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Allgemeine Zusammenfassung

Allgemeine Zusammenfassung

Zecken parasitieren an Tieren und Menschen und dienen als Vektor fur verschiedene
Krankheitserreger.  lhr ~ Stich  kann  allergische  Reaktionen  verursachen und
Sekundarinfektionen begtnstigen. Starker Zeckenbefall bei Nutztieren kann zu enormen
finanziellen EinbufRen flhren. Aufgrund von zunehmenden Problemen mit chemischen
Ektoparasitiziden (u.a. Resistenzen und Kontaminationen von Tier und Umwelt) wird
zunehmend nach biologischen Alternativen gesucht. Eine dieser Alternativen waren
entomopathogene Pilze (z. B. Metarhizium anisopliae) aufgrund ihrer geringen Wirkung auf
Nicht-Zielorganismen und ihrem Potenzial, sich sekundér in einer infizierten Population von
Zielorganismen auszubreiten (Epizootie). Eine verl&ssliche Wirksamkeit ist fir den Einsatz
als Zeckenbekampfungsmittel unverzichtbar. Diese ist bei entomopathogenen Pilzen jedoch
abhangig von Umweltbedingungen, der Kutikulabeschaffenheit und von Immunreaktionen der
Zielorganismen. Zur Erhohung der Wirksicherheit ist es moglich, M. anisopliae kombiniert
mit niedrig dosierten chemischen Schadlingsbekampfungsmitteln zu applizieren. Diese sollen
die Immunantwort der Zecken unterdriicken oder ihr Verhalten verdndern und somit eine
Pilzinfektion beglnstigen. Die positiven Effekte kommen aber nur zum Tragen, wenn das
Schadlingsbek&mpfungsmittel die Entwicklung, Virulenz und das sekundére Verbreitungs-
potenzial des Pilzes nicht negativ beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst der konzentrationsabhangige Einfluss der
Schadlingsbekampfungsmittel Fipronil, Permethrin, Imidacloprid, NeemAzal®, Amitraz und
Etoxazol auf Keimung, Wachstum und Sporulation zweier Pilzstimme von M. anisopliae
(MA-K und MA-7) in vitro untersucht. Dazu wurde M. anisopliae auf mit Hefe und Pepton
angereichertem Kartoffel-Dextrose-Agar, der mit verschiedenen Konzentrationen der
Schédlingsbekdmpfungsmittel versetzt wurde, inokuliert. Keimrate, Myzelwachstum und
Sporulation  wurden evaluiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die getesteten
Schadlingsbek&mpfungsmittel gemal einer Klassifizierung nach Alves et al. (1998), die
Myzelwachstum und Sporulation beriicksichtigt, mit beiden getesteten Stdmmen von
M. anisopliae kompatibel sind. Nur die hoéheren Konzentrationen von Fipronil (40 und
200 ppm) und Etoxazol (20 und 100 ppm) mussten gegenuber einem der getesteten
M. anisopliae-Stdamme (MA-7) als moderat toxisch bzw. toxisch (100 ppm Etoxazol)
eingestuft werden. Da nur die hohen Konzentrationen der Wirkstoffe eine leichte Hemmung
der Keimung und des Koloniewachstums und eine etwas starkere Hemmung der Sporulation
(maximal um 63 %) hervorriefen, ist es maoglich, die Schédlingsbek&mpfungsmittel in

geringen Konzentrationen kombiniert mit MA-K und MA-7 anzuwenden.




Allgemeine Zusammenfassung

In einem né&chsten Schritt wurde die Empfindlichkeit von verschiedenen Zeckenarten und
-stadien auf ausgewdhlte Schadlingsbekdmpfungsmittel und die beiden Pilzstdmme in vitro
untersucht. Getestet wurden Rhipicephalus sanguineus (ungesogene Adulte), Amblyomma
hebraeum (vollgesogene Nymphen und ungesogene Adulte) sowie Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Eier, ungesogene Larven und vollgesogene Weibchen). Zunéchst wurden LCso-
Werte fiir die Schadlingsbekdmpfungsmittel und flr die M. anisopliae-Stdamme ermittelt. Die
Stadien wurden dazu mittels einer Tauchmethode mit verschiedenen Wirkstoffen behandelt
und anschlielend fur 14 bis 35 Tage (Adulte), 63 Tage (Nymphen), 14 bis 28 Tage (Larven)
oder 42 Tage (Eier) in Petrischalen/Glaschen inkubiert und evaluiert. Die ermittelten
subletalen Konzentrationen von den Schédlingsbekdmpfungsmitteln und M. anisopliae
wurden in einem weiteren Schritt kombiniert angewendet und die Mortalitat wurde dabei Uber
die oben genannten Zeitradume bestimmt.

Grundsétzlich waren die Auswirkungen der Kombinationsbehandlungen von der Art und dem
Entwicklungsstand der Zecke abhangig. Mit Ausnahme von Etoxazol erzielten die héheren
Konzentrationen von M. anisopliae in Kombination mit den hoheren Schédlings-
bekdmpfungsmittel-Konzentrationen vermehrt additive und synergistische Effekte in Bezug
auf die Mortalitat. Ob die niedrige Konzentration eines Schadlingsbekampfungsmittels mit
der hoheren von M. anisopliae oder die hohere Konzentration eines Schadlings-
bekdmpfungsmittels mit der niedrigeren Konzentration von M. anisopliae kombiniert wurde,
machte fur die Anzahl der auftretenden additiven und synergistischen Effekte keinen
Unterschied. Die geringste Wirksamkeit erzielten die Kombinationen aus den geringen
Konzentrationen von M. anisopliae und Schéadlingsbek&mpfungsmittel. Grundsétzlich wurde
das Auftreten von Effekten bei Behandlung mit hohen Konidien-Konzentrationen (ab
1,0 x 10° Konidien/ml) starker begiinstigt und es trat in einigen Fallen auch eine
Wirkbeschleunigung von M. anisopliae ein.

Bei Versuchen mit dem Chitinsyntheseinhibitor Etoxazol waren die Kombinationen mit der
hoheren Etoxazol-Konzentration antagonistisch, wahrend sich fir alle Kombinationen mit
niedrigerem Etoxazol-Gehalt additive Effekte nachweisen liel3en.

In den Versuchen mit Larven von R. microplus wurden fir keine der Kombinationen mit
Amitraz, Permethrin oder Imidacloprid Effekte nachgewiesen, was auf einen
Optimierungsbedarf des Testsystems schlieen lasst. Aufgrund der zu niedrigen Konidien-
Konzentration bei den Versuchen mit Eiern von R. microplus konnte keine Wirkung
festgestellt werden, so dass keine Aussagen uber die Wirksamkeit der kombinierten

Anwendung mit Fipronil, Amitraz oder Permethrin getroffen werden konnte.
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Eine kombinierte Anwendung von M. anisopliae und Fipronil (oder Amitraz) gegen
R. sanguineus, A. hebraeum und R. microplus ist in ausgewéhlten Kombinationen in der Lage,
die Pathogenitéat des Pilzes durch Herabsetzen der Immunantwort zu verbessern. Es sollten
allerdings weitere Studien zur Stabilisierung der Wirkungssicherheit durchgefiihrt werden.
Eine kombinierte Anwendung von Etoxazol mit niedrigen Konzentrationen von M. anisopliae

ist auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse nur eingeschréankt erfolgversprechend.

Keywords: Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma hebraeum,
Metarhizium anisopliae, niedrig dosierte Schadlingsbekdampfungsmittel, additive und
synergistische Effekte, biologische Zeckenkontrolle
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General summary

Ticks are pests of animals and humans, and they can vector several pathogens. Their bites
may cause allergic reactions and favour secondary infections. When tick infestations of
livestock are high, they can cause considerable economic losses. Due to increasing problems
with the use of conventional pesticides (e.g. contamination of host animals or the
environment, as well as resistance in the pest), there is a high demand for alternative
biological control measures. Entomopathogenic fungi (e.g. Metarhizium anisopliae) are one
group of promising biological agents. Their advantage compared to chemical pesticides is the
reduced effect on non-target organisms. In comparison to other biocontrol agents, they
actively penetrate the host and spread secondarily in target populations leading to persistent
control. Consistent efficacy will be required if biological control of ticks is to be accepted in
practical management strategies. However, the efficacy of entomopathogenic fungi can vary
depending on the environmental conditions, and it is also affected by the host’s cuticle and
immune response. It was hypothesised for this study that efficacy of M. anisopliae could be
enhanced by combining the application of fungi with low doses of either chemical or
biological pesticides. On the one hand, the sublethal dose of pesticide could reduce the
intrinsic (immunological) defence or change the behaviour of ticks and thus increase the
chance of infection by fungal spores. On the other hand, a pesticide should be chosen that
does not negatively affect the development, virulence or secondary cycling of the fungi.

This study initially investigated the dose-dependent influence of the pesticides fipronil,
permethrin, imidacloprid, NeemAzal®, amitraz and etoxazole on germination, vegetative
growth and sporulation of two strains of M. anisopliae (MA-K and MA-7) in vitro.

M. anisopliae was inoculated on a medium containing potato-dextrose-agar, yeast, peptone
and different concentrations of pesticides. Germination, vegetative growth and sporulation
were evaluated. Results showed compatibility of the pesticides with both fungal strains
according to a classification of Alves et al. (1998), which considers vegetative growth and
sporulation. Only higher dose rates of fipronil (40 and 200 ppm) and etoxazole (20 and
100 ppm) were classified as moderately toxic or toxic (100 ppm etoxazole) for one
M. anisopliae strain (MA-7).

Furthermore, only the higher concentrations of the other tested pesticides caused a slight
inhibition of conidial germination, of colony size and a higher reduction of sporulation (at
most 63%). Therefore, in principle it is possible to use the tested pesticides in combination
with MA-K and MA-7.
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In a second step, the susceptibility of several different tick species and developmental stages
to selected pesticides and entomopathogenic fungi was tested in vitro. The following ticks
were tested: Rhipicephalus sanguineus (unfed adults), Amblyomma hebraeum (engorged
nymphs and unfed adults), and Rhipicephalus (Boophilus) microplus (eggs, unfed larvae and
engorged females). LCso-values were calculated for the pesticides, and the efficacy of
M. anisopliae strains was evaluated in relation to the concentrations of applied conidial
suspensions. The test organisms were dipped in suspensions of the active agents (pesticides or
fungi), subsequently put in petri dishes or glasses, incubated and monitored for mortality until
the following time points: 14 to 35 days (adults), 63 days (nymphs), 14 to 28 days (larvae) or
42 days (eggs). Finally, selected concentrations of pesticides and M. anisopliae conidia
suspensions were combined, and mortality was evaluated as mentioned above.

The effects of combined applications were dependent on both the species and developmental
stage of the ticks. Regarding mortality, additive and synergistic effects could be obtained most
frequently after the combined application of the higher conidial concentrations of
M. anisopliae with the higher doses of pesticides, except for etoxazole.

There was no preferential occurrence of either synergistic or additive effects in relation to any
kind of combination, either low conidial concentration of M. anisopliae with higher doses of
pesticides, or vice versa.

Combinations of low concentrations of both M. anisopliae and pesticide caused the least
effects on mortality. Essentially, synergistic or additive effects occurred more frequently in
treatments with higher conidial concentrations (1.0 x 10° conidia/ml or more), and in some
cases an acceleration of the infection process of M. anisopliae could be observed.
Combinations with the higher concentration of the chitin-synthesis inhibitor etoxazole were
antagonistic to the effects of the M. anisopliae strain, but all combinations with lower doses
of etoxazole showed additive effects on mortality. No additive or synergistic effects could be
detected in combined applications of fungi and amitraz, permethrin or imidacloprid against
larvae of R. microplus. These results might be the consequence of a suboptimal test system in
terms of humidity control. The conidial concentrations in tests against eggs of R. microplus,
for example, were too low, and hence no effects could be detected and no conclusion can be
drawn about combined applications with fipronil, amitraz or permethrin.

In conclusion, the results were promising and it is possible to enhance the pathogenicity of the
fungi by reducing the immune response of R. sanguineus, A. hebraeum and R. microplus

through combined application with fipronil or amitraz. A combined application of etoxazole
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with low conidial concentrations of M. anisopliae however can be recommended only to a
limited extent as demonstrated in the trial results.

Keywords: Rhipicephalus microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma hebraeum,
Metarhizium anisopliae, low doses of pesticides, additive and synergistic effects, biological
tick control
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Abkulrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Fur GroRen und Einheiten werden die offiziellen Abkirzungen gebraucht. Geschitzte
Warennamen werden in dieser Arbeit nicht immer durch das Warenzeichen © besonders

kenntlich gemacht. Folgende weitere Abklrzungen werden verwendet:

* signifikant

** sehr signifikant

falaled hdchst signifikant

Ae Anzahl der Eier

AL Anzahl der Larven

Ag. dest. Aqua destillata (destilliertes Wasser)
xz Chiquadrat-Wert

e, Chiquadrat-Wert zur erwarteten Mortalitat
CVv Chancenverhéltnis

df degrees of freedom (Freiheitsgrad)
DMSO Dimethylsulfoxid

ECso effective concentration fifty percent

(wirksame Konzentration fiir 50 % der Testorganismen)
ECos effective concentration ninety-five percent

(wirksame Konzentration fiir 95 % der Testorganismen)

EST expressed sequence tag

Flos 95 % Fiduzialinterval

GABA gamma-Aminobutyric acid (y-Amino-buttersaure)
Ge Gewicht der Eier

GL Gewicht der Larven

IRAC Insecticide Resistance Action Committee

K kompatibel

KA Konidienanzahl

LCs lethal concentration fifty percent

(letale Konzentration fur 50 % der Testorganismen)
LCos lethal concentration ninety-five percent
(letale Konzentration fiir 95 % der Testorganismen)

Me Erwartete Mortalitat
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MT
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S
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ST

T
T-Wert
TnB
Tween
uv
VW
wiv
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Mortalitdt der Zecken durch die Kombination von

Metarhizium anisopliae und Schadlingsbekampfungsmittel
Mortalitat der Zecken durch Metarhizium anisopliae
Mortalitat der Zecken durch Schadlingsbekdmpfungsmittel
Metarhizium anisopliae Stamm 7

Metarhizium anisopliae Stamm K

moderat toxisch

Mittelwert

number (Anzahl)

nicht signifikant

probability (Wahrscheinlichkeit)
potato-dextrose-agar (Kartoffel-Dextrose-Agar)
relative humidity (relative Luftfeuchtigkeit)
Standardabweichung

Schlupfrate

sehr toxisch

Tage

Toxizitats-Wert

Tage nach Behandlung

0,05 % Tween®80

Ultraviolett

Vegetatives Wachstum

weight per volume (Gewicht-Volumen-Verhéltnis)

weight per weight (Gewicht-Gewichts-Verhaltnis)
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Allgemeine Einleitung

Zecken

Zecken sind Ektoparasiten an vielen Wild- und Nutztieren; sie befallen aber auch Menschen
und koénnen viele verschiedene Krankheitserreger (Protozoen, Viren, Bakterien und Pilze)
ubertragen (Nicholson et al. 2009, Jongejan und Uilenberg 2004, Sonenshine 1991). Sie sind
weltweit die bedeutendsten Vektoren im Veterinarbereich und die zweitbedeutendsten im
Humanbereich. Jahrlich erkranken zehntausende Menschen an von Zecken (bertragenen
Krankheiten  (Nicholson et al. 2009). AuBer der mdglichen Gefahr einer
Krankheitstibertragung kann der Zeckenstich bereits Toxikosen und allergische Antworten bis
hin zu (todlichen) Paralysen verursachen. Zusatzlich konnen an den Stichwunden
Sekundarinfektionen entstehen (Nicholson et al. 2009, Sonenshine 1991). Bei Nutztieren
konnen Zeckenstiche eine Abnahme der Fell- bzw. Lederqualitdit und damit eine
Wertminderung zur Folge haben (Nicholson et al. 2009).

Zecken (Acari: Ixodida) lassen sich in drei Familien einteilen, von denen die eine Familie
(Nuttalliellidae) nur eine Gattung und Art (Nuttalliella namaqua) umfasst, die in Std- und
Ostafrika vorkommt (Nicholson et al. 2009). Die zweite Familie Argasidae (Lederzecken)
umfasst insgesamt 193 Arten, die zurzeit in 5 Gattungen unterteilt werden, obwohl diese
Zuordnung bei 133 Arten noch nicht endgdltig ist (Guglielmone et al. 2010). Lederzecken
sind durch das lederartige Integument und das Fehlen des Schildes gut zu erkennen und
werden im Englischen aufgrund des fehlenden Schildes auch als ,.soft ticks* bezeichnet
(Sonenshine 1991). Als Wirte dienen ihnen vornehmlich VVogel und Fledermé&use (Nicholson
et al. 2009). Alle Stadien der Lederzecken saugen mehrmals Blut (Uberwiegend nachts). Die
Aufenthaltsdauer auf dem Wirt betragt bei Adulten meist nur 30 Minuten, wohingegen Larven
bis zu 10 Tage auf dem Wirt bleiben (Mehlhorn und Mehlhorn 1996). Lederzecken haben
mehrere Nymphenstadien (Nicholson et al. 2009).

Die artenreichste Familie ist die der Ixodidae (Schildzecken) mit 14 Gattungen (2 davon
fossil) und 702 Arten (Guglielmone et al. 2010). Schildzecken besitzen ein ausgepragtes
Schild, welches bei Mannchen den ganzen Rucken, bei Weibchen den halben Ricken
bedeckt. Wegen des Schildes werden sie im Englischen auch ,,hard ticks* genannt (Nicholson
et al. 2009). Alle Stadien saugen langsam tber mehrere Tage Blut. Um die enormen Mengen
Blut aufnehmen zu kénnen, wird wahrend des Saugaktes Kutikula neu gebildet (Sonenshine
1991).

Ixodes ist mit 243 Arten die grofite Gattung (Guglielmone et al. 2010). Diese Gattung ist

weltweit verbreitet und zu ihr gehéren Arten, die bedeutende Humanpathogene Ubertragen
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(Nicholson et al. 2009). Weitere Gattungen sind: Dermacentor (33 Arten), Hyalomma (27
Arten) sowie Amblyomma (130 Arten) und Rhipicephalus (82 Arten) (Guglielmone et al.
2010).

Die Gattung Amblyomma ist ebenfalls weltweit verbreitet (Nicholson et al. 2009) und umfasst
mit mittelgroRen bis groflen Adulten die grofiten Zeckenarten der Ixodidae (Sonenshine
1991). Charakteristisch sind das meist verzierte Schild und die ungewohnlich langen
Mundwerkzeuge (Nicholson et al. 2009, Sonenshine 1991). Als Wirte nutzen Amblyomma
alle Landvertebraten, wobei Amphibien sehr selten befallen werden. Amblyomma kommt in
feucht-tropischen bis subtropischen Regionen vor (Nicholson et al. 2009).

Die Gattung Rhipicephalus umfasst 80 Arten und ist auf der ganzen Welt verbreitet.
Rhipicephalus ist meist an Saugern zu finden, die Larven und Nymphen suchen sich seltener
auch Reptilien oder VVogel als Wirte aus (Nicholson et al. 2009).

Ixodidae haben vier Entwicklungsstadien: Ei, Larve, Nymphe (nur ein Nymphenstadium) und
Adulte. Die Larven haben drei Beinpaare, wéahrend die Nymphen und Adulten vier Beinpaare
aufweisen (Nicholson et al. 2009). Bei den Adulten gibt es einen Geschlechterdimorphismus,
jedoch nicht bei Larven und Nymphen (Sonenshine 1991). Mehr als 90 % ihres Lebens
verbringen Zecken abseits vom Wirt in geschutzten Mikrohabitaten am Boden, im Laub oder
in Wirtsnestern. Da Zecken obligate Ektoparasiten sind, nehmen einige oder mehrere Stadien
wahrend ihres Lebenszyklus Blut auf (Nicholson et al. 2009). Die Dauer bis zur Vollendung
des Lebenszyklus ist von Art zu Art leicht unterschiedlich, klimaabhangig und wird von der
Wirtsfindung mitbestimmt (Mehlhorn und Piekarski 2002). In den Tropen mit regelméRigem
Niederschlag ist die Entwicklung kurz und es konnen mehrere Generationen im Jahr
aufeinander folgen. In Zonen mit langeren Trockenperioden verlangert sich die
Generationszeit, da Zecken in Trockenperioden keine Wirtssuche unternehmen. Auch in
gemaRigten bis subarktischen Zonen verlangert sich die Generationszeit infolge der Diapause,
in die Zecken bei niedrigen Temperaturen gehen. Fir eine dreiwirtige Zecke ist es unter
idealen Bedingungen moglich, eine Generation innerhalb eines Jahres zu beenden. Die
Entwicklung kann sich aber bei widrigen Umweltbedingungen auf zwei oder mehr Jahre
verlangern (Nicholson et al. 2009). Einige ixodide Zecken koénnen mehrere Jahre ohne
Blutmahlzeit Gberleben (Mehlhorn und Piekarski 2002). Somit haben Zecken fir
blutsaugende Parasiten eine verhéltnismalig lange Lebenszeit. Blutsaugende Miicken haben
beispielsweise eine Generationszeit zwischen neun Tagen und neun Wochen (Mehlhorn und
Piekarski 2002). Bei mehr als 90 % der Ixodidae gestaltet sich der Lebenszyklus nach
Nicholson et al. (2009) wie folgt: Nach dem Schlupf aus einem Ei begibt sich die ungesogene
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Larve auf Wirtsfindung, saugt Blut, I6st sich vom Wirt und entwickelt sich in einem
geschitzten Mikrolebensraum zu einer Nymphe. Die frischgeschlipfte Nymphe macht sich
ebenfalls auf die Suche nach einem Wirt und entwickelt sich nach vollendetem Saugakt und
Abfallen vom Wirt in einem geschutzten Mikrohabitat zur adulten Zecke. Die Adulten suchen
einen Wirt auf, paaren sich auf diesem, saugen Blut und die vollgesogenen Weibchen
verlassen den Wirt anschlieBend. Méannchen verbleiben meist auf dem Wirt, saugen mehrmals
Blut und paaren sich mit verschiedenen Weibchen (Nicholson et al. 2009, Sonenshine 1991).
Eine Ausnahme hiervon bilden Ménnchen einiger Ixodes Arten, die keine Blutmahlzeit zu
sich nehmen (Nicholson et al. 2009). Die Eier werden von den vollgesogenen Weibchen an
einem geschitzten Ort als kontinuierliches Eipaket gelegt. Das Weibchen stirbt nach
Abschluss der Eiablage (Sonenshine 1991). Es kénnen von einer ixodiden Zecke 100 bis
mehrere 1000 Eier abgelegt werden, wobei das bislang dokumentierte Maximum bei 34.000
Eiern (Amblyomma variegatum) liegt (Nicholson et al. 2009).

Zecken werden nach der Anzahl ihrer Wirte in dreiwirtige, zweiwirtige oder einwirtige
Zecken eingeteilt (Sonenshine 1991). Circa 90 % der Ixodidae sind dreiwirtige Zecken
(Nicholson et al. 2009). Bei diesen sucht jedes Stadium einen neuen Wirt auf. Bei
zweiwirtigen Zecken saugen zwei Stadien auf einem Wirt und auch die Hautung von dem
einen zu dem anderen Stadium erfolgt auf dem Wirt. Zu den zweiwirtigen Zecken zahlt
beispielsweise Hyalomma [anatolicum] excavatum, deren gesogene Larven sich auf dem Wirt
hauten und deren daraus geschlipfte Nymphen direkt wieder an dem Wirt saugen um ihn
dann vollgesogen zu verlassen (Sonenshine 1991). Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Canestrini, 1887 (Acari: Ixodidae) ist ein Beispiel fur eine der wenigen einwirtigen Zecken.
Diese befallen den Wirt als ungesogene Larven und verlassen ihn erst als vollgesogene
Weibchen (Nicholson et al. 2009). Die meisten Zeckenarten sind euryxen, d. h. sie kénnen
viele verschiedene Wirtsarten befallen. Arten, die sich hingegen auf wenige Wirtsarten
spezialisiert haben, werden als stenoxen bezeichnet (Eckert et al. 2008).

Je nach Zeckenart oder —stadium wird eine von zwei verschiedenen Strategien zur
Wirtsfindung angewendet. Die meisten Zeckenarten lauern einem geeigneten Wirt in ihrem
Habitat auf (im Englischen ,,ambush strategy“) und heften sich an diesen, sobald es zum
Kontakt kommt. Einige wenige Arten (u. a. Adulte von Amblyomma) suchen hingegen aktiv
nach einem geeigneten Wirt (im Englischen ,hunter”). Hierbei lokalisieren die Zecken ihre
Wirte auf einige Entfernung und laufen gezielt auf sie zu (Eckert et al. 2008, Sonenshine
1993). Zur Wahrnehmung von Wirten strecken die Zecken das erste Beinpaar aus (im

Englischen ,,questing pose®) (Sonenshine 1993), in denen sich das Hallersche Organ zur
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Wahrnehmung von Gerilichen, Geschmacksstoffen und weiteren Reizen (u. a. Temperatur,
relative Luftfeuchte, mechanische Reize) befindet (Sonenshine 1991). Zecken nehmen aber
auch Schatten und Vibrationen war sowie vereinzelt bestimmte Laute (z. B. Kaulaute von
Rindern oder Bellen von Hunden) und nutzen diese bei der Wirtssuche (Wallade und Rice
1982).

Haben sich Zecken an einen Wirt angeheftet, wird mit den Sensillen der Cheliceren und
Palpen nach einer geeigneten Stelle fir die Blutaufnahme gesucht. Wahrend die Palpen
uberwiegend der Orientierung dienen, gehdren die Cheliceren zum Stechapparat (Eckert et al.
2008). Die Palpen und Cheliceren, die basal zur Basis capituli verschmolzen sind, bilden mit
dem Hypostom das Capitulum, welches vom Korper abgesetzt ist (Eckert et al. 2008,
Sonenshine 1991). Das Hypostom ist ein unpaares, starres und unbewegliches Stechorgan mit
nach hinten gerichteten Zahnen und liegt ventral am Capitulum unter den Cheliceren (Eckert
et al. 2008). Zum Stechen positionieren sich die Zecken mit ihren Beinen, bringen ihren
Kdrper in einen spitzen Winkel zum Wirtskorper und zerschneiden mit den Cheliceren die
Epidermis und inserieren das Hypostom. Haufig l6sen sich die Zecken kurze Zeit spéter
wieder und wiederholen diesen Vorgang an anderer Stelle (Sonenshine 1991).
Urspriinglichere Zeckenarten (z. B. Amblyomma) haben ein langes Hypostom, welches sie bis
tief in der Dermis verankern (Eckert et al. 2008). Besser angepasste Zecken mit kiirzerem
Hypostom hingegen sekretieren zementartige Substanzen, um sich an der Saugstelle zu
festigen (Eckert et al. 2008). Es werden lokal betdubende Stoffe sowie Gerinnungshemmer
injiziert, was aufgrund des langanhaltenden Saugaktes notwendig ist. Aullerdem werden
Prostaglandine und Arachidonséure abgesondert, die die Immunantwort herabsetzen sollen
(Mehlhorn und Piekarski 2002). Durch Einwirkung vasoaktiver Mediatoren und Cytolysinen
bildet sich subdermal eine blutgefiillte Lakune (im Englischen ,,pool) (Eckert et al. 2008).
Der Saugakt von Schildzecken gliedert sich nach Mehlhorn und Piekarski (2002) in vier
Phasen: Vorbereitung des Saugkanals (maximal 24 Stunden), langsames Saugen (2 bis 4
Tage), schnelles Saugen (12 bis 36 Stunden) und schliellich schnelles Loslassen und
eventuell Abfallen vom Wirt. Dabei werden beim langsamen Saugen Gewebsfllssigkeit und
Zellen aus der Lakune entnommen und extra-intestinal verdaut, wodurch die Zecke langsam
an Gewicht zunimmt (Eckert et al. 2008). Beim schnellen Saugen wird hingegen eine groRRe
Blutmenge aufgenommen. Diese wird durch Ausscheidungen von Flissigkeit uber die
Speicheldriisen konzentriert. Uber das Blut konnen auch Krankheitserreger in die Zecke
gelangen (Eckert et al. 2008). Der erste Kontakt der Pathogene mit der Zecke erfolgt dabei im

Verdauungstrakt. Einige der aufgenommen Mikroorganismen sind fiir Zecken nicht infektios.
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Andere wiederum werden verdaut bzw. vom Zeckenimmunsystem abgetttet (Kocan et al.
2008). So zeigt z. B. Dermacentor variabilis, die kein kompetenter Vektor fir Borrelia
burgdorferi ist, gegeniiber diesem Erreger eine deutliche Immunantwort, wéhrend bei der
Vektorzecke Ixodes scapularis kaum eine Immunantwort auftritt (Johns et al. 2001). Ein Teil
der aufgenommenen Mikroorganismen ist in der Lage, die Epithelien des Verdauungstraktes
zu infizieren, sich dort zu vermehren und anschlielfend auch andere Gewebe (einschliellich
der Speicheldriisenzellen) zu infizieren (Kocan et al. 2008). Durch den Zeckenspeichel wird
auch eine Infektion eines neuen Wirtes moglich. Auferdem kdnnen Pathogene (Uber
Regurgitation (alter Darminhalt wird in den Wirt gepumpt) tbertragen werden (Mehlhorn und
Piekarski 2002). Einige Pathogene konnen neben der Aufnahme Uber das Wirtsblut auch
vertikal Ubertragen werden; in diesem Fall wird ein Pathogen vom Weibchen auf das Ei
weiter gegeben (Eckert et al. 2008). Ein Pathogen kann aufgrund der geringen Wirtsspezifitat
der meisten Zeckenarten von verschiedenen Zeckenarten ubertragen werden (Mehlhorn und
Piekarski 2002). Pathogene, die Uber Zecken Ubertragen werden, vermehren sich zwar in
grolRer Zahl in der Zecke, schranken diese aber in ihrer Blutaufnahme und Entwicklung nicht
ein, daher kann davon ausgegangen werden, dass eine Ko-Evolution zwischen
Vektorpathogen und Vektorzecke vorliegt (Kocan et al. 2008, Kocan et al. 2005). Zur
Vermeidung von Krankheitsubertragung kann u. a. die Reduzierung der Zeckendichte oder
die Veranderung der Landschaften als Mittel angesehen werden (Ginsberg 1994, Ginsberg
1993).

