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Kurzzusammenfassung

Abkurzungsverzeichnis

LCso letale Konzentration fur 50% der behandelten Tiere
LDso: letale Dosis fur 50% der behandelten Tiere

LOEL: Lowest Observed Effect Level

mg: Milligramm

Mg: Mikrogramm

MQ: 4-Methylchinazolin

ng: Nanogramm

nl: Nanoliter

pg: Pikogramm

RR-HDL: (4R,5R)-5-Hydroxy-4-decanolid
RS-HDL.: (4R,5S)-5-Hydroxy-4-decanolid

SD: Standardabweichung (engl. standard deviation)

1 Kurzzusammenfassung

Insektizide werden weltweit in groRem Malstab im Pflanzenschutz eingesetzt und kdnnen auf
verschiedenen Wegen auch in nitzliche Nichtzielorganismen gelangen. Neben letalen Effek-
ten konnen sie hier auch weniger offensichtliche, subletale Effekte haben. In Voruntersuchun-
gen wurde gezeigt, dass subletale Dosen des neurotoxischen Neonicotinoids Imidacloprid die
Uber Pheromone vermittelte Partnerfindung und die Wirtsfindung der parasitischen Wespe
Nasonia vitripennis drastisch storen. In Teilprojekt 1 wurde an N. vitripennis und zwei weiteren
Arten parasitischer Wespen (Lariophagus distinguendus und Leptopilina heterotoma) unter-
sucht, ob auch das weiterhin zugelassene Neonicotinoid Acetamiprid sowie drei Vertreter an-
derer Wirkstoffklassen, die auf cholinerge Neuronen des Nervensystems von Insekten wirken
(Dimethoat, Flupyradifuron und Sulfoxaflor), ahnliche Effekte haben. Hierzu wurde das phero-
monvermittelte Paarungsverhalten und die Wirtsfindung behandelter Wespen und unbehan-
delter Kontrolltiere mittels computergestitzter Biotestverfahren quantitativ analysiert. Es zeigte
sich, dass subletale Dosen aller vier Wirkstoffe bei mindestens einer der getesteten Arten die
pheromonvermittelte sexuelle Kommunikation und/oder die olfaktorische Wirtsfindung beein-
trachtigten. Die Ergebnisse des Teilprojektes deuten somit darauf hin, dass subletale Dosen
von Insektiziden, welche auf die cholinergen Neuronen von Insekten abzielen, den Geruchs-
sinn und das Paarungsverhalten parasitischer Wespen stéren. Es muss davon ausgegangen
werden, dass dies deren wichtige Funktion als natiirliche Gegenspieler in Okosystemen nega-
tiv beeinflusst.
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Einleitung

2 Einleitung

Die letalen und subletalen Effekte von Pestiziden auf Nichtzielorganismen werden als eine der
Ursachen flr den derzeit stattfindenden Rickgang von Insekten angesehen [1, 2]. Insbeson-
dere die neurotoxischen Neonicotinoid-Insektizide sind hier in die Kritik geraten, jedoch kon-
zentrierte sich die Forschung bislang hauptsachlich auf Bestauber [3-6], obwohl auch andere
nitzliche Nichtzielorganismen wie parasitische Wespen (Parasitoide) betroffen sein konnen
[7-10]. Parasitische Wespen entwickeln sich typischerweise auf oder in anderen Insekten und
spielen als natirliche Gegenspieler eine enorm wichtige Rolle fir das Funktionieren terrestri-
scher Okosysteme [11]. Wie bei den meisten Insekten ist der chemische Sinn von zentraler
Wichtigkeit fir den Reproduktionserfolg parasitischer Wespen. Unsere Voruntersuchungen
am Modellorganismus Nasonia vitripennis haben gezeigt, dass subletale Dosen des Neonico-
tinoids Imidacloprid die chemisch vermittelte Partner- und Wirtsfindung drastisch behindern
[12]. Mit subletalen Dosen behandelte Weibchen reagierten nicht mehr auf das mannliche Se-
xualpheromon und beide Geschlechter zeigten ein verandertes Verhalten wahrend der Balz,
sodass die Verpaarungsrate im Vergleich zu den Kontrollen um bis zu 80% zurtickging. Zudem
waren behandelte Weibchen weniger erfolgreich bei der olfaktorischen Wirtsfindung. Ahnliche
Ergebnisse ergab eine kurzlich erschienene Studie zu der verwandten Art Spalangia endius
[13]. Diese Befunde deuten darauf hin, dass der Geruchsinn der parasitischen Wespen durch
subletale Dosen von Neonicotinoiden beeintrachtigt wird, sodass diese Wirkstoffgruppe deren
Effektivitat als natlrliche Feinde auch in der Natur negativ beeinflussen durfte. Fur allgemei-
nere Ruckschliusse mussen jedoch weitere Arten und Verbindungen mit ahnlichem Wirkme-
chanismus untersucht werden.

Aufgrund der Vielzahl von Studien, die negative Effekte von Neonicotinoiden auf Nichtzielor-
ganismen gezeigt haben, wurde der Freilandeinsatz von drei der am haufigsten eingesetzten
Wirkstoffe Imidacloprid, Clothianidin und Thiamethoxam 2018 von der EU verboten'. Jedoch
sind andere Neonicotinoide wie Acetamiprid sowie Insektizide mit einem ahnlichen Wirkme-
chanismus weiterhin zugelassen. Neonicotinoide wirken als Agonisten auf nicotinerge Acetyl-
cholinrezeptoren (nNAcChR) und I6sen eine unkontrollierte Dauerreizung des Rezeptors aus
[6]. Da die synaptische Ubertragung in sensorischen Systemen einschlieRlich des Geruchs-
sinns bei Insekten hauptsachlich cholinerg erfolgt [14], ist nicht auszuschliel3en, dass die bei
N. vitripennis gefundenen subletalen Effekte von Neonicotinoiden bei Insekten generell auftre-
ten. Zudem wirken auch andere Wirkstoffklassen, die Neonicotinoide in Zukunft ersetzen sol-
len [15], als Agonisten auf das cholinerge System (z.B. das Sulfoximin-Derivat Sulfoxaflor und
das Butenolid-Derivat Flupyradifuron). Auch die seit langem als Insektizide eingesetzten Or-
ganophosphorsaureester (z.B. Dimethoat) wirken als Acetylcholinesterase-Inhibitoren auf das
cholinerge System von Insekten. Somit sind ahnliche subletale Effekte auf den Geruchsinn
von Insekten, wie sie bei den Neonicotinoiden gefunden wurden, auch bei diesen Wirkstoff-
klassen denkbar. Im Falle von Sulfoxaflor zeigte z.B. eine Studie an Hummeln, dass die Ex-
position von Kolonien gegeniber subletalen Dosen die Zahl der Nachkommen reduzierte [15].
Zudem wird das assoziative Lernvermégen von Bienen durch subletale Dosen von Sulfoxaflor
und Flupyradifuron gestort [16, 17]. Eine Studie mit geringeren, feldrealistischen Dosen von

"Presseinformation BLV (https://www.bvl.bund.de/DE/04_Pflanzenschutzmittel/06_Fachmeldun-
gen/2018/2018_08_22_Fa_Widerruf_Neonikotinoide.html)
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Aufgabenstellung

Sulfoxaflor stellte hingegen keine negativen Effekte auf das Lernvermdgen von Honigbienen
und Hummeln fest [18]. Auch fur Dimethoat wurden in einer vergleichenden Studie keine ne-
gativen Effekte auf das olfaktorische Lernvermdgen von Honigbienen festgestellt [19].

Weitgehend ungeklart ist noch, auf welchem Weg parasitische Wespen mit subletalen Dosen
der Wirkstoffe in Kontakt kommen kénnen. Da viele Arten floralen und extrafloralen Nektar als
Kohlenhydratquelle nutzen, ist wie bei Bestaubern eine Aufnahme auf diesem Weg méglich
[8, 10]. Auch das aktiv von Pflanzen ausgeschiedene Guttationswasser, welches hohe Gehalte
an Insektiziden enthalten kann [20-23], wird von parasitischen Wespen als Nahrstoffquelle
verwendet [24]. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass parasitische Wespen Neonicotinoide
bereits durch bloRen Kontakt mit systemisch behandelten Pflanzen aufnehmen [9]. Aufgrund
der besonderen Lebensweise parasitischer Wespen stellt sich jedoch insbesondere die Frage,
ob die Wirkstoffe in biologisch aktiven Dosen auch Uber mit subletalen Dosen belastete Wirts-
organismen aufgenommen werden kénnen und dann die beschriebenen Effekte ausldsen.

3 Aufgabenstellung

Basierend auf den bislang vorliegenden Ergebnissen zum Nasonia-Modellsystem [12] und gut
etablierten Biotestverfahren fir zwei weitere Parasitoidenarten (Lariophagus distinguendus
und Leptopilina heterotoma) sollen in dem Projekt die subletalen Effekte eines weiterhin (be-
schrankt) zugelassenen Neonicotinoids (Acetamiprid) sowie von Vertretern dreier ebenfalls
auf das cholinerge System wirkender Wirkstoffgruppen (Sulfoximine: Sulfoxaflor, Butenolide:
Flupyradifuron, Organophosphorsaureester: Dimethoat) (Abbildung 1) untersucht werden.
Hierbei sollen insbesondere die Fragen beantwortet werden, ob subletale Dosen der vier Wirk-
stoffe die Pheromonkommunikation und das Paarungsverhalten, die olfaktorische Wirtsfin-
dung und die Fertilitdt (Nachkommenzahl) der parasitischen Wespen negativ beeinflussen.

