tragermaterial appliziert wurde (Maiskolbengranulat). Die Substanz BA hatte in den
durchgefiihrten Semifreilandversuchen weder einen repellenten Effekt auf das Migrationsverhalten von
D. suzukii noch auf das Eiablageverhalten der Fliegen. Es war sogar ein gegenteiliger, anziehender Effekt
erkennbar. Nur bei gleichzeitiger Anwesenheit der push- und der pull-Komponente, liefien sich Tendenzen zur
Reduktion der Eiablage erkennen. Die generell niedrigen Eiablageraten in diesen Versuchsreihen machen

eine gesicherte Aussage allerdings schwierig.
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3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

In verschiedenen Bioassays im Labor konnten mehrere Konifereninhaltsstoffe identifiziert werden, welche
sowohl repellente als auch fraBhemmende und ovideterrente Eigenschaften gegeniber D. suzukii aufweisen.
Die Wirkung ist dabei stark konzentrationsabhangig und kann bei zu niedriger Dosierung in Attraktivitat
umschlagen.

Der bereits vorliegende Fallen-Prototyp vom Kooperationspartner Insect Services konnte durch Anpassung
des Lochdurchmessers dahingehend optimiert werden, dass der Beifang von grof3eren Nicht-Zielorganismen
weitgehend reduziert wurde. Der zusatzliche Einsatz von fruchtspezifischen Duftstoff-Kombinationen fiihrte zu
keiner mafgeblichen Steigerung der Kirschessigfliegenfange. Die eingesetzte Lebensmittelmischung aus
Merlot, Apfelessigessig und Wasser in der transparenten |S-Falle fuhrte auch ohne den Zusatz der getesteten
Attraktantien zu hohen Fangerfolgen. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass weder die Hohe der Fange noch
die Selektivitdt der Fallen wahrend der Fruchtreife, wenn die Lockstoffe mit dem Duftstoffboouquet der
Wirtsfriichte konkurrieren, erhéht werden konnten.

Die zu Projektbeginn angestrebte Einbindung der Duftstoffe in Beta-Cyclodextrine brachte einige
Schwierigkeiten mit sich. Die tatsdchliche Menge Duftstoff, welche nach der Komplexierung im
Einschlusskomplex vorliegt, ist zu gering, um fir einen langeren Zeitraum olfaktorisch wirksam gegenuber
D. suzukii zu sein. Um eine ausreichend abstoliende Wirkung auf die Fliegen zu erreichen, missten die
untersuchten Repellentien in hohen Konzentrationen eingesetzt werden. Bei direkter Einbindung der
Substanzen in die SiO2-Matrix zeigten sich bei den Testpflanzen starke phytotoxische Reaktionen. Da eine
Direktapplikation auf das Pflanzengewebe somit nicht in Frage kam, wurden verschiedene Tragermaterialien
und Dispenser zur Ausbringung der Substanzen getestet. Da der Wirkradius dieser Materialien im Vergleich
zu der grof¥flachigen Besprihung der Pflanzen rdumlich begrenzt ist, blieb der gewilinschte Effekt auf die
Fliegen aus.

Im Fokus der Versuche stand die Substanz BA, da diese in den &therischen Olen vieler Nadelbdume wie
Tannen, Larchen, Douglasien, Fichten und Kiefern enthalten ist und bereits eine Zulassung in der
Lebensmittelindustrie als Aromastoff besitzt. Unter Laborbedingungen wirkte die Substanz signifikant repellent
gegenulber adulten D. suzukii. In Gewachshaus und Semifreilandversuchen hat sich gezeigt, dass die Wirkung
stark konzentrationsabhangig ist und bei zu starker Verdiinnung in Attraktivitat gegenlber der Adulti sowie zu
einer Steigerung der Eiablagen fuihren kann.