Die Bekdmpfung von Zecken

Kontrolle mit nattirlichen und synthetischen Schadlingsbekampfungsmitteln

Die Kontrolle von Zecken basiert derzeit weitestgehend auf chemischen Ektoparasitiziden
(z. B. Pound et al. 2009, Jongejan und Uilenberg 2004, George et al. 2004). Es gibt
verschiedene Klassen und verschiedene Wirkmechanismen von Ektoparasitiziden. Fir die
Versuche wurden neben Ektoparasitiziden auch Schadlingsbek&mpfungsmittel, die in
Deutschland (bislang) nicht zur Anwendung an Tieren zugelassen sind, gewahlt. Der
Einfachheit halber wird im Nachfolgenden nur noch von Schéadlingsbekampfungsmitteln
gesprochen. Neben einem Wirkstoff pflanzlicher Herkunft (im Englischen ,botanical®)
wurden Wirkstoffe aus folgenden Klassen ausgewahlt: Pyrethroide, Neonikotinoide,
Phenylpyrazole, und Triazapentadiene sowie ein Wachstumsregulator. Alle ausgewéhlten
Schadlingsbekdmpfungsmittel  unterscheiden  sich  in  ihrer  Wirkweise, ihrem

Anwendungsgebiet und in der Resistenzentwicklung.
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NeemAzal® gehort zu den pflanzlichen Schadlingsbekdampfungsmitteln. Die Extrakte aus den
Samen des Neem-Baums (Azadirachta indica) enthalten die aktive Komponente Azadirachtin,
welche insektizide, fungizide und bakterizide Eigenschaften aufweist (Ware und Whitacre
2004). Es verhindert bei Insekten u. a. die Hautung durch Hemmung der Biosynthese des
H&utungshormons Ecdyson (Ware und Whitacre 2004). Weiterhin kann es die Fekunditat der
Eier und die Schlupfrate sowie die Lebensspanne von Adulten herabsetzen und kann als
FraBhemmer gegenuber allen Schédlingsstadien dienen (Ascher 1993). Zur Anwendung
kommen verschiedene Formulierungen zur Kontrolle von saugenden und beiflenden
Pflanzenschéadlingen. Neem wird aber auch gegen Parasiten wie Tierlduse und Zecken
eingesetzt (Srivastava et al. 2008, Habluetzel et al. 2007). In dieser Studie wurde ein
standardisiertes Produkt, NeemAzal® der Firma Trifolio GmbH, Lahnau, eingesetzt. Dieses
besteht aus dem Extrakt der Neemsamen und hat einen Gehalt von 34,4 % der aktiven
Komponente Azadirachtin A. Neem wurde ausgewahlt, da es eine sehr geringe Toxizitét
gegenuiber Saugetieren aufweist (Schmutterer 1990).

Permethrin  (M-Phenoxybenzyl cis,trans 3(2,2-dichlorvinyl)-2,2-dimethylcyclopropan-carbo-
xylat) gehort zur Gruppe der Typ | Pyrethroide, die keine Cyano-3-phenoxybenzyl-Gruppe
besitzen (IRAC [Insecticide Resistance Action Committee] Gruppe 3A) (Insecticide
Resistance Action Committee 2005, Ware und Whitacre 2004, Valentine 1990). Die
Vorbilder synthetisch hergestellter Pyrethroide sind die natlirlich vorkommenden Pyrethrine.
Die Eigenschaften von Pyrethroiden und Pyrethrinen sind weitestgehend identisch (Kunkle
1997). Pyrethroide zeichnen sich aber durch eine starkere Wirkung und hohere Lichtstabilitat,
verbunden mit einer hoheren Residualwirkung, aus (Ware und Whitacre 2004, Blagburn und
Lindsay 2001, Kunkle 1997). Die neurotoxischen Effekte zeigen sich, neben der
Beeinflussung von Kalium- und Chloridkanalen, hauptsachlich in einer anhaltenden Offnung
der Natriumkandle an der Nervenmembran. Dadurch kommt es zu andauernden
Erregungszustanden, die zu Koordinationsstérungen, L&hmungen und schlie}lich zum Tod
fuhren kdnnen (Ungemach 2010). Neben der abtotenden gibt es auch eine repellente Wirkung
(Kocisova und Para 1999, Lane und Anderson 1984). Permethrin-Praparate haben ein breites
Anwendungsgebiet; eine ausreichende akarizide Wirkung kann in Abhéangigkeit von der
Formulierungsart erreicht werden (Ungemach 2010). Die Sdugetiertoxizitat ist relativ gering
(Hornbostel et al. 2005), da der Wirkstoff von Sdugetieren bei der ausschliellich &uReren
Anwendung (Ohrclip, Shampoo, Puder, Spot-on) kaum resorbiert und schnell hydrolytisch

gespalten wird, wodurch die Rickstandsproblematik auf essbaren Produkten fur den




Allgemeine Einleitung

Konsumenten vergleichsweise unbedeutend ist (Richter und Steuber 2010, Ungemach 2010).
Bei Anwendung im Haarkleid von Nutztieren verlangert sich insbesondere die Persistenz
aufgrund der verminderten Lichtexposition und der starken Bindung des Wirkstoffes an
lipophile Oberflachen und dem dort vorherrschenden geringen Gasdruck (Nolan et al. 1979).
Es haben sich gegen Pyrethroide aber bereits weltweit Resistenzen entwickelt (z. B. bei
R. microplus) (u. a. Fernandes 2001, Miller et al. 1999, Beugnet und Chardonnet 1995).

Das Chloronicotinylnitroguanidin-Insektizid Imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-
N-nitro-2imidazolidinimin) ist in die Gruppe der neonikotinoiden Insektizide einzuordnen
(IRAC Gruppe 4A) (Insecticide Resistance Action Committee 2005, Arther et al. 1997). Es ist
ein Agonist an postsynaptischen nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren des Nervensystems
von Insekten (Ungemach 2010, Abbink 1991). Imidacloprid verfligt Gber eine hohere
Stabilitat als Nikotin (Moffat 1993) und wirkt 50-fach stérker als dieses (Ungemach 2010).
Wegen des nur geringen Abbaus durch Cholinesterasen zeigt sich nach Verabreichung eine
schnelle Immobilisation (,,Knock-down-Effekt*) der Zielorganismen (Ungemach 2010). Des
Weiteren tritt eine starke und langanhaltende Rezeptorbindung durch Neonikotinoide ein,
wodurch es zur Paralyse kommt. Der Tod der Insekten tritt durch Hemmung der
Erregungsubertragung ein (Richter und Steuber 2010). Hauptséchlich wird Imidacloprid
gegen Pflanzenschadlinge, aufgrund der guten systemischen Eigenschaften vor allem gegen
saugende, angewendet (Horowitz und Ishaaya 2004). AuRerdem wird es bei Hund und Katze
zur Flohbekdmpfung eingesetzt (Blagburn und Lindsay 2001). Eine Anwendung bei S&ugern
ist gut vertréglich (Richter und Steuber 2010, Kunkle 1997, Yamamoto et al. 1995). Auch fiir
Vogel, Fische und wirbellose Wasserorganismen sind Neonikotinoide nicht toxisch
(Ungemach 2010). Auf Milben hat es keine Wirkung (Ware und Whitacre 2004) und gegen
Zecken wird es nur in der Kombination mit anderen Wirkstoffen eingesetzt. Im
Haustierbereich wird z. B. die repellente und abtotende Wirkung der Kombination aus
Permethrin und Imidacloprid zur Bekdmpfung von Fléhen, Zecken und Stechmiicken genutzt
(Ungemach 2010). Dennoch wurde es fiir diese Studie ausgewahlt, da verschiedene Studien
mit entomopathogenen Pilzen eine verbesserte Wirkung der Pilze in Verbindung mit geringen
Konzentrationen von Imidacloprid zeigten (Jaramillo et al. 2005, Quintela und McCoy
1998a).

Fipronil  (5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoro-methyl)phenyl]-4-[(trifluoromethyl)sulfinyl]-
1H-pyrazol-3-carbonitril), das zur Gruppe der Phenylpyrazole gehort (IRAC Gruppe 2B), ist
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ein Kontaktgift ohne repellente Wirkung und blockiert GABA-gesteuerte Chloridkandle nicht
kompetitiv (Ungemach 2010, Insecticide Resistance Action Committee 2005, Blagburn und
Lindsay 2001, Cole et al. 1993). Dadurch kommt es zu einer Ubererregung und schlieBlich
dem Tod des Parasiten (Ungemach 2010). Fipronil zeichnet sich durch eine schnelle Kontakt-
und eine langanhaltende Residualwirkung aus, wodurch zwischen den einzelnen
Anwendungen groRe Zeitrdume liegen konnen (Richter und Steuber 2010, Blagburn und
Lindsay 2001, Wiedemann 2000, Postal et al. 1995). Es ist schlecht wasserloslich; Wasser
und Sonnenlicht beeinflussen die Wirkung von Fipronil aber nicht (Kunkle 1997). Es hat ein
breites Nutzungsspektrum und ist zur Kontrolle verschiedener Ektoparasiten, einschlieflich
Zecken, zugelassen. Es ist effektiv gegen Schédlinge, die bereits gegen Pyrethroide,
Organophosphate und Karbamate resistent sind (Ware und Whitacre 2004, Davey et al. 1998).
Fur Vertebraten ist es weitestgehend ungefahrlich, da die Rezeptoren von Vertebraten eine
deutlich geringere Affinitat gegenlber Fipronil aufweisen als die von Arthropoden
(Ungemach 2010, Kunkle 1997). Fur Vogel, Reptilien (bei oraler Aufnahme) und Fische kann
es jedoch hoch toxisch sein (Peveling und Demba 2003, United States Environmental
Protection Agency 1996). Eines der Hauptabbauprodukte (Fipronildesulfinyl) ist generell
toxischer (auch fur Sdugetiere) als Fipronil und weist zudem eine hohere Persistenz als
Fipronil auf (Hainzl et al. 1998, Hainzl und Casida 1996).

Amitraz  (N'-(2,4-dimethylphenyl)-N[[2,4-dimethylphenyl)imino]methyl]-N-methylmethan-
imidamide) ist ein Formamidinderivat aus der Gruppe der Triazapentadiene (Ungemach 2010,
Ware und Whitacre 2004, Kunkle 1997). Es zeigt eine hohe Wirksamkeit gegen Milben,
Zecken und Lduse und eignet sich damit fur die Kontrolle von Parasiten auf Tieren; auRerdem
hat es eine repellente Wirkung (Richter und Steuber 2010, Ungemach 2010, Blagburn und
Lindsay 2001). Als Wirkmechanismus wird entweder eine Wirkung auf die
Octopaminrezeptoren im zentralen Nervensystem (IRAC Gruppe 19) (Richter und Steuber
2010, Insecticide Resistance Action Committee 2005) oder eine Hemmung des
Monoaminoxidaseenzyms vermutet (Blagburn und Lindsay 2001). Dieses fiihrt zu
Ubererregbarkeit und in der Folge zu abnormem Verhalten, Paralyse und Tod (Ungemach
2010). Bei Zecken ftritt eine Paralyse der Mundwerkzeuge ein, was ein Festsetzen an Wirten
verhindert bzw. ein Abldsen von bereits festgesetzten Zecken zur Folge hat (Gupta 2007).
Amitraz wird in der Umwelt schnell abgebaut (Jonsson und Hope 2007, Ungemach 2010). Es
ist zwar nicht toxisch fir Bienen und Vogel, sollte aber aufgrund der hohen Fischtoxizitét

nicht in Gewésser gelangen (Ungemach 2010). Die Toxizitat fir Menschen und Rinder ist
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relativ gering (Jonsson und Hope 2007). Amitraz ist in Deutschland zurzeit nur zur
Behandlung von Hunden zugelassen (Ungemach 2010). In Osterreich ist die Anwendung an
Schweinen (Taktic® — 12,5 % Amitraz) zugelassen. Die Wartezeit betragt dabei sieben Tage
(Bundesministerium fir Gesundheit 2011). In der Schweiz ist Amitraz auBer fir die
Anwendung am Schwein (1 Tag Wartezeit) zusétzlich fur die Behandlung am Rind (4 Tage
Wartezeit) sowie am Schaf und an der Ziege (24 Tage Wartezeit) zugelassen (Richter und
Steuber 2010). Die Stabilitdt von Amitraz wird sowohl durch UV-Licht, Temperatur, aber
auch durch den pH-Wert und die Lésungsmittelart beeinflusst (Corta et al. 1999, Bernal et al.
1997, Pierpoint et al. 1997). Bei langerer Lagerung einer fertigen Losung kann es zum Zerfall
in die Zwischenprodukte 2,4-Dimethylphenylformamid, N-2,4-dimethylphenyl-N-methyl-
formamadin oder in das stabilere, genotoxische 2,4-Dimethylanilin kommen (Brimecombe
und Limson 2006, Osano et al. 2002). Begiinstigt wird die Hydrolyse von Amitraz durch
einen niedrigen pH-Wert (Brimecombe und Limson 2006, Corta et al. 1999). Altere
Sprihlésungen konnen folglich Intoxikationen, z. B. bei Pferden, verursachen (Auer et al.
1984). Dafiir scheint die Resistenzentwicklung im Vergleich zu Permethrin langsamer
voranzuschreiten (Jonsson und Hope 2007). In Australien wurde der erste resistente
R. microplus-Stamm fiinf Jahre nach Einfuhrung von Amitraz identifiziert (Nolan 1981),
wahrend Falle von Amitraz-Resistenzen in Mexiko erst sieben Jahre nach der Einfiihrung
identifiziert wurden (Soberanes et al. 2002).

Obwohl es in Deutschland nur an Hunden zugelassen ist (Ungemach 2010), wurde es in die
vorliegende Studie an R. microplus mit einbezogen, um im Rahmen der Studie (Trilaterales
Projekt Deutschland-Israel-Paldstina) auch einen in Israel relevanten Wirkstoff zu testen, da
Amitraz in Israel im Gegensatz zu Fipronil als Ektoparasitizid bei Rindern angewendet

werden darf (Samish, personliche Mitteilung).

Etoxazol (2-(2,6-difluorophenyl)-4[4-(1,1-dimethylethyl) -2-ethoxyphenyl]-4,5-dihydro-oxa-
zol) gehort in die Substanzgruppe der Milbenwachstumsinhibitoren, die eine unbekannte oder
unspezifische Wirkweise haben (IRAC Gruppe 10B) (Insecticide Resistance Action
Committee 2005, Ware und Whitacre 2004). Es ist ein Derivat des 2,4-Diphenyl-1,3-
Oxazolines und verschiedene Autoren gehen davon aus, dass es, dhnlich wie
Benzoylphenylharnstoff-Insektizide, die Chitinsynthese inhibiert (Nauen und Smagghe 2006,
Suzuki et al. 2001). Da Chitinsynthese-Inhibitoren nicht neurotoxisch wirken und in einen bei
Vertebraten nicht vorkommenden Biosyntheseweg eingreifen, werden sie bei oraler

Aufnahme generell als relativ sicher flir Sdugetiere angesehen (Sheets 2007, Dekeyser 2005).
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AuBerdem wird es in der Umwelt schnell abgebaut (Dekeyser 2005). Zuerst wurde es 2002
zur Behandlung von Zierpflanzen im Gewéchshaus eingesetzt (Ware und Whitacre 2004).
Erste Versuche zur Wirksamkeit gegen Zecken (Haemaphysalis longicornis) deuteten das
mdogliche Potenzial als Zeckenbekdmpfungsmittel an (Tamura et al. 2004). Fiir diese Studie
wurde es ausgewdhlt, um es kombiniert mit den beiden Pilzstimmen gegen gesogene
Nymphen (Amblyomma hebraeum Koch, 1844 [Acari: Ixodidae]) anzuwenden und deren
Hé&utung zur adulten Zecke zu verhindern, sofern zuvor kein Effekt auf die Chitinsynthese des
Pilzes festgestellt wurde.

Die vorgestellten Schadlingsbekampfungsmittel sind effektiv, es gibt aber toxikologische und
Umweltvertréglichkeitsbedenken (Willadsen 2006, Gassner et al. 1997, Ginsberg 1994).
Besonders bei der Behandlung von Nutztieren kommen Warteperioden hinzu und die
Behandlung von Habitaten, in die Zecken sich zur Hautung und Eiablage zurlickziehen, kann
Nebeneffekte auf Nicht-Zielorganismen zur Folge haben (Schulze et al. 2005, Schulze et al.
2001, Wall und Strong 1987). Des Weiteren fiihren wachsende Probleme mit
Akarizidresistenzen (Castro-Janer et al. 2010, Alonso-Diaz et al. 2006, Foil et al. 2004, Nolan

1990) zur Notwendigkeit einer Suche nach alternativen Mdglichkeiten der Zeckenkontrolle.

Biologische Kontrolle mit entomopathogenen Pilzen

Die biologische Kontrolle ist eine mdgliche Alternative zur chemischen Kontrolle.
Insbesondere entomopathogene Pilze sind eine vielversprechende Gruppe in der biologischen
Zeckenbekampfung. Es sind uber 700 Arten von entomopathogenen Pilzen aus
unterschiedlichen Klassen bekannt (Wraight et al. 2007). Es wird ein weiter Wirtsbereich
unter den Arthropoden abgedeckt (Alves 1998, Goettel und Inglis 1997). AufRerdem sind
entomopathogene Pilze in den meisten 6kologischen Nischen (im Wasser, unter der Erde und
an der Luft) zu finden (Hajek und St. Leger 1994). Laut Shah und Pell (2003) werden Studien
mit entomopathogenen Pilzen hauptsachlich mit Pilzen aus der Klasse der Entomophtorales
(Zygomycota) und der Hyphomycetes (Deuteromycota) durchgefiihrt. Pilze, die zum Stamm
der Deuteromyces zahlen, zeichnet aus, dass sie sich hauptséchlich asexuell (anamorphisch)
reproduzieren. Als Reproduktionsmittel dient die nicht-bewegliche Konidie, die bei den
Hyphomyceten an freien oder an kumulierten Hyphen gebildet wird (Boucias und Pendland
1998). Einige Stamme aus dieser Klasse sind bereits als kommerzielle Produkte erhéltlich
(u.a. Verticillium lecanii gegen Blattlause, Beauveria bassiana gegen verschiedene

Schadlinge, Metarhizium anisopliae [Metschnikoff, 1879] Sorokin, 1883 [nach neuer
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Einteilung: Hypocreales: Clavicipitaceae; nach alter Einteilung: Deuteromycota:
Hyphomycetes] gegen Heuschrecken) (Shah und Pell 2003).

Metarhizium, aufgrund der grunlichen Farbung seiner Konidien im Englischen auch als
»green muscardine fungus“ bezeichnet, ist von der Arktik bis zu den Tropen in jedem
Habitattyp zu finden, ist aber eigentlich ein Bodenpilz (Bidochka und Small 2005, Boucias
und Pendland 1998). Diese Gattung umfasst nach derzeitiger Einteilung elf Arten, darunter
auch M. anisopliae (Bischoff et al. 2009). M. anisopliae hat einen breiten Wirtsbereich, dieser
kann je nach Stamm jedoch auch sehr eingeschréankt sein (Wraight et al. 2007). Die meisten
Stamme haben aber nur eine geringe Wirtsspezifitat (Bidochka und Small 2005). Diese ist fir
die Auswahl eines Stammes allerdings wichtig, um Effekte auf Nicht-Zielorganismen zu
vermeiden.

Die Infektion verlauft bei den meisten entomopathogenen Pilzen dhnlich, wobei die Keimung
als wichtiger Schritt der Infektion angesehen wird. Dazu ist der Kontakt zwischen Konidie
und Wirt Voraussetzung (Samson et al. 1988). Die Konidienausbreitung erfolgt bei den
meisten entomopathogenen Pilzen passiv Uber Wind oder Wasser (Wraight et al. 2007), so
dass der Wirtskontakt zufallig geschieht und von Witterungsbedingungen, der Konidienanzahl
und der Wirtsdichte abhangt (Samson et al. 1988). Nach Anheftung an der Wirtskutikula uber
hydrophobe Wechselwirkungen erfolgt die Keimung (Boucias und Pendland 1998). Die
Néhrstoffe fir die Keimung werden aus dem enzymatischen Kutikulaabbau, der sich nur auf
die ndhere Umgebung der angehefteten Spore beschrankt, gewonnen (Vilcinskas und Gotz
1999). Einige Kutikulabestandteile, z. B. Fettsduren, haben eine inhibierende Wirkung auf die
Keimung der Konidie (Smith und Grula 1982). AuBerdem kodnnen exogene antimikrobielle
Flussigkeiten, die die Kutikulaoberflache bedecken, den Keimungsprozess zum Erliegen
bringen. In der Regel reichen giinstige Nahrstoff- und Luftfeuchtigkeitsbedingungen aus, um
eine Keimung zu induzieren (Vilcinskas und Gotz 1999). Die Konidie formt ein
Appressorium, welches tber einen amorphen schleimigen Film mit der Kutikula verbunden
wird. Dieser Film fullt auch Licken zwischen Konidie, Apressorium und Kutikula auf
(Boucias und Pendland 1998). Die Wachsschicht der Kutikula wird dabei teils fir die
Bindung zwischen Konidie und Kutikula genutzt und teils zur N&hrstoffgewinnung degradiert
(Boucias und Pendland 1998). Der Keimschlauch der gekeimten Konidie dringt in den Wirt
ein (Samson et al. 1988). Dabei wird der mechanische Prozess des Eindringens durch vom
entomopathogenen Pilz produzierte Enzyme unterstitzt (Zimmermann 2007). Bereits das
Durchdringen der Kutikula wird von Immunreaktionen des Wirtes begleitet. Es kann zunéchst

an der Epikutikula um die Pilz-Eintrittsstelle herum zu Melanisierungsreaktionen kommen,
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die durch Phenoloxidasereaktionen hervorgerufen werden (Gillespie und Kanost 1997). Diese
Reaktion hat zwar fungizides Potenzial, reicht aber selten aus, um die Infektion zu verhindern
(St. Leger et al. 1988). Danach muss der entomopathogene Pilz die ektodermale Epidermis,
die aus Zellen mit einem hohen Gehalt an antimikrobiellen Proteinen (z. B. Lysozyme)
besteht, passieren. Im Wirtsinneren angekommen, ist der entomopathogene Pilz weiteren
Immunreaktionen ausgesetzt (Vilcinskas und Go6tz 1999). Die meisten entomopathogenen
Pilze verteilen sich innerhalb des Wirtes als Protoplasten oder Hyphenkérper (im Englischen
,hyphal bodies*). Diese Zellen haben keine vollstandig ausgebildete Zellwand, wodurch sie
die Erkennung durch Zellen des Immunsystems vermeiden konnen. Trotzdem kann es
wahrend der beginnenden Mykose zur Phagocytose kommen. Die Féhigkeit der Haemozyten
Pilzkorper zu erkennen und zu phagocytieren, nimmt mit zunehmender Mykose aber immer
weiter ab. Auch die Anzahl der Haemocyten nimmt mit Zunahme von frei zirkulierenden
Hyphen ab. Ergebnisse der Studie von Vilcinskas und Matha (1997) legen den Schluss nahe,
dass die entomopathogenen Pilze die Immunantwort des Wirtes aktiv vermeiden oder
unterdriicken kénnen. Der Wirt stirbt an einer Mischung aus Nahrstoffmangel, Organversagen
und Toxinen (Wraight et al. 2007). Bei glnstigen Umweltbedingungen kommt es zum
Auswachsen des entomopathogenen Pilzes aus dem Korper und es werden neue Konidien
produziert (Alves 1998). Von der Infektion bis zum Tode dauert es je nach Zustand des
Wirtes und den Umweltbedingungen zwei bis acht Tage, es kann aber auch bis zu vier
Wochen dauern (Alves 1998, Zimmermann 2007). Entomopathogene Pilze haben einige
Vorteile gegentber anderen Schédlingsbekdmpfungsmitteln. lhre Herstellung in groRen
Mengen ist relativ einfach und eine Konidiensuspension kann wie ein herkdémmliches Pestizid
ausgebracht werden (Wraight et al. 2007, Roberts und St. Leger 2004). Konidien kénnen
direkt in den Zielorganismus eindringen, sobald sie an der Kutikula haften und missen auch
nicht, wie viele andere Insektenpathogene, oral aufgenommen werden (Samish und Rehacek
1999). Nicht zuletzt ist das sekunddre Verbreitungspotenzial der entomopathogenen Pilze,
wodurch auch versteckte Schadlinge erreicht werden kénnen, von Bedeutung (Langewald et
al. 1999, Kaaya und Okech 1990). Des Weiteren werden entomopathogene Pilze als relativ
sicher fur die Umwelt angesehen (u. a. Zimmermann 2007, Roberts und St. Leger 2004) und
hinterlassen im Gegensatz zu vielen chemischen Pestiziden auch keine toxikologisch
relevanten Stoffe an behandelten Tieren (Zimmermann 1992). Allerdings reagieren z. B.
Embryonen der Neuweltlichen Ahrenfischart Menidia beryllina, des Krallenfrosches Xenopus
laevis und der Schwimmgarnele Palaemonetes pugio empfindlich auf Konidien von
entomopathogenen Pilzen (Genthner et al. 1998, Genthner und Middaugh 1995). Die
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Séugetier-Sicherheit ist gewahrleistet, solange es sich um Stdmme handelt, die bei
Saugetierkorpertemperatur nicht keimfahig sind (Boucias und Pendland 1998). In Einzelfallen
kdnnen sich immunsupprimierte Individuen allerdings Infektionen zuziehen (Roberts und St.
Leger 2004). AuRerdem wurde hadufiger tber leichte allergische Reaktionen gegeniiber den
Konidienstduben entomopathogener Pilze berichtet (Roberts und St. Leger 2004,
Schaerfenberg 1968). Effekte auf Nicht-Zielorganismen konnen bei Auswahl geeigneter
Stamme auf niedrigem Niveau gehalten werden (Bidochka und Small 2005). Die
Wirtsempfindlichkeit ist unterschiedlich und wird durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst
(Goettel und Inglis 1997). Gegenuber verschiedenen Zeckenarten kann sie hoch sein, aber sie
schwankt zum Teil erheblich (u. a. Kirkland et al. 2004a, Kirkland et al. 2004b, Leemon und
Jonsson 2008, Gindin et al. 2002). Ungunstige und schwankende Umweltbedingungen, gegen
die der Pilz empfindlich ist, sind z. B. eine geringe Luftfeuchte, hohe Temperaturen und
starke UV-Strahlung (Boucias und Pendland 1998, Zimmermann 1982). Durch diese Faktoren
kann die Fahigkeit des Pilzes zu Uberleben, sich zu verbreiten, einen Zielorganismus zu
infizieren und abzutdten zum Teil erheblich beeinflusst werden (Wraight et al. 2007). Ein
Nachteil ist auch der relativ langsame Wirkungseintritt. In der Regel dauert es von der
Infektion bis zum Tod des Wirtes zwei bis acht Tage (Alves 1998), wahrend herkémmliche
Ektoparasitizide laut Holdsworth et al. (2006) bei Anwendung gegen euryxene Zecken eine
Effizienz von 95 % nach vier Tagen erreichen sollen. Daher ist es erforderlich, die Virulenz
der entomopathogenen Pilze zu stabilisieren und auch die Wirkungsgeschwindigkeit zu
verbessern, um eine verlassliche Zeckenbekdmpfung zu gewéhrleisten. Eine Verbesserung
konnte (ber Zusatzstoffe (u.a. niedrig dosierte Schadlingsbekampfungsmittel, Kieselgel)

erreicht werden, sofern diese den Pilz nicht negativ beeinflussen.

Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war, durch Kombination von niedrig dosierten
Schadlingsbek&mpfungsmitteln mit M. anisopliae die Bedingungen fir eine Pilzinfektion zu
verbessern und die Abtotung der Zielorganismen durch M. anisopliae zu beschleunigen.
Durch diese Kombination konnte der Einsatz von herkdmmlichen Schadlings-
bek&mpfungsmitteln reduziert werden und das Risiko einer Umweltverschmutzung sowie
Effekte auf Nicht-Zielorganismen minimiert werden. Eine Effizienzsteigerung von
M. anisopliae kann aber nur erzielt werden, sofern die eingesetzten Schadlings-
bekampfungsmittel M. anisopliae nicht negativ beeinflussen. Mdgliche negative Effekte

kdnnten sich in der Hemmung physiologischer Prozesse (Keimung, vegetatives Wachstum,
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Konidiogenese) zeigen (Alves et al. 1998). Vor einem kombinierten Einsatz von
Schédlingsbekdmpfungsmitteln und M. anisopliae war also in einem ersten Schritt die
Untersuchung der Kompatibilitat der einzusetzenden Komponenten notwendig (Kapitel 1). In
einem zweiten Schritt wurden von ausgewdhlten Schadlingsbekampfungsmitteln subletale
Konzentrationen sowie die Abh&ngigkeit der Wirkungsgrade der beiden Stdmme von
M. anisopliae von der Konzentration applizierter Sporensuspensionen ermittelt. Diese
ermittelten Konzentrationen wurden dann in einem dritten Schritt als Kombinationen getestet.
Bei der dreiwirtigen Zecke A. hebraeum (im Englischen ,,bont tick*), die im siidlichen Afrika
vorkommt, konzentrierten sich die Untersuchungen auf das vollgesogene Nymphenstadium
und die mogliche Verhinderung der Entwicklung zur Adulten (Kapitel 2). Zum Vergleich der
Empfindlichkeit wurden einige Tests mit ungesogenen Adulten durchgefiihrt. Von dem
Kosmopoliten Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806 (Acari: Ixodidae) (Braune
Hundezecke) wurden, aufgrund der limitierten Anzahl von Versuchstieren einzig die
ungesogenen Adulten untersucht (Kapitel 3). Von der zur Subgattung Boophilus gehérenden
und nur in den Tropen und Subtropen verbreiteten (Khan 2010, Nicholson et al. 2009)
Zeckenart R. microplus (stidliche Rinderzecke) wurden alle Stadien, die nicht auf dem Wirt
leben (Eier, ungesogene Larven, vollgesogene Weibchen) getestet und die Effekte des Pilzes
auf die Mortalitéat, die Menge der abgelegten Eier und die Schlupfrate bestimmt (Kapitel 4).
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Wirkung von Schadlingsbekadmpfungsmitteln auf M. anisopliae

Kapitel 1: In vitro Wirkung von Schadlingsbekdmpfungsmitteln auf Keimung,
vegetatives Wachstum und Konidienproduktion zweier Stdmme von

Metarhizium anisopliae

Zusammenfassung — Entomopathogene Pilze werden in der biologischen
Schédlingsbekdmpfung gegen viele verschiedenartige Insekten und Spinnentiere eingesetzt.
Die Wirksamkeit der entomopathogenen Pilze variiert aber abhéngig von nicht vorteilhaften
und sich andernden Umweltbedingungen sowie weiteren Faktoren stark. Eine Mdoglichkeit
ihre Wirksamkeit zu erhohen ist der Einsatz einer Kombination aus entomopathogenem Pilz
und niedrig dosiertem Schadlingsbek&mpfungsmittel. In subletalen Konzentrationen kénnen
verschiedene Wirkstoffe die Wirksamkeit des entomopathogenen Pilzes erh6hen, wenn sie
Entwicklung, Virulenz und sekundares Verbreitungspotenzial des Pilzes nicht negativ
beeinflussen. Nachteilige Auswirkungen kann es insbesondere durch die Hemmung der
Keimung, des vegetativen Wachstums, der Sporenbildung und der Sporulation geben.