Zudem soll mit dem Leptopilina-Modellsystem an einem der Wirkstoffe (Dimethoat) untersucht
werden, ob biologisch aktive, subletale Dosen Uber die Nahrungskette (Wirtsnahrung - Wirt
- Parasitoid) von den parasitischen Wespen aufgenommen werden kénnen und dann ahnli-
che Effekte wie in applizierter Form haben. Urspriinglich geplante Versuche mit einem weite-
ren Modellsystem (Cotesia marginiventris) liefien sich aufgrund der Corona-Pandemie nicht
realisieren.

CH S F CH
3 //N H3C\ // a N 3

%, CF 0—R | _CHs

= N N7 7\ F RN S
| I HsC—0 S CHs N X ol d N—c=
= CHs NH F. p N—C=N
c” N 0—4 N
o} o ¢
a b c d

Abbildung 1: Strukturformeln der vier untersuchten Wirkstoffe. a) Acetamiprid, b) Dime-
thoat, c) Flupyradifuron, d) Sulfoxaflor
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Vorgehensweise und Ergebnisse

4 Vorgehensweise und Ergebnisse

4.1 Versuche mit dem Modellsystem Nasonia vitripennis

N. vitripennis ist in den vergangenen Jahrzehnten zu einem intensiv erforschten Modellorga-
nismus geworden [25]. Die Wespen haben eine Grée von 1-2 mm und parasitieren die Pup-
pen verschiedener Fliegenarten. Fir die Experimente wurden die Wespen auf Puppen der Art
Lucilia caesar geziichtet. Mannchen produzieren in ihrem Abdomen ein Sexualpheromon, wel-
ches attraktiv auf unverpaarte Weibchen wirkt. Das Pheromon besteht aus den drei Kompo-
nenten (4R,5S)-5-Hydroxy-4-decanolid (RS-HDL), (4R,5R)-5-Hydroxy-4-decanolid (RR-HDL)
und 4-Methylchinazolin (MQ) [26, 27]. Nach der Paarung suchen die Weibchen nach geeigne-
ten Wirten, um ihre Eier abzulegen. Diese Wirte finden sie durch olfaktorische Reize, welche
die Wirte passiv abgeben (Steiner and Ruther, 2009).

411 Verabreichung der Wirkstoffe

Um den Bereich subletaler Dosen flir die Wirkstoffe einzugrenzen, wurde deren akute Toxizitat
bei N. vitripennis getestet. Hierfir wurden ausgehend von einer Stammlésung (1 mg/ml, in
Aceton) Verdunnungsreihen erstellt und jeweils 210 nl dieser Verdinnungen mit einem Mikro-
injektor auf die Abdomenspitze der auf Eis gekihlten Wespen appliziert (je 3 x 8 Mannchen
und Weibchen pro Wirkstoff und Dosis). Kontrolltiere wurden mit reinem Aceton behandelt. Die
Mortalitat der Wespen wurde 72 Stunden nach der Applikation bestimmt. Diese Daten wurden
mithilfe des Online-Tools Quest Graph™ LDsq_Calculator an eine Sigmoidalfunktion ange-
passt, um die Dosis-Wirkungsbeziehung der Wirkstoffe zu ermitteln. Zudem wurde die Dosis
bestimmt, bei der 50% der behandelten Tiere starben (LDso). Die bei N. vitripennis ermittelte
akute Toxizitat ergab annaherungsweise folgende Reihung: Flupyradifuron < Acetamiprid =
Sulfoxaflor < Dimethoat (Tabelle 1, Abbildung 2).

Fur die Biotests wurden fir jeden Wirkstoff je nach Versuch 2-4 verschiedene subletale Dosen
getestet. Fiir die zu testenden Dosen wurde mit Hilfe der Software die jeweilige Uberlebensrate
berechnet. Diese sollte mdglichst bei = 60% liegen.

Tabelle 1: LDso-Werte und die fur die Biotests mit der Art N. vitripennis verwendeten sub-
letalen Dosen der vier getesteten Wirkstoffe.

Wirkstoff LDso In den Biotests getestete Doserl (ng/Wespe)
(ng/Wespe) (gemaf Sigmoidalfunktion berechnete Uberlebensrate in %)

Acetamiprid 12,6 0 (()éij zé%? (2,21) (%j)

o 1 % | en | e | ow

Flupyradifuron 102 0 ?9?5? ?9?33 (2(1))

Sulfoxaflor 14,9 0 (()95;? 2935)’ f;:; ?725;
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@ Acetamiprid @ Dimethoate @ Flupyradifurcne

Survivorship (Proportion)

Applied Dose (pg)

Abbildung 2: Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe Acetamiprid, Dimethoat, Flupyra-
difuron und Sulfoxaflor bei N. vitripennis. Die Mortalitat wurde 72 Stunden
nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (geldst in 210 nl Ace-
ton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8 Individuen).

4.1.2 Effekte auf die Pheromonkommunikation

In diesem Versuch sollte die Reaktion mit subletalen Dosen der vier Wirkstoffe behandelter
Weibchen auf das mannliche Sexualpheromon untersucht werden. Hierzu wurde ein Vier-Fel-
der-Olfaktometer benutzt [28], welches aus einer kreisrunden Glasarena von 10 cm Durch-
messer bestand. Die Arena wurde durch Markierungen in 4 gleichgroRe Felder geteilt. In je-
dem Feld befand sich eine gefraste Mulde (Durchmesser 1 cm). Zwei gegenliberliegende Fel-
der wurden als Test- bzw. Kontrolifeld definiert, die verbleibenden Felder waren neutrale Uber-
gangszonen. In Test- und Kontrollmulde wurden mit einer synthetischen Pheromonlésung (200
ng RS-HDL, 100 ng RR HDL, 5 ng 4-MQ) bzw. Dichlormethan (Kontrolle) behandelte Filterpa-
pierscheibchen platziert. N. vitripennis-Weibchen wurden mit 210 nl Aceton (Kontrolle) oder
einer der drei bzw. vier subletalen Wirkstoffdosen behandelt und nach 24 Stunden getestet.
Es wurde fur 5 Minuten aufgenommen, in welcher Mulde sich die Weibchen aufhielten. Die
Zeiten in Test- und Kontrollmulde wurden dann mit einem Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen
statistisch verglichen (n=20 pro Versuch).

Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 3 zusammengefasst. Mit Ausnahme von Sul-
foxaflor beeinflussten alle Wirkstoffe bei mindestens einer der getesteten Dosen die Phero-
monreaktion unverpaarter N. vitripennis-Weibchen. Wie bei der akuten Toxizitat zeigte Dime-
thoat den starksten Effekt. Ab der niedrigsten getesteten Dosis von 0,105 ng/Wespe wurde
die Pheromonorientierung signifikant gestort. Das am wenigsten akut toxische Flupyradifuron
wirkte erst ab einer Dosis von 21 ng/Wespe. Interessant ist der Vergleich zwischen Aceta-
miprid und Sulfoxaflor. Obwohl fur beide Wirkstoffe eine ahnliche akute Toxizitat ermittelt
wurde, unterbrach Acetamiprid bereits ab 0,63 ng/Wespe die Pheromonreaktion der Weib-
chen, wahrend diese selbst bei einer neunfach héheren Dosis von Sulfoxaflor noch das mann-
liche Pheromon bevorzugten.
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Abbildung 3: Resultate der Pheromonversuche. Dargestellt ist die Zeit, die mit ver-
schiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c)
Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder jeweils mit reinem Aceton (0 ng) be-
handelte Nasonia vitripennis-Weibchen in der Pheromon- und der Kon-
trollzone des Olfaktometers verbrachten. Box-and-Whisker Plots zeigen
den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal- und Ma-
ximalwerte (Whisker) sowie Ausreiflder (°: > 1,5 x Boxhohe, *: >3 x Box-
hoéhe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz der Weibchen
fur das mannliche Sexualpheromon an (Wilcoxon-Test fur Paardifferen-
zen, n = 20).

4.1.3 Effekte auf die Paarungshaufigkeit

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob subletale Dosen der vier Wirkstoffe das Balz-
und Paarungsverhalten behandelter Wespen beeinflussen. Fur den Versuch wurden unver-
paarte Wespen isoliert und in drei Gruppen aufgeteilt, bei denen (a) nur Weibchen, (b) nur
Mannchen oder (c) beide Geschlechter mit den Wirkstoffen behandelt wurden (n=20). Es wur-
den drei subletale Dosen der vier Wirkstoffe sowie reines Aceton (Kontrolle) appliziert. Die
Wespen wurden nach 24 Stunden zusammen mit einem Partner in eine runde Plexiglasarena
von 1,5 cm Durchmesser tberfihrt, und das Paar wurde fur 5 min unter einem Binokular beo-
bachtet. Es wurde notiert, ob eine Kopulation stattfand oder nicht. Daten der behandelten Tiere
wurden jeweils mit der Aceton-Kontrolle verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Fisher's Exact-Test.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 4 dargestellt. Der Anteil erfolgreicher Ko-
pulationen von Paaren, bei denen nur die Mannchen behandelt wurden, verringerte sich

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 1 8
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Abbildung 4: Paarungshaufigkeit von N. vitripennis-Paaren, bei denen das Mannchen,
das Weibchen oder beide Partner mit verschiedenen Dosen (Werte in den
Saulen in ng) von Acetamiprid, Dimethoat, Flupyradifuron oder Sulfoxaflor
behandelt wurden. Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle (0 ng) (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, Fisher’s
Exact Test, n=20).

signifikant bei den jeweils hochsten getesteten Dosen aller vier Wirkstoffe. Wurden nur die
Weibchen behandelt, ergaben sich nur bei Flupyradifuron und Sulfoxaflor signifikante Ef-
fekte. Wurden beide Partner behandelt, war besonders Flupyradifuron aktiv und verrin-
gerte bei allen getesteten Dosen die Paarungshaufigkeit. Acetamiprid und Sulfoxaflor hat-
ten wiederum nur bei der hdchsten getesteten Dosis einen Effekt, wahrend Dimethoat die
Paarungshaufigkeit in diesem Teilversuch nicht signifikant beeinflusste. Insgesamt zeigen
die Paarungsversuche, dass subletale Dosen aller vier Wirkstoffe das Paarungsverhalten
von Nasonia vitripennis negativ beeinflussen und eine erfolgreiche Paarung sogar voll-
standig verhindern kénnen.