In den anwendungsorientierten Push&Pull-Versuchen im Semifreiland lie® sich nur bei gleichzeitiger
Anwesenheit der push-Komponente (BA auf Maiskolbengranulat als Tragermaterial) und der pull-Komponente
(IS-Falle mit Dreier-Duftstoffkombination) eine signifikante Reduktion der Eiablage feststellen. Allerdings
machen die generell niedrigen Eiablageraten in diesen Versuchsreihen eine gesicherte Aussage schwierig.
Fir einen Einsatz im Freiland waren Dispenser/Tragermaterialien erforderlich, welche Uber einen langen
Zeitraum eine konstant hohe Abgaberate gewahrleisten kdnnten. Eine mdglichst grof3flachige Ausbringung im
direkten Umfeld der zu schitzenden Kulturpflanzen ware dabei optimal. Herkdmmliche Dispenser wirken nur

punktuell und kénnen gréRRere Flachen nicht ausreichend abdecken.
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Teilvorhaben 2: Entwicklung einer Pull-Methode zur Bekdmpfung von Drosophila suzukii

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

In Teilvorhaben 2 (Federfuhrung Insect Services GmbH) sollte eine effektive Pull-Methode zur Bekdmpfung
von D. suzukii entwickelt werden. Voraussetzung dafir ist die Identifikation hochwirksamer, attraktiver
Duftstoffe im Laborversuch mit der anschlieRenden Uberpriifung der Wirksamkeit der Lockstoffe im
Gewachshaus bzw. im Halbfreiland und Freiland. Die in einem Vorgangerprojekt entwickelte Lockstofffalle
gegen die Kirschessigfliege sollte hinsichtlich des Fallendesigns und der Spezifitdt der Lockstoffe weiter

verbessert und der Fangerfolg der optimierten Falle im Freiland Uberprift werden.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

In Teilvorhaben 2 wurden insgesamt funf Arbeitspakete bearbeitet. In Rahmen von AP 1 und AP 2 wurden
attraktiv bzw. repellent wirkende synthetische Duftstoffe identifiziert. Die Arbeiten in AP 3 beinhalteten die
Optimierung der bereits vorhandenen Massenfangfalle hinsichtlich der Spezifitdt des Lockstoffes. Ziel der
Arbeitspakete 5 und 6 war die Uberpriifung der Wirksamkeit der push- wie auch der pull-Matrizen der zu

etablierenden alternativen, umweltschonenden Bekampfungsstrategie.

AP 1 Identifizierung repellenter synthetischer Duftstoffe

Mit ausgewahlten, repellent wirkenden Substanzen wurden Versuche zu Dosis-Wirkungsbeziehungen
durchgefiihrt, die Duftstoffe wurden in unterschiedlicher Menge und Konzentration hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass bei einigen Substanzen deutlich abschreckende
Verhaltensantworten bei Verwendung von hdheren Konzentrationen und Mengen erzielt wurden. War die
Dosierung dagegen zu niedrig, flhrte dies in einigen Fallen zum Verlust der Wirkung bzw. wirkten die
Substanzen dann sogar attraktiv.

Mit vier repellent wirkenden Substanzen wurden, zur Unterstitzung der Arbeiten beim Kooperationspartner
RLP AgroScience, Untersuchungen zur Verhinderung der Eiablage von D. suzukii durchgefuhrt. In diesen
Versuchen fuhrte nur der Einsatz von BA im Vergleich zur Kontrolle zu einer stéarkeren Reduktion der Eiablage.

Die statistische Auswertung der Daten mittels t-Test zeigte aber keinen signifikanten Unterschied an.

AP 2 Identifizierung attraktiver synthetischer Duftstoffe

Mit 17 auf Grundlage einer Literaturrecherche ausgewahlten fruchtspezifischen Substanzen wurden Versuche
zur olfaktorischen Wirkung dieser Duftstoffe auf die Kirschessigfliege durchgefiihrt. Es wurden sechs attraktiv
wirkende Duftstoffe identifiziert, bei diesen Substanzen zeigten sich bei Verwendung von 1pl Testsubstanz
signifikante Unterschiede bezuglich der Fangquoten von Test- und Kontrollschalen. Die Fangquoten lagen in
den Versuchen jedoch auf einem niedrigen Niveau von knapp 40% bis 60%. Bei hdherer Dosierung (3ul)
konnte fir drei der Substanzen eine deutliche Steigerung der Fangquote auf bis zu 80% nachgewiesen
werden. Mit insgesamt acht Substanzen wurden zudem Zweier-Kombinationen (in unterschiedlichen Mengen)
getestet, dabei trat bei einer Substanzkombination ein leichter synergistischer Effekt bei der anlockenden
Wirkung auf.