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene Konzentrationen von Fipronil, Permethrin,
Imidacloprid, NeemAzal® Amitraz und Etoxazol, die als potenzielle Kandidaten fiir
kombinierte Applikationen ausgewéhlt wurden, mit zwei Stdmmen des entomopathogenen
Pilzes Metarhizium anisopliae in vitro getestet. M. anisopliae wurde auf Medium, das mit
funf wverschiedenen Konzentrationen der oben genannten Schadlingsbekampfungsmittel
angereichert wurde, inokuliert. Keimung, Myzelwachstum und Sporulation wurden evaluiert.
Die Ergebnisse zeigten, dass die getesteten Schéadlingsbek&mpfungsmittel gemal der
Klassifizierung von Alves et al. (1998), die Myzelwachstum und Sporulation berticksichtigt,
mit beiden getesteten Stammen von M. anisopliae kompatibel sind. Nur die héheren Dosen
von Fipronil (40 und 200 ppm) und Etoxazol (20 und 100 ppm) mussten gegentber einem der
getesteten M. anisopliae-Stamme (MA-7) als moderat toxisch bzw. toxisch (100 ppm
Etoxazol) eingestuft werden. Des Weiteren hemmten nur die hohen Konzentrationen der
Wirkstoffe die Keimung und das Koloniewachstum leicht. Die Sporulation wurde stérker
(maximal um 63 %) durch die hohere Konzentration von Etoxazol, Fipronil und Amitraz
reduziert.

Es ist also mdglich, beide Stdmme von M. anisopliae mit den meisten getesteten

Konzentrationen der Wirkstoffe zu kombinieren.

Key-words: Metarhizium anisopliae, Schadlingsbekdmpfungsmittel, Kompatibilitat,

Keimung, vegetatives Wachstum
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Wirkung von Schadlingsbekadmpfungsmitteln auf M. anisopliae

1.1 Einleitung

Die biologische Schadlingskontrolle rickt wegen des Auftretens von Resistenzen (z. B.
Castro-Janer et al. 2010, Alonso-Diaz et al. 2006), ¢kotoxikologischer Bedenken (z. B.
Schulze et al. 2005, Gassner et al. 1997) und 6konomischer Gesichtspunkte (z. B. Ocaido et
al. 2009, Pegram et al. 1991) als Alternative zur Bekdmpfung mit chemischen Schédlings-
bekdmpfungsmitteln in den Vordergrund. Fir die biologische Bek&mpfung von Zecken sind
vor allem entomopathogene Pilze vielversprechend, da sie Vorteile gegeniber
Schédlingsbekdmpfungsmitteln oder anderen biologischen Agenzien besitzen. Dazu zahlen
die einfache Herstellung, die schédlingsbekdmpfungsmittelahnliche Ausbringungsweise
(Wraight et al. 2007, Roberts und St. Leger 2004), das direkte Eindringen in den Wirt
(Samish  und Rehacek 1999, Boucias und Pendland 1998), ihr sekundéres
Verbreitungspotenzial (Langewald et al. 1999, Kaaya und Okech 1990) und ihre relative
Sicherheit gegentiber Nicht-Zielorganismen (u. a. Zimmermann 2007, Roberts und St. Leger
2004). Als klarer Nachteil ist allerdings die starke Variabilitit der Empfindlichkeit
verschiedener Zeckenspezies gegeniiber entomopathogenen Pilzen anzusehen (u. a. Kirkland
et al. 2004a, Kirkland et al. 2004b, Gindin et al. 2002). Diese Unterschiede der Wirksamkeit
madgen zum einen durch unglnstige Umweltbedingungen, z. B. geringe Luftfeuchte, hohe
Temperaturen und hohe UV-Strahlung, zu Stande kommen (Wraight et al. 2007,
Zimmermann 1982). Zum anderen konnen sie aber auch eine Folge intrinsischer Faktoren,
wie die unterschiedliche Lipidzusammensetzung der Kutikula (Ment et al. 2010) oder eine
variable Immunabwehr der Wirtsarten, sein. Die Virulenz des entomopathogenen
Pilzinokulums kann dadurch negativ beeinflusst und der Prozess der Abtétung des
Zielorganismus verlangsamt werden.

Eine Mdglichkeit, diese Variabilitat der Wirksamkeit entomopathogener Pilze zu verringern,
ist der kombinierte Einsatz von entomopathogenen Pilzen mit niedrigen Konzentrationen
naturlicher oder synthetischer Schadlingsbek&mpfungsmittel. Diese kdnnen das Verhalten der
Zielorganismen so veréndern, dass die Chance einer Infektion erhéht wird. So konnte z. B.
Imidacloprid die durch entomopathogene Pilze verursachten Infektionen erhéhen, da es den
mit Imidacloprid behandelten Larven von Diaprepes abbreviatus aufgrund von Immobilitat
nicht moglich war die Konidien von der Kutikula abzustreifen (Quintela und McCoy 1998a).
Imidacloprid kann aber auch das Putzverhalten beeinflussen, wodurch eine Infektion
begunstigt wird (Moino Jr. und Alves 1998). Des Weiteren ware auch das Herabsetzen der
Abwehr durch Schadlingsbekdmpfungsmittel eine mdgliche Wirkweise (Hiromori und

Nishigaki 2001, Hassan und Charnley 1989). Dabei sollte die Nutzung niedrig dosierter
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Wirkung von Schadlingsbekadmpfungsmitteln auf M. anisopliae

Schadlingsbekdmpfungsmittel das Risiko von Rickstdnden auf dem Wirt oder in der Umwelt
verringern sowie unerwilnschte Effekte auf Nicht-Zielorganismen minimieren. Eine
Effizienzsteigerung des Pilzes kann aber nur erzielt werden, sofern die eingesetzten
Schédlingsbekdmpfungsmittel die Lebensfahigkeit, die Entwicklung und die Virulenz des
entomopathogenen Pilzes nicht negativ beeinflussen. Mdgliche negative Effekte waren die
Hemmung der Keimung, des vegetativem Wachstums und der Konidiogenese der Pilze
(Alves et al. 1998). Vor einem kombinierten Einsatz von Schédlingsbekdmpfungsmitteln und
entomopathogenen Pilzen ist also eine Untersuchung der Kompatibilitat der einzusetzenden
Komponenten unabdingbar. Deshalb wurden die Effekte von einem Lodsungsvermittler und
sieben Schéadlingsbekdmpfungsmitteln und einer Schédlingsbekdmpfungsmittel-Kombination
auf zwei Stdamme des entomopathogenen Pilzes Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879)
Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae) (MA-7 und MA-K) getestet. Dabei wurde die
Kompatibilitadt der Stdamme mit Dimethylsulfoxid (DMSQO), welches als Losungsmittel fir die
hydrophoben Reinstoffe genutzt wurde, vorab untersucht. AnschlieBend wurden die, mit
Blick auf die spateren Kombinationsversuche, ausgewdéhlten Schadlingsbekdmpfungsmittel,
hinsichtlich ihrer Wirkung auf die beiden M. anisopliae-Stdmme untersucht. Die verwendeten
Schadlingsbek&mpfungsmittel gehoren zu unterschiedlichen Substanzklassen und haben alle
einen anderen Wirkmechanismus (siehe auch Allgemeine Einleitung — Kontrolle mit
naturlichen und synthetischen Schadlingsbekampfungsmitteln).

Durch die Ermittlung der Kompatibilitaten der Schadlingsbekdmpfungsmittel mit den beiden
Pilzstammen (siehe 1.3 Ergebnisse) kann die Auswahl fir die kombinierten Applikationen

weiter eingeengt werden.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Schadlingsbekampfungsmittel

Die getesteten Praparate NeemAzal® (Trifolio-M GmbH, Lahnau), Permethrin, Imidacloprid,
Amitraz, Fipronil (alle Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim), und Etoxazol
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg) lagen als Reinstoffe in Pulverform vor. Aufgrund ihrer
hydrophoben Eigenschaften wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) als Losungsmittel verwendet. Da nicht bekannt war, in welchen Konzentrationen
DMSO mit den beiden M. anisopliae-Stammen kompatibel ist, wurden in einem ersten Schritt
die konzentrationsabhangigen Effekte von DMSO (1, 2, 4, 6 und 10 %) untersucht, um eine
Konzentration zu ermitteln, die einerseits als Losungsvermittler effektiv ist, andererseits aber

gegeniber beiden M. anisopliae-Stammen keine toxischen Effekte hat.
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Die Schédlingsbekdmpfungsmittel (bis auf Etoxazol und die Kombination aus Permethrin und
Imidacloprid) wurden in folgenden finf Konzentrationen getestet: 0,32; 1,6; 8; 40; 200 ppm.
Diese Konzentrationsbreite wurde gewéhlt, um aus der Dosis-Wirkungs-Beziehung die
Konzentrationen identifizieren zu kénnen, die keinen Effekt auf Zecken haben (subletale
Dosis). Von Etoxazol wurden zehnfach geringere Konzentrationen (0,032; 0,16; 0,8, 4; 20
und 100 ppm) eingesetzt, da Etoxazol auf Zecken bereits in deutlich geringeren
Konzentrationen wirkt. Flr die Kombination von Permethrin und Imidacloprid, wurde das
Verhaltnis (5:1) des Handelspraparates Advantix® zu Grunde gelegt und folgende vier
Konzentrationen untersucht: 1,6 ppm Permethrin und 0,32 ppm Imidacloprid sowie 8 und 1,6;
40 und 8; 200 und 40 ppm. Medium — bestehend aus Kartoffel-Dextrose-Agar (39,5 g/l),
Hefeextrakt (5 g/l) und Pepton (5 g/lI) — welches nicht mit DMSO versetzt war, diente als
Kontrolle. In Fallen, in denen sich das Schadlingsbekampfungsmittel als nicht kompatibel mit
dem Pilz erwies, wurden die Werte noch einmal mit den Werten der dazugehérigen DMSO-
Konzentration verglichen, um zu uberprifen, ob der ermittelte Effekt ausschlieflich dem
Schédlingsbekdmpfungsmittel zuzuschreiben war.

Die Schadlingsbekampfungsmittel wurden in DMSO gel6st und dem Medium, nachdem es
autoklaviert (121 °C, 20 Minuten) und genugend abgekihlt war, hinzugefiigt. Ein
anschlieBendes zweiminutiges Schutteln diente der gleichméligen Verteilung des
Schédlingsbekdmpfungsmittels im Medium. Petrischalen (90 mm Durchmesser) wurden mit
circa 25 ml Medium gefullt. Jeder Konzentrationsversuch wurde viermal wiederholt. Bei jeder
Wiederholung wurden funf Petrischalen pro Pilzstamm und Konzentration eines
Schédlingsbekdmpfungsmittels zur Bestimmung der Keimung (eine Petrischale) und des

vegetativen Wachstums und der Konidienproduktion (vier Petrischalen) benutzt.

1.2.2 Entomopathogene Pilze

Es wurden zwei verschiedene Stdamme von M. anisopliae untersucht: i) Stamm K, der in
Kenia von Amblyomma variegatum isoliert wurde, und ii) Stamm 7, der in Israel von einem
nicht bestimmten Ké&fer isoliert wurde. Beide Stamme stammen aus der von Dr. Galina
Gindin betreuten Sammlung entomopathogener Pilze der entomologischen Arbeitsgruppe des
Volcani Centers (Bet Dagan, lIsrael). MA-K und MA-7 wurden zwei Wochen lang auf
Kartoffel-Dextrose-Agar (39,5 g/l), der mit Hefeextrakt (5 g/l) und Pepton (5 g/l) angereichert
wurde, in einer Klimakammer bei 25 = 1 °C und einer Licht-Dunkel-Periode von 16 Stunden
zu 8 Stunden angezogen. Die Konidien wurden abgeerntet und in sterilem Ag. dest., das mit
0,05 % Tween®80 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) versetzt war, suspendiert. Eine
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Konidienkonzentration von 1,0 x 10" Konidien/ml wurde fiir die Bestimmung von Keimung,
Wachstum und Konidienproduktion mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer (mit einer

Tiefe von 0,2 mm und einer Flache von 0,0625 mm?) eingestellt.

1.2.3 Keimung

Zur Bestimmung der Keimrate wurden 100 pl der Konidiensuspension (1,0 x 10°
Konidien/ml)  auf die mit  Medium  geflllten  Petrischalen  (siehe 1.2.1
Schadlingsbekampfungsmittel) gegeben, mit einem Drigalski-Spatel gleichmaRig verteilt und
bei 25+1°C im Dunkeln fir 20 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Petrischalen in einen Kihlschrank gestellt (circa zwei Stunden), um die Keimung zu stoppen.
Um die Keimrate zu bestimmen, wurden die Konidien mit einer Losung, die Glycerol,
Milchsaure und Methylblau enthielt, gefarbt und je drei Stiicke von 1 cm? GréRe aus dem
Agar einer Petrischale ausgeschnitten. Diese Stlicke wurden unter einem Lichtmikroskop bei
400-facher VergrofRerung ausgewertet. Gekeimte und nicht-gekeimte Sporen wurden gezahlt
(100 Konidien/Stilck), wobei Konidien, deren Keimschlauche mindestens so lang waren wie

die angeschwollene Konidie, als gekeimt gezahlt wurden.

1.2.4 Vegetatives Wachstum und Konidienproduktion

Zur Erfassung des vegetativen Wachstums der Kolonien und der gebildeten Menge an
Konidien wurde ein Tropfen (circa 2 pl) der Konidiensuspension (1,0 x 10" Konidien/ml) in
der Mitte einer Petrischale (90 mm Durchmesser), die mit den bereits beschriebenen Medien
(siehe 1.2.1 Schadlingsbekampfungsmittel) gefullt war, inokuliert. Vier Petrischalen wurden
pro Pilzstamm fir jede Konzentration eines Schéadlingsbekampfungsmittels genutzt und bei
25 = 1 °C und einer Licht-Dunkel-Periode von 16 Stunden zu 8 Stunden inkubiert. Das radiale
Wachstum wurde zwolf Tage nach der Inokulation gemessen. AnschlieBend wurde zur
Bestimmung der Konidienanzahl eine 177 mm?2 grof3e Kreisscheibe aus der Mitte einer
sporulierenden Kolonie mit einem Korkbohrer ausgeschnitten und in ein Reagenzglas
uberfihrt, welches eine mit 0,1 % Tween80 versetzte sterile Wasserlosung enthielt.

Der Inhalt des Reagenzglases wurde zundchst 20 Sekunden mittels eines Schuttlers
durchmischt und danach fur finf Minuten in einem Ultraschallbad des Typs RK255S mit
einer Vibrationsfrequenz von 35 kHz (Bandelin, Berlin) behandelt, um die Sporen von der
Agarscheibe zu lésen. Die Konidienanzahl wurde nach Verdinnung der Stammldsung mit
Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer (mit einer Tiefe von 0,2 mm und einer Flache von
0,0625 mm2) bestimmt.
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1.2.5 Berechnung der Kompatibilitat

Alves et al. (1998) haben ein Modell zur Klassifizierung von toxikologischen Effekten von
Chemikalien auf entomopathogene Pilze vorgeschlagen, die in vitro auf festem Medium
wachsen. Dieses Modell berlcksichtigt die Konidienanzahl (KA) und das vegetative
Wachstum (VW) der Pilze auf Medien, die mit den Testchemikalien
(Schadlingsbekampfungsmittel) angereichert sind, im Vergleich zur Entwicklung von Pilzen
auf unbehandelten Kontrollmedien. Die Toxizitats-(T-)Werte werden mit folgender Formel
berechnet: T = (20 x [VW] + 80 x [KA])/100. Anhand der T-Werte haben Alves et al. (1998)
folgende Kilassifizierung vorgeschlagen: T > 60 kompatibel, 46 <T <60 moderat toxisch,
31 <T <45 toxisch und T < 30 sehr toxisch.

1.2.6 Statistik

Die statistische Analyse wurde mit PASW 17 (Predictive Analysis SoftWare, SPSS Inc.)
durchgefihrt. Die Daten der Keimraten wurden transformiert (Arcus-Sinus-Quadratwurzel-
Transformation) und anschlieBend mit einer ANOVA analysiert, wobei die Mittelwerte mit
Hilfe des Tukey-Tests separiert wurden. Die Mittelwerte des vegetativen Wachstums der
Pilze bei verschiedenen Konzentrationen eines Schadlingsbekampfungsmittels wurden
untereinander mit dem U-Test nach Mann und Whitney verglichen. Die Konidienanzahl
wurde mit einer ANOVA analysiert, wobei die Mittelwerte ebenfalls mit Hilfe des Tukey-
Tests separiert wurden. Das Signifikanzniveau wurde fir alle oben genannten Tests mit
p <0,05 angenommen. Unterschiede in den Dosis-Wirkungs-Kurven eines Schadlingsbe-
kampfungsmittels fur beide Pilzstimme wurden flir Keimung, Wachstum und Konidienanzahl
mittels einer univariaten Varianzanalyse ermittelt. Das Signifikanzniveau flr die univariate
Varianzanalyse wurde, da keine Homogenitat vorlag, mit p < 0,01 angenommen (Bihl und
Zofel 2000).

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Dimethylsulfoxid

Die Keimung, das vegetative Wachstum und die Konidienbildung von MA-K und MA-7
wurden von DMSO konzentrationsabhangig beeintrachtigt. Die Keimrate betrug zwischen
89,3 % und 99,0 % bei DMSO-Konzentrationen von 4 % oder weniger. 6 % und 10 % DMSO
hatten im Vergleich zur Kontrolle einen signifikant negativen Einfluss auf beide
M. anisopliae-Stdamme (Fsgs = 261, p < 0,001 [MA-K], Fses = 125, p <0,001) [MA-7]). Der

Vergleich der Keimraten beider Stamme miteinander ergab keine signifikanten Unterschiede
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(Fs132 = 1,00, p = 0,42). Das vegetative Wachstum hingegen wurde nur bei 1 % DMSO nicht
beeinflusst (fir DMSO > 1 %: U = 0,00, p < 0,001 [MA-K], U <4,50, p < 0,001 [MA-T7]). Bei
10 % DMSO konnte nach zwolf Tagen kein Wachstum festgestellt werden. MA-7 wurde in
den héheren Konzentrationen stérker negativ beeinflusst als MA-K (Fs174 = 7,76, p < 0,001).
Auch die Menge an gebildeten Konidien verringerte sich mit steigender DMSO-
Konzentration und war nur in der geringsten DMSO-Konzentration auf dem Niveau der
Kontrolle (Fsgs =150, p<0,001 [MA-K], Fsgs=85,5 p<0,001[MA-7]). MA-7 wurde
starker beeintrachtigt als MA-K (Fs174 = 15,3, p <0,001) (Abb. 1). T-Werte kleiner als 17
zeigten die hohe Toxizitdt von DMSO-Konzentrationen uber 2 % auf beide M. anisopliae-
Stdmme an. Die beiden geringsten DMSO-Konzentrationen (1 % und 2 %) waren mit beiden

Stammen kompatibel (Tab. 1).

Tab. 1: T-Werte und Klassifizierung (nach Alves et al. [1998])
der toxikologischen Effekte der verschiedenen DMSO-
Konzentrationen auf MA-K und MA-7.

MA-K MA-7
Konzentration T-Wert Klassifizierung T-Wert Klassifizierung
1% 91,7 K 90,3 K
2% 64,6 K 65,4 K
4 % 12,1 ST 16,4 ST
6 % 57 ST 58 ST
10 % 0,7 ST 1,6 ST

T-Wert > 60: K (kompatibel) und T-Wert < 30: ST (sehr toxisch).

1.3.2 NeemAzal

Es konnten keine signifikanten Effekte auf die Keimung festgestellt werden, wenn MA-K
oder MA-7 auf mit NeemAzal angereichertem Medium kultiviert wurde (Fsgs = 2,40,
p=0,047 [MA-K], Fs6=1,94, p=0,10 [MA-7]) und es gab auch keine Unterschiede
zwischen den beiden M. anisopliae-Stammen (Fs 13, = 2,00, p = 0,83). Die mittlere Keimrate
war in allen Konzentrationen gréfRer als 98,2 %. Die KoloniegroBe von MA-K wurde
allerdings von 200 ppm NeemAzal signifikant negativ beeinflusst (U = 63,5, p = 0,024). Das
Wachstum von MA-7 hingegen wurde nur von 8 ppm nicht signifikant negativ beeinflusst
(U<57,0, p<0,012). Es gab im direkten Vergleich der beiden Pilzstdmme keine
signifikanten Unterschiede (Fs17s = 2,12, p = 0,65). Auf die Konidienproduktion von MA-K
hatte NeemAzal keinen Einfluss. (Fsgg = 1,80, p =0,12). Die Konidienbildung von MA-7
wurde hingegen von Konzentrationen groRer als 8 ppm eingeschrankt (Fs go = 5,08, p < 0,001)

(Abb. 2). Der direkte Vergleich beider Stimme ergab aber auch hier keinen unterschiedlichen
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Effekt von NeemAzal auf die Stdmme (Fs173 =1,20, p =0,31). Die T-Werte variierten
zwischen 74 und 107, woraus sich eine Kompatibilitat aller Konzentrationen mit beiden
M. anisopliae-Stammen ergab (Tab. 2).
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Abb. 1: Keimung (Xxs, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreiler an, n =12 - 16) und Konidienanzahl (X s,
n=12-16) von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue
Balken/Boxplots) in  Abhangigkeit  verschiedener DMSO-Konzentrationen.
Balken/Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Pilzstammen werden durch Sternchen
(*** = p < 0,001) angezeigt.
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Abb. 2: Keimung (x+s, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreil3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x £ s, n = 16)
von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéangigkeit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.
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Tab. 2: T-Werte und Kilassifizierung (nach Alves et al. [1998]) der toxikologischen Effekte verschiedener
Konzentrationen von Schadlingsbekampfungsmitteln auf MA-K und MA-7. Werte der Kombination von
Permethrin und Imidacloprid (im Verhéltnis 5:1) wurden anhand der Permethrin-Konzentration einsortiert.

Konzentration 0,32 ppm 1,6 ppm 8 ppm 40 ppm 200 ppm
MA-  T-Wert Klassi-  T-Wert Klassi- T-Wert Klassi- T-Wert Klassi- T-Wert Kilassi-
fizierung fizierung fizierung fizierung fizierung
NeemAzal K 107,0 K 96,1 K 95,5 K 85,7 K 90,2 K
7 92,6 K 87,8 K 80,0 K 82,9 K 73,8 K
Permethrin K 108,2 K 96,6 K 100,4 K 101,4 K 89,0 K
7 138,7 K 117,5 K 118,7 K 92,7 K 106,6 K
Imidacloprid K 96,9 K 102,9 K 81,9 K 82,7 K 94,2 K
7 110,1 K 107,1 K 119,2 K 106,9 K 104,6 K
Permethrin & K - - 89,2 K 87,4 K 91,9 K 85,2 K
Imidacloprid 7 - - 93,9 K 69,1 K 68,3 K 69,2 K
Fipronil K 106,5 K 85,2 K 86,9 K 67,2 K 66,8 K
7 104,1 K 93,0 K 71,2 K 55,7 MT 574 MT
Amitraz K 91,6 K 87,4 K 71,6 K 82,4 K 65,5 K
7 93,8 K 71,7 K 70,7 K 74,9 K 69,1 K

T-Wert > 60: K (kompatibel), 46 <T-Wert <60: MT (moderat toxisch)
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1.3.3 Permethrin

Die Keimung von MA-K wurde von Permethrin negativ beeinflusst. Allerdings keimten im
Vergleich zur Kontrolle nur auf dem Medium signifikant weniger Konidien, das mit der
hochsten Permethrin-Konzentration versetzt war (Fsgs = 5,35, p < 0,001). Signifikant weniger
Konidien von MA-7 keimten auf Medium, welches mit mehr als 0,32 ppm versetzt war
(Fse6 = 6,84, p<0,001). Die Keimung beider M. anisopliae-Stimme wurde aber im
Verhaltnis gleich beeinflusst (Fs13, = 1,27, p=0,28). Ahnlich verhielt es sich mit dem
vegetativen Wachstum, auch hier wurde nur durch die héheren Konzentrationen (ab 1,6 ppm)
eine signifikante Reduktion des vegetativen Wachstums festgestellt (U <34,5, p <0,001
[MA-K], U<56,5 p<0,006 [MA-7]), aber keine Unterschiede zwischen den Stdmmen
(Fs.180 = 0,89, p=0,49). Auf die Konidienbildung von MA-K hatte Permethrin hingegen
keinen Einfluss (Fsgo = 0,91, p =0,47). Es wurden aber auf dem mit 0,32 ppm Permethrin
angereichertem Medium mehr Konidien von MA-7 gebildet als auf dem Kontrollmedium
(Fs.90 = 4,24, p=0,002) (Abb. 3). Es ergaben sich keine Unterschiede zwischen den MA-K
und MA-7 (Fsi79=0,84, p=0,52). Die T-Werte waren flir beide St&mme und alle
Konzentrationen groBer als 89. Damit kodnnen alle Permethrin-Konzentrationen als

kompatibel mit beiden M. anisopliae-Stdmmen eingestuft werden (Tab. 2).

1.3.4 Imidacloprid

Die Keimung von MA-K wurde nur von 8 ppm Imidacloprid signifikant beeinflusst
(Fs66 = 2,62, p =0,03). Bei der Keimung von MA-7 konnte hingegen kein Effekt beobachtet
werden (Fsgs = 2,57, p =0,04). Aus dem Vergleich der Keimraten von beiden M. anisopliae-
Stammen lasst sich schlieBen, dass Imidacloprid auf beide Stdmme einen ahnlichen Effekt
hatte (Fs132 = 0,83, p=0,53). Auch das vegetative Wachstum von MA-K wurde von keiner
Konzentration gehemmt (U >99,5, p =0,3), aber Imidacloprid hatte einen positiven Effekt
auf das vegetative Wachstum von MA-7 (ausgenommen: 1,6 und 8 ppm) (U < 74,5, p <0,04).
Verschiedene Konzentrationen erhdhten das Wachstum um bis zu 10 % (200 ppm). Das
Wachstum von MA-7 wurde konzentrationsabhéngig tendenziell starker positiv beeinflusst
als das von MA-K (Fs1s = 2,33, p =0,044). Imidacloprid hatte keinen Einfluss auf die
Anzahl der gebildeten Konidien beider Stdimme (Fs g0 = 3,29, p = 0,009 [MA-K], Fsg90 = 0,60,
p =0,70 [MA-7]) (Abb. 4). Die Konidienbildung von MA-7 war geringer als die von MA-K
(Fs180 = 2,47, p=0,034). Die T-Werte schwankten zwischen 82 (bei 8 ppm) und 103
(1,6 ppm) fur MA-K und waren fur MA-7 immer groRer 100. Daraus lasst sich eine

Kompatibilitat beider M. anisopliae-Stdamme mit allen Konzentrationen ableiten (Tab. 2).
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Abb. 3: Keimung (Xxs, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreil3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x £s, n = 16)
von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéangigkeit verschiedener Permethrin-Konzentrationen. Balken/Boxplots mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.
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Abb. 4: Keimung (Xxs, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreil3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x s, n = 16)
von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéangigkeit verschiedener Imidacloprid-Konzentrationen. Balken/Boxplots mit
unterschiedlichen  Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.  Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Pilzstimmen werden durch Sternchen
(* = 0,05 <p=>0,01) angezeigt.
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1.3.5 Kombination von Permethrin und Imidacloprid

Keine der kombinierten Konzentrationen von Permethrin und Imidacloprid hatte einen Effekt
auf die Keimung der beiden Stamme (F455 = 0,41, p=0,80 [MA-K], F455=0,24, p=0,91
[MA-7]) und der direkte Vergleich der Pilzstamme ergab keine signifikanten Unterschiede
(F4110 = 3,57, p =0,84). Hingegen wirkten sich alle getesteten Konzentrationen negativ auf
das vegetative Wachstum von MA-K und MA-7 aus (U < 27,0, p <0,001 [MA-K], U <145,
p <0,001 [MA-7]). Auch hier gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Stammen
(Fs4148 = 1,94, p=0,11). Die Konidienbildung von MA-K wurde von keiner der getesteten
Konzentrationen beeinflusst (Fs74=0,86, p=0,49). Die Konidienbildung von MA-7
hingegen wurde durch alle Kombinationen (mit Ausnahme der geringsten Konzentration von
Permethrin und Imidacloprid) im Vergleich zur Kontrolle herabgesetzt (F474 = 6,38,
p <0,001) (Abb. 5). Es waren aber keine Unterschiede zwischen den beiden M. anisopliae-
Stdmmen beziglich der Abnahme der Konidienanzahl zu finden (Fs14s = 1,89, p =0,12).
T-Werte zeigten eine Kompatibilitat aller Konzentrationen mit MA-K (T > 85) und MA-7 an,
wobei die T-Werte der hoheren drei Konzentrationen fir MA-7 an der unteren Grenze
(T ~ 68) lagen (Tab. 2).