4.1.4 Effekte auf die Wirtsfindung

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob die Wahrnehmung wirtsbirtiger Geruchsstoffe
durch subletale Dosen der Insektizide beeintrachtigt wird. Es wurden eiablageerfahrene Weib-
chen im Alter von 24-48 h mit den verschiedenen Wirkstoffdosen behandelt (Kontrolle: reines
Aceton) und 24 Stunden nach der Applikation in einem T-Olfaktometer getestet [12]). In dem
Olfaktometer konnten die Weibchen fur 5 min zwischen dem Geruch ihrer Wirte und keinem
Geruch (Kontrolle) wahlen. Die Aufenthaltszeiten der Weibchen in Wirts- und Kontrollzone des

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 1 9
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Olfaktometers wurden gemessen und mit einem Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen verglichen
(n=20).

Die Ergebnisse der Wirtsfindungsversuche sind in Abbildung 5 dargestellt. Auch hier zeigten
sich drastische Effekte aller vier Wirkstoffe auf das olfaktorische Orientierungsvermégen von
N. vitripennis-Weibchen. Bei allen getesteten Dosen aller vier Wirkstoffe mit Ausnahme der
geringsten Flupyradifuron- und Acetamiprid-Dosen bevorzugten die Weibchen nicht mehr den
Geruch ihrer Wirte, wahrend die acetonbehandelten Kontrollweibchen dies durchweg taten.
Bemerkenswerterweise schlug die Praferenz bei Behandlung mit Dimethoat-Dosen > 0,21
ng/Wespe sogar in eine Meidung um. Interessant ist ein Vergleich der Effekte von Sulfoxaflor
auf die Pheromonreaktion und das Wirtsfindungsverhalten von N. vitripennis-Weibchen.
Wahrend die Reaktion auf das mannliche Sexualpheromon durch keine der getesteten Dosen
unterbrochen wurde (Abbildung 3), storte der Stoff bei allen Dosen die Wahrnehmung von
Geruchsstoffen des Wirtes (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Resultate der Wirtsfindungsversuche mit N. vitripennis. Dargestellt ist die
Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Di-
methoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder mit reinem Aceton (0 ng)
behandelte Nasonia vitripennis-Weibchen in der Wirts- und der Kontroll-
zone des Olfaktometers verbracht haben. Box-and-Whisker Plots zeigen
den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal- und Ma-
ximalwerte (Whisker) sowie Ausreilder (°: > 1,5 x Boxhohe, *: >3 x Box-
hohe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz bzw. Meidung
(a, b) des Wirtsgeruches durch die Weibchen an (Wilcoxon-Test flr Paar-
differenzen, n = 20).
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4.1.5 Effekte auf die Fertilitat

Um zu untersuchen, ob subletale Dosen der vier Wirkstoffe die Fertilitdt der Weibchen beein-
trachtigen, wurden unverpaarte Weibchen isoliert und mit verschiedenen Insektizid-Dosen be-
handelt. 24 Stunden nach der Applikation wurden die Weibchen verpaart und in einer Pet-
rischale mit 10 Wirtspuppen zur Eiablage versorgt. 48 Stunden nach der Paarung wurden 10
weitere Wirtspuppen hinzugefugt. Die Petrischalen wurden 4 Wochen in einem Warmeschrank
gelagert, bis alle Nachkommen geschlipft waren. Die Anzahl der Nachkommen pro Weibchen
wurde ausgezahlt und mit einem Kruskal-Wallis-Test sowie, wenn dieser signifikant war, mit
multiplen Mann-Whitney U-Tests verglichen. Die Effekte der vier Wirkstoffe auf die Nachkom-
menzahl von N. vitripennis-Weibchen waren gering (Tabelle 2). Lediglich bei der hochsten
Dosis von Acetamiprid und der geringsten Dosis von Sulfoxaflor verringerte sich die Nachkom-
menzahl signifikant. Warum bei Sulfoxaflor der Effekt bei den héheren Dosen wieder verloren-
ging, scheint auf den ersten Blick schwer nachvollziehbar. Jedoch sind solche biphasischen
Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Biologie, Toxikologie und Medizin keine Seltenheit [29].

Tabelle 2: Resultate und statistische Auswertung der Versuche zur Fertilitat von Nasonia
vitripennis-Weibchen, die mit verschiedenen Wirkstoffdosen oder reinem Ace-
ton (0 ng, Kontrolle) behandelt wurden. P-Werte < 0.05 (rote Felder) zeigen
einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle an.

Acetamiprid Kruskal-Wallis P= 0.01451

Dosis Ong 1.05ng 2.1ng 6.3ng
Nachkommen (MW + SD) 157 £ 41 134 £ 48 152 £ 40 125 + 39
Dunn’s Test p-Wert 0.1849 0.7867 0.004691
Dimethoat Kruskal-Wallis p-Wert P=0.07257

Dosis Ong 0.21ng 0.63ng 1.05ng
Nachkommen (MW + SD) 140 £ 41 121 £ 36 111 £ 46 115 £ 51
Flupyradifuron Kruskal-Wallis P=0.6878

Dosis Ong 2.63ng 5.25ng 21ng
Nachkommen (MW + SD) 127 £ 62 127 £ 38 135 £ 51 119+ 78
Sulfoxaflor Kruskal-Wallis P=0.03373

Dosis Ong 0.52ng 1.05ng 2.63ng
Nachkommen (MW + SD) 136 + 40 96 + 55 127 + 38 123 + 25
Dunn’s Test p-Wert 0.01057 0.4818 0.06782

4.2 Versuche mit dem Modellsystem Lariophagus distinguendus

Die Art L. distinguendus ist ein kosmopolitisch verbreiteter Larval- und Puppenparasitoid ver-
schiedener Kaferarten, die sich in gelagertem Getreide vermehren [30]. Fir die Versuche
wurde L. distinguendus auf 21-28 Tage alten Larven/Prapuppen des Kornkafers Sitophilus
granarius gezuchtet, die wiederum auf Weizenkoérnern gezogen wurden. Auch L. distinguen-
dus-Mannchen nutzen zur Partnererkennung ein Sexualpheromon, welches aus cuticuldren
Kohlenwasserstoffen der Weibchen besteht und wie bei N. vitripennis ein stereotypisches
Balzverhalten auslost [31, 32]. Es wird erst bei Kontakt wahrgenommen, wenn sich die Partner
in unmittelbarer Nahe zueinander befinden. Als charakteristisches Element des Balzverhaltens
zeigen die Mannchen ein hochfrequentes Fligelschwirren (wing fanning), welches sich leicht

Projektverbund BayOkotox Teilprojekt 1 11



Vorgehensweise und Ergebnisse

beobachten und quantifizieren lasst [33]. Nach einer erfolgreichen Paarung suchen L. distingu-
endus Weibchen nach geeigneten Wirten, um ihre Eier abzulegen. Die Weibchen finden ihre
Wirte durch Geruchsstoffe, die von dem Larvalkot der Larven abgegeben werden [34, 35].

4.21 Verabreichung der Wirkstoffe

Die Applikation der vier Wirkstoffe erfolgte, wie fur N. vitripennis beschrieben. Wie bei N. vitri-
pennis wurden flr die Biotests 2-3 Dosen getestet (Tabelle 1). Die bei L. distinguendus ermit-
telte akute Toxizitat ergab annaherungsweise folgende Reihung: Dimethoat < Flupyradifuron
= Acetamiprid < Sulfoxaflor (Tabelle 1, Abbildung 6).

Tabelle 3: LDsp-Werte und die flr die Biotests mit der Art L. distinguendus verwendeten
subletalen Dosen der vier getesteten Wirkstoffe.

Wirkstoff LDs=o (ng/Wespe) (gemérsIgigfnnoiiigﬁ‘iit:tsaitijzshzZtS: Bél?llzal\ézi:;te in %)
Acetamiprid 0,54 (908) 0(’32)5 ‘()8221) ‘()é‘g
Dimethoat 1,9 (902) 0(;3)5 (()9211) (()8651;
Flupyradifuron 0,75 (902) 0(’32)5 (()é%; ‘()%‘g
Sulfoxaflor 0,21 (905) O(’gj; 0(’3(‘)5)3 0(’;8)5

@ Acetamiprid @ Dimethoate @ Flupyradifurone
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Abbildung 6: Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe Acetamiprid, Dimethoat, Flupyra-
difuron und Sulfoxaflor fur L. distinguendus. Die Mortalitat wurde 72 Stun-
den nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (geldst in 210 nl
Aceton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8 Indivi-
duen).

4.2.2 Effekte auf die Pheromonkommunikation

In diesem Versuch wurde die Reaktion von mit subletalen Dosen der vier Wirkstoffe behan-
delten Mannchen auf das weibliche Sexualpheromon untersucht. Da diese nicht in syntheti-
scher Form verflgbar sind, wurde den Mannchen in diesem Versuch als Pheromonquelle ein
frisch getoétetes Weibchen (Dummy) prasentiert. Mannchen wurden mit 210 nl reinem Aceton
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(Kontrolle) oder einer subletalen Dosis der vier Wirkstoffe behandelt und 24 Stunden spater
getestet. Das Mannchen wurde zu dem Dummy in eine Beobachtungsarena gesetzt, und es
wurden fur 5 Minuten die Anzahl von Fligelschwirrserien (wing fanning) aufgenommen. Die
Daten wurden mit einem Kruskal-Wallis Test tber alle Dosen hinweg analysiert. Wenn dieser
signifikant war, wurden die einzelnen subletalen Dosen und die Kontrolle jeweils mit einem
Dunn’s Test verglichen (n=20 pro Behandlung).