AP 3 Optimierung der IS-Falle

Die Optimierung des aus einem Vorgangerprojekt bereits vorhandenen Fallen-Prototyps sollte mittels

baulicher Veranderungen sowie durch Verbesserung der Selektivitat des Lockstoffes erfolgen.
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AP 3.1 Optimierung des Fallendesigns

Fir dieses Arbeitspaket stellte Insect Services dem Kooperationspartner RLP AgroScience mehrere Fallen-
Prototypen zur Verfigung. Dort wurden vor Ort bauliche Veranderungen vorgenommen und die Fallen im
Freiland getestet. Mittels dieser Untersuchungen konnte der optimale Durchmesser der Einfluglécher fiir den
Zielorganismus D. suzukii ermittelt werden. Damit Iasst sich der Beifang von gréf3eren Nicht-Zielorganismen

deutlich reduzieren.

AP 3.2 Optimierung der Spezifitit des Lockstoffes

Ziel war es, durch die Zugabe von fruchtspezifischen Duftstoffen eine erhohte Selektivitat der Falle zu
erreichen. Im Fokus stand dabei die im Vergleich zur Kirschessigfliege deutlich kleinere Art D. subobscura,
die sehr haufig als Beifang in den Fallen gefunden wird. Fir diese Versuche wurden vier hochgradig
fruchtspezifische Substanzen ausgewahlt, die in unterschiedlichen Mengen (und in Kombination mit
verschiedenen Fangflissigkeiten) mit dem Fallen-Prototyp getestet wurden. Eine Erhéhung der Selektivitat
konnte aber durch die Zugabe dieser Duftstoffe nicht erreicht werden. Die Ergebnisse der Versuche belegen,
dass die getesteten Substanzen bei Einsatz in den Fallen nur in Kombination mit Lebensmittelgemischen als
Fangflissigkeit ihre attraktive Wirkung entfalten. Ohne dieses ,Hintergrund-Duftstoffoouquet” liegen die
Fallenfange von D. suzukii in einem deutlich niedrigeren Bereich. Dies ist bemerkenswert, da somit davon
ausgegangen werden muss, dass keine Falle entwickelt werden kann, die nur auf dem Einsatz synthetischer
Lockstoffe basiert.

AP 3.3 Validierung der Falle im Freiland

Von der RLP AgroScience wurden verschiedene Fallen-Varianten in Obst- und Beerenobst-Kulturen sowie in
Wildhabitaten unter Freilandbedingungen getestet. Die Versuche in den isolierten Weinbergen in der Nahe
von Potsdam (Insect Services) sind weggefallen. Stattdessen wurden von Insect Services ergdnzende
Laborversuche zur Eiablagereduktion (s. AP 1) wie auch verschiedene Experimente zur Wirkung der push-

und pull-Komponenten ibernommen.

AP 5 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,push® und der ,,pull“-Matrix

AP 5.1 Bestimmung der biologischen Wirksamkeit der ,,pull“-Matrix in Bioversuchen

Die in AP 2 identifizierten, attraktiven Substanzen wurden vom Kooperationspartner Nanopool in
verschiedenen Mengen und Konzentrationen in eine SiO2-Matrix eingebaut. Dies erfolgte sowohl mit als auch
ohne die Zugabe von Cyclodextrinen. In anschlieRenden Bioassays zur Wirksamkeitsprifung mit D. suzukii

wurde in fast allen Fallen eine deutliche Reduktion bzw. der Verlust der attraktiven Wirkung festgestellt.