1.3.6 Fipronil

Die Keimung von MA-K wurde signifikant von Fipronil beeintrachtigt (Fses = 7,64,
p <0,001). Die Keimrate lag zwischen 82,7 % (200 ppm) und 95,4 % (Kontrolle). Allerdings
keimten nur die Konidien auf Medium, welches mit 200 ppm versetzt worden war, schlechter
als die auf Kontrollmedium. Die Keimung von MA-7 wurde von Konzentrationen grofier
bzw. gleich 1,6 ppm signifikant gehemmt (Fsgs =24,1, p<0,001). Die Unterschiede
zwischen den beiden M. anisopliae-Stdmmen waren aber nicht signifikant (Fs 13, = 0,17,
p=0,97). Das vegetative Wachstum von beiden Stdmmen wurde ebenfalls
konzentrationsabhdngig signifikant beeintrachtigt (U <176, p <0,03 [MA-K], U< 71,0,
p <0,001 [MA-K]). Das Wachstum wurde im Vergleich zur Kontrolle um 4 % bis 33 %
reduziert. Dabei wurde MA-7 starker beeinflusst als MA-K (Fs233 =6,08, p <0,001).
Kolonien von MA-K produzierten im Vergleich zur Kontrolle weniger Konidien, wenn sie auf
Medium wuchsen, das mit 40 oder 200 ppm versetzt war (Fsi21=5,32, p<0,001).
Wohingegen Kolonien von MA-7 im Vergleich zur Kontrolle bereits auf Medium mit einer
Konzentration von mindestens 8 ppm Fipronil signifikant weniger Konidien produzierten
(Fs112 = 13,57, p <0,001) (Abb. 6). Auch hier waren die Unterschiede der beiden Stamme
nicht signifikant (Fs 33 = 0,89, p = 0,49).
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Abb. 5: Keimung (Xxs, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreil3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x s, n = 16)
von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéngigkeit verschiedener Kombinationskonzentrationen von Permethrin und
Imidacloprid (im Verhaltnis 5:1). Balken/Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben
sind signifikant unterschiedlich.
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Abb. 6: Keimung (x+s, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile,
10/90 Perzentile, Punkte zeigen Ausreil3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x £ s, n = 16)
von MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéngigkeit  verschiedener  Fipronil-Konzentrationen.  Balken/Boxplots  mit
unterschiedlichen  Buchstaben sind signifikant  unterschiedlich.  Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Pilzstdammen werden durch Sternchen
(*** = p <0,001) angezeigt.

Die T-Werte fielen mit ansteigender Fipronil-Konzentration ab und lagen zwischen 107
(0,32 ppm) und 67 (200 ppm) fir MA-K und zwischen 104 (0,32 ppm) und 56 (40 ppm) flr

MA-7. Damit sind die zwei hodchsten Konzentrationen als moderat toxisch fir MA-7
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einzustufen, wahrend alle anderen Konzentrationen als kompatibel fur beide Stdmme
anzusehen sind (Tab. 2). Wird hingegen Medium mit 1 % DMSO als Kontrolle verwendet
und werden mit Werten auf Basis dieses Kontrollmediums neue T-Werte berechnet, sind auch
40 ppm (T ~ 64) und 200 ppm (T ~ 65) mit MA-7 als kompatibel einzustufen.

1.3.7 Amitraz

Keine getestete Konzentration von Amitraz hatte einen Einfluss auf die Keimung von MA-K
und MA-7 (Fse=0,49, p=0,78 [MA-K], Fs¢=0,68, p=0,64 [MA-7]). Die mittlere
Keimrate war bei allen Konzentrationen grofier als 97,3 %. Damit gab es auch zwischen den
beiden Stdmmen keinen Unterschied (Fs13, = 0,89, p = 0,48). Amitraz hatte einen positiven
Effekt auf das vegetative Wachstum von MA-K. So erhéhten Konzentrationen von 1,6 ppm
und 40 ppm das Wachstum im Vergleich zur Kontrolle (U =725 p=0,035 [1,6 ppm],
U =650, p=0,017 [40 ppm]). Auf das vegetative Wachstum von MA-7 hatte Amitraz
dagegen keinen Effekt (U>77,5 p>0,056). Der Vergleich der Wachstums-Kurven von
MA-K und MA-7 ergab, dass MA-K tendenziell besser auf mit Amitraz angereichertem
Medium wuchs als MA-7 (Fs 180 = 2,17, p = 0,06). Die Konidienproduktion von MA-K wurde
nur durch 200 ppm signifikant eingeschrankt (Fsgqo=2,52, p=0,035), wéhrend die
Konidienbildung von MA-7 durch Konzentrationen von 1,6 ppm oder mehr signifikant (bis zu
43 % weniger als in der Kontrolle) gehemmt wurde (Fsg0 = 9,94, p <0,001) (Abb. 7). Die
Unterschiede der beiden Pilzstdmme waren aber nicht signifikant (Fs1s0 = 0,22, p = 0,96).
Alle Konzentrationen sind als kompatibel mit MA-K und MA-7 einzustufen, auch wenn die
T-Werte der héchsten Konzentration mit T =66 (MA-K) und T =69 (MA-7) an der Grenze

zum moderat toxischen liegen (Tab. 2).

1.3.8 Etoxazol

Die Keimung von MA-K und MA-7 wurde durch keine Etoxazol-Konzentration negativ
beeinflusst (Fs77 = 1,29, p =0,27 [MA-K], Fs77 =1,10, p=0,37 MA-7]) und es gab keine
Unterschiede zwischen den beiden M. anisopliae-Stammen (Fg 154 = 1,15, p =0,33). Das
vegetative Wachstum wurde nur durch héhere Konzentrationen (20 und 100 ppm) um bis zu
33 % reduziert (U<19,5 p<0,001 [MA-K], U=0,00, p<0,001 [MA-7]). Auch hier
unterschieden sich MA-K und MA-7 nicht voneinander (Fg210=0,69, p=0,66). Die
Konidienanzahl der Kolonien von MA-K, die auf Medium mit unterschiedlichen
Konzentrationen wuchsen, unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Fg 105 = 0,80,

p =0,57). Die Konidienbildung von MA-7 wurde stérker eingeschrankt mit bis zu 63,6 %
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(100 ppm) weniger gebildeten Konidien im Vergleich zur Kontrolle (Fs 105 = 9,10, p < 0,001)
(Abb. 8). Dennoch unterschied sich die Anzahl der gebildeten Konidien der beiden
Pilzstdamme nicht voneinander (Fg 210 =1,17, p =0,33). T-Werte von MA-K lagen zwischen
79 und 88, was auf eine Kompatibilitat aller Konzentrationen mit MA-K schlie3en lieR. Die
T-Werte fur MA-7 hingegen waren deutlich geringer und lagen zwischen 43 und 70. Damit
war eine schwache Kompatibilitat der geringen Konzentrationen gegeben. Jedoch mussten
20 ppm bzw. 100 ppm als moderat toxisch bzw. toxisch gegeniuber MA-7 eingestuft werden
(Tab. 3). Wird hingegen Medium mit 1 % DMSO als Kontrolle verwendet und werden mit
Werten auf Basis dieses Kontrollmediums neue T-Werte berechnet, sind auch 20 ppm
(T ~93) und 100 ppm (T ~ 76) mit MA-7 kompatibel.

Tab. 3: T-Werte und Klassifizierung (nach Alves et al. [1998]) der
toxikologischen Effekte der verschiedenen Konzentrationen von
Etoxazol auf MA-K und MA-7.

MA-K MA-7
Konzentration [ppm] T-Wert Klassifizierung T-Wert Klassifizierung
0,032 86,9 K 65,5 K
0,16 84,3 K 70,6 K
0,8 81,9 K 64,3 K
4 88,1 K 61,6 K
20 79,3 K 56,5 MT
100 87,4 K 43,3 T

T-Wert >60: K (kompatibel) 46 <T-Wert<60: MT (moderat toxisch) und
31 <T-Wert <45: T (toxisch).

1.4 Diskussion

Entomopathogene Pilze sind eine vielversprechende Organismen-Gruppe flr die biologische
Schadlingsbek&mpfung. Ihre Wirksamkeit muss aber verbessert werden, um die Effizienz der
biologischen Kontrolle zu optimieren. Eine Effizienzsteigerung kann durch die kombinierte
Anwendung von Pilzkonidien und geringen Konzentrationen von
Schadlingsbekdmpfungsmitteln erreicht werden, aber nur sofern die eingesetzten
Schadlingsbek&mpfungsmittel die Lebensfahigkeit, die Entwicklung und die Virulenz des
entomopathogenen Pilzes nicht negativ beeinflussen. Eine Hemmung der Keimung, die den
essenziellen Schritt zur Etablierung einer Infektion bedeutet, kann die Effektivitat des Pilzes
stark beeintrachtigen (da Silva und Neves 2005, Anderson und Roberts 1983). Die
Schédlingsbekdmpfungsmittel kdnnen aber auch einen Effekt auf das vegetative Wachstum

oder die Konidiogenese haben. Die Geschwindigkeit und Intensitdt des vegetativen
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Wachstums (gekoppelt mit Toxinproduktion) bestimmt nach der erfolgreichen Keimung die
Virulenz des Pilzes. Nach dem Tod des Wirtes wachst das Myzel saprophytisch aus und

beeinflusst das endgultige Virulenzpotenzial ber sekundare Infektionen in der Wirts-
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Abb. 7: Keimung (x s, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile, 10/90
Perzentile, Punkte zeigen Ausrei3er an, n = 16) und Konidienanzahl (x s, n = 16) von
MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéangigkeit  verschiedener = Amitraz-Konzentrationen.  Balken/Boxplots  mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.
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Abb. 8: Keimung (X s, n=12), Koloniedurchmesser (Median, 25/75 Perzentile, 10/90
Perzentile, Punkte zeigen Ausrei3er an, n = 16) und Konidienanzahl (X £ s, n = 16) von
MA-K (dunkelgraue Balken/Boxplots) und MA-7 (hellgraue Balken/Boxplots) in
Abhéngigkeit  verschiedener  Etoxazol-Konzentrationen.  Balken/Boxplots  mit
unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant unterschiedlich.

population Uber die Freisetzung von Konidien durch das Myzel auf infizierten Kadavern
(Wraight et al. 2007, Alves 1998, Samson et al. 1988). Folglich sollten, wie in der
vorliegenden Studie geschehen, die Keimung, das vegetative Wachstum und die

Konidienbildung als Parameter untersucht werden, um Konzentrationen von Schédlings-
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bekdmpfungsmitteln zu bestimmen, die mit den entomopathogenen Pilzen sicher (in Bezug
auf Lebensfahigkeit und Virulenz des Pilzes) eingesetzt werden kdnnen. Das benutzte
Testsystem betrachtet den Fall, dass der Pilz wahrend seiner gesamten Entwicklung (von der
Keimung bis zur Sporulation) in permanentem Kontakt zum Schadlings-bek&mpfungsmittel
steht, was in Feldversuchen nicht der Fall sein durfte (Neves et al. 2001). Da das vegetative
Wachstum in vivo im Inneren des Arthropoden geschieht, sollte der Pilz mit dem
Schédlingsbekdmpfungsmittel kaum in Kontakt kommen bzw. die Konzentration mit der der
Pilz in Kontakt kommt, sollte geringer sein als die Konzentrationen, die in in vitro Versuchen
getestet werden (da Silva und Neves 2005). Auch der Einfluss auf die Konidienbildung sollte
geringer sein als in vitro, da das Myzel erst eine Weile nach der Applikation der Wirkstoffe
auswachst. Somit ist anzunehmen, dass bei einer Kompatibilitit in den vorliegenden
Versuchen das Risiko von unerwiinschten Effekten unter Freilandbedingungen als ziemlich
gering angesehen werden kann (Alves et al. 1998). Der direkte Vergleich der Ergebnisse mit
Ergebnissen anderer Studien ist schwierig, da die Wirkung der Schadlingsbek&mpfungsmittel
durch verschiedene Faktoren erheblich beeinflusst werden kann. Einen Einfluss auf die
Ergebnisse haben u. a. die Wahl des Pilzstammes (variierende Sensitivitat), die Verwendung
unterschiedlicher Formulierungen und Konzentrationen der Schéadlingsbekdmpfungsmittel,
die unterschiedlichen Methoden sowie unterschiedliche externe Bedingungen (Alves et al.
1998, Anderson und Roberts 1983).

1.4.1 Dimethylsulfoxid

Kommerzielle Pflanzenschutzmittel enthalten verschiedene Adjuvanzien zur Formulierung
der Wirkstoffe, die selbst einen erheblichen Einfluss auf die Wirkung haben kénnen (Tamai et
al. 2002, Anderson und Roberts 1983). Um derartige Effekte auszuschalten, wurden in den
vorliegenden Untersuchungen reine Wirkstoffe verwendet. Allerdings mussten die lipophilen
Wirkstoffe dabei mit einem Ldsungsvermittler in Ldsung gebracht werden. Fir die
vorliegenden Versuche wurde Dimethylsulfoxid als Losungsmittel verwendet, da es ein
amphipathisches Molekll mit einer polaren und zwei unpolaren Gruppen ist, wodurch es
nicht nur in wassrigen, sondern auch in organischen, Flissigkeiten 16slich ist und zuséatzlich
ein gutes Losungsmittel fir in Wasser unldsliche Stoffe darstellt (Santos et al. 2003). Des
Weiteren wird es auch fir die Kryokonservierung entomopathogener Pilze (in
Konzentrationen von 5 %) benutzt (Nakasone et al. 2004). Da aber auch cytotoxische Effekte
von DMSO bekannt sind (z. B. Hanslick et al. 2009, da Violante et al. 2002), war es also

fraglich, wie die beiden Stdmme von M. anisopliae auf DMSO reagierten. Die Benutzung von
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DMSO bei 25 °C hatte keine positiven Effekte auf MA-K und MA-7. Es konnte nur die
geringste getestete Konzentration von 1% benutzt werden, ohne dass negative Effekte
auftraten. Es muss in diesem Fall davon ausgegangen werden, dass die Konzentration von
5% bei der Kryokonservierung aufgrund von cytotoxischen Effekten bei 25 °C nicht
angewendet werden kann. Die toxischen Effekte sind moglicherweise den hydrophoben
Wechselwirkungen bei htheren Temperaturen geschuldet (Arakawa et al. 1990).

In der Kombination von 1 % DMSO und 40 oder 200 ppm Fipronil bzw. 20 oder 100 ppm
Etoxazol traten des Weiteren negative Effekte gegenliiber MA-7 auf, wenn die Ergebnisse mit
MA-7-Kolonien verglichen wurden, die auf dem Kontrollmedium ohne DMSO wuchsen. Dies
ist verwunderlich, da es keine signifikant negativen Effekte auf MA-7 gab, wenn die Fipronil-
oder Etoxazol-Konzentrationen in Kombination mit 1% DMSO mit einer 1% DMSO-
Kontrolle verglichen wurden. AuBerdem hatte 1 % DMSO allein keine negativen Effekte auf
MA-7. Maoglicherweise sind bereits bei der Anwendung von 1% DMSO nicht messbare
Effekte aufgetreten, die sich mit den negativen Effekten der hoéheren Konzentrationen von
Fipronil und Etoxazol addieren, so dass gegentiber einer Kontrolle ohne DMSO signifikante

Effekte sichtbar werden.

1.4.2 NeemAzal

Fungizide Effekte von verschiedenen Neemprodukten (Ole, Presskuchen und Blattextrakte)
sind fur verschiedene Pflanzenpathogene beschrieben (Locke 2002). Hirose et al. (2001)
sowie Aguda et al. (1986) beobachteten eine Beeintrdchtigung von der Keimung, dem
Wachstum und der Sporulation von M. anisopliae und Beauveria bassiana durch Neemdl.
Das in den hier vorliegenden Versuchen benutzte NeemAzal, mit dem aktiven Inhaltsstoff
Azadirachtin A, hatte keinen Effekt auf die Keimung beider M. anisopliae-Stamme und das
vegetative Wachstum von MA-K wurde nur in der hochsten Dosis leicht negativ beeinflusst.
MA-7 hingegen wurde starker beeintrachtigt. Obwohl das vegetative Wachstum von keiner
NeemAzal-Konzentration um mehr als 5 % gegeniiber der Kontrolle reduziert wurde, wurde
die Sporulation um bis zu 33 % vermindert. Dennoch indizieren die T-Werte eine
Kompatibilitdt beider Pilzstimme mit allen getesteten NeemAzal-Konzentrationen. Die
Unterschiede dieser Ergebnisse zu Ergebnissen anderer Studien mdgen durch die
unterschiedlichen Formulierungen der verschiedenen Neemprodukte und durch die
variierenden Mengen der aktiven Substanzen beglnstigt sein (Hirose et al. 2001). Generell ist
ein Vergleich von Versuchen mit nicht standardisierten biologischen Produkten schwierig
(Locke 2002).
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1.4.3 Permethrin

Mit der Wirkstoffgruppe der Pyrethroide wurden bereits zahlreiche Studien durchgefiihrt und
es wurden dabei unterschiedliche Effekte auf entomopathogene Pilze gefunden. Pyrethroide
kdnnen sowohl inhibitorisch auf diese Pilze wirken (de Oliveira und Neves 2004, Duarte et al.
1992) als auch keinen Effekt haben (Mochi et al. 2005, Loureiro et al. 2002, Pachamuthu und
Kamble 2000, Clark et al. 1982). Die Anzahl der koloniebildenden Einheiten wurde von
Anderson und Roberts (1983) fur B. bassiana unter dem Einfluss von 959 ppm Permethrin
untersucht. Dabei fanden sie eine 20 % Hemmung. Clark et al. (1982) konnten andererseits
keinen Einfluss auf das Myzeltrockengewicht von B. bassiana durch die empfohlene Dosis
von 0,11 kg/ha Permethrin (entspricht ungeféhr 120 ppm unter der Annahme, dass 900 bis
1000 | Wasser/ha fur die Kartoffelkultur verwendet werden) finden. Auf M. anisopliae hatte
Permethrin ebenfalls keinen hemmenden Effekt (Mohamed et al. 1987). Auch keine der
getesteten Konzentrationen in den vorliegenden Experimenten hatte einen negativen Einfluss
auf die Pilzstdmme. Die niedrigste Konzentration hatte im Gegenteil sogar einen forderlichen
Effekt auf die Anzahl der produzierten Konidien von MA-7. Ahnliche Beobachtungen
machten Lecuona et al. (2001) fir B. bassiana bei Anwendung von Deltamethrin. In ihren
Versuchen steigerten Konzentrationen, die zwischen 10 % und 200 % der empfohlenen
Konzentration von 25 mg/m? lagen, die Anzahl der koloniebildenden Einheiten von
B. bassiana im Vergleich zur Kontrolle. Auch wurden bereits erste Kombinationsversuche
von M. anisopliae mit Permethrin in Konzentrationen von 0,025; 0,05 und 0,25 ppm gegen
Nymphen von Ixodes scapularis durchgefiihrt und dabei additive Effekte zwischen Pilz und
Schédlingsbekdmpfungsmittel gefunden (Hornbostel et al. 2005).

1.4.4 Imidacloprid

Einige Studien konnten eine Steigerung der Virulenz von M. anisopliae durch Imidacloprid
zeigen, was fur eine Kompatibilitdt des Stoffes mit dem Pilz spricht (Jaramillo et al. 2005,
Moino Jr. und Alves 1998, Quintela und McCoy 1998b). Von Batista Filho et al. (2001)
wurde Imidacloprid jedoch als moderat toxisch gegeniiber M. anisopliae in der hdchsten
empfohlenen Konzentration von 400 g/ha und als inkompatibel (sehr toxisch) in der
minimalen Konzentration von 70 g/ha eingestuft. Ein Vergleich der vorliegenden Daten mit
denen dieser Autoren ist schwierig, da Batista Filho et al. (2001) die getesteten
Konzentrationen nicht exakt angegeben haben. Bei einem angenommenen Wassereinsatz von
100 I/ha, wie ihn die Autoren fir ein Freilandexperiment angegeben haben, wirden die

Konzentrationen bei circa 700 und 4000 ppm liegen, was deutlich Uber den in den
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vorliegenden Versuchen getesteten Konzentrationen liegt. Moino Jr. und Alves (1998) stuften
wiederum die von ihnen getesteten Imidacloprid-Konzentrationen (9,9 mg/100 ml [~ 99 ppm]
und 33,3 mg/100 ml [~ 333 ppm]) als kompatibel mit M. anisopliae ein. Neves et al. (2001)
konnten keine Hemmung der Keimung, des Wachstums oder der Sporulation von
M. anisopliae durch die getesteten Imidacloprid-Konzentrationen von 210 ppm, 300 ppm
(30 g/100 I) oder 390 ppm (Confidor 700 WDG) finden. Auch Lourerio et al. (2002), die den
Effekt der empfohlenen Dosis von Confidor Gr (300 g/100 | entspricht circa 3000 ppm) auf
das vegetative Wachstum und die Sporulation von M. anisopliae untersuchten, fanden nur
eine leichte Reduktion der Sporulation und stuften Confidor Gr als kompatibel ein. Diese
Ergebnisse stimmen alle mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen tberein. Es wurde
sogar ein verbessertes vegetatives Wachstum von MA-7 durch Konzentrationen, die héher als
0,32 ppm Imidacloprid waren, erzielt. Warum Imidacloprid, aber auch andere
Schadlingsbek&mpfungsmittel, die Vitalitdt von entomopathogenen Pilzen steigern kdnnen, ist
bislang nicht bekannt. Eine von Moino Jr. und Alves (1998) in Betracht gezogene Erkl&rung
ist, dass das erhéhte Wachstum und die erhdhte Konidienbildung zur Kompensation der

toxisch werdenden Umwelt dienen.

1.4.5 Kombination von Permethrin und Imidacloprid

Es scheint, dass Imidacloprid in der Kombination mit Permethrin, wie auch als alleinige
Komponente, keinen negativen Effekt auf die Pilze hatte, wohingegen Permethrin das
Wachstum von MA-K verringerte. Die Keimung und die Sporenbildung wurden durch die
Kombination von Permethrin und Imidacloprid negativ beeinflusst. Dies ist iberraschend, da
die Komponenten einzeln keinen negativen, sondern einen eher positiven Einfluss auf die
beiden Pilzstamme hatten. Eine Erklarung fir diese Ergebnisse kann nicht mit Bestimmtheit
geliefert werden. Mdglich ist aber, dass in der Einzelanwendung der beiden Stoffe nicht
messbare Effekte aufgetreten sind, die sich erst in der Kombination so verstarkt haben, dass

sie einen messbaren Einfluss auf die Virulenzparameter hatten.

1.4.6 Fipronil

Uber den Einfluss von Fipronil auf entomopathogene Pilze sind bislang nur wenige
Informationen verfugbar. Moino Jr. und Alves (1998) haben den Effekt zweier
Konzentrationen von Fipronil (83,3 mg/100 ml ~ 833 ppm und 24,9 mg/100 ml ~ 249 ppm)
auf M. anisopliae und B. bassiana untersucht und einen leichten Ruckgang der Keimung, des

Wachstums und der Sporulation mit zunehmender Fipronil-Konzentration im Vergleich zur
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Kontrolle gefunden. Dennoch wurden beide Konzentrationen, die mit Hilfe des auch in dieser
Untersuchung verwendeten Toxizitatsschemas bewertet wurden, als kompatibel eingestuft.
Die T-Werte, die fir MA-K und MA-7 berechnet wurden, lagen unter denen, die Moino Jr.
und Alves (1998) fur ihre Stamme ermittelt hatten, obwohl die angewendeten
Konzentrationen in der vorliegenden Studie niedriger waren. Batista Filho et al. (2001), die
Wachstum und Konidienanzahl untersuchten, stuften Fipronil in der geringeren Konzentration
(15g/ha~ 150 ppm) als moderat toxisch und in der hoheren Dosierung
(250 g/ha ~ 2500 ppm) als sehr toxisch fir M. anisopliae ein.

Die Keimung ist ein wichtiger Parameter, der die Lebensfahigkeit des Pilzes zum Beginn des
Virulenzprozesses bestimmt (da Silva und Neves 2005). Da diese nur leicht negativ von
Konzentrationen Uber 1,6 ppm beeinflusst wurde und die T-Werte flr die niedrigsten
Konzentrationen eine Kompatibilitat ergaben, kann davon ausgegangen werden, dass Fipronil
zumindest in diesen niedrigen Dosierungen mit MA-K und MA-7 kombiniert werden kann,

ohne dass negative Auswirkungen auf die Effektivitat zu erwarten sind.

1.4.7 Amitraz

Nach derzeitigem Kenntnisstand ist Amitraz bisher nicht an M. anisopliae getestet worden.
Amitraz hatte auf Keimung, vegetatives Wachstum und Sporenbildung von B. bassiana einen
negativen Einfluss (Alizadeh et al. 2007, de Oliveira und Neves 2004). Die getesteten
Konzentrationen von de Oliveira und Neves (2004) Uberstiegen die Konzentrationen aus
diesem Versuch allerdings um mindestens das 4,5-fache. Die héheren Konzentrationen von
Amitraz in den vorliegenden Versuchen hatten ebenfalls einen negativen Einfluss, jedoch
wurde in geringeren Konzentrationen volle Kompatibilitat erreicht. Es konnte eine steile
Dosis-Wirkungs-Kurve fur Amitraz gegeniiber den Pilzen ermittelt werden, so dass
Hemmungen relativ einfach durch Auswahl einer geeigneten Konzentration kontrolliert

werden kdnnen.

1.4.8 Etoxazol

Etoxazol wurde bislang ebenfalls nicht fur Kompatibilitatsstudien an entomopathogenen
Pilzen genutzt. Aufgrund der Eigenschaft die Chitinsynthese zu inhibieren (Nauen und
Smagghe 2006, Suzuki et al. 2001), wurde davon ausgegangen, dass es auch bei Pilzen den
Zellwandaufbau hemmt. Etoxazol wurde in geringeren Konzentrationen (0,032 bis 100 ppm)
als die anderen Schadlingsbekdampfungsmittel getestet, da es bei vollgesogenen Nymphen von

Amblyomma hebraeum bereits in sehr geringer Konzentration wirkte. Benzoyl-
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phenylharnstoff-Insektizide, die einen &hnlichen Wirkmechanismus wie Etoxazol haben
sollen (Nauen und Smagghe 2006), beeinflussten entomopathogene Pilze in anderen
Kombinationsversuchen tendenziell negativ. Diflubenzuron (9586 ppm) verringerte die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten von B. bassiana (Anderson und Roberts 1983).
Alizadeh et al. (2007) fanden eine nahezu komplette Hemmung der Keimung, des vegetativen
Wachstums und der Sporenbildung von B.bassiana durch 25 ppm Flufenoxuron.
M. anisopliae (ACMA-5) wurde durch Chlorfluazuron und Teflubenzuron in Konzentrationen
bis 250 ppm nicht oder nur leicht im vegetativen Wachstum eingeschrankt, wahrend
Flufenoxuron bereits ab 30 ppm eine leichte Hemmung des Wachstums verursachte (Hiromori
und Nishigaki 1998).

Es gab eine deutliche Beeintrachtigung des Wachstums und der Sporenbildung durch die
beiden hoheren Konzentrationen von Etoxazol. Dennoch konnten alle Konzentrationen mit
MA-K als kompatibel eingestuft werden. Fur MA-7 hingegen waren die beiden hdchsten
Konzentrationen (mit 1% DMSO) moderat toxisch bzw. toxisch. Die Anwendung von
geringen Etoxazol-Konzentrationen (< 4 ppm) ist aber laut Toxizitatsschema von Alves et al.
(1998) maglich.

1.4.9 Fazit

Zusammenfassend  kann  festgehalten  werden, dass keines der  getesteten
Schédlingsbekdmpfungsmittel die Entwicklung der getesteten Pilzstamme MA-K und MA-7
und damit die Pathogenitat fir einen Wirt, bei kombinierter Anwendung in ausgesuchten
Konzentrationen storen sollte, da die Hemmung der Keimung maximal bei 15 % lag und die
meisten Schadlingsbekampfungsmittel zumindest in geringen Konzentrationen keinen
negativen Einfluss auf die Keimung hatten. Selbst die hochsten Konzentrationen der
Schédlingsbekdmpfungsmittel (auBer bei Fipronil) fihrten zu keiner Reduktion der
KoloniegréRe um mehr als 13 % im Vergleich zur Kontrolle. Nur die Konidienbildung wurde
teilweise stark negativ beeinflusst. Klassifiziert man die Schadlingsbek&mpfungsmittel und
ihre Konzentrationen jedoch mit Hilfe des Toxizitatsschemas von Alves et al. (1998), sind nur
Fipronil und Etoxazol in den jeweils hochsten Konzentrationen nicht mit MA-7 kompatibel.
Folglich ist es mdglich NeemAzal, Permethrin, Imidacloprid, Fipronil, Amitraz und Etoxazol
in geringen Konzentrationen geldst in 1 % DMSO mit beiden Stdmmen von M. anisopliae in

Kombinationsversuchen mit Zecken anzuwenden.
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Kapitel 2: Wirkung von Metarhizium anisopliae in Kombination mit Fipronil oder
Etoxazol auf vollgesogene Nymphen und ungesogene Adulte von

Amblyomma hebraeum

Zusammenfassung

Amblyomma hebraeum ist eine dreiwirtige Zecke, die warme, moderat humide Savannen im
stdlichen Teil von Afrika bewohnt. Aufgrund der teils gravierenden Stichwunden, die
Sekundarinfektionen zur Folge haben konnen, und der Ubertragung von veterinir- und
humanmedizinisch bedeutenden Pathogenen, ist eine Kontrolle erforderlich. Diese geschieht
meist Uber chemische Ektoparasitizide. Aufgrund von toxikologischen Bedenken, Effekten
auf Nicht-Zielorganismen, Resistenzentwicklungen und der Kosten, die eine Behandlung
verursacht, ware es winschenswert, ein wirksames biologisches Praparat mit geringen
Okologischen Nebenwirkungen nutzen zu kdnnen. Entomopathogene Pilze (u. a. Metarhizium
anisopliae) sind in dieser Hinsicht vielversprechende Organismen fur eine biologische
Schédlingsbekdmpfung, da sie einfach in groReren Mengen herzustellen sind und wie
herkdmmliche Schédlingsbekdmpfungsmittel angewendet werden kénnen. AuBerdem haben
sie ein sekundares Verbreitungspotenzial (Potenzial zu Epizootien) und sind relativ sicher fir
die Umwelt. Allerdings variiert die Wirksamkeit der entomopathogenen Pilze in Abhangigkeit
von Umweltbedingungen und anderen Faktoren stark. Eine Mdglichkeit ihre Wirksamkeit zu
erhéhen, ist der Einsatz einer Kombination aus entomopathogenen Pilzen und niedrig
dosierten Schéadlingsbekdmpfungsmitteln. Durch die Schédlingsbekdmpfungsmittel kdnnte
uber Verhaltensédnderungen der Zielorganismen ein verstarkter Kontakt mit den infizierenden
Sporen hervorgerufen oder die Immunantwort der Zielorganismen durch Stress herabgesetzt
werden.