Die Ergebnisse der Pheromonversuche sind in Abbildung 7 dargestellt. Alle 4 Wirkstoffe hatten
einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Fligelschwirrserien. Sulfoxaflor zeigte hier den
starksten Effekt und bewirkte bereits ab einer Dosis von 0,021 ng/Wespe eine signifikante
Schwachung der Pheromonreaktion. Die Anzahl der Fligelschwirrserien gegentber dem
Dummy waren signifikant verklrzt.
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Abbildung 7: Resultate der der Pheromonversuche mit L. distinguendus. Anzahl der

Flugelschwirrserien (wing fanning), die mit verschiedenen Dosen der
Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaf-
lor oder jeweils mit reinem Aceton (0 ng) behandelte L. distinguendus-
Mannchen gegeniber einem toten Weibchen (Dummy) zeigten. Box-and-
Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile
(Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreiflder (°: > 1,5 x
Boxhoéhe, *: > 3 x Boxhdhe). P-Werte < 0,05 zeigen einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle an, Kruskal-Wallis Test und Dunn’s-Test fir Ein-
zelvergleiche, n = 20).
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4.2.3 Effekte auf die Paarungshaufigkeit

Im Paarungsversuch wurde untersucht, ob die subletalen Dosen der vier Wirkstoffe einen Ein-
fluss auf den Paarungserfolg der behandelten Wespen haben. Nachdem das Mannchen die
cuticularen Pheromone des Weibchens erkannt hat, beginnt die Balz. Das Mannchen reagiert
mit wing fanning auf die cuticularen Kohlenwasserstoffe [31] und steigt auf das Weibchen. Auf
dem Weibchen streicht das Mannchen die Innenseiten seiner Antennen Uber die Aul3enseiten
der Antennen des Weibchens, wahrend es weiter wing fanning zeigt. Wenn das Weibchen das
Mannchen als Partner akzeptiert, o6ffnet es seine Genitaltasche und eine Kopulation findet
statt. Wie bei N. vitripennis wurden die Wespen vor dem Schlipfen isoliert und in drei Gruppen
aufgeteilt. In den Gruppen wurden entweder nur Weibchen, nur Mannchen oder beide Ge-
schlechter mit einer Wirkstoffdosis oder zur Kontrolle mit reinem Aceton behandelt (n=20 pro
Dosis/Gruppe). Frisch geschlipfte Wespen wurden 24 Stunden nach der Applikation getestet.
Die Paare wurden, Weibchen zuerst, in eine Plexiglasarena Uberfihrt, und es wurde fir 5 min
unter einem Binokular beobachtet, ob es zu einer Kopulation kam. Die Zahl erfolgreicher Ko-
pulationen wurde zwischen behandelten und Kontrolltieren mit einem Fisher's Exact-Test ver-
glichen (n = 20 flr alle Versuche).

Die Zahl erfolgreicher Kopulationen wurde durch die Behandlung mit subletalen Dosen der
Wirkstoffe verringert (Abbildung 8). Bei Behandlung der Mannchen geschah dies flir Aceta-
miprid, Flupyradifuron und Sulfoxaflor bei mindestens einer Dosis, wahrend Dimethoat hier bei
den getesteten Dosen keine signifikanten Effekte zeigte.
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Abbildung 8: Paarungshaufigkeit von L. distinguendus-Paaren, bei denen das Mann-
chen, das Weibchen oder beide Partner mit verschiedenen Dosen (Werte
in den Saulen in ng) von Acetamiprid, Dimethoat, Flupyradifuron oder Sul-
foxaflor behandelt wurden. Sternchen kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zur jeweiligen Kontrolle (0 ng) (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001,
Fisher's Exact Test, n=20).
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Wurden die Weibchen behandelt, beeinflusste dies die Kopulationsrate fur Dimethoat, Flupy-
radifuron und Sulfoxaflor, wahrend hier Acetamiprid keine signifikanten Effekte zeigte. Wurden
beide Partner behandelt, bewirkten alle Substanzen bei mindestens einer Dosis signifikante
Abnahmen der Paarungsraten. Sulfoxaflor und Flupyradifuron waren hier bei allen getesteten
Dosen wirksam.

4.2.4 Effekte auf die Wirtsfindung

Um zu untersuchen, ob die vier Wirkstoffe die Wirtsfindung der Weibchen beeinflussen, wur-
den verpaarte Weibchen mit subletalen Dosen der vier Wirkstoffe oder mit reinem Aceton
(Kontrolle) behandelt und in einem 4-Felder-Olfaktometer getestet [35]. Das 4-Felder-Olfakto-
meter war in vier Kammern aufgeteilt, von denen zwei gegenuberliegende mit dem Test- bzw.
Kontrollstimulus bestlickt wurden (Kammer 1: Petrischale mit 150 mg Larvalkot von S.
granarius, Kammer 3: leere Petrischale). Uber den Kammern befand sich eine Laufarena aus
luftdurchlassiger, aber undurchsichtiger Polyamidgaze, sodass sich Gber den Kammern ,Duft-
felder* ausbilden kénnen. Die Weibchen wurden in eine zentrale Vertiefung der Laufarena
Uberfuhrt und konnten sich auf der Polyamidgaze frei bewegen. Die Aufenthaltszeiten der
Weibchen in den Duftfeldern (Zone 1 und Zone 3) wurden fir 5 min mittels der Observer XT
15 Software gemessen und anschlieRend mit einem Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen aus-
gewertet (n=20). Die Ergebnisse der Wirtsfindungsversuche sind in Abbildung 9 dargestellt.
Im Gegensatz zu den Paarungsversuchen, aber in Ubereinstimmung mit Nasonia vitripennis
hatte hier Acetamiprid einen starken Effekt auf die olfaktorische Reaktion der Weibchen. Di-
methoat und Sulfoxaflor stérten die Wirtsfindung jeweils nur bei den hochsten getesteten Do-
sen. Bei Flupyradifuron gab es bei der geringsten Dosis einen Effekt, der aber bei hdheren
Dosen nicht mehr auftrat. Jedoch waren hier die Praferenzen der behandelten Tiere fur den
Wirtsgeruch im Vergleich zu den Kontrollen sehr viel schwacher ausgepragt.

4.2.5 Effekte auf die Fertilitat

Die bislang dargestellten Versuche zur Partner- und Wirtsfindung beeinflussen den Fortpflan-
zungserfolg von L. distinguendus indirekt. In diesem Experiment wurde nun untersucht, ob
subletale Dosen der vier Wirkstoffe die Fertilitat behandelter Weibchen auch direkt beeinflus-
sen. Hierzu wurden Weibchen vor dem Schliipfen isoliert und nach dem Schlupf mit einer
subletalen Wirkstoffdosis oder reinem Aceton (Kontrolle) behandelt. 24 Stunden nach der Be-
handlung wurden die Weibchen mit einem Mannchen verpaart. Wenn die Paarung erfolgreich
war, wurden die Weibchen zur Eiablage in eine Petrischale gesetzt, die 100, von S. granarius
befallene Weizenkdrner enthielt. 48 Stunden nach der Paarung wurden erneut 100 befallene
Kdrner hinzugefigt. Um sicherzustellen, dass alle Nachkommen schllipfen konnten, wurden
die Petrischalen flr 5 Wochen bei 25 °C in einem Warmeschrank gelagert. Die Zahl der Nach-
kommen wurde ausgezahlt und mit einem Kruskal-Wallis-Test analysiert. War dieser signifi-
kant, erfolgte ein Vergleich der Einzeldosen mit der Acetonkontrolle mittels Dunn’s Test fur
Einzelvergleiche. Die Ergebnisse der Fertilitatstests sind in Tabelle 4 dargestellt. Demnach
verringerte nur die hdchste Dosis von Dimethoat die Anzahl der Nachkommen signifikant.
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Sulfoxaflor (ng)

Resultate der Wirtsfindungsversuche mit L. distinguendus. Dargestellt ist

die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b)
Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder jeweils mit reinem Ace-
ton (0 ng) behandelte L. distinguendus-Weibchen in der Wirts- und der
Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben. Box-and-Whisker Plots
zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal-
und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreil3er (°: > 1,5 x Boxhdhe, *: >3 x
Boxhohe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz der Weib-
chen fur den Geruch des Larvalkots von Kornkafern (Sitophilus granarius)
an (Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen, n = 20).

Tabelle 4: Resultate und statistische Auswertung der Fertilitatstests mit Lariophagus dis-
tinguendus-Weibchen, die mit verschiedenen Wirkstoffdosen oder reinem
Aceton (0 ng, Kontrolle) behandelt wurden. P-Werte < 0.05 (rote Felder) zei-
gen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle an (n=20).