AP 6 Validierung der Push&Pull-Strategie

In Arbeitspaket 6 sollten die Einzelkomponenten der zu etablierenden Push&Pull-Strategie hinsichtlich ihrer
gemeinsamen Wirksamkeit gegen D. suzukii untersucht werden. Mittels sogenannter simulated-use Versuche
wurden diese Untersuchungen zusammengefasst, d.h., dass in jedem Versuch die push- wie auch die pull-
Komponente zum Einsatz kam.

Als pull-Komponente wurde der Fallen-Prototyp mit einer Fangflissigkeit bestehend aus Merlot, Apfelessig
und Wasser sowie den Duftstoffen PE, einer wassrigen AC-L6sung und IA in den Gazezelten eingesetzt. Als
push-Komponente wurde BA verwendet, diese repellent wirkende Substanz wurde in verschiedenen Mengen
eingesetzt und es wurde die Abgabe von unterschiedlichen Tragermaterialien untersucht

(Dispenserfaschchen, Membranscheibe, SiO2-Matrix plus Emulgator mit eingebundenem BA,
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Maiskolbengranulat). Um die Bedingungen im Freiland moglichst gut zu simulieren, kamen in den
Experimenten Pflanzen und Wirtsfriichte zum Einsatz. Am Ende des Versuchs wurden die im Zelt verbliebenen
Individuen und die mit der Falle gefangenen Tiere bonitiert und in den Wirtsfrichten wurden die Larven der
Kirschessigfliegen gezahlt. Die Ergebnisse dieser im Labor durchgefiihrten anwendungsorientierten Versuche
zeigen zum einen, dass sich die Fangquoten der Lockstofffalle (pull-Komponente) deutlich reduzieren, sobald
Duftstoffe von Pflanzen und Wirtsfriichten hinzukommen. Zum anderen belegen die Ergebnisse, dass die
Wirkung der push-Komponente von der im Versuch eingesetzten Menge und Konzentration des Repellents
abhangt. Die in den Luftraum abgegebene Menge der abschreckend wirkenden Substanz wird dabei stark
vom verwendeten Tragermaterial/Dispenser bestimmt. In den simulated-use Versuchen wurden die besten
Ergebnisse (= niedrige Zahl abgelegter Eier) mit hohen Repellentmengen bei Abgabe von der
Membranscheibe und vom Maiskolbengranulat erzielt. Die mittels der SiO2-Matrix direkt auf die Blatter
ausgebrachte Menge BA fiihrte bei geringer Konzentration (2% BA) dazu, dass die abschreckende Wirkung
in eine anlockende Wirkung uberging. Auch bei héherer Konzentration (9% BA) konnte keine Reduktion der
Eiablage beobachtet werden, zudem traten bei den eingespriihten Pflanzen phytotoxische Langzeitschaden

auf.

3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Im Labor wurden mit den durchgeflihrten Bioassays sowohl verschiedene attraktive wie auch repellente
Duftstoffe identifiziert. Mittels der Untersuchung von Dosis-Wirkungsbeziehungen konnte fir die
verhaltensmodifizierenden Substanzen und Substanzkombinationen der beste Wirkungsgrad ermittelt werden.
Bemerkenswert ist dabei, dass einige Duftstoffe in Abhangigkeit der Konzentration entweder repellent oder
attraktiv wirken.

Der bereits vorliegende Fallen-Prototyp konnte durch bauliche Veranderungen (Grofie der Einfluglécher)
dahingehend optimiert werden, dass der Beifang von gréReren Nicht-Zielorganismen weitestgehend
ausgeschlossen wurde. Die angestrebte Erhéhung der Selektivitat der Falle vor allem im Hinblick auf die sehr
haufig auftretende Essigfliegenart D. subobscura wurde durch die Zugabe von fruchtspezifischen Substanzen
allerdings nicht erreicht. Die diesbezuglich erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Entwicklung eines
Lockstoffes ausschlieRlich bestehend aus synthetischen Duftstoffen als unrealistisch einzuschatzen ist.