In der vorliegenden Studie wurde die Empfindlichkeit vollgesogener Nymphen und
ungesogener Adulte von A. hebraeum auf Fipronil und Etoxazol, die Pilzstdamme MA-K und
MA-7 sowie ihre Kombinationen in in vitro Versuchen untersucht. Zundchst wurden die
subletalen Fipronil- und Etoxazol-Konzentrationen und die Konzentrationen mit geringem
Wirkungsgrad der beiden M. anisopliae-Stdmme mittels einer Tauchmethode untersucht. Die
ermittelten Konzentrationen wurden im ndchsten Schritt kombiniert angewendet. Die
Mortalitdt wurde dabei zweimal pro Woche bis zum Schlupf der Adulten bzw. bei Adulten
uber 28 Tage bestimmit.

Die Kombinationen aus M. anisopliae und Etoxazol fiihrten abhangig von der Etoxazol-

Konzentration zu unterschiedlichen Effizienzen gegentiber vollgesogenen Nymphen. Die
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Effekte der Kombinationen aus M. anisopliae und der héheren Etoxazol-Konzentration (0,032
ppm) wurden als antagonistisch eingestuft, wéhrend die Kombinationen mit 0,0064 ppm als
additiv eingestuft werden konnten. Die Kombinationen mit Fipronil erzielten keine hoheren
Mortalitaten der Nymphen als die Einzelbehandlungen. Nur die Kombination aus 1,0 x 10*
Konidien/ml MA-7 und 1,6 ppm Fipronil war additiv. Es konnte sowohl fiir die Mannchen als
auch fur die Weibchen eine erhohte Mortalitdt in den meisten Kombinationsansétzen aus
M. anisopliae und Fipronil gegenuber den Einzelbehandlungen beobachtet werden. Die
gefundenen Effekte lieBen sich als additiv und synergistisch einstufen. Eine kombinierte
Anwendung von M. anisopliae und Fipronil gegen A.hebraeum ist also mdglich und
potenziell in der Lage, die Wirksamkeit des Pilzes zu erhéhen. Allerdings sollten weitere
Studien zur Stabilisierung der Wirkungssicherheit durchgefuhrt werden. Eine kombinierte
Anwendung von Etoxazol mit niedrigen Konzentrationen von M. anisopliae scheint nur

eingeschrankt erfolgsversprechend.

Keywords:  Amblyomma  hebraeum, Metarhizium anisopliae, niedrig  dosierte

Schédlingsbekampfungsmittel, synergistische Effekte, biologische Zeckenkontrolle
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2.1 Einleitung

Die Gattung Amblyomma gehort zu den Schildzecken (Ixodidae) und umfasst mit
mittelgrofRen bis groflen Adulten die groRten Zeckenarten der Ixodidae (Sonenshine 1991).
Amblyomma hebraeum Koch, 1844 (Acari: Ixodidae), auch ,,bont tick” (~,,buntscheckige
Zecke®), ist eine dreiwirtige Zecke, die warme, moderate humide Savannen im sudlichen Teil
von Afrika bewohnt (Khan 2010). Larven und Nymphen saugen an verschiedenen kleinen
Saugetieren und an am Boden fressenden Végeln (Nicholson et al. 2009). Adulte befallen
Vieh und Wildtiere und suchen sich zum Blutsaugen bevorzugt relativ unbehaarte Stellen aus
(Khan 2010). Die mit circa einem Drittel der Korperlange relativ langen Mundwerkzeuge der
Adulten erschweren es, festgesogene Zecken zu entfernen (Khan 2010, Lounsbury 1899).
Héufig entstehen durch den Stich gravierende Wunden, die von Bakterien oder von
Schraubenwurmfliegen (z. B. Chrysomyia bezziana) sekundar befallen werden kénnen (Khan
2010). A. hebraeum Gbertragt Ehrlichia ruminantium (Erreger der Herzwasserkrankheit bei
Wiederkduern), welche im sldlichen Afrika ein groBes Problem darstellt (Norval 1977a).
AuRerdem (bertragen die Zecken Rickettsia africae, den Ausloser des sldafrikanischen
Zeckenfiebers beim Menschen (Khan 2010).

Die Adulten haben eine eiférmige Gestalt und erreichen ungesogen eine Lange von 4,2 mm
bis 6,3 mm und eine Breite von 3,5 mm bis 4,9 mm (Arthur 1962, Lounsbury 1899). Die
Schilder, die bei Mannchen den ganzen Riicken, bei Weibchen aber nur einen kleinen Teil
bedecken, sind mit hellen, glitzernden Farben versehen. Zusétzlich werden durch schwarze
Linien Muster hervorgerufen (Lounsbury 1899). Die Weibchen haben eine schwarze Féarbung,
die sich vollgesogen zu rotbraun verdandert. VVollgesogen erreichen sie eine Lange von etwa
25 mm, eine Breite von 19 mm und eine Hohe von 13 mm (Lounsbury 1899). Mannchen
hingegen sind vollgesogen kaum gréRer als ungesogen (Lounsbury 1899). Weibchen saugen
sechs bis zwolf Tage (Nutall 1915) am Wirt, wobei sie bis zur Befruchtung nur die Hélfte des
Blutes und erst danach die restliche Blutmahlzeit zu sich nehmen (Arthur 1962). Ein
Weibchen kann Uber einen Zeitraum von drei bis neun Wochen zwischen 10.000 und 20.000
Eier ablegen (Arthur 1962, Nutall 1915, Lounsbury 1899). Nymphen verbleiben zwischen 5
und 22 Tagen am Wirt (Arthur 1962, Nutall 1915). Die Entwicklung zu Adulten betrégt
anschlieBend 18 bis 21 Tage bei 30 °C (Nutall 1915), kann sich aber auch tber 8 bis 14
Wochen hinziehen (Arthur 1962, Lounsbury 1899). Der Lebenszyklus kann im Labor
innerhalb von funf bis acht Monaten (bei circa 30 °C) vollendet werden (Nutall 1915), die
Dauer nimmt aber mit abnehmender Temperatur exponentiell zu (circa 25 Monate bei 15 °C)

(Norval 1977b). Im Freiland kann sich die Dauer des Lebenszyklus, u.a. aufgrund der
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schwankenden Temperaturen, erheblich unterscheiden (Nutall 1915) und wird auf 9 bis mehr
als 24 Monate geschéatzt (Lounsbury 1899). Die Entwicklungsdauer ist immer auch von der
Wirtsfindung abhangig (Mehlhorn und Piekarski 2002). Ohne Wirt kénnen Adulte 15 — 22
Monate, Nymphen und Larven zwischen einem Monat und zwdélf Monaten Gberleben (Arthur
1962, Nutall 1915). A. hebraeum gehort zu den wenigen Arten, deren Nymphen und Adulte
aktiv nach einem geeigneten Wirt suchen (Eckert et al. 2008, Sonenshine 1993). Ungesogene
Zecken bevorzugen dabei bereits befallene Wirte, die sie Uber ein von den Mannchen
produziertes Aggregations-Anheftungs-Pheromon (im Englischen ,,aggregation-attachment
pheromone®) finden. Dieses Pheromon hat anscheinend die Funktion das Anheften an einen
unpassenden Wirt (z. B. ein Tier mit gutem Putzverhalten) zu verhindern. Auf dem Wirt fihrt
es dazu, dass sich die Geschlechter zusammenfinden und stellt sicher, dass die Zecken sich an
einer zum Blutsaugen giinstigen Stelle anheften, die der Wirt schlecht putzen kann (Norval et
al. 1989). Da A. hebraeum ein breites Wirtsspektrum hat (Norval et al. 1994) ist eine
Ausrottung dieser Zeckenart schwierig. Diese ist nur in Gebieten moglich, in denen keine
alternativen Wirtstiere vorkommen. Es gibt zwar einige Rinderarten (z. B. Sangas und Zebus),
die eine hohe Resistenz gegen Zecken aufweisen und damit auch seltener an den von Zecken
ubertragenen Krankheiten erkranken (Norval et al. 1994, Rechav et al. 1991); es gibt aber
Tendenzen, dass die Haltung von anfélligeren Mischrassen zunimmt (Ocaido et al. 2009).
Viele Farmer halten die von der Regierung bereitgestellten Ektoparasitizidtauchbéader fir
ineffektiv und greifen zum Teil auf andere kommerzielle Ektoparasitizide, vor allem aber auf
alternative Bekampfungsstrategien zuriick (u.a. Desinfektionsmittel, Motor6l, Pflanzen-
extrakte, Hihner, manuelles Entfernen), da die Anwendung von chemischen
Ektoparasitiziden fur Farmer mit begrenzten Mitteln zu teuer ist (Moyo und Masika 2009).
Durch die geringe Effizienz dieser Methoden ist meist keine ausreichende Kontrolle der
Zecken und der von ihnen Ubertragenen Krankheiten méglich (Mtshali et al. 2004). Aufgrund
der Nachteile von chemischen Schédlingsbekdmpfungsmitteln, u. a. toxikologische Bedenken,
Effekte auf Nicht-Zielorganismen, Resistenzen und Kosten (Castro-Janer et al. 2010, Moyo
und Masika 2009, Schulze et al. 2005, Gassner et al. 1997), sollte nach biologischen
Alternativen gesucht werden. Eine Alternative kénnten entomopathogene Pilze wegen ihrer
vorteilhaften Eigenschaften sein, u.a. ihrer einfachen Herstellung, der Ektoparasitizid
ahnlichen Applikation (Wraight et al. 2007, Roberts und St. Leger 2004), des direkten
Eindringens in  den Wirt (Samish und Rehacek 1999), ihres sekundaren
Verbreitungspotenzials (Thomas et al. 1995, Kaaya und Okech 1990) und der geringen
Belastung flr Nicht-Zielorganismen (z. B. Zimmermann 2007, Roberts und St. Leger 2004).
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Uber die Wirksamkeit entomopathogener Pilze gegeniiber A. hebraesum gibt es bislang keine
Studien. Larven, Nymphen und Adulte von anderen Amblyomma-Arten sind zum Teil sehr
empfindlich  gegeniiber entomopathogenen Pilzen, u.a. Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae) (Kirkland et al. 20044,
Kaaya und Hassan 2000, Souza et al. 1999). Ein Problem stellt allerdings die starke
Variabilitat der Virulenz (z. B. Kirkland et al. 2004b, Gindin et al. 2002) und der relativ
langsame Totungsprozess dar (Alves 1998). Dieses kann unter Umstdnden mit zusétzlicher
Applikation niedriger Konzentrationen natirlicher oder synthetischer Schadlingsbe-
kampfungsmittel verbessert werden (Hiromori und Nishigaki 2001, Quintela und McCoy
1998b, Anderson et al. 1989). Dabei sollte die Nutzung niedrig dosierter
Schédlingsbekdmpfungsmittel das Risiko einer Belastung der Umwelt und unerwinschter
Nebenwirkungen auf Nicht-Zielorganismen gering halten. Als mégliche Kandidaten fiir eine
Kombination wurde zum einen Etoxazol ausgewéhlt, da es eine geringe Sdugertoxizitat hat, in
der Umwelt schnell abgebaut wird (Dekeyser 2005) und in Versuchen an Zecken ein
Potenzial als Zeckenbekampfungsmittel zeigte (Tamura et al. 2004). Es kann allerdings nur
die Entwicklung zum néchsten Entwicklungsstadium unterbunden werden. Deshalb kommt es
nur bei vollgesogenen Larven und Nymphen zur Anwendung, da der Wirkmechanismus von
Etoxazol in der Hemmung des H&autungsprozesses (Suzuki et al. 2001), genauer, laut Nauen
und Smagghe (2006), in der Hemmung der Chitin-Biosynthese, vermutet wird. Als zweiter
Stoff, der auch bei ungesogenen Zecken Anwendung findet, wurde Fipronil ausgewahlt, da es
eine schnelle Kontakt- und eine langanhaltende Residualwirkung hat (Blagburn und Lindsay
2001, Wiedemann 2000, Postal et al. 1995) und fiir Vertebraten weitestgehend ungefahrlich
ist (Ungemach 2010, Kunkle 1997). Vor der Kombination mit den M. anisopliae-Stammen
wurden beide Stoffe auf Kompatibilitat mit den Stdammen getestet (siehe Kapitel 1). Als zu
behandelndes Entwicklungsstadium der Zecken wurden gesogene Nymphen gewéhlt und
zusatzlich wurden erste Tests mit ungesogenen Adulten durchgefiihrt. Zunéchst wurden von
Fipronil, Etoxazol und beiden M. anisopliae-Stdmme subletale Konzentrationen ermittelt. Die
so ermittelten Konzentrationen wurden dann in einem né&chsten Schritt in Kombinationen

getestet.

2.2 Material und Methoden
2.2.1 Handhabung der Zecken
Die vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum wurden von der Bayer Animal Health GmbH,

Leverkusen geliefert. Geflttert wurden die ungesogenen Nymphen circa zwei Wochen nach
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ihrer Hautung zu Nymphen an Rindern. Fir die Fitterung wurde ein Baumwollbeutel mit
(hautfreundlichem) Klebstoff auf dem Rinderriicken befestigt, in den die ungesogenen
Nymphen Gberfihrt wurden. Nach Entnahme der abgefallen, vollgesogenen Nymphen aus
dem Beutel wurden diese versendet und kamen ein bis zwei Tage spater am Versuchsort an.
Sie wurden entweder sofort getestet oder, wenn dies nicht moglich war, bei 14 °C aufbewahrt
und spatestens zwei Tage nach Erhalt getestet. Am Versuchstag wurde gewartet bis die
Zecken auf Zimmertemperatur erwarmt waren.

Ein Teil der vollgesogenen Nymphen wurde bei 23 £2 °C und 75 % relativer Luftfeuchte
gehalten bis nach vier bis sechs Wochen die Adulten schllipften. Die ungesogenen Adulten
wurden nach Geschlecht aufgeteilt und circa zwei Wochen nach ihrem Schlupf getestet. Bis
zum Versuch wurden die Zecken bei 14°C aufbewahrt. Am Versuchstag wurde gewartet bis

die Adulten auf Zimmertemperatur erwarmt waren.

2.2.2 Ermittlung der subletalen Konzentrationen von Etoxazol und Fipronil

Die getesteten Prédparate Fipronil (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim) und Etoxazol
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg) lagen als Reinstoffe in Pulverform vor. Aufgrund der
hydrophoben Eigenschaften wurde die hdchste Fipronil-Konzentration (1000 ppm) und die
hochste Etoxazol-Konzentration (100 ppm) mit 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in eine wassrige Losung gebracht. Der DMSO-Anteil in den
ubrigen Fipronil- bzw. Etoxazol-Ansdtzen nahm jeweils um den Faktor funf ab. Zur
Ermittlung der subletalen Konzentrationen von Fipronil und Etoxazol fur vollgesogene
Nymphen bzw. von Fipronil fir ungesogene Adulte wurden die Tiere mittels einer
Tauchmethode behandelt. Es wurden 16 ml mit jeweils sieben Konzentrationen von Fipronil
(0,064 bis 1000 ppm) und Etoxazol (0,0064 bis 100 ppm) getestet. Als Kontrolle diente 5 %
DMSO. Die Versuche mit den Schadlingsbekampfungsmitteln wurden fiir Nymphen dreimal
mit je 25 Tieren pro Testsubstanz wiederholt. Fir die Adulten wurde ein Versuch mit 29
Weibchen und 20 Mannchen je Konzentration von Fipronil bzw. der Kontrolle durchgefiihrt.

2.2.3 Ermittlung der konzentrationsabhangigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

Es wurden die Staimme MA-K und MA-7 (Volcani Center, Bet Dagan, Israel) verwendet.
Beide Stdmme wurden zwei bis drei Wochen lang auf Kartoffel-Dextrose-Agar (39,5 g/l), der
mit Hefeextrakt (5g/l) und Pepton (5 g/l) angereichert war, in einer Klimakammer bei
25+ 1°C und einer Licht-Dunkel-Periode von 16 Stunden zu 8 Stunden angezogen. Die

Konidien wurden abgeerntet und in sterilem Ag. dest., das mit 0,05 % Tween®80 (Carl Roth
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GmbH + Co. KG, Karlsruhe) versetzt war, suspendiert. Um zu untersuchen, ob es in
Kombinationen mit den Schadlingsbekampfungsmitteln zu einer Wirkungsstabilisierung oder
sogar -steigerung der M. anisopliae-Stamme kommt, muss mit Konzentrationen (~ LCsp)
gearbeitet werden, bei denen es mdglich ist, einen Effekt der Schéadlingsbekampfungsmittel
festzustellen. Zur Bestimmung dieser Konzentrationen mit geringem Wirkungsgrad wurde
15ml einer Konidien-Konzentration (1,0 x 10' bis 1,0 x 10° Konidien/ml) mittels der
Tauchmethode verwendet. Steriles Ag. dest., das mit 0,05 % Tween80 versetzt wurde, wurde
als Kontrolle benutzt. Die Pilzkonzentrationstests wurden fur Nymphen dreimal mit je 20
Tieren je Testsubstanz wiederholt. Fur die Adulten wurde ein Versuch mit 20 Weibchen und
15 Ménnchen je Konzentration der M. anisopliae-Stamme bzw. Kontrolle durchgefiihrt.

2.2.4 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil/Etoxazol

Die Konzentrationen, die in den vorher beschriebenen Versuchen ermittelt wurden, wurden in
einem dritten Schritt kombiniert mit der Tauchmethode angewendet, dabei wurde je
Testsubstanz 15 ml zum Tauchen benutzt. Die Kombinationen fur die Nymphen enthielten
0,15 ml DMSO, in dem 0,64 oder 3,2 ppm Etoxazol bzw. 32 oder 160 ppm Fipronil geltst
wurden sowie 14,85 ml von 1,01 x 10° oder 1,01 x 10* Konidien/ml MA-K bzw. MA-7. Es
ergaben sich die folgenden Testkonzentrationen: 0,0064 oder 0,032 ppm Etoxazol mit
1,0 x 10° Konidien/ml oder 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K bzw. MA-7 sowie 0,32 oder
1,6 ppm Fipronil mit 1,0 x 10° Konidien/ml oder 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K bzw. MA-7.
Fur die Adulten wurden die Testsubstanzen wie oben beschrieben angesetzt, flr die Versuche
wurden aber 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil mit 1,0 x 10’ Konidien/ml oder 1,0 x 10°
Konidien/ml von MA-K oder MA-7 genutzt. Die kombinierten Etoxazol-/Fipronil- und
MA-K/MA-7-Konzentrationen wurden auch einzeln getestet. Bei allen Versuchen dienten
0,05 % Tween80 und 1 % DMSO als Kontrollen. Fir die Nymphen wurden die Fipronil-
Kombinationsversuche dreimal und die Etoxazol-Kombinationsversuche viermal mit jeweils
20 Tieren je Testsubstanz wiederholt. Fir die Adulten wurden die Kombinationstests zweimal
durchgefthrt (einmal mit 20 Weibchen und 15 Ménnchen und das zweite Mal mit jeweils 12

Weibchen und Ménnchen je Testsubstanz).

2.2.5 Behandlung und Inkubation
Vollgesogene Nymphen bzw. ungesogene Adulte wurden fur 60 Sekunden in eine
Testsuspension getaucht. Nach dem Abtrocknen wurden die Zecken einzeln auf mit 0,3 ml

sterilem Ag. dest. angefeuchtetem Filterpapier in Petrischalen gesetzt. Die Petrischalen
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wurden mit Parafilm verschlossen, und je 16 Petrischalen wurden auf ein mit 10 ml Wasser
angefeuchtetes Tuch in eine Bellaplast-Schale (Rausch Verpackung GmbH, Augsburg)
gestellt. Die Schalen wurden mit einem Deckel verschlossen und bei 23 + 2 °C und einer
relativen Luftfeuchte von 75 % im Dunkeln in einer Klimakammer inkubiert.

Die Anzahl der nicht zu Adulten geschlipften Nymphen wurde 63 Tage nach Behandlung mit
den Schédlingsbekdmpfungsmitteln bestimmt. Bei den Adulten wurde am Tag 14 nach der
Behandlung mit Fipronil die Mortalitat bestimmt. Die Mortalitdit von Nymphen (bis zum
Schlupf) und von Adulten (fir 28 Tage) wurde bei Versuchen mit Pilzen zweimal die Woche
mit Hilfe eines Stereomikroskops kontrolliert. Zusatzlich wurde bei den Nymphen am Ende
der Versuche die Rate von den geschlupften bzw. nicht geschliipften Adulten bestimmt.

2.2.6 Statistik

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven und die Berechnung der LC-Werte wurden mit
dem Programm PriProbit Version 1.63 (Sakuma 1996 — 2000) durchgefihrt. Neben den LCso-
und LCgs-Werten wurde auch das 95 % Fiduzialintervall (Toleranzgrenze fir die LC-Werte)
berechnet. Zusatzlich zu der sigmoiden Kurve wurde die lineare Probitkurve mit dem 95 %
Fiduzialintervall und zugehoriger Geradengleichung dargestellt.

Weitere statistische Analysen wurden mit PASW 17 (Predictive Analysis SoftWare) (SPSS
Inc.) durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der einzelnen Konzentrationen zur Kontrolle
sowie Unterschiede zwischen Geschlechtern und zwischen den Pilzstdmmen wurde mittels
y*-Tests bestimmt. Bei allen x>Tests betrug der Freiheitsgrad eins (df = 1). Aufgrund des
Versuchsdesigns (jede Zecke wurde einzeln gehalten) war eine Korrektur der Mortalitat und
somit der direkte Vergleich der M. anisopliae-Etoxazol-/Fipronil-Kombinationen mit dem
M. anisopliae Stamm oder der Etoxazol-/Fipronil-Konzentration nicht mdglich. Daher
wurden nur die Unterschiede der Varianten zu der jeweiligen Kontrolle Gberprift.

Zusétzlich wurde ein Chancenverhéltnis (odds-ratio) fur jede Variante und ihre Kontrolle
berechnet, um so die Wahrscheinlichkeit bestimmen zu kdnnen, mit der ein Todesereignis in
der Variante oder in der Kontrolle auftreten wiirde. Ist das Chancenverhdltnis dabei gleich
eins (CV =1), kann man von einer Homogenitéat der beiden Gruppen ausgehen. Bei einem
Wert groRer als eins (CV >1) ist das Auftreten der Mortalitdit in den Varianten
wahrscheinlicher als in der Kontrolle. Bei einem Wert kleiner eins (CV < 1) verhélt es sich
genau umgekehrt (Hatzinger und Nagel 2009, Polasek 2008). Sofern in den Kontrollgruppen
keine Mortalitat auftrat, wurden die M. anisopliae-Etoxazol/Fipronil-Kombinationen direkt

auf statistisch signifikante Unterschiede zu M. anisopliae und den Schédlings-

48



Wirkung von M. anisopliae in Kombination mit Fipronil oder Etoxazol auf A. hebraeum

bekdmpfungsmitteln hin untersucht. Die Nymphenmortalitit wurde fir einzelne
Behandlungen tber den Versuchszeitraum mit dem Log-Rang-Test analysiert. Die Dauer bis
zum Schlupf in den unterschiedlichen Behandlungen wurde einzeln mit dem U-Test nach
Mann und Whitney verglichen. Unterschiede zwischen Nymphen- und Gesamtmortalitat
wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt. Die Unterschiede der
Gesamtmortalitdt wurden fiir einzelne Behandlungen mit dem y>-Test analysiert. Die
Mortalitdt der Adulten wurde in den unterschiedlichen Behandlungen (ber den
Versuchszeitraum mit dem Log-Rang-Test analysiert. Eine Analyse der Unterschiede in den
Mortalitatsverlaufen zwischen den Geschlechtern erfolgte mit dem Log-Rang-Test. Das
Signifikanzniveau wurde fir alle Tests mit p <0,05 angenommen. Die Darstellung
signifikanter Unterschiede erfolgte in den Abbildungen mit Sternchen nach folgender
Einteilung: p>0,05=n.s. (nicht signifikant), 0,05>p>0,01="* 0,01>p>0,001="**
p < 0,001 = ***,

Fur Kombinationen, die eine signifikant unterschiedliche Mortalitat zur Tween- und DMSO-
Kontrolle aufwiesen, wurde der jeweils vorliegende Effekt (additiv, synergistisch oder
antagonistisch) mittels y2-Tests bestimmt (Morales-Rodriguez und Peck 2009, McVay et al.
1977). Zunadchst wurde die erwartete Mortalitdit (Mg) der Kombinationen mittels der
prozentualen Gesamtmortalitdt (der Mortalitdat des letzten Versuchstages), die durch
M. anisopliae (Mma) und das Schadlingsbek&mpfungsmittel (Msgwm) allein verursacht wurde,
mit folgender Formel berechnet:

M4
M, =M M 1-— )
E mMa T+ ( sBM X ( 100 )

Mit der erwarteten Mortalitdt und der beobachteten Mortalitat der Kombinationen (Mkompi)

wurde ein y%g)-Wert berechnet:

xz _ (MKombi - ME)Z
(E) M

Dieser y?g-Wert wurde mit dem y2-Tabellenwert fur einen Freiheitsgrad (df = 1) und dem
0,95 Quantil (¥2 = 3,84) verglichen. Ein nicht-additiver Effekt war zu beobachten, wenn der
berechnete x?g)-Wert groRer als der Tabellenwert war. Wenn die Differenz aus beobachteter
und erwarteter Mortalitdt der Kombination positiv war, wurde die signifikante Interaktion als

synergistisch, wenn sie negativ war als antagonistisch eingestuft (Finney 1947).
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Ermittlung der subletalen Konzentrationen von Etoxazol und Fipronil

2.3.1.1 Vollgesogene Nymphen

2.3.1.1.1 Etoxazol

Die Kontrollmortalitdt lag bei den Dosis-Wirkungs-Versuchen mit Etoxazol bei 18,7 %.
Etoxazol hatte einen engen Wirkungsbereich. 0,0064 ppm zeigte keine Wirkung auf die
Nymphen (¥2=0,36, p =0,55). Erste Effekte auf die vollgesogenen Nymphen traten aber
nach Behandlung mit 0,032 ppm ein (¥2 = 7,33, p =0,007). Nach Behandlung mit 0,16 ppm
oder mehr schliupften keine Nymphen mehr zu Adulten (¥? = 103, p <0,001) (Abb. 9). Es
wurde nach 63 Tagen ein LCso-Wert von 0,037 (0,034 — 0,041) ppm errechnet und ein LCgs-
Wert von 0,052 (0,047 —-0,057) ppm. Fir die Kombinationsversuche wurden die
Konzentrationen von 0,0064 ppm und 0,032 ppm ausgewabhlt.
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Abb. 9: Anteil der nicht zu Adulten geschlipften Nymphen von A. hebraeum (n = 75) in
Abhéangigkeit von den unterschiedlichen Etoxazol-Konzentrationen 63 Tage nach der
Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent oder
Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5 % DMSO. Die
Kontrollmortalitat lag bei 18,7 % und der LCso-Wert lag bei einer Konzentration von
0,037 (0,034 — 0,041) ppm.

2.3.1.1.2 Fipronil

Die Kontrollmortalitat bei der Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Beziehung fir Fipronil lag bei
den Nymphen bei 12 %. Fipronil-Behandlungen mit 0,064 oder 0,32 ppm hatten keine
Wirkung auf die Nymphen (x*<2,35, p>0,13). Es starben mehr Nymphen als in der
Kontrolle, wenn sie mit 1,6 ppm oder mehr behandelt wurden (XZ =19,0, p<0,001). Um alle
Nymphen abzutdten, mussten 1000 ppm aufgewendet werden (XZ =118, p <0,001) (Abb. 10).

Fipronil hatte einen deutlich weiteren Wirkungsbereich als Etoxazol. Es errechnete sich nach
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63 Tagen ein LCsp-Wert von 2,06 (0,26 —6,36) ppm und ein LCgs-Wert von 40,6 (11,8 —
1445) ppm. Fur die Kombinationsversuche wurden 0,32 ppm und 1,6 ppm Fipronil

ausgewahlt.
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Abb. 10: Anteil der nicht zu Adulten geschltpften Nymphen von A. hebraeum (n = 75) in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Fipronil-Konzentrationen 63 Tage nach der
Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent oder
Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5% DMSO. Die
Kontrollmortalitat lag bei 12 % und der LCso-Wert lag bei einer Konzentration von 2,06
(0,26 — 6,36) ppm.