Acetamiprid Kruskal-Wallis: P=0.4798

Dosis Ong 0.105ng 0.21ng

Nachkommen (MW £ SD) 58+31 63129 74124

Dimethoat Kruskal-Wallis: P=0.006481

Dosis Ong 0.105ng 0.21ng 0.63ng
Nachkommen (MW £ SD) 74132 72123 71+31 40+36
Dunn’s Test p-Wert 1 1 0.0053
Flupyradifuron Kruskal-Wallis: P=0.30169

Dosis Ong 0.105ng 0.21ng 0.42ng
Nachkommen (MW £ SD) 43+16 43116 37123 48126
Sulfoxaflor Kruskal-Wallis: P=0.5061

Dosis Ong 0.021ng 0.063ng 0.105ng
Nachkommen (MW £ SD) 68+21 69+24 51+32 62+32
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4.3 Versuche mit dem Modellsystem Leptopilina heterotoma

Die Art L. heterofoma ist ein solitérer Larvalparasitoid aus der Familie Figitidae, der verschie-
dene Drosophila-Arten einschlieBlich D. melanogater parasitiert und in der Holarktis weit ver-
breitet ist. Fiur die Versuche wurde L. heterofoma auf 2-3 Tage alten Larven von D. melano-
gaster gezichtet [36]. Weibchen von L. heterotoma produzieren in ihrer Mandibeldriise ein
Gemisch von sogenannten Iridoiden mit der Verbindung (-)-Iridomyrmecin als Hauptkompo-
nente [37]. Die Iridoide der Weibchen fungieren sowohl als Abwehrsubstanzen als auch als
Sexualpheromon, welches arteigene Mannchen tber gréRere Entfernungen (ohne Kontakt-
madglichkeit) anlockt und im Nahbereich Balzverhalten ausldst [37]. Wie bei L. distinguendus
reagieren die Mannchen wahrend der Balz auf das Pheromon, indem sie ein hochfrequentes
Flugelschwirren (wing fanning) zeigen. Nach einer erfolgreichen Paarung suchen L. hetero-
toma-Weibchen nach geeigneten Wirten, um ihre Eier abzulegen. Die Weibchen finden ihre
Wirte ebenfalls durch Geruchsstoffe. In friiheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass L.
heterotoma-Weibchen in einem Olfaktometer auf den Geruch eines mit Drosophila-Larven be-
setzten Nahrmediums reagieren [37].

4.3.1 Verabreichung der Wirkstoffe

Die Applikation der vier Wirkstoffe erfolgte, wie fur N. vitripennis beschrieben. Fir alle Biotests
wurden jeweils 3 Dosen getestet, bei denen mindestens 60% der behandelten Tiere Gberleben
(Tabelle 1). Fur die Untersuchung der Effekte der Wirkstoffe auf das pheromonvermittelte Balz-
verhalten im Nahbereich (4.3.2.2) wurden jeweils drei weitere Dosen getestet, um exempla-
risch eine Dosis-Wirkungsbeziehung zu ermitteln. Die bei L. heterotoma ermittelte akute Toxi-
zitat ergab annaherungsweise folgende Reihung: Flupyradifuron < Acetamiprid < Dimethoat =
Sulfoxaflor (Tabelle 5, Abbildung 10).

Tabelle 5: LDso-Werte und die fiir die Biotests mit der Art L. heterotoma verwendeten sub-
letalen Dosen der vier getesteten Wirkstoffe.

. In den Biotests getestete Dosen (ng/Wespe)
Wirkstoff LDso (ng/Wespe) (gemaB Sigmoidalfunktion berechnete Uberlebensrate in %)
Acetamiprid 30 0 0,105* 0,21 0,42 0,525* 0,63 1,05*
' (93) (91) (89) (85) (82) (80) (72)
Dimethoat 15 0 0,053* | 0,105 0,21 0,315* 0,42 0,63*
' (96) (94) (93) (88) (76) (80) (72)
. 0 2,1* 6,3 10,5 15,8* 21 63*
Flupyradifuron 43 (89) (89) (86) (81) (75) (68) (30)
Sulfoxaflor 12 0 0,105* 0,21 0,42 0,525* 0,63 1,05*
' (96) (96) (95) (89) (85) (80) (58)

*nur fur die Untersuchung der Effekte auf das Balzverhalten in Nahbereich (4.3.2.2)
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe Acetamiprid, Dimethoat, Flupyra-
difuron und Sulfoxaflor fur L. heterotoma. Die Mortalitat wurde 72 Stun-
den nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (geldst in 210 nl
Aceton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8 Indivi-
duen).

4.3.2 Effekte auf die Pheromonkommunikation

4.3.2.1 Effekte auf die Fernorientierung der Mannchen

Um zu testen, ob die Fernwahrnehmung (ohne Kontakt) des Weibchenpheromons durch sub-
letale Dosen der Wirkstoffe beeintrachtigt wird, wurden unverpaarte Mannchen mit verschie-
denen Dosen der Wirkstoffe behandelt und in dem beschriebenen T-Olfaktometer getestet. Im
Unterschied zu den bisher beschriebenen T-Olfaktometer-Versuchen mit N. vitripennis (siehe
Abschnitt 4.1.4) wurde das Olfaktometer in diesem Experiment senkrecht mit der Startzone
nach unten aufgestellt. Dies bewirkte aufgrund der negativ geotaktischen und positiv photo-
taktischen Reaktion, die viele Insekten zeigen [38], eine héhere Aktivitat der L. heterotoma-
Wespen. Fur diesen Versuch wurden die Aufenthaltsdauern der mannlichen Wespen in einer
Pheromonzone und einer Kontrollzone verglichen. Am Ende der Pheromonzone befand sich
ein Eppendorfgefald mit einem Stick Filterpapier auf das 5 ul eines Weibchenextraktes (ent-
sprechend 0,5 Weibchenaquivalente) appliziert wurde. Die Kontrollzone wurde mit reinem L6-
sungsmittel behandelt. Die Mannchen wurden in die Startzone gesetzt, und es wurde finf Mi-
nuten lang mithilfe der Observer XT 15 Software aufgenommen, in welcher Zone sie sich auf-
hielten. Die Zeiten, die die Mannchen in der Pheromon- bzw. Kontrollzone verbracht hatten,
wurden mit einem Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen verglichen (n=30).

Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 11 zusammengefasst. Die mit Aceton behan-
delten Mannchen bevorzugten in allen Kontrollversuchen hochsignifikant den von Weibchen
stammenden Pheromonextrakt. Jedoch beeinflussten alle vier Wirkstoffe bei jeder der getes-
teten subletalen Dosen die Reaktion der L. heterotoma-Mannchen auf das weibliche Sexu-
alpheromon. Die Aufenthaltsdauern der Mannchen in Pheromon- und Kontrollzone unterschie-
den sich bei den behandelten Mannchen nicht mehr signifikant.

4.3.2.2 Effekte auf das Balzverhalten in Nahbereich

Die Reaktion der Mannchen auf das weibliche Sexualpheromon im Nahbereich wurde prinzi-
piell durchgefiihrt, wie in Abschnitt 4.2.2 fir L. distinguendus beschrieben. Abweichend hiervon
wurde den Mannchen jedoch kein Weibchen-Dummy, sondern ein aus Weibchen hergestellter
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Abbildung 11: Resultate der Pheromonversuche (Fernorientierung) mit L. heterotoma.
Dargestellt ist die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a)
Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradifuron oder (d) Sulfoxaflor sowie
mit reinem Aceton (0 ng) behandelte L. heterofoma-Mannchen in der Phe-
romon- und der Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben. Box-
and-Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile
(Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreiler (°: > 1,5 x
Boxhohe, *: >3 x Boxhdhe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Pra-
ferenz der Mannchen fir eine der beiden Zonen an (Wilcoxon-Test fur
Paardifferenzen, n = 20).

Pheromonextrakt (5 pl entsprechend 0,5 Weibchenaquivalenten) prasentiert. Hierzu
wurde der Extrakt auf ein Filterpapierscheibchen appliziert, und es wurde nach Abdampfen
des Lésungsmittels Gber 5 min hinweg aufgenommen, wie lange die Mannchen Flugel-
schwirren zeigten. Zum Vergleich wurde Kontrolltieren mit Losungsmittel behandelte Pa-
pierscheibchen angeboten. Da die Flugelschwirrserien bei L. heterotoma deutlich langer
andauern als bei L. distinguendus, wurde nicht deren Haufigkeit, sondern deren Gesamt-
dauer aufgenommen. Die statistische Analyse erfolgte zunachst mit einem Kruskal-Wallis-
Test Uber alle Dosen hinweg. War dieser signifikant, erfolgten Vergleiche der Einzeldosen
mit der Kontrolle mithilfe des Dunn’s-Tests (n=30). Fur diesen Test wurden zusatzlich drei
weitere Wirkstoffdosen getestet (siehe Tabelle 5), um die Wirkschwelle der getesteten In-
sektizide genauer eingrenzen zu kdnnen. Anders als bei den bisherigen Versuchen waren
darunter auch solche, die Mortalitdten > 40 % verursachten. Die Ergebnisse der Versuche
sind in Abbildung 12 und Abbildung 13 dargestellt. Alle 4 Wirkstoffe hatten bei mindestens
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drei von 6 getesteten Dosen einen signifikanten Einfluss auf die Dauer des Fllgel-
schwirrverhaltens. Die Anzahl der Flugelschwirrserien gegenuber dem Pheromonextrakt
war jeweils signifikant verkirzt. Acetamiprid und Dimethoat wirkten ab einer Dosis von
0,21 ng, Sulfoxaflor ab 0,525 ng wahrend Flupyradifuron bei allen getesteten Dosen wirkte
(= 2,1 ng). Fur alle vier Wirkstoffe lagen die niedrigsten aktiven Dosen in Bereichen, bei
denen ca. 90% der behandelten Wespen Uberleben (Tabelle 5). Auch der Anteil von Mann-
chen, die Uberhaupt keine Reaktion mehr auf das Pheromon zeigten, wurde durch alle vier
Wirkstoffe dosisabhangig verringert (Abbildung 13). Die Daten dieses Versuches wurden
mithilfe des Online-Tools Quest Graph™ LDso Calculator an eine Sigmoidalfunktion ange-
passt, um Dosis-Wirkungsbeziehungen der Wirkstoffe zu ermitteln (Abbildung 14).
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Abbildung 12: Resultate der der Pheromonversuche (Balzverhalten im Nahbereich) mit
L heterofoma. Dauer des Fligelschirrens (wing fanning), die mit verschie-
denen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradi-
furon oder (d) Sulfoxaflor sowie mit reinem Aceton (0 ng) behandelte L.
heterotoma-Mannchen gegeniber einem Pheromonextrakt zeigten. Box-
and-Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile
(Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreil3er (°: > 1,5 x
Boxhohe, *: >3 x Boxhohe). P-Werte <0,05 zeigen einen signifikanten Un-
terschied zur Kontrolle an, Kruskal-Wallis Test und Dunn’s-Test fur Ein-
zelvergleiche, n = 20).
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Abbildung 13: Resultate der Pheromonversuche (Balzverhalten im Nahbereich) mit L.
heterotoma. Anteil der Mannchen, die auf den Weibchenextrakt mit Fli-
gelschwirren (wing fanning) reagierten. Mannchen wurden mit verschie-
denen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradi-
furon oder (d) Sulfoxaflor sowie mit reinem Aceton (0 ng) behandelt. Mit
Sternchen gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich signifikant von der
jeweiligen Kontrolle (*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001, Fisher's Exact Test,
n = 20).
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungsbeziehungen der vier Wirkstoffe bezliglich des Balzverhal-
tens von L. heterotoma-Mannchen gegenuber mit Pheromonextrakt be-
handelten Filterpapierscheibchen. Dargestellt ist der Anteil reagierender
Mannchen (%) in Abhangigkeit der applizierten Wirkstoffdosen. Die Daten
wurden mithilfe des Online-Tools Quest Graph™ LDsg Calculator an eine
Sigmoidalfunktion angepasst.
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4.3.3 Effekte auf die Paarungshaufigkeit