Mit den etablierten anwendungsorientierten Versuchen (simulated-use) zur Uberpriifung der Wirkung der
push- und der pull-Komponente kénnen bereits im Labor Aussagen Uber deren Effektivitat getroffen werden.
Die erzielten Ergebnisse dienten im Projekt als Entscheidungsgrundlage, auf die geplanten kosten- und
zeitintensiven Freilanduntersuchungen zu verzichten. Generell ist der erfolgreiche Einsatz von Repellents
(push-Komponente) in der Schadlingsbekampfung eng an die verwendeten Dispenser gekoppelt. Diese
mussen unter Freilandbedingungen die Abgabe des Repellents iber einen langeren Zeitraum bei gleichzeitig
konstant hohen Abgaberaten gewahrleisten. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche belegen, dass der
abschreckend wirkende Duftstoff in der SiO2-Matrix bei zu geringer Konzentration eine anlockende Wirkung
auf die Kirschessigfliege entfaltete. Bei héherer Konzentration war kein verhaltensmodifizierender Effekt
erkennbar, bei den eingesprihten Pflanzen traten aber phytotoxische Langzeitschdden auf. Mit dem
verwendeten Maiskolbengranulat konnten hingegen erste positive Ergebnisse produziert werden. Das
nachhaltige, biologisch abbaubare Granulat stellt als Tragermaterial fur Duftstoffe ein Novum dar und kénnte
im Rahmen von alternativen, umweltschonenden Bekampfungsmalinahmen als innovative Dispensertechnik

eine grolRe Verbreitung finden.
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Teilvorhaben 3: Entwicklung einer SiO2-Cyclodextrin-Matrix zur Einbindung repellenter und attraktiver
Duftstoffe fiir Drosophila suzukii

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Ziel des Teilvorhabens 3 (Federfiihrung Nanopool GmbH) war die Entwicklung einer funktionalen SiO,-

Cyclodextrin-Matrix zur Einbindung von Duftstoffen flir den Einsatz im Pflanzenschutz. Diese Matrix sollte

sowohl attraktive als auch repellente Wirkstoffe kontrolliert freisetzen, ohne phytotoxische Effekte an den

Kulturpflanzen zu verursachen. Im Fokus stand dabei insbesondere die Herstellung einer phytokompatiblen

Formulierung sowie die Optimierung von Komplexierung, Einbindung und Freisetzung der Wirkstoffe.

2. Bearbeitete Arbeitspakete
Im Rahmen des Teilvorhabens wurden vier aufeinander abgestimmte Arbeitspakete bearbeitet, die jeweils

unterschiedliche Aspekte der Entwicklung und Bewertung der SiO,-Cyclodextrin-Matrix abdeckten.

AP 4.1 Entwicklung einer nicht phytotoxischen SiO,-Cyclodextrin-Matrix

In diesem Arbeitspaket wurde eine wasserbasierte Matrix auf Basis von Siliciumdioxid entwickelt, die [3-
Cyclodextrin zur Einbindung von Duftstoffen enthielt. Ziel war die technische Optimierung der Matrix
hinsichtlich Homogenitat, Stabilitat und Herstellungsverfahren. Zusatzlich wurde die Pflanzenvertraglichkeit
der Matrix und ihrer Einzelkomponenten in umfangreichen Versuchsreihen gepriift, insbesondere im Hinblick
auf mogliche phytotoxische Effekte. Die Applikation erfolgte auf verschiedene Kulturpflanzen, wobei sich die

Matrix als vertraglich erwies.

AP 4.2 Einbindung verschiedener Repellentstoffe in die Matrix

Die Einbringung repellenter Duftstoffe erfolgte zunachst ohne Cyclodextrine, um die chemische Kompatibilitat
mit der Matrix zu prifen. Nach positiven Stabilitdtstests wurden auch Cyclodextrin-Komplexe ausgewahlter
Repellentstoffe hergestellt, diese zeigten jedoch teilweise unerwinschte Wirkungsverluste oder
Umkehrwirkungen (attraktive statt repellente Effekte). Daher wurde der Fokus auf die direkte Einbringung der
Wirkstoffe in die SiO,-Matrix gelegt. Die optimierten Formulierungen wurden auf ihre repellente Wirkung

gegenuber Drosophila suzukii bei den Kooperationspartnern getestet (double choice Versuche).