2.3.1.2 Ungesogene Adulte — Fipronil

Die Adulten waren gegentiber Behandlungen mit mehr als 0,32 ppm Fipronil weniger
empfindlich als die Nymphen (y2> 16,0, p < 0,001). Das Wirkungsspektrum von Fipronil war
fur beide Geschlechter sehr dhnlich (y?2<1,08, p>0,30). Fir beide Geschlechter lag die
naturliche Mortalitét bei circa 20 %. Behandlungen mit bis zu 1,6 ppm Fipronil hatten keinen
Einfluss auf die Mortalitat von Weibchen und Méannchen (y?2<2,5, p>0,11) (Abb. 11). Nach
Behandlung mit 8 ppm starben mehr Weibchen und Mannchen als in der Kontrolle (32> 4,91,
p <0,03). Es starben alle Weibchen und Mannchen nach Behandlung mit 40 ppm oder mehr
(¥*>21,5, p<0,001). Daraus errechnete sich ein LCso-Wert (nach 14 Tagen) flr die
Weibchen von 7,50 (6,40 —8,86) ppm und ein LCgs-Wert von 11,9 (10,0 — 14,7) ppm. Der
LCso-Wert fr die Mannchen lag bei 5,55 (1,17 — 10,0) ppm. Allerdings lag der LCgs-Wert bei
28,2 (14,7-347,2) ppm. Fir die Kombinationsversuche wurden Konzentrationen von
0,064 ppm und 0,32 ppm Fipronil ausgewahlt, um sicher zu stellen, dass Fipronil weder
MA-K noch MA-7 negativ beeinflusst, was durch hohere Konzentrationen der Fall wére
(siehe Kapitel 1).
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Abb. 11: Anteil der toten ungesogenen Adulten (n =20 [Mannchen]; n =29 [Weibchen])
von A. hebraeum in Abhéangigkeit von den unterschiedlichen Fipronil-Konzentrationen
14 Tage nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen
in Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5 %
DMSO. Die Kontrollmortalitat lag fur Weibchen bei 24,1 % und fir Mannchen bei
19,5 %. Der LCso-Wert lag fur die Mannchen bei einer Konzentration von circa 5,55
(1,17 -10,0) ppm und fir die Weibchen bei einer Konzentration von circa 7,50
(6,40 - 8,86) ppm.

2.3.2 Ermittlung der konzentrationsabh&angigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7
2.3.2.1 Nymphen

Die Kontrollmortalitdt bei der Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Beziehung fir die
M. anisopliae-Stdmme lag bei 12,5 %. Die ersten toten Zecken wurden elf Tage nach der
Behandlung mit der Konidiensuspension erfasst. Innerhalb einer Woche nach dem Schlupf
starben 8,6 + 5,47 % der Adulten durch die Wirkung von MA-K oder MA-7. Insgesamt
konnte von 92,2 % der toten Zecken einer der beiden M. anisopliae-Stdmme isoliert werden.
Es gab zwischen den beiden Stdmmen kaum Unterschiede in ihrer Wirkung (y?<1,01,
p>0,31). Lediglich bei 1,0x10?> Konidien/ml starben mehr Nymphen durch MA-7
(¥ =4,02, p=0,045). Jedoch lag in diesem Fall kein Unterschied zur Mortalitdt in der
Kontrolle vor (y? < 2,81, p > 0,094).
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Abb. 12: Anteil der nicht zu Adulten geschltpften Nymphen von A. hebraeum (n = 40) in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen MA-K- und MA-7-Konzentrationen 63 Tage
nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in
Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente
0,05 % Tween80. Die Kontrollmortalitat lag bei 12,5 % und der LCso-Wert lag fir
MA-7 bei einer Konzentration von 1,67 x 10* (3,68 x 10° — 4,78 x 10%) Konidien/ml und
fiir MA-K bei einer Konzentration von 1,54 x 10* (5,76 x 10° — 3,39 x 10%) Konidien/ml.

Bis zu Konzentrationen von 1,0 x 10% Konidien/ml waren keine Unterschiede in der Mortalitat
zwischen Pilz- und Kontrollbehandlung zu beobachten (y? < 2,81, p > 0,094). Bei Behandlung
mit Konzentrationen von 1,0 x 10* Konidien/ml oder mehr von MA-K oder MA-7 starben
mehr Nymphen als in der Kontrolle und bei 1,0 x 108 Konidien/ml MA-K starben alle
Nymphen (2> 13,1, p <0,001) (Abb. 12). Daraus errechnet sich nach 63 Tagen ein LCsp-
Wert fir MA-7 von 1,67 x 10* (3,68 x 10° — 4,78 x 10*) Konidien/ml und fir MA-K von
1,54 x 10* (5,76 x 10° —3,39 x 10*) Konidien/ml. Die LCes-Werte lagen bei 7,83 x 10°
(2,27 x 10° — 5,62 x 10’) Konidien/ml (MA-7) und 1,76 x 10° (6,37 x 10° — 8,25 x 10°)
Konidien/ml (MA-K). Fir die Kombinationsversuche wurden 1,0 x 10° und 10* Konidien/ml
fur MA-K und MA-7 ausgewahlt.
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2.3.2.2 Ungesogene Adulte

Die Kontrollmortalitat lag bei den Weibchen bei 5 —5,23 % und bei den Ménnchen bei 0 %.
Die ersten Toten konnten sieben Tage nach der Behandlung mit der Konidiensuspension
beobachtet werden. Insgesamt konnte von 36,9 % der toten Weibchen und 33,8 % der toten
Mannchen einer der beiden M. anisopliae-Stdmme isoliert werden.

Behandlungen mit bis zu 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K oder MA-7 hatten keinen Effekt
auf Weibchen und Ménnchen (32 < 3,33, p >0,07), mit Ausnahme von der Behandlung von
1,0 x 10° MA-7, durch die mehr Mannchen als in der Kontrolle starben (32 = 7,50, p = 0,006).
Es starben mehr Méannchen nach Behandlung mit Konzentrationen von 1,0 x 10° Konidien/ml
oder mehr (MA-K oder MA-7) als nach Behandlung mit Tween (¥2 > 7,50, p < 0,006).
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Abb. 13: Anteil der toten ungesogenen Adulten (n = 15 [Mannchen]; n = 20 [Weibchen])
von A. hebraeum in Abhangigkeit von den unterschiedlichen MA-K-Konzentrationen 28
Tage nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in
Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente
0,05 % Tween80. Die Kontrollmortalitat lag bei den Weibchen bei 5,23 % und bei den
Maéannchen bei 0 %. Der LCsy-Wert lag fur die Mannchen bei einer Konzentration von
1,21 x 10° Konidien/ml MA-K und fiir die Weibchen bei 1,12 x 10" Konidien/ml MA-K.
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Bei den Weibchen erzielten Konzentrationen ab 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 ebenfalls
hohere Mortalitaten im Vergleich zur Kontrolle (2> 7,03, p <0,008); fir MA-K galt dieses
aber erst ab Konzentration von 1,0 x 10" Konidien/ml (32 = 6,62, p = 0,01). Nach Behandlung
mit 1,0 x 10% Konidien/ml MA-K starben alle Weibchen (32 = 35,2, p < 0,001).
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Abb. 14: Anteil der toten ungesogenen Adulten (n = 15 [Méannchen]; n = 20 [Weibchen])
von A. hebraeum in Abhangigkeit von den unterschiedlichen MA-7-Konzentrationen 28
Tage nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in
Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente
0,05 % Tween80. Die Kontrollmortalitat lag bei den Weibchen bei 5% und bei den
Maéannchen bei 0 %. Der LCso-Wert lag fur die Mannchen bei einer Konzentration von
3,93 x 10’ Konidien/ml MA-7 und fiir die Weibchen bei 2,24 x 10® Konidien/ml MA-7.

Bei Behandlung mit MA-K gab es bis zu einer Konzentration von 1,0 x 10° Konidien/ml
zwischen Mannchen und Weibchen keine Unterschiede (y2 < 1,59, p >0,21). Es starben aber
mehr Mannchen als Weibchen nach Behandlung mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10" Konidien/ml
MA-K (¥*> 5,60, p <0,018). Zwischen Méannchen und Weibchen gab es keine Unterschiede
in den Mortalititen nach Behandlung mit MA-7 (¥3<1,91, p>0,17). Zwischen den
Pilzstammen gab es in den meisten Konzentrationen weder fur Mannchen noch fiir Weibchen

einen Unterschied in der Mortalitat (y?< 3,33, p>0,068). Es starben aber mehr Weibchen

55



Wirkung von M. anisopliae in Kombination mit Fipronil oder Etoxazol auf A. hebraeum

durch 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 als durch MA-K (32 = 10,0, p = 0,002). Bei 1,0 x 10°
Konidien/ml starben mehr Weibchen durch MA-K als durch MA-7 (¥? = 13,3, p < 0,001). Bei
den Mannchen hingegen starben mehr Versuchstiere nach Behandlung mit MA-7 als nach
Behandlung mit MA-K (1,0x10® Konidien/ml) (x2=7,50, p=0,006). AuRerdem
verursachten die héheren Konzentrationen (1,0 x 10" und 1,0 x 10® Konidien/ml) von MA-K
eine hdhere Mortalitét als die von MA-7 (32> 5,0, p <0,025).

Aufgrund der geringen Versuchstieranzahl konnten nur eingeschrankt verlassliche LCsg-
Werte berechnet und keine Fiduzialintervalle ermittelt werden. Der LCso-Wert fir Mannchen
lag 28 Tagen nach Behandlung fir MA-K bei einer Konzentration von 1,21 x 10°
Konidien/ml und fir MA-7 bei 3,93 x 10’ Konidien/ml (Abb. 13 und Abb. 14). Firr die
Mannchen ergab sich fir MA-K ein LCgs-Wert von 3,09 x 108 Konidien/ml und fiir MA-7 ein
LCgs-Wert von 1,49 x 10*° Konidien/ml. Fir Weibchen wurde fir MA-K ein LCso-Wert von
1,12 x 10" Konidien/ml errechnet und fiir MA-7 ein LCso-Wert von 2,24 x 10® Konidien/ml
(Abb. 13 und Abb. 14). Die LCgs-Werte betrugen 2,03 x 10’ Konidien/ml (MA-K) und
1,02 x 10" Konidien/ml (MA-7) fiir die Weibchen. Es wurden fiir die Kombinationsversuche

1,0 x 10" und 1,0 x 10® Konidien/ml gewihlt.

2.3.3 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil/Etoxazol

2.3.3.1 Vollgesogene Nymphen

2.3.3.1.1 M. anisopliae und Etoxazol

Nach der Behandlung mit 0,05 % Tween80, 1% DMSO, 0,0064 ppm Etoxazol starben
zwischen 12,5 und 16,3 % der behandelten Nymphen (Abb. 15). Trotz der erhéhten Mortalitét
in der Behandlung mit 0,032 ppm (23,8 %) unterschieden sich die Mortalitaten in den
Behandlungen mit DMSO und Etoxazol nicht signifikant voneinander (x? < 3,17, p > 0,075).

2.3.3.1.1.1 MA-K und Etoxazol

Die Mortalitat in den Behandlungen mit 1,0 x 10°® Konidien/ml MA-K allein oder in
Kombination mit Etoxazol war héher als die Mortalitét in der Tween-Behandlung (32 > 7,34,
p <0,007). Auch die Mortalitat in der DMSO-Kontrolle war signifikant niedriger als die in
den MA-K-Etoxazol-Kombinationen (¥2>9,28, p<0,002) (Abb. 15). Die Chancen-
verhaltnisse der Etoxazol-MA-K-Kombinationen waren in etwa doppelt so hoch wie die
jeweiligen Etoxazol-Varianten allein (Tab. 4). Der Vergleich der Chancenverhdltnisse der

MA-K-Variante mit denen der MA-K-Etoxazol-Kombinationen ergab fiir den Pilz allein ein
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hoheres Chancenverhéltnis (also eine hohere Wahrscheinlichkeit, eine Mortalitdt zu
verursachen) als fur die Kombinationen (Tab. 4).

MA-K und Etoxzaol

100f — 0,05 % Tween80 | = 0,05 9% Tween80
.......... 1 % DMSO PR 1 % DMSO
é = 8] ~°° 0,0064 ppm -/n.s. | = =- 0,0064 ppm -/ns.
S 2, —— 1,0x 103 Konidien/ml ***/- —— 1,0 x 10* Konidien/m| ***/-
Ee - = = 1,0x 10° Konidien/ml & - = - 1,0x 10* Konidien/ml &
<E 601 0,0064 ppm **/** 1 0,0064 ppm **/**
T o -
e Q) ———————————
®< 404 7 T
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8% 200 el
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—— 1,0 x 103 Konidien/m| ***/- —— 1,0 x 104 Konidien/ml ***/-
= = 1,0x 103 Konidien/ml & — — 1,0x 10 Konidien/ml &
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Abb. 15: Mortalitdt der gesogenen Nymphen von A.hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 63 Tagen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K und mit 0,0064 oder 0,032 ppm Etoxazol allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 80).

Anhnlich verhielt es sich auch fir die héhere MA-K-Konzentration (1,0 x 10* Konidien/ml),
die allein oder in Kombination angewendet wurde. Alle drei Varianten verursachten eine
hohere Mortalitat als die Tween- oder DMSO-Kontrolle (x2>7,58, p <0,006 [Tween],
¥>>9,30, p<0,002 [DMSO]). Die Chancenverhéltnisse waren in etwas anderthalb- bis
dreimal so hoch wie die der beiden Etoxazol-Varianten. Das Chancenverhaltnis von 1,0 x 10°*
Konidien/ml MA-K allein war aber doppelt so hoch wie die Chancenverhéltnisse der
Kombinationen (Tab. 4).
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Tab. 4: % und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitat der
vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum und die Chancenverhaltnisse (CV) der
Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10°
oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0064 oder 0,032 ppm
Etoxazol allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und
1 % DMSO (n = 80).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1% DMSO

Behandlung v2-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV
Etoxazol [ppm] 0,0064 05 047 14

0,032 3,2 0,075 2,2
MA-K 1,0x10° 16,2 <0,001 4,2

[Konidien/ml] & 1,0x 10°& 0,0064 7,3 0,007 2,7 9,3 0,002 3,4
Etoxazol [ppm] 1,0x10°& 0,032 11,9 0,001 34 14,1 <0,001 4,2
1,0 x 10* 31,0 <0,001 6,9
1,0 x 10* & 0,0064 95 0,002 31 11,8 0,001 3,8
1,0x10*& 0,032 7.6 0,006 2,7 9,3 0,002 34
MA-7 1,0 x 10° 36 0,059 2,0
[Konidien/ml] & 1,0x10°& 0,0064 3,4 0,066 2,0 48 0,028 25
Etoxazol [ppm] 1,0x10°& 0,032 06 0426 1,3 1,4 0,236 16
1,0 x 10* 9,3 0,002 3,1
1,0x10°& 0,0064| 116 0,001 34 13,7 <0,001 4,2
1,0x10°& 0032| 11,2 0,001 34 13,3 <0,001 4,2

2.3.3.1.1.2 MA-7 und Etoxazol

Die Mortalitdt in den Behandlungen mit 1,0 x 10® Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol war nur tendenziell hoher als die in der Tween-
Kontrolle (x> 3,38, p<0,066) (Abb. 16). Die Kombination verursachte aber eine hohere
Mortalitét als die DMSO-Kontrolle (x2 = 4,81, p = 0,028). Die Mortalitat in der Kombination
von 1,0 x 10® Konidien/ml und 0,032 ppm Etoxazol unterschied sich nicht von der in der
Tween- oder DMSO-Kontrolle (x2 < 1,41, p > 0,24). Das Chancenverhaltnis der Kombination
von 1,0 x 10% Konidien/ml und 0,0064 ppm Etoxazol war in etwa doppelt so hoch wie das von
0,0064 ppm allein. Fir die Kombination mit 0,032 ppm war das Chancenverhaltnis allerdings
um circa ein Drittel niedriger als das von Etoxazol allein. Das Chancenverhaltnis von
1,0 x 10° Konidien/ml allein war identisch mit dem der Kombination aus 1,0 x 10°
Konidien/ml und 0,0064 ppm. Die hthere Etoxazol-Konzentration wies in Kombination mit
MA-7 allerdings ein geringeres Chancenverhaltnis auf (Tab. 4).

Die Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml, die allein oder in Kombination angewendet

wurde, verursachte eine héhere Mortalitat als die Tween- oder DMSO-Kontrolle (32 > 9,30,
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p<0,002 [Tween], ¥>>13,31, p<0,001 [DMSOQO]). Die Chancenverhaltnisse der beiden
MA-7-Etoxazol-Varianten waren identisch und wiesen ein zwei- (0,032 ppm) bis dreimal
(0,0064 ppm) so hohes Chancenverhdltnis wie die Etoxazol-Konzentrationen auf,

unterschieden sich aber kaum vom Chancenverhaltnis der MA-7-Variante (Tab. 4).

MA-7 und Etoxazol
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Abb. 16: Mortalitit der gesogenen Nymphen von A.hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 63 Tagen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 und mit 0,0064 oder 0,032 ppm Etoxazol allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 80).

2.3.3.1.1.3 Schlupf zu Adulten

Der Schlupf der Nymphen zu Adulten setzte 28 Tage nach der Behandlung ein und dauerte
bis maximal zum 60. Tag nach der Behandlung. Die meisten Adulten (~ 27 %) schlipften am
35. Tag nach der Behandlung. Der GroRteil der Kombinations-Behandlungen hatte auf den
Schlupfzeitraum der Adulten keinen Einfluss. Die Schlupfzeitrdume in den Kombinations-
Behandlungen unterschieden sich nicht von denen in den Behandlungen mit Tween, DMSO,
MA-K bzw. MA-7 oder Etoxazol (Abb. 17). Einzig Nymphen, die mit einer Kombination aus
1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 0,032 ppm Etoxazol behandelt wurden, schliipften spater
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als die nur mit Tween oder MA-K behandelten Tiere (U > 877, p <0,032). Allerdings war der
Schlupfzeitpunkt gleich dem der Nymphen, die mit DMSO oder 0,032 ppm Etoxazol
behandelt wurden (U <1433, p>0,12).
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Abb. 17: Schlupfzeitpunkte in Tagen nach der Behandlung. Behandelt wurden die
vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10* Konidien/ml von
MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0064 oder 0,032 ppm Etoxazol allein und in Kombination.
Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots mit verschiedenen
Buchstaben sind signifikant unterschiedlich mit p <0,05 (U-Test nach Mann und
Whitney) (n = 80).

2.3.3.1.1.4 Gesamtmortalitat

Die Gesamtmortalitat ergab sich aus den toten Nymphen und den Adulten, die innerhalb von
14 Tagen nach ihrem Schlupf starben. Diese war in den Behandlungen von 0,05 % Tween80,
1 % DMSO und 0,0064 ppm Etoxazol gleich der Nymphenmortalitat (Z = 0,00, p = 1,00). Es
starben aber einige frischgeschlupfte Adulte, die als Nymphen mit 0,032 ppm Etoxazol
behandelt worden waren, so dass sich die Gesamt- gegentber der Nymphenmortalitat deutlich
erhohte (Z =- 4,36, p <0,001). Die Gesamtmortalitat in allen Varianten mit MA-K und MA-7

war hoher als die Nymphenmortalitdt (mit Ausnahme der Behandlung von 1,0 x 10°
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Konidien/ml MA-K allein) (Z <-2,00, p <0,046) (Abb. 18). Die Gesamtmortalitdten in den
Behandlungen von 1 % DMSO und 0,0064 ppm unterschieden sich nicht signifikant (y* = 0,4,
p =0,532). Die Gesamtmortalitidt von 0,032 ppm war dem gegentber deutlich hoéher als die
von 1 % DMSO (2 = 16,3, p < 0,001).

MA-K und Etoxazol

Sowohl 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K als auch die beiden Kombinationen verursachten eine
héhere Gesamtmortalitat als die Tween- oder DMSO-Kontrolle (y2> 13,9 p <0,001) (Abb.
18).
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Abb. 18: Anteil der vor dem Schlupf zur Adulten gestorbenen Nymphen
(Nymphenmortalitdt) und der Anteil der nicht geschlipften Adulten sowie innerhalb
von 14 Tagen nach dem Schlupf gestorbenen Adulten (Gesamtmortalitat) von
A. hebraeum. Die vollgesogenen Nymphen wurden mit 1,0x10° oder 1,0 x 10°
Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0064 oder 0,032 ppm Etoxazol allein und
in Kombination behandelt. Als Kontrollsubstanz diente 0,05% Tween80 und 1%
DMSO. Sternchen zeigen Unterschiede zwischen der Nymphen- und der
Gesamtmortalitdt an (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Kleine Buchstaben zeigen
signifikante Unterschiede der Varianten zu den Kontrollen (A fir Tween und B fiur
DMSO) mit p < 0,05 an (y2-Test) (n = 80).
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Das Chancenverhaltnis der MA-K-Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol war flinffach héher
als das von 0,0064 ppm Etoxazol allein. Das Chancenverhaltnis von 1,0 x 10° Konidien/ml
mit 0,032 ppm Etoxazol war hingegen etwas geringer als das von 0,032 ppm. Aber nur die
Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol hatte ein hoheres Chancenverhaltnis als 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-K (Tab. 5).

Die Gesamtmortalitat in der Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K allein und in den
Kombinationen unterschied sich von der Tween-Kontrolle (¥2>9,80, p<0,002). Des
Weiteren war die Gesamtmortalitdt in den Kombinationen hoher als die in der DMSO-
Kontrolle (y?>12,3, p<0,001). Das Chancenverhéltnis von 0,0064 ppm Etoxazol war
deutlich geringer als das der MA-K-Etoxazol-Kombination (Tab. 5). Hingegen war das
Chancenverhéltnis der Kombination aus MA-K und 0,032 ppm Etoxazol um circa ein Fiinftel
geringer als das von Etoxazol allein. Die Kombination mit der geringeren Etoxazol-
Konzentration wies ein um ein Viertel niedrigeres Chancenverhéltnis auf als MA-K allein;
das der Kombination mit der hoheren Etoxazol-Konzentration war hingegen nicht einmal halb
so hoch wie das des Pilzes. Es ergaben sich insgesamt gesehen additive Effekte fur die
Kombination mit der niedrigeren Etoxazol-Konzentration und antagonistische Effekte fir die

Kombination mit der héheren Etoxazol-Konzentration (Tab. 5).

MA-7 und Etoxazol

Die Gesamtmortalitat in der Pilzbehandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 unterschied sich
sowohl allein als auch in Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol signifikant von der in der
Tween-Kontrolle (y>> 7,71, p <0,005) (Abb. 18). Diese Kombination verursachte auch eine
hohere Gesamtmortalitdt als DMSO (x* = 10,0, p =0,002) und wies ein dreimal so hohes
Chancenverhéltnis auf wie Etoxazol allein (Tab. 5). Die Mortalitit in der
Kombinationsbehandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und 0,032 ppm Etoxazol hingegen
unterschied sich weder von der in der Tween- noch von der in der DMSO-Behandlung
(x> < 3,33, p>0,068). AulRerdem war das Chancenverhaltnis um Zweidrittel geringer als das
von 0,032 ppm Etoxazol allein. Die Chancenverhaltnisse waren fir MA-7 und die
Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol dhnlich. Die Kombination aus 1,0 x 10® Konidien/ml
MA-7 und 0,032 ppm Etoxazol wies aber einen nur halb so hohen Wert auf wie MA-7 allein
(Tab. 5).

Die Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 verursachte sowohl allein als auch in den
Kombinationen eine signifikant hohere Mortalitat als die Tween- und DMSO-Kontrolle
(x> > 10,5, p <0,001).
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Tab. 5: 2 und p-Werte des y2Tests (df =1) zur Gesamtmortalitat der vollgesogenen Nymphen von
A. hebraeum und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden
die Nymphen mit 1,0 x 10® oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0064 oder
0,032 ppm Etoxazol allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO.
Zusatzlich wurde fur Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete
Mortalitat (Mg) und ein y>-Wert (x?g) berechnet, um den auftretenden Effekt flr die signifikanten
Interaktionen in den Kombinationsvarianten zu bestimmen (n = 80).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1 % DMSO

Behandlung ¥-Wert p-Wert CV y>-Wert p-Wert CV Mg y*g Effekt
Etoxazol [ppm] 0,0064 04 0532 14

0,032 16,3 <0,001 6,3
MA-K 1,0 x 10° 12,8 <0,001 4,9

[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,0064 15,9 <0,001 6,0 18,8 <0,001 7,4 55,0 0,3 additiv
Etoxazol [ppm] 1,0x 10°& 0,032 11,3 0,001 44 13,9 <0,001 5,4 71,8 10,9 antagonistisch
1,0 x 10* 21,6 <0,001 8,5
1,0 x 10* & 0,0064 16,7 <0,001 6,3 19,7 <0,001 7,7 66,5 3,0 additiv
1,0 x 10* & 0,032 9,8 0,002 4,0 12,3 <0,001 4,9 79,0 18,0 antagonistisch
MA-7 1,0 x 10° 9,1 0,003 38
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,0064 7,7 0,005 3,4 10,0 0,002 4,2 49,8 3,0 additiv
Etoxazol [ppm] 1,0x 10°& 0,032 2,0 0,157 19 33 0,068 2,4
1,0 x 10* 10,5 0,001 4,2
1,0 x 10* & 0,0064 12,8 <0,001 4,9 15,5 <0,001 6,0 51,8 0,6 additiv
1,0 x 10* & 0,032 13,5 <0,001 5,1 16,3 <0,001 6,3 69,8 7,1 antagonistisch
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MA-7 in Kombination mit 0,0064 ppm hatte ein viereinhalbfach héheres Chancenverhaltnis
als Etoxazol allein, wohingegen das Chancenverhéltnis von 0,032 ppm und der dazugehdrigen
Kombination gleich waren. Das Chancenverhéltnis von 1,0 x 10* Konidien/ml in
Kombination mit 0,0064 ppm Etoxazol war leicht hoher als das von MA-7 allein. Die
Kombination mit 0,032 ppm wies jedoch ein htheres Chancenverhaltnis auf (Tab. 5). Auch
hier ergab sich, dass die Effekte der Kombinationen mit der niedrigeren Etoxazol-
Konzentration additiv waren, wahrend die mit der hoheren Etoxazol-Konzentration
antagonistisch (nur die Kombination aus 1,0 x 10* Konidien/ml und 0,032 ppm Etoxazol)
waren (Tab. 5).

2.3.3.1.2 M. anisopliae und Fipronil

Bei 0,05 % Tween80, 1 % DMSO, 0,32 und 1,6 ppm Fipronil starben zwischen 10 % und
15 % der behandelten Nymphen. Die Mortalitat in den Behandlungen von 0,32 und 1,6 ppm
Fipronil und DMSO unterschied sich aber nicht signifikant voneinander (y? < 0,13, p > 0,71).

2.3.3.1.2.1 MA-K und Fipronil

Weder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K noch die beiden Kombinationen verursachten eine
hohere Mortalitat als die Tween-Kontrolle (y? < 0,37, p > 0,54) (Abb. 19). Es gab auch keine
Unterschiede zwischen der Mortalitdt in den Kombinationsbehandlungen und der in der
DMSO-Kontrolle (y?2<1,96, p>0,16). Die Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren
circa doppelt so hoch wie die der Fipronil-Varianten, dagegen waren die der MA-K-
Behandlungen allein und die der Kombinationen sehr dhnlich und lagen alle bei ungeféhr 1
(Tab. 6).

Durch die Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K starben mehr Nymphen als durch die
mit Tween (x2 = 4,40, p = 0,036). Die Mortalitdt der Nymphen hingegen, die mit MA-K in
Kombination mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil behandelt wurden, unterschied sich nicht von
den Kontrollen (y2< 3,38, p>0,066). Das Chancenverhéltnis von 1,0 x 10* Konidien/ml in
Kombination mit 0,32 ppm war in etwa doppelt so hoch wie das von 0,32 ppm Fipronil. Die
Chancenverhéltnisse von 1,6 ppm Fipronil und der dazugehdrigen MA-K-Kombination waren
hingegen identisch. MA-K allein hatte ein anderthalb- bis dreimal so hohes Chancenverhéltnis

wie die Kombinationen (Tab. 6).
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MA-K und Fipronil
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Abb. 19: Mortalitat der vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum dber den
Versuchszeitraum von 63 Tagen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 60).

2.3.3.1.2.2 MA-7 und Fipronil

In den Behandlungen mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in Kombination mit 0,32
oder 1,6 ppm Fipronil war die Mortalitadt nicht unterschiedlich zu der in der Tween- oder
DMSO-Kontrolle (y?2<1,36, p>0,24). Die Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren
leicht hoher als die der Fipronil-Behandlungen. Die Pilzvarianten hatten gegeniiber Tween
alle ein Chancenverhaltnis von circa 1 (Tab. 6).

Die Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 allein oder in Kombination mit 1,6 ppm
Fipronil verursachte eine héhere Mortalitdt als die Tween-Behandlung (x? > 6,45, p <0,011)
(Abb. 20). Es gab jedoch keinen Unterschied zwischen der Mortalitdt in der MA-7
Kombination mit 0,32 ppm und der Tween-Kontrolle (y? = 1,13, p = 0,29). Die Mortalitét in
der Kombinationsbehandlung von 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 mit 0,32 ppm war nur
tendenziell unterschiedlich zu der in der DMSO-Kontrolle, wahrend die Mortalitat in der
Behandlung mit 1,6 ppm hoher war als die in der DMSO-Kontrolle (y?=3,43, p=0,06
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[0,32 ppm], »?=10,8, p=0,001 [1,6 ppm]). Die Chancenverhéltnisse der Kombinationen
waren in etwa zweieinhalbfach (0,32 ppm) bzw. viermal (1,6 ppm) so hoch wie die
Einzelvarianten von Fipronil (Tab. 6). Allerdings ergab sich beim Vergleich der
Chancenverhéltnisse der Kombinationen mit der MA-7-Variante, dass die Chancen-
verhéltnisse der Kombinationen (um ein Finftel bis die Halfte) geringer waren als die von
MA-7 allein.