In umfangreichen Vorversuchen zeigten bereits unbehandelte L. heterotoma-Paare eine Paa-
rungshaufigkeit von unter 50%, sodass von diesem Versuch keine aussagekraftigen Ergeb-
nisse zu erwarten waren. Daher wurden die Paarungsversuche mit behandelten L. heterotoma
nicht durchgefuhrt.

4.3.4 Effekte auf die Wirtsfindung

Nach erfolgreicher Paarung suchen L. heterotoma-Weibchen die Wirtshabitate auf, um Wirts-
larven zu parasitieren. Auch hierflr ist der Geruchsinn von entscheidender Bedeutung.
Frihere Arbeiten hatten gezeigt, dass L. heterotoma-Weibchen in einem Olfaktometer den
Geruch eines mit D. melanogaster-Larven besetzten Drosophila-Zuchtsubstrates bevorzugen
[37]. Um zu untersuchen, ob die vier Wirkstoffe die Wirtsfindung von L. heterotoma beeintrach-
tigen, wurde wiederum das in Abschnitt 4.1.4 beschriebene T-Olfaktometer (senkrecht) ver-
wendet. Die an dem Arm der Wirtszone angebrachten Eppendorf-Gefalte wurden mit ca. 1 ml
Drosophila-Zuchtsubstrat bestlckt, in dem sich mindestens 5 Drosophila-Larven befanden.
Das Eppendorf-Gefald der Kontrollzone blieb leer. Die Aufenthaltsdauern der mit unterschied-
lichen Wirkstoffdosen oder Aceton (Kontrolle) behandelten L. heterotoma-Weibchen in der
Wirts- bzw. Kontrollzone des Olfaktometers wurde fir 5 min aufgenommen und mit dem Wil-
coxon-Test fur Paardifferenzen verglichen (n=30). Die Ergebnisse der Wirtsfindungsversuche
sind in Abbildung 15 dargestellt. Mit Aceton behandelte L. heterotoma-Weibchen bevorzugten
in allen Kontrollexperimenten den Wirtsgeruch. Das olfaktorische Orientierungsvermdgen der
Weibchen wurde jedoch durch alle getesteten subletalen Dosen von Dimethoat und
Flupyradifuron gestort. Sulfoxaflor hatte nur bei der hochsten Testdosis einen Effekt, wahrend
Acetamiprid in den getesteten Dosen keinen signifikanten Einfluss auf die olfaktorische
Wirtsfindung hatte.
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Abbildung 15: Resultate der Wirtsfindungsversuche mit Leptopilina heterotoma. Darge-
stellt ist die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Aceta-
miprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder mit reinem
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Aceton (0 ng) behandelte Leptopilina heterotoma-Weibchen in der Wirts-
und der Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben. Box-and-Whis-
ker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box),
Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreilder (°: > 1,5 x Box-
hohe, *: >3 x Boxhdhe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz
der Weibchen fur den Wirtsgeruch an (Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen,
n = 20).

4.3.5 Transfer der Wirkstoffe liber die Nahrungskette

In diesem Versuch sollte exemplarisch untersucht werden, ob bioaktive, subletale Mengen von
Pestiziden Uber den Wirt in Leptopilina-Wespen gelangen kénnen und dann das Verhalten der
Wespen beeinflussen. Hierzu wurde in einem Vorversuch zunachst die akute Toxizitat von
Dimethoat auf den Wirt Drosophila melanogaster untersucht. Hierzu wurden Drosophila-Zucht-
réhrchen zunachst mit flissigem Zuchtmedium (je 1,6 g Formula 4-24 Instant Drosophila Me-
dium + 10 ml Wasser) bestlckt. Zu diesem Nahrungsbrei wurden dann etwas Trockenhefe
und 1 ml einer Dimethoat-L6sung (0,0001-10 mg/ml geldst in 10% Aceton/Wasser) oder das
reine Losungsmittel (10% Aceton/Wasser, Kontrolle) hinzugefligt. Nach dem Erkalten wurden
pro Gefal® 20 erwachsene D. melanogaster oder 20 D. melanogaster Larven (L1-L2) gesetzt
(n=6). Nach 8 Tagen wurden dann die Uberlebenden Adulten bzw. die aus den Larven ge-
schliipften D. melanogaster ausgezahit. Die Uberlebensdaten wurden wiederum mithilfe von
Quest Graph™ LDso Calculator an eine Sigmoidalfunktion (Abbildung 16) angepasst, und es
wurde die LCso berechnet (Adulte: 3 pg/ml, Larven: 1,6 ug/ml). Fiur die Versuche wurden die
Konzentrationen 0 ug/ml (Kontrolle), 0,1 pg/ml (berechnete Uberlebensrate der Larven: 93%),
0,5 pg/ml (90%) und 1,0 pg/ml (74%) verwendet. Leptopilina heterotoma-Weibchen, die sich
in Drosophila-Larven der vier Behandlungen entwickelt hatten, wurden in dem Wirtsfindungs-
versuch, wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, getestet.

® [arven
® Adulte

Uberlebensrate (%)

................ e S i

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Dimethoat (pg/ml)

Abbildung 16: Dosis-Wirkungs-Kurven des Dimethoat flr Larven und Adulte von D. me-
lanogaster bei Gabe Uber das Nahrmedium. Die Mortalitat wurde 8 Tage
nach der Applikation des Wirkstoffs bestimmt. Jeweils 1 ml einer Dime-
thoat-Ldsung (in 10% Aceton/Wasser) wurde fir einen Zuchtansatz (1,6 g
Instant Nahrmedium + 10 ml Wasser) verwendet (n = 6 Wiederholungen
pro Dosis mit jeweils 20 Individuen).
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Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 17 dargestellt. Die Behandlung des Droso-
phila-Nahrmediums mit 0,1 und 0,5 ug/ml Dimethoat hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Reaktion von L. heterotoma-Weibchen auf den Wirtsgeruch. Weibchen, die sich jedoch in Dro-
sophila-Larven entwickelt hatten, deren Nahrmedium mit 1 ug/ml Dimethoat behandelt wurde,
unterschieden nicht mehr zwischen dem Wirtsgeruch und der Kontrolle. Somit kann Dimethoat
also Uber den Wirt in subletalen Dosen von L. heterotoma aufgenommen werden und dabei
die olfaktorische Praferenz fur den Wirtsgeruch unterbinden.
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Abbildung 17: Resultate der Wirtsfindungsversuche mit Leptopilina heterotoma nach
Aufnahme der Wirkstoffe Gber die Nahrungskette. Dargestellt ist die Zeit,
die L. heterotoma-Weibchen in der Wirts- und der Kontrollzone des Olfak-
tometers verbrachten. Die Weibchen hatten sich in Drosophila-Larven ent-
wickelt, deren Zuchtmedium mit subletalen Konzentrationen von Dime-
thoat behandelt worden war. Box-and-Whisker Plots zeigen den Median
(horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal- und Maximalwerte
(Whisker) sowie Ausreil3er (°: > 1,5 x Boxhohe, *: >3 x Boxhdhe). P-Werte
< 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz der Weibchen fur den Wirtsge-
ruch an (Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen, n = 20).