AP 4.3 Einbindung attraktiver Duftstoffe in die Cyclodextrin-Matrix

In Abstimmung mit den Projektpartnern und auf Basis wissenschaftlicher Literatur wurden 17 potenziell
attraktive Verbindungen identifiziert und in Gazezeltversuchen auf ihre Anlockwirkung getestet. Einige
Substanzen zeigten unverdiinnt eine erhdhte Attraktivitat. Die anschlielende Einbindung in die SiO,-Matrix
fuhrte jedoch zu einem fast vollstandigen Verlust der Anlockwirkung, unabhangig von der
Einbindungsmethode (mit oder ohne Cyclodextrine). Die Hypothese lautet, dass hydrophile Substanzen nicht

effizient in die Matrix eingebunden werden kénnen.

AP 4.4 Bestimmung der Abgaberate der Duftstoffe (GC/MS)

Urspriinglich war eine Freisetzungsanalyse vorgesehen, die aus organisatorischen Grinden nicht
durchgefiihrt werden konnte. Stattdessen wurde der tatsachlich eingebundene Anteil eines exemplarischen
Cyclodextrin-LI-Komplexes mittels GC/MS bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur ein geringer Teil der
urspriinglich eingesetzten Duftstoffmenge im Cyclodextrin gebunden war. Abhangig vom verwendeten

Lésungsmittel (Aceton oder Wasser) lag diese bei 5% (Aceton) bzw. zwischen 0,04% und 0,14% (Wasser).
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Zudem bestatigte sich, dass der Lésungsprozess im Wasser Uber einen langeren Zeitraum andauert. Dies

unterstreicht die Herausforderungen bei der kontrollierten Wirkstofffreisetzung aus der Matrix.

3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Es konnte sowohl eine SiO,-Cyclodextrin-Matrix sowie eine SiO,-Matrix entwickelt werden, die als
Tragersysteme fir Duftstoffe dienen. Die Basis-Formulierungen der Matrizen zeigten bei Applikation auf
verschiedene Pflanzenarten keine phytotoxischen Effekte. Auch nach Einbindung verschiedener Cyclodextrin-
Duftstoff-Komplexe zeigten sich keine phytotoxischen Reaktionen. Bei Kontakt des Spritzbelags mit Wasser
kam es noch nach Wochen zu einer leichten Geruchsentwicklung des komplexierten Repellents. Jedoch
konnte in anschlielenden double choice Versuchen mit D. suzukii keine Langzeitwirkung Gber 24 Stunden
hinaus nachgewiesen werden. Daher wurde die Cyclodextrin-Komplexierung mit den Repellentien verworfen
und diese direkt in die SiO,-Matrix eingearbeitet. Dies fiihrte bei héherer Duftstoff-Konzentration und direkter
Applikation auf die Pflanzen zu phytotoxischen Reaktionen an diesen. Die Einbindung attraktiver Duftstoffe in
die Matrizen — mit und ohne Cyclodextrin — fiihrte weitgehend zum Verlust der Anlockwirkung gegeniber
D. suzukii. Wahrscheinlich liegt dies an der unzureichenden Einlagerung hydrophiler Substanzen in die
Matrixstruktur.

Die im ursprunglich geplanten Umfang nicht realisierte GC/MS-Analyse der Abgaberate wurde durch eine
Alternativuntersuchung ersetzt: Dabei wurde gezeigt, dass nach Komplexierung lediglich ein Bruchteil des
Wirkstoffs tatsachlich im Cyclodextrin gebunden vorlag. Mit Aceton konnten etwa 5% der urspriinglichen
Menge wieder freigesetzt werden, mit Wasser hingegen nur <1%. Dies zeigt die deutliche

Lésungsmittelabhangigkeit der Freisetzbarkeit.
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