Tab. 6: y% und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitat der
vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum und die Chancenverhéltnisse (CV)
der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Nymphen mit
1,0 x 10% oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,32 oder
1,6 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 %
Tween80 und 1 % DMSO (n = 60).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1% DMSO

Behandlung -Wert p-Wert CV y>-Wert p-Wert CV
Fipronil [ppm] 0,32 0,0 095 1,0

1,6 01 0,719 1.2
MA-K 1,0 x 10° 0,0 0,873 0,9

[Konidien/ml] & 1,0x 10®°& 0,32 04 0541 1,3 2,0 0,161 2,0
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 1,6 01 0722 1,1 1,3 0,248 1.8
1,0 x 10* 44 0,036 2,4
1,0x10* & 0,32 1,0 0313 16 34 0,066 2,5
1,0x10*°& 1,6 02 0,641 0,7 01 0,715 1,2
MA-7 1,0 x 10° 0,0 0,860 0,9
[Konidien/ml] & 1,0x 10°& 0,32 01 0,713 1,1 1,4 0,243 1,8

Fipronil [ppm] 1,0x10°& 1,6 00 0945 1,0 0,8 0,368 1,6
1,0 x 10* 9,1 0,003 35
1,0x10*& 0,32 1,1 0,288 1,6 34 0,064 25

10x10*& 1,6 6,5 0,011 29 10,8 0,001 4,6
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Abb. 20: Mortalitat der vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 63 Tagen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 60).

2.3.3.1.2.3 Schlupf zu den Adulten

Der Schlupf der Nymphen zu Adulten setzte 32 Tage nach der Behandlung ein und dauerte
bis zum Ende des Versuchs am 63. Tag nach der Behandlung. Die meisten Adulten (~ 38 %)
schlupften am 35. Tag nach der Behandlung. Der Grofiteil der Kombinationsbehandlungen
hatte auf den Schlupfzeitraum der Adulten keinen Einfluss. Der Schlupfzeitraum der
Kombinationen unterschied sich weder von dem der Kontrollen, noch von dem der Pilz- und
der Fipronil-Einzelbehandlungen (Abb. 21). Einzig Nymphen, die mit 1,0 x 10° Konidien/ml
von MA-K in Kombination mit 0,32 ppm oder 1,6 ppm Fipronil behandelt wurden, schliipften
spater als die nur mit MA-K behandelten Nymphen (U > 747, p < 0,001). Nur die mit MA-K
und 1,6 ppm Fipronil behandelten Nymphen schliipften auch signifikant spater zu Adulten als
Nymphen der entsprechenden Fipronil-Behandlung (U =924, p =0,004). Es schlipften
allerdings die Nymphen, die mit 1 % DMSO behandelt waren, &hnlich spat wie die Nymphen
in den Kombinationsbehandlungen (U < 1245, p > 0,72).
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Abb. 21: Schlupfzeitpunkte (in Tagen nach Behandlung). Behandelt wurden die
vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10* Konidien/ml von
MA-K bzw. MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als
Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots mit unterschiedlichen
Buchstaben sind signifikant unterschiedlich mit p <0,05 (U-Test nach Mann und
Whitney) (n = 60).

2.3.3.1.2.4 Gesamtmortalitat

Bei 0,05 % Tween80, 1 % DMSO, 0,32 und 1,6 ppm Fipronil starb keine geschlipfte Adulte,
so dass die Nymphenmortalitat gleich der Gesamtmortalitat war (Z >-1,41, p > 0,16). Auch
1,0 x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in Kombination mit 0,32 ppm Fipronil erzeugte
keine hohere Gesamt- als Nymphenmortalitat (Z >-1,73, p > 0,083). Die Gesamtmortalitaten
in den Behandlungen von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K mit 1,6 ppm Fipronil sowie von allen
Varianten mit einer Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K waren signifikant héher
als die Nymphenmortalitdten (Z <-2,00, p <0,046). Auch verursachten alle Varianten von
MA-7 (bis auf 1,0 x 10° Konidien/ml in Kombination mit 0,32 ppm) eine héhere Gesamt- als
Nymphenmortalitat (Z <-2,65, p <0,008). Die Gesamtmortalitdt in den Behandlungen von
1% DMSO, 0,32 und 1,6 ppm unterschied sich nicht signifikant voneinander (x?= 0,33,

p=0,68).
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Abb. 22: Anteil der vor dem Schlupf zur Adulten gestorbenen Nymphen
(Nymphenmortalitat) und der Anteil der nicht geschlipften Adulten sowie innerhalb
von 14 Tagen nach dem Schlupf gestorbenen Adulten (Gesamtmortalitat) von
A. hebraeum. Die vollgesogenen Nymphen wurden mit 1,0x10° oder 1,0x 10°
Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in
Kombination behandelt. Als Kontrollsubstanz diente 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO.
Sternchen zeigen Unterschiede zwischen der Nymphen- und der Gesamtmortalitat an
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Kleine Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede
der Varianten zu den Kontrollen (A fur Tween und B fir DMSO) mit p < 0,05 an (¢*
Test) (n = 60).

MA-K und Fipronil

Sowohl 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K als auch die beiden Kombinationen verursachten keine
héhere Gesamtmortalitat als die Tween-Kontrolle (3> < 1,47, p > 0,23) (Abb. 22). Nur in der
Kombination von MA-K und 1,6 ppm war die Gesamtmortalitdt hoher als in der DMSO-
Kontrolle (¥2=4,55, p=0,033). Die Chancenverhdltnisse der MA-K-Fipronil-
Konzentrationen waren in etwa anderthalb- bis 2,3-mal so hoch wie die der Fipronil-
Konzentrationen. Die Chancenverhdltnisse der Kombinationen unterschieden sich jedoch

kaum von dem von MA-K allein und waren nur etwas groRer als 1 (Tab. 7).
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Es unterschied sich nur die Gesamtmortalitat in der Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml
MA-K allein von der in der Tween-Kontrolle (y>=7,81, p=0,005). Die Kombinationen
verursachten jedoch keine hohere Gesamtmortalitét als 0,05 % Tween80 (x2 = 1,82, p = 0,18).
Die Gesamtmortalitat in den Kombinationen war aber héher als die in der DMSO-Behandlung
(x2 = 5,26, p = 0,02). Die Chancenverhltnisse der Kombinationen mit 1,0 x 10* Konidien/ml
waren mehr als doppelt so hoch wie die der Fipronil-Konzentrationen, aber nur halb so hoch
wie das von MA-K allein (Tab. 7).

MA-7 und Fipronil

Die Gesamtmortalitit unterschied sich weder in der Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-7 allein noch in den Kombinationen signifikant von der in der Tween-Kontrolle
(x2 < 2,27, p>0,13) (Abb. 22) und nur die Kombination von MA-7 und 1,6 ppm verursachte
eine hohere Gesamtmortalitat als die Behandlung mit 1 % DMSO (2 = 4,55, p = 0,033). Die
Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren in etwa anderthalb bis zweimal so hoch wie
die der Fipronil-Konzentrationen. Im Vergleich mit Tween waren die Chancenverhaltnisse
zwar groRer als 1, aber kleiner als das von MA-7 allein (Tab. 7).

Die Gesamtmortalitat in den Behandlungen von 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 und der Tween-
Kontrolle unterschied sich signifikant (2 =12,30, p <0,001). Die Gesamtmortalitat der
Behandlung der Kombination aus MA-7 und 1,6 ppm Fipronil war dabei signifikant hoher als
die in der Tween- und DMSO-Behandlung (x®> 13,89, p < 0,001). MA-7 in Kombination mit
0,32 ppm verursachte eine tendenziell hohere Gesamtmortalitdt als Tween (2= 3,33,
p =0,068), aber eine hohere als DMSO (y*> = 7,54, p =0,006). Beide Varianten hatten ein
deutlich (drei- bis neunmal) héheres Chancenverhaltnis als die Fipronil-Konzentrationen, aber
nur die Kombination von 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 und 1,6 ppm Fipronil wies auch ein
leicht hoheres Chancenverhéltnis als das von MA-7 allein auf (Tab. 7). Die Effekte der
Kombinationen von 1,0 x 10* Konidien/ml mit 1,6 ppm Fipronil konnten als additiv eingestuft
werden (Tab. 7).
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Tab. 7: ¥2- und p-Werte des Log-Rang-Tests (df = 1) zur Gesamtmortalitat der vollgesogenen
Nymphen von A. hebraeum und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den
Kontrollen. Behandelt wurden die Nymphen mit 1,0 x 10% oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K
bzw. MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurde fir Behandlungen, die signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein >-Wert (¥2g)
berechnet, um den auftretenden Effekt fur die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen (n = 60).

Kontrolle 0,05 % Tween80 1 % DMSO

Behandlung x>-Wert p-Wert CV x2-Wert p-Wert CV Me X' Effekt
Fipronil [ppm] 0,32 0,3 0593 14

1,6 0,3 0593 14
MA-K 1,0 x 10° 00 0827 11

[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,32 00 067 1,3 20 0,157 2,3
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 16 1,4 0,239 18 45 0,033 33
1,0 x 10* 7,8 0,005 4,1
1,0x 10* & 0,32 1,8 0,178 2,0 53 0,022 3,6
1,0x10*& 1,6 1,8 0,178 2,0 53 0,022 36
MA-7 1,0 x 10° 23 0131 21
[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,32 00 0827 11 1,5 0,225 20
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 16 1,4 0,239 1.8 45 0,033 33
1,0 x 10* 12,3 <0,001 6,1
1,0x 10° & 0,32 3,3 0,068 2,5 75 0,006 4,5
1,0x10°& 1,6| 13,9 <0,001 7,0 20,5 <0,001 12,6 61,0 0,0 additiv
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2.3.3.2 Ungesogene Adulte

Die beiden Versuche, die mit ungesogenen Adulten durchgefiihrt wurden, waren in ihren
Ergebnissen so unterschiedlich, dass sie getrennt voneinander betrachtet werden mussten.
Beim ersten Versuch wurden aufgrund der hohen Mortalitat (90 — 100 %) keine Unterschiede
zwischen den MA-K/MA-7-Fipronil-Kombinationen und MA-K bzw. MA-7 allein gefunden
(¥*<2,80, p>0,09).

MA-K und Fipronil
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Abb. 23: Mortalitait der ungesogenen Mannchen von A. hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Behandelt wurden die Mannchen mit 1,0 x 10’
Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten an (Log-Rang-Test mit df = 1) (n = 12).

Tab. 8: Erwartete Mortalitat (Mg), y>Wert (3%g) und der
auftretende Effekt der Kombinationen auf die Mortalitat
der ungesogenen Mannchen von A. hebraeum. Behandelt
wurden die Mannchen mit 1,0x10" oder 1,0x 10°
Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 in Kombination mit
0,064 oder 0,32 ppm Fipronil. Als Kontrollen dienten 0,05 %
Tween80 und 1 % DMSO (n = 12).

Behandlung Me  x%g) Effekt
MA-K 1,0 x 10’ & 0,064 [100,0 0,0 additiv
[Konidien/ml] & 1,0x 10’ & 0,32[100,0 6,3 antagonistisch

Fipronil [ppm]

MA-7
[Konidien/ml] &
Fipronil [ppm]

1,0 x 10® & 0,064
1,0x 10° & 0,32
1,0 x 10’ & 0,064
1,0x 10’ & 0,32
1,0 x 10® & 0,064
1,0x 10° & 0,32
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Lediglich die Kombination von 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K in Kombination mit 0,064 ppm
totete die Mannchen schneller als der Pilz allein (¥ = 5,24, p = 0,022). Auf der anderen Seite
verursachten die Konzentrationen von 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K in Kombination mit
0,32 ppm eine deutlich geringere Mortalitat als die gleiche Konzentration von MA-K allein
(x2 = 4,20, p = 0,04) (Abb. 23). Die Mortalitaten in beiden Kombinationen waren aber hoher
als die in den Behandlungen mit 0,05 %Tween80, 1 % DMSO, 0,064 und 0,32 ppm Fipronil
(4*>20,93, p<0,001). Die Effekte der Kombinationen von 1,0 x 10" Konidien/ml und
0,064 ppm Fipronil wurden als additiv eingestuft, die Effekte der Kombination mit 0,32 ppm
Fipronil als antagonistisch (Tab. 8).

Die Mortalitaten der Mannchen und Weibchen unterschieden sich in den einzelnen Varianten
im zweiten Versuch nicht signifikant voneinander (2 < 3,02, p > 0,083), dennoch werden sie

im Folgenden getrennt betrachtet.

2.3.3.2.1 Mannchen

Im zweiten Versuch verursachte nur 0,32 ppm Fipronil bei den ungesogenen Mannchen keine
Mortalitat. In der Kontrollbehandlung mit 0,05 %Tween80 starben 6,6 % der Mannchen vom
18. bis zum 28. Tag nach der Behandlung. In der 1 % DMSO-Kontrolle bzw. in der Variante
mit 0,064 ppm starben insgesamt 13,3 % der Méannchen. Die Mortalitdt in den Fipronil-
Behandlungen unterschied sich aber nicht von der in der DMSO-Behandlung ()2 < 2,07,
p>0,15).

2.3.3.2.1.1 MA-K und Fipronil

Die Behandlung mit 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K allein verursachte eine tendenziell hohere
Mortalitét als die Behandlung mit Tween (2 = 3,54, p = 0,06) (Abb. 24). Bei der Behandlung
mit MA-K in der zuvor genannten Konzentration in Kombination mit 0,064 ppm Fipronil
hingegen blieb die Anzahl der toten Méannchen auf dem Niveau der Kontroll-Behandlungen
(x2< 0,34, p>0,56). Jedoch starben mehr ungesogene Mannchen, wenn sie mit 1,0 x 10’
Konidien/ml von MA-K und 0,32 ppm Fipronil anstatt mit Tween oder DMSO behandelt
wurden (x2>4,76, p<0,03). Das Chancenverhiltnis der Kombination von 1,0 x 10’
Konidien/ml und 0,064 ppm war geringer als das der Einzelvarianten und lag bei maximal 1.
Die Kombination mit der hoheren Fipronil-Konzentration hatte hingegen ein deutlich héheres
Chancenverhéltnis als MA-K oder Fipronil allein. Der Effekt dieser Kombination war

synergistisch (Tab. 9).
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MA-K und Fipronil
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Abb. 24: Mortalitdét der ungesogenen Mannchen von A. hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Behandelt wurden die Mannchen mit 1,0 x 10" oder
1,0 x 10® Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 15).

Bei den Varianten mit 1,0 x 10® Konidien/ml verhielt es sich dhnlich. MA-K allein sowie die
Kombinationen verursachten eine hohere Mortalitat als die Kontroll-Behandlungen (y* > 15,8,
p <0,001). Das Chancenverhéltnis war fir beide Kombinationen deutlich héher als das der
Fipronil-Konzentrationen. Aber nur 1,0 x 10® Konidien/ml in Kombination mit 0,32 ppm
hatte auch ein deutlich hoheres Chancenverhaltnis als 1,0 x 10® Konidien/ml MA-K allein.
Beide Kombinationen mit der hoheren MA-K-Konzentration wiesen additive Effekte auf
(Tab. 9).

74



Wirkung von M. anisopliae in Kombination mit Fipronil oder Etoxazol auf A. hebraeum

Tab. 9: y2- und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitdat ungesogener Mannchen von
A. hebraeum und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden
die Mannchen mit 1,0 x 10" oder 1,0 x 10®° Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,064 oder
0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO.
Zusatzlich wurde fur Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete
Mortalitat (Mg) und ein y>-Wert (¢3g) berechnet, um den auftretenden Effekt fur die signifikanten
Interaktionen in den Kombinationsvarianten zu bestimmen (n = 15).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1 % DMSO
Behandlung v-Wert p-Wert  CV y>Wert p-Wert CV Mg x?3g Effekt
Fipronil [ppm] 0,064 0,0 098 1,0
0,32 21 0,150 0,0
MA-K 1,0 x 10’ 35 0061 70

[Konidien/ml] & 1,0 x 10" & 0,064 00 0981 1,0 0,3 0,577 05
Fipronil [ppm] 1,0x10’& 0,32 6,5 0,011 12,3 4,7 0,031 5,7 33,3 5,4 synergistisch
1,0 x 108 17,3 <0,001 56,0
1,0 x 10® & 0,064 17,7 <0,001 56,0 15,9 <0,001 26,0 82,7 0,1 additiv
1,0x108& 0,32 26,6 <0,001 196,0 25,6 <0,001 91,0 80,0 2,2 additiv
MA-7 1,0 x 10 1,2 0267 35
[Konidien/ml] & 1,0 x 10’ & 0,064 04 0523 22 0,0 0,943 1,0
Fipronil [ppm] 1,0x 10" & 0,32 3,3 0,067 7,0 1,8 0,174 33
1,0 x 10° 48 0029 93
1,0 x 10® & 0,064 6,4 0,011 123 46 0,032 5,7 48,0 0,0 additiv
1,0x10°& 0,32 15,7 <0,001 46,7 13,9 <0,001 21,7 40,0 34,0 synergistisch
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2.3.3.2.1.2 MA-7 und Fipronil
Die Varianten mit 1,0 x 10’ Konidien/ml von MA-7 verursachten eine dhnliche Mortalitit wie
0,05 % Tween80, 1 % DMSO oder Fipronil allein (32 < 3,22, p > 0,073) (Abb. 25).
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Abb. 25: Mortalitdét der ungesogenen Mannchen von A. hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Behandelt wurden die Adulten mit 1,0 x 10" oder
1,0 x 108 Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 15).

Das Chancenverhéltnis der Kombination mit der geringeren Fipronil-Konzentration von
0,064 ppm war gleich dem der Fipronil-Konzentration, aber niedriger als das von MA-7
allein. Die Kombination von 1,0 x 10" Konidien/ml mit 0,32 ppm wies hingegen ein héheres
Chancenverhéltnis sowohl gegentiber der entsprechenden Fipronil-Konzentration als auch der
MA-7-Konzentration auf (Tab. 9).

Die Applikation von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 verursachte eine héhere Mortalitét als
Tween (y2> 4,76, p <0,029). Die Mortalitat in den Kombinationen war gleichfalls hoher als
die in der DMSO-Behandlung (y¥>>4,60, p<0,03). Die Chancenverhaltnisse beider
Kombinationen waren deutlich héher als die der Fipronil-Konzentrationen oder das von MA-7
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allein (Tab. 9). Die Kombination mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7-Konzentration und
0,32 ppm Fipronil war synergistisch, wéhrend die Kombination mit der geringeren Fipronil-

Konzentration additive Effekte aufwies.

2.3.3.2.2 Weibchen
Bei den Weibchen verursachte weder 0,05% Tween80, 1% DMSO, noch Fipronil
(0,064 ppm oder 0,32 ppm) eine Mortalitét.

2.3.3.2.2.1 MA-K und Fipronil

Es starben zwischen 30,0 und 36,8 % der Weibchen, wenn sie mit 1,0 x 10" Konidien/ml von
MA-K allein oder mit den Kombinationen behandelt wurden und damit mehr als in den
Kontrollen bzw. in den Fipronil-Behandlungen (y? > 6,91, p <0,009) (Abb. 26).
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Abb. 26: Mortalitdt der ungesogenen Weibchen von A. hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Behandelt wurden die Weibchen mit 1,0 x 10” oder
1,0 x 10® Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten an (Log-Rang-Test mit df = 1) (n=20).
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Die Mortalitdten in den Kombinationsbehandlungen und MA-K allein waren aber gleich
(x2<0,16, p>0,69). Die Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in
Kombination mit 0,064 ppm oder 0,32 ppm verursachten eine hohere Mortalitit als die
Tween- bzw. DMSO-Kontrolle und die Fipronil-Behandlungen (y2> 25,6, p <0,001) (Abb.
26). Wiahrend die Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K mit 0,064 ppm keine
wesentlich héhere Mortalitatsrate als MA-K allein erzielen konnte (y? = 0,67, p = 0,42), war
die Mortalitdt in der Kombination mit 0,32 ppm deutlich erhéht (y2=5,67, p=0,017).
Besonders bemerkenswert war dabei, dass letztgenannte Variante bereits am Tag 7 eine
Mortalitat von 50 % erreichte, wéhrend MA-K allein erst nach fast 14 Tagen eine 50 %ige
Mortalitt erzielte. Die Interaktionen von 1,0 x 10° Konidien/ml und 0,32 ppm waren

synergistisch (Tab. 10).

2.3.3.2.2.2 MA-7 und Fipronil

1,0 x 10" Konidien/ml von MA-7 konnte nicht mehr als 10 % der Tiere abtéten (Abb. 27),
was keinen Unterschied zur Behandlung mit 0,05 % Tween80 darstellte (x2 = 2,16, p = 0,14).
Die Kombinationen von MA-7 und 0,064 ppm bzw. 0,32 ppm toétete hingegen 35 %
(0,064 ppm) bzw. 40 % (0,32 ppm) der Weibchen und verursachten damit eine hohere
Mortalitdt als Tween-, DMSO- oder die Fipronil-Behandlungen (%> 8,32, p <0,004).
AuRerdem war die Mortalitat in den Kombinationen (tendenziell) héher als in der Behandlung
mit MA-7 allein (x2=2,80, p=0,094 [0,064 ppm], ?=4,56, p=0,033 [0,32 ppm]). Die
Interaktion von 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 mit 0,32 ppm Fipronil war synergistisch (Tab.
10).

Die Behandlung mit 1,0 x 108 Konidien/ml MA-7 allein erreichte eine hohere Mortalitat der
Weibchen als die Tween-Kontrolle (x2 = 13,07, p < 0,001). Die Kombinationen aus 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-7 und 0,064 ppm oder 0,32 ppm verursachten eine héhere Mortalitat als die
Tween- bzw. DMSO- oder Fipronil-Behandlungen (y?>12,20, p<0,001). MA-7 in
Kombination mit 0,064 ppm oder 0,32 ppm erzielten aber &hnliche Mortalitdten wie MA-7
allein (¥ < 1,67, p > 0,20).
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Tab. 10: Erwartete Mortalitat (Mg), y>-Wert (x%g) und der
auftretende Effekt der Kombinationen auf die Mortalitat
der ungesogenen Weibchen von A. hebraeum. Behandelt
wurden die Weibchen mit 1,0x10" oder 1,0x 10°
Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 in Kombination mit
0,064 oder 0,32 ppm Fipronil. Als Kontrollen dienten 0,05 %
Tween80 und 1 % DMSO (n = 20).

Behandlung Me x%g Effekt
MA-K 1,0x 10" & 0,064 | - - -
[Konidien/ml] & 1,0x 10" & 0,32| - - -
Fipronil [ppm] 1,0x 108 & 0,064 | - - -

1,0x10°& 0,32(70,0 8,9 synergistisch
MA-7 1,0x 10" & 0,064 | - - -
[Konidien/ml] & 1,0x 10’ & 0,32/10,0 90,0 synergistisch
Fipronil [ppm]  1,0x 10° & 0,064 - - -

1,0x10°& 0,32| - - -
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Abb. 27: Mortalitdt der ungesogenen Weibchen von A.hebraeum Uber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Behandelt wurden die Weibchen mit 1,0 x 10” oder
1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten an (Log-Rang-Test mit df = 1) (n = 20).
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2.4 Diskussion

Die Kontrolle von A. hebraeum ist aufgrund der von ihr hervorgerufenen gravierenden
Wunden und der von ihr (bertragenen Krankheitserreger (Khan 2010, Norval 1977a)
notwendig. Es ist allerdings aus verschiedenen Griinden (u. a. Kosten [Moyo und Masika
2009]) erstrebenswert, die dafiir aufgewendete Ektoparasitizidmenge zu minimieren. Dazu
wurden im Rahmen dieser Arbeit Kombinationen von M. anisopliae und niedriger
Konzentrationen synthetischer Schéadlingsbekdmpfungsmittel untersucht. Es war dafir
zunachst notwendig, die subletalen Konzentrationen der Schédlingsbekampfungsmittel
(Etoxazol und Fipronil) und niedrige Wirkungsgrade der beiden Stdmme von M. anisopliae
(MA-K und MA-7) zu ermitteln, um diese anschlieBend gemeinsam anzuwenden. Im
Folgenden wird daher zunédchst auf die Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Versuche von
Etoxazol, Fipronil, MA-K und MA-7 eingegangen. Anschlieend werden die Wirkungen der
Kombinationen vor dem Hintergrund anderer Studien diskutiert.

2.4.1 Subletale Konzentrationen von Etoxazol und Fipronil

Etoxazol erreichte bereits in sehr niedrigen Konzentrationen von 0,032 ppm (~ 0,032 pg/ml)
eine Mortalitat von fast 50 % und bei 0,16 ppm (~ 0,16 pg/ml) sogar eine 100 %ige Mortalitét
und es lieR sich ein LCsp-Wert von 0,037 ppm ermitteln. Auch Tamura et al. (2004) konnten
bereits mit sehr geringem Einsatz von Etoxazol eine hohe Wirkung auf Zecken erzielen. So
wurden 100 % der vollgesogenen Nymphen von Haemaphysalis longicornis am Schliipfen
gehindert, wenn sie entweder fur 3,5 Stunden mit 0,1 pg/cm? oder fur 0,5 Stunden mit
1,0 pg/cm? behandelt wurden. Da Etoxazol neben der Wirkung auf Zecken auch noch den
Vorteil einer geringen Saugertoxizitat hat und in der Umwelt schnell abgebaut wird (Dekeyser
2005), scheint es fur die Anwendung an sich hautenden Zeckenstadien gut geeignet zu sein.
Da der Wirkmechanismus von Etoxazol in der Hemmung des Hautungsprozesses (Suzuki
etal. 2001) vermutet wird, ist es fiir eine Kontrolle von ungesogenen Stadien aber nicht
geeignet. Daflr bietet sich Fipronil an, das eine schnelle Kontakt- und eine langanhaltende
Residualwirkung besitzt (Blagburn und Lindsay 2001, Wiedemann 2000, Postal et al. 1995)
und fur Vertebraten weitestgehend ungeféhrlich ist (Ungemach 2010, Kunkle 1997). Fipronil
wirkte in den vorliegenden Versuchen auch auf Nymphen, auch wenn zum Erreichen einer
50 %igen Mortalitat 2,06 ppm Fipronil eingesetzt werden mussten. Bei den Adulten wurde
eine relativ hohe Dosierung (LCso-Wert von 5,6 bzw. 7,5 ppm) bendtigt, um 50 % der Tiere
innerhalb von 14 Tagen abzutéten. Da in anderen Studien nicht zwischen Mannchen und

Weibchen unterschieden wurde (z. B. Dryden et al. 2006b) oder nur die Empfindlichkeit der
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Weibchen untersucht wurde (z. B. Estrada-Pefia und Reme 2005), kann keine Aussage
getroffen werden, ob es auch bei anderen Schédlingsbekdmpfungsmitteln keine Unterschiede
beziglich der geschlechtsspezifischen Empfindlichkeit gibt. Ein Vergleich der Nymphen-
ergebnisse mit anderen Arbeiten ist schwierig, da es Uberwiegend Studien Uber ungesogene
Stadien und Adulte gibt. In einem Test mit vier verschiedenen Schadlingsbekampfungsmitteln
reagierten aber, zum Beispiel, die gesogenen Nymphen von Amblyomma variegatum
empfindlicher als die ungesogenen (Natala et al. 2005). Grundsétzlich scheint die
Empfindlichkeit von Stadium zu Stadium abzunehmen, wie Koch und Burkwhat (1984) in
einer Studie mit den verschiedenen Stadien von Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor
variabilis und Amblyomma americanum und vier Schadlingsbekampfungsmitteln ermitteln
konnten, was mit den hier gefundenen Ergebnissen ber Fipronil im Einklang steht. Sicherlich
ist die Wirkung von Schadlingsbekdmpfungsmitteln auch vom Alter der Zecke abhéangig; so
fand Mount (1984), dass alle Stadien von A.americanum unter Laborbedingungen mit
zunehmendem Alter empfindlicher auf Schédlingsbekampfungsmittel reagierten. Da Fipronil
in vielen Gebieten, in denen Studien zur Wirkung der Schadlingsbekdmpfungsmittel
durchgefuhrt wurden, nicht fur die Zeckenbekdmpfung an Nutztieren zugelassen ist (z. B.
Burridge et al. 2003), liegen nur wenige Studien mit Amblyomma-Arten vor, die Fipronil
einschlieBen. Gegen die Schildkrotenzecke Amblyomma marmoreum wirkt Fipronil
beispielsweise. Allerdings wurde flr eine 80 %ige Mortalitat 24 Stunden nach Behandlung
der getesteten Zecken eine Aufwandmenge von 0,097 % (~ 970 ppm) Fipronil bendétigt und
der berechnete LCso-Wert nach 24 Stunden betrug 0,096 % (0,062 % — 0,14 %) (~ 960 ppm)
(Burridge et al. 2002). Auch in anderen Studien, in denen Fipronil untersucht wurde,
zeichnete sich ab, dass Fipronil zwar wirksam ist, aber meist eine geringere Effektivitat als
andere Schéadlingsbekdmpfungsmittel aufweist (Endris et al. 2000). Eingesetzt wird Fipronil
beispielsweise im Hygienebereich an Kleintieren. Fir die Anwendung an Hunden und Katzen
kommt ein Kombinationspréparat zur Anwendung, das aus Fipronil und S-Methropen besteht.
S-Methropen ist ein Wachstumsregulator (IRAC Gruppe 7), dem Juvenilhormon sehr &hnlich
und unterbricht die Metamorphose (Ungemach 2010, White und Whitacre 2004). Da
S-Methropen nur auf Eier und Larvenstadien wirkt, kann davon ausgegangen werden, dass bei
den im Folgenden angesprochenen Untersuchungen mit dem Kombinationspréparat bei der
Anwendung gegen adulte Zecken die Wirkung allein dem Wirkstoff Fipronil zuzuschreiben
ist. Im Vergleich einer Auftropf-Formulierung von Fipronil (9,8 %) und S-Methropen (8,8 %)
mit einem mit Amitraz behandelten Halsband war Fipronil zwar effektiv, Amitraz wirkte aber

besser, was allerdings an der unterschiedlichen Anwendungsart gelegen haben kénnte. Die
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Anwendung mit Fipronil konnte im Gegensatz zu Amitraz nicht verhindern, dass ein Teil der
Adulten von R. sanguineus noch Blut aufnahmen, bevor sie starben (Estrada-Pefia und Ascher
1999). Dryden et al. (2006a, 2006b, 2008) fiihrten eine Reihe von Versuchen mit
unterschiedlichen Zeckenarten zur Wirksamkeit einer Fipronil (9,8 % w/w)-(S)-Methropen
(8,8 % w/w)- Kombination und einer Permethrin (44 % wi/w)-Imidacloprid (8,8 % w/w)-
Kombination an Hunden durch. Fipronil-(S)-Methropen hatte in diesen Versuchen im
Gegensatz zu dem Permethrin-Imidacloprid-Gemisch keinen Repellenzeffekt. Auch wenn der
Wirkungseintritt langsamer als beim Permethrin-Gemisch war, wirkte Fipronil dennoch gut
uber den gesamten Versuchszeitraum. 28 Tage nach der Applikation starben immer noch
86,3 % der 48 Stunden vorher aufgesetzten Adulten von R.sanguineus, 83,23 % von
D. variabilis, 64,4 % von A. americanum und sogar 98,4 % von Ixodes scapularis (Dryden et
al. 2006a, Dryden et al. 2006b). Es ist aufgrund unterschiedlicher Methoden und Zeckenarten
aber schwierig, die Ergebnisse aussagekraftig mit den hier vorliegenden zu vergleichen.