5 Diskussion

Die wichtigsten Ergebnisse des Teilprojektes sind in Abbildung 18 und Abbildung 19 noch
einmal vergleichend zusammengefasst. Sie zeigen, dass subletale Dosen aller vier untersuch-
ter Wirkstoffe bei mindestens einem der getesteten Modellorganismen die sexuelle Kommuni-
kation und/oder die olfaktorische Wirtsfindung beeintrachtigten. Der olfaktorische Sinn ist fur
das Leben und den Fortpflanzungserfolg von Insekten von zentraler Wichtigkeit. Alle Wirk-
stoffe wirken als Rezeptorantagonisten (Acetamiprid, Flupyradifuron und Sulfoxaflor) oder En-
zymhemmer (Dimethoat) auf cholinerge Neuronen, die u.a. an den synaptischen Ubertragun-
gen des Geruchssinns beteiligt sind [14]. Die Ergebnisse des Teilprojektes deuten somit darauf
hin, dass subletale Dosen von Insektiziden, welche auf die cholinergen Neuronen von Insekten
abzielen, den Geruchssinn parasitischer Wespen stéren. Sollten parasitische Wespen solchen
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen akuter Toxizitat und subletalen Effekten auf die
Pheromonkommunikation. Dargestellt sind Dosis-Wirkungskurven (Uber-
lebensrate) der vier Wirkstoffe bei den drei untersuchten Parasitoidenar-
ten. Die jeweils geringste Dosis, bei der bei den drei Arten negative Effekte
auf die Pheromonkommunikation auftraten (LOEL), sind durch gestri-
chelte Linien gekennzeichnet.
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen akuter Toxizitat und subletalen Effekten auf die
olfaktorische Wirtsfindung. Dargestellt sind Dosis-Wirkungskurven (Uber-
lebensrate) der vier Wirkstoffe bei den drei untersuchten Parasitoidenar-
ten. Die jeweils geringste Dosis, bei der bei den drei Arten negative Effekte
auf die olfaktorische Wirtsfindung auftraten, sind durch gestrichelte Linien

gekennzeichnet.
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Dosen unter naturlichen Bedingungen ausgesetzt sein, muss davon ausgegangen werden,
dass dies ihre Funktion als natiirliche Gegenspieler in terrestrischen Okosystemen massiv be-
eintrachtigt, auch, wenn die hier bei N. vitripennis und L. distinguendus festgestellten direkten
Effekte der Wirkstoffe auf die Nachkommenzahl eher moderat waren. Der olfaktorische Sinn
parasitischer Wespen funktioniert prinzipiell wie bei anderen Insekten auch. Daher kénnen
ahnliche Effekte, wie sie in Teilprojekt 1 gefunden wurden, bei anderen Insekten nicht ausge-
schlossen werden. Eine erfolgreiche Paarung und die Suche nach Nahrungsquellen sind ent-
scheidend fiur den Reproduktionserfolg von Insekten. Somit liefert Teilprojekt 1 auch einen
wichtigen Beitrag zum Verstandnis des in weiten Teilen der Welt zu beobachtenden Insekten-
rickgangs.

Entscheidend fir die Relevanz der erzielten Ergebnisse ist die Frage, ob die in den Versuchen
eingesetzten Dosen feldrelevant sind. Hier besteht weiterhin Forschungsbedarf, da die Auf-
nahmewege von Insektiziden bei Nichtzielorganismen noch nicht vollstandig erforscht sind. In
Teilprojekt 1 wurde flr die Verabreichung der Wirkstoffe bewusst die topikale Applikation (als
Acetonl6sung) gewahlt, da dadurch eine genaue Kontrolle der aufgenommenen Wirkstoffdo-
sen moglich war. Die Aufnahme subletaler Dosen Uber die Kutikula oder die Tarsen ist auch
ein moglicher Weg, wie Insektizide im Freiland in bioaktiven Mengen in parasitische Wespen
gelangen konnen [9]. Vermutlich spielt jedoch die orale Aufnahme von kontaminierten pflanz-
lichen und tierischen Sekreten (floraler und extrafloraler Nektar, Honigtau, Guttationswasser)
eine grofRere Rolle, da parasitische Wespen diese als Quelle fur Kohlenhydrate und andere
Nahrstoffe verwenden [8, 10, 20, 22, 23]. Experimentell lassen sich bei oraler Verabreichung
jedoch die aufgenommenen Wirkstoffmengen kaum kontrollieren, da weitgehend unbekannt
ist, welche Volumina von diesen Flussigkeiten von den oft sehr kleinen parasitischen Wespen
unter naturlichen Bedingungen gefressen werden und ob die Anwesenheit von anthropogenen
Kontaminanten das FraRverhalten beeinflussen. Uber die feldrelevanten Konzentrationen von
Insektiziden in dem Nektar behandelter Pflanzen gibt es eine Reihe von Studien, jedoch ist die
Datenlage fur die relativ neuen Wirkstoffe Flupyradifuron und Sulfoxaflor noch recht schwach.
In Tabelle 6 sind die Angaben einiger Studien zusammengefasst. Um einen ersten Uberblick
Uber die FraBmengen zu erhalten, wurde in diesem Projekt eine Methode zur gaschromato-
graphischen Zuckerbestimmung etabliert und ein FralRexperiment mit N. vitripennis durchge-
fuhrt. Hierbei fral’en N. vitripennis-Weibchen binnen 24 Stunden ca. 2 pl einer 30%igen Glu-
coseldsung. Legt man eine Frallmenge von 2 pl fur alle Modellorganismen sowie die héchsten
Literaturangaben (Tabelle 6) fir die vier Wirkstoffe zugrunde, so ndhmen parasitische Wespen
bereits Dosen auf, die nach unseren Ergebnissen bei mindestens einem der drei Modellsys-
teme subletale Effekte ausldsen wirden. Es muss zudem berlcksichtigt werden, dass manche
Wirkstoffe oral starker wirken als topikal applizierte [39] und es Hinweise darauf gibt, dass
zumindest Neonicotinoide kumulativ wirken kénnen [40]. Somit kénnte die mehrfache Auf-
nahme von sehr geringen Dosen letztlich doch zu messbaren subletalen Effekten fihren. Zu-
dem werden Insektizide oft in Kombination mit anderen Wirkstoffen (Fungizide, Herbizide) ein-
gesetzt. Uber die méglichen additiven oder synergistischen Effekte dieser Wirkstoffkombinati-
onen bei Nichtzielorganismen ist jedoch noch viel zu wenig bekannt [39]. Guttationstrépfchen
von Pflanzen, die aus gebeiztem Saatgut gezogen wurden, kénnen erhebliche Mengen an
Insektiziden aufweisen (z.B. bis zu ca. 100 ng/ul Thiacloprid, 150 ng/ul Thiamethoxam und bis
zu 200 ng/ul Imidacloprid) [23, 41], auch wenn fiir die hier getesteten Wirkstoffe diesbeziglich
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Tabelle 6: Literaturangaben zu den Konzentrationen der hier untersuchten Wirkstoffe in
floralem und extrafloralem Nektar behandelter Pflanzen. Die Angabe ng/2pl
im Nektar entspricht bei einer angenommenen taglichen Fralmenge von 2 ul
(= 2 mg) der aufgenommenen Dosis in ng. In Spalte 3 wird die geringste Dosis
der Substanzen angegeben, bei der bei mindestens einer der untersuchten
Arten noch eine Wirkung auftrat (lowest observed effect level, LOEL).

Wirkstoff Nektar (ng/2ul) LOEL Referenz
Acetamiprid 0,0001 - 0,0152 [42]
0,14 [43]
0,012 [44]
0,02-0,36 0,63 [45]
0,024/ 0,1942 [46]
bis 0,026 [47]
bis 0,012 (48]

Flupyradifuron 0,52 [49, 50]

8,0 2,63 [17]
0,4-3 bis 31,82 [51]
bis 0,004 [52]
Dimethoat 0,2-459 0,105 [42]
Sulfoxaflor 0,014 - 0,028 [53]
0,01 - 0,094 0,525 [18]
0,4 [54]
0,06 — 2 [55]

3extrafloraler Nektar

keine Literaturangaben vorliegen. Kirzlich wurde gezeigt, dass parasitische Wespen Guttati-
onstropfen als Nahrungsquelle nutzen [24] und dass auch Guttationstropfen von Ackerwild-
krautern systemische Pestizide in erheblichen Mengen enthalten kénnen, wenn diese in der
Nahe von behandelten Kulturpflanzen wachsen [56]. Honigtau, zuckerhaltige Ausscheidungen
von Blattldusen und anderen Hemiptera, wird von parasitischen Wespen ebenfalls haufig als
Kohlenhydratquelle verwendet und kann biologisch aktive Mengen von Insektiziden enthalten
[57]. Aufgrund der Zulassung u.a. gegen Blattlduse, WeilRe Fliegen und Thripse kann auch
von Acetamiprid, Flupyradifuron und Sulfoxaflor vermutet werden, dass diese Uber Honigtau
in Nutzinsekten gelangen und subletale Effekte auslésen, auch wenn bislang keine Daten zu
Ruckstandsmengen vorliegen [58].

Ein wichtiges Ergebnis von Teilprojekt 1 ist der Nachweis, dass bioaktive Dosen von Pestizi-
den auch Uber den Wirt in parasitische Wespen gelangen kénnen. Bei einer Konzentration von
Dimethoat im Nahrmedium (1 pg/ml), bei der 75% der darin gezogenen Drosophila-Larven
Uberlebten, waren L. heterotoma-Weibchen, die sich in diesen Larven entwickelt hatten, in
ihrem Wirtsfindungsvermoégen beeintrachtigt. Somit ist anzunehmen, dass der Wirkstofftrans-
fer Uber den Wirt ebenfalls eine Rolle bei der Exposition von parasitischen Wespen gegentiber
subletalen Insektizid-Dosen spielt.
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6 Zusammenfassung

Parasitische Wespen spielen als natlrliche Gegenspieler anderer Arthropoden eine wichtige
Rolle in Okosystemen. Uber direkten Kontakt mit behandelten oder durch Verdriftung konta-
minierten Pflanzen sowie durch die Aufnahme von kontaminiertem Nektar, Honigtau oder Gut-
tationswasser kdnnen parasitische Wespen mit subletalen Dosen von Insektiziden in Kontakt
kommen. Eigene Vorarbeiten mit dem Neonicotinoid Imidacloprid hatten bei dem Modellorga-
nismus Nasonia vitripennis gezeigt, dass subletale Dosen dieses Wirkstoffs die Pheromon-
kommunikation und die olfaktorische Wirtsfindung massiv stéren. Es ist jedoch nicht bekannt,
ob auch andere Wirkstoffe, die wie die Neonicotinoide auf cholinerge Neuronen des Nerven-
systems von Insekten wirken, dhnliche Effekte haben und ob andere Arten parasitischer Wes-
pen ahnliche Reaktionen zeigen. Teilprojekt 1 des Projektverbundes sollte bei drei Arten (N.
vitripennis, Lariophagus distinguendus und Leptopilina heterotoma) die subletalen Effekte der
Insektizide Acetamiprid (Neonicotinoid), Dimethoat (Organophosphorsaureester), Flupyradifu-
ron (Butenolid) und Sulfoxaflor (Sulfoximin) untersuchen. Die Wespen wurden mit subletalen
Dosen der vier Wirkstoffe behandelt, und danach wurde das pheromonvermittelte Paarungs-
verhalten und die olfaktorische Wirtsfindung in Biotests untersucht. Subletale Dosen aller vier
Wirkstoffe storten bei mindestens einer der untersuchten Arten die Pheromonkommunikation
und/oder die olfaktorische Wirtsfindung. Auch die Paarungshaufigkeit behandelter Tiere war
signifikant verringert (N. vitripennis und L. distinguendus). Die direkten Effekte subletaler Do-
sen der vier Wirkstoffe auf die Nachkommenzahl behandelter Weibchen waren hingegen nur
moderat. Ein Transfer biologisch aktiver Wirkstoffmengen tber die Nahrungskette (Zuchtme-
dium — Drosophila-Larven — Parasitoid) wurde am Leptopilina-Modellsystem mit dem Wirkstoff
Dimethoat gezeigt. Insgesamt war die Starke subletaler Effekte wirkstoff- und artabhangig,
wobei L. distinguendus generell am empfindlichsten reagierte. Die Ergebnisse des Teilprojek-
tes deuten somit darauf hin, dass subletale Dosen von Insektiziden, welche auf die cholinergen
Neuronen von Insekten abzielen, den Geruchssinn parasitischer Wespen beeintrachtigen. Der
Geruchssinn ist von zentraler Wichtigkeit fir die Okosystemleistungen parasitischer Wespen.
Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass subletale Effekte von Insektiziden die
wichtige Funktion parasitischer Wespen als natirliche Feinde anderer Arthropoden negativ
beeinflussen.

7 Ausblick

Die Ergebnisse von Teilprojekt 1 zeigen, dass subletale Dosen von Insektiziden den Geruch-
sinn von ndtzlichen Nichtzielorganismen massiv beeintrachtigen kénnen. Aufgrund des kon-
servierten olfaktorischen Systems von Insekten ist anzunehmen, dass die Ergebnisse auf an-
dere Insekten Ubertragbar sind, was zuklinftig durch weitere Studien mit Arten anderer Insek-
tengilden zu belegen ist. Trotzdem liefert Teilprojekt 1 bereits jetzt einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis des derzeitigen Insektenriickgangs.

Subletale Effekte auf Nichtzielorganismen sollten zuklnftig im Rahmen von Zulassungsver-
fahren starker berlcksichtigt werden. Hierbei sollten neben Bestdubern wie der Honigbiene
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verstarkt auch Modellorganismen anderer Insektengilden wie parasitische Wespen und Prada-
toren untersucht werden. Die in Teilprojekt 1 entwickelten Modellsysteme und Biotestverfahren
kommen hierfur prinzipiell in Frage.

Im Rahmen von PflanzenschutzmaRnahmen werden oft mehrere Wirkstoffe verschiedener
Wirkstoffklassen eingesetzt. Wichtige offene Fragen, die daher zuklnftig untersucht werden
sollten, betreffen mogliche additive und synergistische Effekte von mehreren Insektiziden oder
von Insektiziden und Vertretern anderer Wirkstoffklassen (z.B. Herbizide, Fungizide).

Mogliche Expositionswege, Uber die Nichtzielorganismen unter Feldbedingungen mit subleta-
len Dosen von Pestiziden in Kontakt kommen, missen zukUnftig fur eine realistischere Risiko-
abschatzung genauer untersucht werden.
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Strukturformeln der vier untersuchten Wirkstoffe. a) Acetamiprid, b)

Dimethoat, c) Flupyradifuron, d) Sulfoxaflor.............ccccoooiiiiiiiiiiiiieeee,

Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe = Acetamiprid, Dimethoat,
Flupyradifuron und Sulfoxaflor bei N. vitripennis. Die Mortalitdt wurde 72
Stunden nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (gel6st in 210
nl Aceton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8
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Resultate der Pheromonversuche. Dargestellt ist die Zeit, die mit ver-
schiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c)
Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder jeweils mit reinem Aceton (0 ng) be-
handelte Nasonia vitripennis-Weibchen in der Pheromon- und der
Kontrollzone des Olfaktometers verbrachten. Box-and-Whisker Plots
zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal-
und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreiler (°: > 1,5 x Boxhohe, *: >3 x
Boxhohe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz der
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Paarungshaufigkeit von N. vitripennis-Paaren, bei denen das Mannchen,
das Weibchen oder beide Partner mit verschiedenen Dosen (Werte in den
Saulen in ng) von Acetamiprid, Dimethoat, Flupyradifuron oder Sulfoxaflor
behandelt wurden. Sternchen kennzeichnen signifikante Unterschiede zur
jeweiligen Kontrolle (0 ng) (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, Fisher’s

EXaCt TeSt, NT20). .o

Resultate der Wirtsfindungsversuche mit N. vitripennis. Dargestellt ist die
Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b)
Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder mit reinem Aceton (0
ng) behandelte Nasonia vitripennis-Weibchen in der Wirts- und der
Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben. Box-and-Whisker Plots
zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal-
und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreif3er (°: > 1,5 x Boxhdhe, *: >3 x
Boxhohe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz bzw.
Meidung (a, b) des Wirtsgeruches durch die Weibchen an (Wilcoxon-Test

fUr Paardifferenzen, N = 20). ...

Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe  Acetamiprid, Dimethoat,
Flupyradifuron und Sulfoxaflor fur L. distinguendus. Die Mortalitadt wurde
72 Stunden nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (gel6st in
210 nl Aceton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8
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Resultate der der Pheromonversuche mit L. distinguendus. Anzahl der
Fligelschirrserien (wing fanning), die mit verschiedenen Dosen der
Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d)
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25-75% Quartile (Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie
Ausreiflder (°: > 1,5 x Boxhohe, *: > 3 x Boxhdhe). P-Werte < 0,05 zeigen
einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle an, Kruskal-Wallis Test und
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P<0,001, Fisher's Exact Test, N=20). .......cceiiiiiiiiiiiiicee e 14

Resultate der Wirtsfindungsversuche mit L. distinguendus. Dargestellt ist
die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b)
Dimethoat, (c) Flupyradifuron, (d) Sulfoxaflor oder jeweils mit reinem
Aceton (0 ng) behandelte L. distinguendus-Weibchen in der Wirts- und der
Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben. Box-and-Whisker Plots
zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75% Quartile (Box), Minimal-
und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausreif3er (°: > 1,5 x Boxhdhe, *: >3 x
Boxhdhe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante Praferenz der
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Dosis-Wirkungs-Kurven der Wirkstoffe Acetamiprid, Dimethoat, Flupyra-
difuron und Sulfoxaflor fir L. heterotoma. Die Mortalitat wurde 72 Stun-
den nach der Applikation verschiedener Wirkstoffdosen (gelést in 210 nl
Aceton) bestimmt (n = 6 Wiederholungen pro Dosis mit jeweils 8
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Resultate der Pheromonversuche (Fernorientierung) mit L. heterotoma.
Dargestellt ist die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a)
Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c) Flupyradifuron oder (d) Sulfoxaflor sowie
mit reinem Aceton (0 ng) behandelte L. heterotoma-Mannchen in der
Pheromon- und der Kontrollzone des Olfaktometers verbracht haben.
Box-and-Whisker Plots zeigen den Median (horizontale Linie), 25-75%
Quartile (Box), Minimal- und Maximalwerte (Whisker) sowie Ausrei’er (°:
> 1,5 x Boxhdhe, *: >3 x Boxhohe). P-Werte < 0.05 zeigen eine signifikante
Praferenz der Mannchen fir eine der beiden Zonen an (Wilcoxon-Test flr

Paardifferenzen, N = 20). ....cooooiiiiiiii

Resultate der der Pheromonversuche (Balzverhalten im Nahbereich) mit
L heterotoma. Dauer des Fllgelschirrens (wing fanning), die mit
verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c)
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Flupyradifuron oder (d) Sulfoxaflor sowie mit reinem Aceton (0 ng)
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einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle an, Kruskal-Wallis Test und

Dunn’s-Test flir Einzelvergleiche, n = 20). ........oooimiiiii e, 20

Resultate der Pheromonversuche (Balzverhalten im Nahbereich) mit L.
heterotoma. Anteil der Mannchen, die auf den Weibchenextrakt mit
Fligelschwirren (wing fanning) reagierten. Mannchen wurden mit
verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a) Acetamiprid, (b) Dimethoat, (c)
Flupyradifuron oder (d) Sulfoxaflor sowie mit reinem Aceton (0 ng)
behandelt. Mit Sternchen gekennzeichnete Saulen unterscheiden sich
signifikant von der jeweiligen Kontrolle (*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001,

Fisher's Exact Test, N = 20). ..ccooiiiiiiiiieieeeee e 21

Dosis-Wirkungsbeziehungen der vier Wirkstoffe bezlglich des
Balzverhaltens von L. heterotoma-Mannchen gegeniber mit
Pheromonextrakt behandelten Filterpapierscheibchen. Dargestellt ist der
Anteil reagierender Mannchen (%) in Abhangigkeit der applizierten
Wirkstoffdosen. Die Daten wurden mithilfe des Online-Tools Quest

Graph™ LDsp Calculator an eine Sigmoidalfunktion angepasst. ................. 21

Resultate der Wirtsfindungsversuche mit Leptopilina heterotoma.
Dargestellt ist die Zeit, die mit verschiedenen Dosen der Wirkstoffe (a)
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