Ein wesentlicher Unterschied zu den meisten Studien liegt jedoch im Wirkungseintritt.
Wahrend in der Literatur haufig von einem schnellen Wirkungseintritt die Rede ist (innerhalb
von 48 Stunden) (Dryden et al. 2008, Dryden et al. 2006b, Burridge et al. 2002, Cruthers et
al. 2001), konnte dieser in den hier durchgefiihrten Dosis-Wirkungs-Versuchen nicht
beobachtet werden. Die Ergebnisse sind jedoch mit Vorsicht zu betrachten, da der Versuch

mit den Adulten nicht wiederholt werden konnte.

2.4.2 Konzentrationsabhangige Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

Beide M. anisopliae-Stdimme zeigten eine gute Wirkung auf die gesogenen Nymphen und
konnten mit etwas tber 1,0 x 10* Konidien/ml bereits 50 % der Nymphen téten. Hierbei ist
hervorzuheben, dass der Pilz, auch wenn er den Schlupf der Nymphe zur Adulten nicht
verhindern konnte, innerhalb von wenigen Tagen nach dem Schlupf die Adulten abtéten kann.
Samish et al. (2001) berichten dhnliches Uber MA-7 und andere M. anisopliae-Stdamme in
Bezug auf frischgeschlipfte Adulte von R.sanguineus. Um 50 % der Adulten von
A. hebraeum abzutéten ist eine 100- bis 10000-fach héhere Menge erforderlich (zwischen
1,0 x 10° und 1,0 x 10® Konidien/ml), wobei Weibchen weniger empfindlich reagierten als
Mannchen. Auch fir dieses Ergebnis ist aufgrund der geringen Anzahl an Versuchstieren und
der fehlenden Versuchswiederholungen eine vorsichtige Betrachtung geboten. Zur
unterschiedlichen Empfindlichkeit der Geschlechter finden sich in der Literatur sowohl
Hinweise, dass Mannchen tendenziell empfindlicher auf M. anisopliae reagieren als
Weibchen (Gindin et al. 2002, Samish et al. 2001) als auch, dass es keine Unterschiede gibt
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(Kirkland et al. 2004b, Reis et al. 2001). Dass die Empfindlichkeit gegenuber
entomopathogenen Pilzen von Stadium zu Stadium abnimmt und dass vollgesogene Stadien
empfindlicher reagieren als ungesogene, wurde auch in anderen Studien ermittelt. Samish et
al. (2001) untersuchten die Empfindlichkeit verschiedener Stadien von R. sanguineus. ES
starben 14 Tage nach Erstkontakt mit 1,0 x 10° Konidien/ml (2,5 x 10° Konidien/mm?) von
MA-7 auf getranktem Filterpapier 75,5 % der behandelten ungesogenen und 57,5 % der
vollgesogenen Nymphen. Hingegen starben nur 32,5 % der ungesogenen Weibchen und
56,6 % der Mannchen 21 Tage, nachdem sie in einem Tauchbad mit 1,0 x 10’ Konidien/ml
behandelt wurden. Und auch fur Hyalomma excavatum zeigte sich, dass gesogene Nymphen
empfindlicher reagieren als ungesogene (Gindin et al. 2002). Auch zu Amblyomma-Arten gibt
es entsprechende Studien allerdings unter Verwendung anderer Pilzstimme. So starben
37 £3,5% der Weibchen von A.variegatum, wenn sie wahrend des Saugens an einem
Kaninchen mit M. anisopliae (5 ml von 10°® Konidien/ml) behandelt wurden. AuRerdem war
die Gewichtszunahme (die Menge des aufgenommenen Blutes) behandelter Zecken im
Vergleich zur Kontrolle geringer, ebenso die abgelegte Eimenge behandelter Weibchen und
die Schlupfrate der Larven (Kaaya et al. 1996). Auch Kaaya und Hassan (2000), die die
verschiedenen Entwicklungsstadien von A.variegatum nach dem Tauchen in einer
Konidiensuspension (1,0 x 10° Konidien/ml) von M. anisopliae oder Beauveria bassiana in
einem Gras-Mikrokosmos inkubierten, fanden, dass Larven am empfindlichsten auf die
beiden entomopathogenen Pilzstimme reagierten, gefolgt von Nymphen und Adulten.
Kirkland et al. (2004a) beobachteten, dass Amblyomma maculatum deutlich empfindlicher auf
Behandlungen mit 1,0 x 10° Konidien/ml von M. anisopliae (ATCC 20500) oder B. bassiana
(ATCC 90517) reagierte als A. americanum (60 — 100 % Mortalitat bei A. maculatum und
10 -35% Mortalitdt bei A.americanum). Aulerdem reagierten Nymphen beider Arten
empfindlicher als die Adulten. Souza et al. (1999) ermittelten fur drei verschiedene Stamme
von M. anisopliae (959, 319 und E9) LCso-Werte zwischen 3,2x 10" und 1,1x 10°
Konidien/ml fiir Eier und LCso-Werte von 1,8 x 10° bis 6,5 x 10° Konidien/ml fiir Larven von
Amblyomma cajennense. Aus den Ergebnissen dieser Studien lasst sich ableiten, dass die
Zeckenart und ihr Stadium eine ebenso wichtige Rolle bei der Bestimmung der
Empfindlichkeit gegenuber einem entomopathogenen Pilzstamm spielt wie der Pilzstamm
selbst.
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2.4.3 Kombinationen aus M. anisopliae und Etoxazol oder Fipronil

2.4.3.1 Wirkungen der Kombinationen auf Nymphen

2.4.3.1.1 Etoxazol

In den vorliegenden Kombinationsstudien wurde davon ausgegangen (Arbeitshypothese),
dass Etoxazol bzw. Fipronil in den eingesetzten subletalen Konzentrationen als Stressoren
wirkten und dadurch die Virulenz von M. anisopliae erhohten. Hinsichtlich der Mortalitat
brachten die Kombinationen von M. anisopliae mit Etoxazol bei der Mortalitdt der Nymphen
keine eindeutigen Ergebnisse, erst bei der Mortalitét der frischgeschlupften Adulten wurde
der stimulierende Effekt deutlich. Die erhdhte Mortalitat der frischgeschlipften Adulten ist
teils durch die hthere Empfindlichkeit dieses Stadiums gegenlber M. anisopliae zu erklaren
(Samish et al. 2001); mdglich erscheint es aber auch, dass der Pilz nach der Hautung durch
die Wirkung von Etoxazol leichter in die Adulten eindringen kann.

Hassan und Charnley (1989) konnten zeigen, dass die Kutikula von Larven von Manduca
sexta, die mit Dimilin (ein Chitin-Biosynthese-Inhibitor) behandelt wurden, fir M. anisopliae
keine Barriere mehr darstellte. Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Kutikula
nach Applikation von M. anisopliae zeigte, dass die Struktur der Prokutikula der Larven, die
mit Dimilin behandelt wurden, im innen liegenden Teil, der wahrend der Behandlung mit
Dimilin ausgebildet wurde, fehlgebildet war und es an Struktur und Festigkeit fehlte. Die
fehlgebildete Prokutikula wies keine Schutzfunktion gegentber M. anisopliae auf. Bei einer
intakten Kutikula stellt Chitin eine physische Barriere flir M. anisopliae dar, da nachgewiesen
wurde, dass keine Chitinasen zum Abbau des Chitins wéhrend der ersten 40 Stunden der
Infektion (Untersuchungen an Calliphora vomitoria und M. sexta) durch den Pilz gebildet
werden. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass die Chitinasen in der initialen
Eindringphase in die Kutikula keine Rolle spielen. Gebildet werden in dieser Phase vor allem
Proteasen und Aminopeptidasen, die die Protein-/Peptidbestandteile der Kutikula
hydrolysieren (St. Leger et al. 1986). Chitin ist in vitro aber auch in der Lage, Uber
lonenbindungen Proteasen zu binden und so die Proteolyse zu verhindern (St Leger et al.
1986). Fehlt Chitin jedoch in der Kutikula, kann die gesamte Kutikula hydrolysiert werden
(Hassan und Charnley 1989). Sofern dieser Effekt auch durch Etoxazol-Behandlungen erzeugt
wird, wirde dieses die deutlich erhdhte Mortalitat der frischgeschliipften Adulten in den
Kombinationen erkléren. Die Effekte der Kombinationen aus MA-K bzw. MA-7 mit
0,0064 ppm Etoxazol waren additiv, wahrend bei allen Kombinationen von MA-K bzw.
MA-7 mit der hoheren Etoxazol-Konzentration (0,032 ppm) ein antagonistischer Effekt

beobachtet wurde. Eine Ausnahme davon bildete nur die Kombination aus 1,0 x 10°
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Konidien/ml MA-7 und 0,032 ppm Etoxazol, bei der die Mortalitit nicht unterschiedlich zu
der in den Kontrollen war. Da es zu Etoxazol bislang keine Literatur zu kombinierter
Anwendung gibt, Nauen und Smagghe (2006) aber davon ausgehen, dass Etoxazol zumindest
in Blattlausen und Milben einen &hnlichen biochemischen Pfad wie Benzoylphenylharnstoff-
Insektizide beeinflusst, werden hier im Folgenden Kombinationsversuche mit verschiedenen
Benzoylphenylharnstoffen zum Vergleich herangezogen.

Ahnliche antagonistische Effekte wurden mit Triflumuron gefunden. In Kombination mit
B. bassiana war die Eimortalitat der Milbe Tetranychus urticae geringer als die Mortalitét
durch B. bassiana allein (Saenz-de-Cabezon Irigaray et al. 2003). Ahnlich wie bei den
Kompatibilitatsstudien mit Etoxazol, hatte Triflumuron keinen negativen Einfluss auf die
Keimrate, beeinflusste allerdings das vegetative Wachstum negativ. Daher gehen Saenz-de-
Cabezon Irigaray et al. (2003) davon aus, dass die Reduktion des vegetativen Wachstums flr
die geringere Mortalitat in der Kombination verantwortlich sein konnte. Es gab aber auch in
einigen Studien additive Effekte durch Kombinationen mit Chitin-Synthese-Inhibitoren. So
konnten Delgado et al. (1999) durch Kombination von B. bassiana und Diflubenzuron
additive Effekte gegen Heuschrecken erzielen. Und Anderson et al. (1989) fanden bei ihren
Versuchen zur Kontrolle von Leptinotarsa decemlineata, dass die Mortalitdt in der
Behandlung mit einer Kombination aus B. bassiana und Triflumuron tendenziell héher war
als die in der Behandlung mit B. bassiana allein. Auch fiir M. anisopliae zeigte sich, dass die
Kombinationen ~ mit  verschiedenen  Chitin-Synthese-Inhibitoren  (Teflubenzuron,
Chlorfluazuron, Flufenoxuron) in vitro eine hohere Mortalitat der Larven von Anomala
cuprea verursachte (Hiromori und Nishigaki 1998).

Fur eine erfolgreiche Anwendung von Etoxazol scheint es sehr auf die Konzentration
anzukommen. Selbst Konzentrationen, die in den Kompatibilitatsstudien eine vollstandige
Kompatibiltdt ergeben hatten, beeinflussten den Pilz in der Kombination negativ. Die
Keimrate und das vegetative Wachstum wurden bis 4 ppm von Etoxazol nicht beeintrachtigt
(siehe Kapitel 1). Lediglich die Konidienbildung wurde vor allem bei MA-7 starker
beeintrachtigt; dieses ist aber im Gegensatz zu den genannten Parametern fir die
Initialisierung der Infektion nicht entscheidend. Alves et al. (1998) gehen davon aus, dass in
vitro Ergebnisse zur der Kompatibilitat auch in vivo relevant sind. Mietkiewski et al. (1997)
fanden allerdings bei einigen Schadlingsbek&mpungsmitteln, dass sich in vivo Effekte deutlich
von in vitro Ergebnissen unterscheiden kénnen. Die Behinderung des M. anisopliae-Stammes
durch das Schéadlingsbek&mpfungsmittel mag dadurch zu Stande gekommen sein, dass dem

Pilz auf der Zecke im Gegensatz zum Nahrmedium nicht alle fur Keimung und Wachstum
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notwendigen Nahrstoffe ausreichend zur Verfugung standen (Bidochka und Khachatourians
1992, Campbell et al. 1983, Barnes et al. 1975). Auch wenn bei Kompatibilitatsstudien mit
Benzoylphenylharnstoff keine negativen Effekte auf B. bassiana gefunden wurden (Tamai et
al. 2002, Anderson et al. 1989), kdnnte es sein, dass die M. anisopliae-Stdimme in Studien an
Zecken auf Etoxazol empfindlicher reagierten als sie es bei optimaler N&hrstoffversorgung
taten. Dadurch wirden eventuelle Vorteile einer herabgesetzten Immunantwort im negativen
Sinne kompensiert. Gegebenfalls kodnnen aber auch negative Auswirkungen der
Schadlingsbekampfungsmittel bei héheren Konzentrationen von M. anisopliae, z. B. 1,0 x 10’
Konidien/ml, wie sie beim Kompatibilitatsversuch (siehe Kapitel 1) benutzt wurden, leichter
ausgeglichen werden, da bei diesen noch geniigend lebensféhige Konidien vorhanden sind.
Fur Kombinationsversuche werden normalerweise hohere Konzentrationen als die hier
vorliegenden benutzt (zwischen 1,0 x 10" und 1,0 x 10® Konidien/ml) (z. B. Hiromori und
Nishigaki 1998, Anderson et al. 1989, Hassan und Charnley 1989). In den vorliegenden
Versuchen wurde aber gezielt mit moglichst geringen Konzentrationen (~ LCsp) gearbeitet,
bei denen es mdoglich ist, einen Effekt der Schadlingsbekampfungsmittel festzustellen. Bei
dieser vergleichsweise geringeren Anzahl von 1,0x10* Konidien/ml reichten die
vorhandenen lebensfahigen Konidien unter Umstanden nicht mehr aus, um eine Infektion zu
initiieren, selbst wenn das Immunsystem des Wirtes durch das Schadlingsbekampfungsmittel

beeintrachtigt wirde.

2.4.3.1.2 Fipronil

Bei den Kombinationsversuchen mit Fipronil blieben die Mortalitaten in allen MA-K- und
MA-7-Varianten mit Konzentrationen von 1,0 x 10° Konidien/ml auf dem Niveau der
Kontrollen. In der Behandlung mit der héheren Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml war
die Mortalitdt durch M. anisopliae allein besser als in den Kombinationen. Eine Ausnahme
bildete nur 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 in Kombination mit 1,6 ppm Fipronil, die
ahnliche Mortalitatsraten wie MA-7 allein erreichte. Allerdings handelte es sich hier nur um
einen additiven Effekt. Studien mit anderen GABAergen Chloridkanal-Antagonisten zeigten
sowohl synergistische als auch leicht antagonistische Effekte. Dayakar et al. (2001) fanden
synergistische Effekte bei der kombinierten Anwendung von Endosulfan und B. bassiana
bzw. M. anisopliae gegen Spodoptera litura. Die Virulenz von M. anisopliae konnte dabei in
Kombination mit Endosulfan um das 1,24-fache gesteigert werden. In einem anderen Versuch
zur Kontrolle von Spilarctia obligua mit kombiniertem Einsatz von Endosulfan mit

B. bassiana oder M. anisopliae wurde aber durch die Kombination keine Steigerung der
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Mortalitdt beobachtet (Purwar und Sachan 2006). Die Schadlingsbekdmpfungsmittel-
empfindlichkeit von M. anisopliae kann stark stammspezifisch sein (Olmert und Kenneth
1974), so dass sich Literaturdaten nicht einfach auf die hier untersuchten Stamme Ubertragen
lassen.

Bei der vergleichsweise geringeren Anzahl von 1,0 x 10* Konidien/ml reichen, wie fiir
Etoxazol diskutiert, die vorhandenen lebensfahigen Konidien unter Umstédnden nicht mehr
aus, dem Pilz die Infektion des Wirtes zu ermdglichen und eine signifikante pilzinduzierte
Mortalitat hervorzurufen. Erschwerend fir eine eindeutige Bewertung der Kombinationen ist
die offensichtlich selbst unter konstanten Bedingungen von Versuch zu Versuch variierende
Effizienz des Pilzes. Einerseits wurden mit Konzentrationen von 1,0 x 10° Konidien/ml
deutliche Wirkungen erzielt, andererseits wurde mit derselben Konzentration aber die
Kontrollmortalitat nicht tberschritten. Diese Variabilitat gab es auch beim Versuch mit den
Adulten. Dort erreichten die als subletal ermittelten Pilzkonzentrationen zum Teil eine
100 %ige Mortalitat, wodurch eine mogliche Interaktion von Fipronil mit M. anisopliae nicht
mehr erkannt werden konnte. Der Effekt der Kombination von 1,0 x 10’ Konidien/ml mit
0,32 ppm Fipronil bei den Méannchen wurde im ersten Versuch als antagonistisch eingestuft,
im zweiten Versuch als synergistisch. Wahrend MA-7 allein im ersten Versuch fast 100 %
Mortalitit erreichte, verursachte MA-7 im zweiten Versuch nur eine Mortalitdt auf

Kontrollniveau (circa 20 %).

2.4.3.1.3 Schlupf der Nymphen zu Adulten

Nach Behandlung der vollgesogenen Nymphen wurde fir Fipronil und Etoxazol die
Schlupfrate nach 63 Tagen bestimmt, wahrend bei Behandlungen mit M. anisopliae Uber
einen Zeitraum von 63 Tagen die Mortalitat und zusatzlich die Schlupfrate bestimmt wurden.
Der beobachtete Schlupfzeitraum von der Nymphe zur Adulten war nicht ungewohnlich, auch
wenn die Entwicklungsdauer von Nutall (1915) mit 18 bis 21 Tage angegeben wurde. Da
dieser die Nymphen aber bei 30 °C hielt, in den vorliegenden Versuchen aber nur eine
Temperatur von 23 °C vorlag und die Zeitspanne bis zur Hautung mit sinkender Temperatur
zunimmt (Sonenshine 1991), kommt die Schlupfdauer eher an die von Arthur (1962) und
Lounsbury (1899) beobachtete heran. Es hatten im Prinzip weder eine Kontrollsubstanz noch
Etoxazol/Fipronil oder die M. anisopliae-Stdamme (allein oder in Kombination) einen Einfluss
auf die Dauer bis zum Schlupf der Nymphe zur Adulten. Vereinzelt wird berichtet, dass sich
die Entwicklungszeit und Schlupfdauer von Eiern nach Behandlung mit M. anisopliae

verlangern (Polar et al. 2005). Es gibt aber auch Versuche, in denen kein Unterschied
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zwischen den Behandlungen mit M. anisopliae oder B. bassiana und den Kontroll-
behandlungen bezuglich der Eierentwicklungszeit und -schlupfzeit u. a. von A. cajennense
und Rhipicephalus microplus gefunden wurde (Fernandes et al. 2004, Souza et al. 1999). Bei
Versuchen mit vollgesogenen Larven und Nymphen werden haufig keine Angaben gemacht,
ob sich die Zeit bis zum Schlupf bzw. die Schlupfdauer verlangert (Prette et al. 2005, Reis et
al. 2001, Samish et al. 2001, Barbosa et al. 1997), was darauf schlielen lasst, dass die
getesteten M. anisopliae und B. bassiana-Stdmme keinen Einfluss darauf haben, wie es auch
in den vorliegenden Versuchen bei A. hebraeum der Fall war. Uber eine Verlangerung des
Zeitraumes bis zum Schlupf durch Schédlingsbekdmpfungsmittel findet sich in der Literatur
ebenfalls kein Hinweis. Da aber die Hautung durch Hormone gesteuert wird (Sonenshine
1991) und weder Etoxazol noch Fipronil in den Hormonhaushalt eingreifen, ist nicht davon

auszugehen, dass sie einen Einfluss auf die Schlupfzeit haben.

2.4.3.2 Wirkungen der Kombinationen auf Adulte

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern bei Anwendung der
Kombinationen. Da weder Fipronil noch MA-K bzw. MA-7 in den Versuchen zur Ermittlung
der subletalen Konzentrationen Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen zeigten, war
dieses in den Kombinationen auch nicht zu erwarten.

Bei den Weibchen erzielte die Kombination von 1,0 x 10 Konidien/ml von MA-K mit
0,32 ppm eine schnellere und héhere Mortalitdt als MA-K allein, bei den Méannchen konnte
dieses zusatzlich bei Behandlung mit der Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K und
0,32 ppm beobachtet werden. Die Mortalitat in allen anderen Kombinationen entsprach den
Mortalitaten in der Behandlung mit MA-K. Ahnliches gilt fiir die MA-7-Varianten. Hierbei
wirkte die Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 und 0,32 ppm Fipronil besser als
MA-7 allein. Alle anderen Kombinationen verursachten aber keine hohere Mortalitét als der
Pilz. Die Effekte der beiden Kombinationen mit den hdheren Mortalitdten waren hier im
Gegensatz zu den Untersuchungen an Nymphen synergistisch. Uber die Ursache kann auch
hier nur spekuliert werden. Im Gegensatz zu den Versuchen mit Nymphen (1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml) wurde gegen die Adulten eine hohere Konzentration von
M. anisopliae (1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml) eingesetzt. Es sollten also geniigend
lebensféhige Konidien tberbleiben, um eine Infektion zu initialisieren und eine Mortalitét
hervorzurufen. Gleichzeitig konnte bei gentgend hoher Konidien-Konzentration eine hohere
Fipronil-Konzentration in der Kombination eine bessere Mortalitat erzielen, da die hohere

Konzentration eher einen Effekt (Stresseffekt) auf die Zecke hat als die niedrigere.
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Bei Behandlung von Thripsen (Frankliniella occidentalis) bzw. Dickmaulriilern
(Otiorhynchus sulcatus) mit 1,0 x 10'° Kondien/I/Substrat von M. anisopliae (V275) und 100
ppm Fipronil wurden neutrale Effekte gefunden (Ansari et al. 2007, Shah et al. 2007).
Genauere Untersuchungen der Konidien ergaben allerdings hohere Dichten und Keimraten
bzw. -geschwindigkeiten auf den Larven der DickmaulrifRler in den Kombinations-
behandlungen. Shah et al. (2007) gehen davon aus, dass Fipronil entweder M. anisopliae
direkt stimuliert oder aber durch Verénderungen im Insekt die Infektion beschleunigt wird.
Verhaltensdnderung, wie die Erhohung oder Reduktion der Bewegung bzw. die
Unterdrickung des Putzverhaltens sind bei vielen Schadinsekten fir eine erfolgreiche
Infektion von Bedeutung (Jaramillo et al. 2005, Roditakis et al. 2000, Moino Jr. und Alves
1998). Ob dies flr die ungesogenen Adulten von A. hebraeum auch zutrifft oder ob Fipronil

M. anisopliae direkt stimuliert, kann aus den vorliegenden Daten nicht abgeleitet werden.

2.4.4 Fazit

Insgesamt scheint ein Potenzial fur die Verbesserung der Wirkung von M. anisopliae auf
A. hebraeum zumindest durch Fipronil vorhanden zu sein, wenn M. anisopliae in einer
gentigend hohen Konzentration mit Fipronil kombiniert wird. Eine interessante Mdglichkeit
zur Kontrolle von A. hebraeum wirde eine Pheromonfalle in Kombination mit M. anisopliae
und Schadlingsbekampfungsmitteln darstellen. Ungesogene Zecken von A. hebraeum
bevorzugen bereits befallene Wirte, die sie Uber ein von den Maénnchen produziertes
Aggregations-Anheftungs-Pheromon finden (Norval et al. 1989). Verschiedene Studien
bestéatigten die Effizienz solcher Pheromonfallen (Bryson et al. 2000, Norval et al. 1992) und
zeigten auch das Potenzial der Zeckenkontrolle an Wirtstieren auf (Norval et al. 1996a,
Rechav und Whitehead 1978).

Eine Mdoglichkeit ware es, statt der Schadlingsbekampfungsmittel die Kombinationen aus
M. anisopliae und Schadlingsbek&mpfungsmitteln mit Pheromonfallen einzusetzen, um so
einerseits die Belastung durch Schédlingsbekdmpfungsmittel auf einem niedrigen Niveau zu
halten und andererseits die Effizienz der Pilzwirkung zu erhéhen und evtl. das sekundare
Verbreitungspotenzial von M. anisopliae nutzen zu kénnen. Es sind aber zundchst weitere
Studien zur Untersuchung der dosisabhédngigen Verénderung der Effekte von

Schédlingsbekdmpfungsmitteln auf M. anisopliae erforderlich.
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Kapitel 3: Additive Effekte der Kombination aus Metarhizium anisopliae und Fipronil
auf ungesogene Adulte von Rhipicephalus sanguineus

Zusammenfassung

Die Braune Hundezecke Rhipicephalus sanguineus ist weltweit verbreitet und vornehmlich
auf Hunden zu finden, bei denen auch mehrmaliger Befall keine Immunitéat induziert. Eine
Kontrolle ist aufgrund der Ubertragung von veterinar- und humanmedizinisch bedeutenden
Pathogenen notwendig und geschieht meist Gber chemische Ektoparasitizide. Aufgrund von
toxikologischen Bedenken, Effekten auf Nicht-Zielorganismen und Resistenzen waére es
wilinschenswert, ein wirksames biologisches Prdparat anstelle eines Schéadlingsbe-
kampfungsmittels nutzen zu konnen. Entomopathogene Pilze sind in dieser Hinsicht
vielversprechende Organismen fur eine biologische Schédlingsbekdmpfung, da sie u. a.
einfach in grofRen Mengen herzustellen sind und wie herkdmmliche Schadlings-
bekampfungsmittel angewendet werden konnen. Auferdem haben sie ein sekundéres
Verbreitungspotenzial (Potenzial zu Epizootien) und sind relativ sicher fur Nicht-
Zielorganismen. Allerdings variiert die Wirksamkeit der entomopathogenen Pilze abhéngig
von den vorliegenden Umweltbedingungen und weiteren Faktoren stark. Eine Mdglichkeit,
ihre Wirksamkeit zu erhdhen, ist der Einsatz einer Kombination aus entomopathogenem Pilz
und niedrig dosiertem Schadlingsbekampfungsmittel, welches eine Verhaltensverdnderung
der Zielorganismen und damit verstarkten Kontakt mit den infizierenden Sporen ermdglicht
oder die Immunantwort der Zielorganismen durch Stress herabsetzen kann.

In diesem Teil der Arbeit wurden ungesogene Méannchen und Weibchen von R. sanguineus in
in vitro Versuchen untersucht. Zunachst wurden die subletalen Fipronil-Konzentrationen und
die Konzentrationen der beiden entomopathogenen Pilzstimme Metarhizium anisopliae
MA-K und MA-7 mit geringem Wirkungsgrad mit einer Tauchmethode ermittelt. Die
ermittelten Konzentrationen von Fipronil und den M. anisopliae-Stdmmen wurden im
nachsten Schritt kombiniert angewendet. Die Mortalitat wurde dabei zweimal die Woche (iber
35 Tage bestimmit.

Es wurde sowohl fur die Mannchen als auch fir die Weibchen eine erhohte Mortalitét in
einigen  Kombinationsansatzen aus M. anisopliae und Fipronil gegeniiber den
Einzelbehandlungen  beobachtet. AuRerdem setzte die Mortalitdt in  einigen
Kombinationsbehandlungen mindestens zwei Tage friher ein als in den Einzelbehandlungen.
Die gefundenen Effekte lieRen sich als additiv einstufen. Eine kombinierte Anwendung von

M. anisopliae und Fipronil gegen R.sanguineus ist also mdglich und in ausgewahlten
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Kombinationen in der Lage, die Wirkgeschwindigkeit des Pilzes zu verbessern. Allerdings
sollten weitere Studien zur Stabilisierung der Wirkungssicherheit durchgefiihrt werden.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Metharizium anisopliae, Fipronil, additive Effekte,

biologische Zeckenkontrolle
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3.1 Einleitung

Die Braune Hundezecke Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806 (Acari: Ixodidae) ist eine
dreiwirtige Zecke der Gattung Rhipicephalus. Sie ist weltweit verbreitet, hauptsachlich aber
zwischen den Léngengraden 30 °S and 50 °N zu finden (Walker et al. 2000). Wie der
deutsche Name andeutet, beféllt die Zecke vornehmlich Hunde, allerdings nicht
ausschliellich (Nicholson et al. 2009). Auf ihren Hauptwirt ist sie gut angepasst, da auch
mehrmaliger Befall durch R. sanguineus bei Hunden keine Immunitat induziert (Szab6 und
Bechara 1999, Theis und Budwiser 1974). Zecken dieser Art sind klein und haben einen
gestreckten Kdrper. Sie haben Augen und kurze Palpen, keine Muster auf dem Schild, daftr
aber kleinere Einsackungen, die Uber das ganze Schild verteilt sind (Dantas-Torres 2008,
Walker et al. 2000). Ungesogene Mannchen sind rétlich braun und zwischen 2,28 mm und
3,18 mm lang und 1,11 mm bis 1,68 mm breit. Weibchen &hneln im ungesogenen Zustand
den Mannchen in ihrer Lange (2,4 mm — 2,7 mm), Breite (1,44 mm —1,68 mm), Form und
Farbe. Durch die Blutmahlzeit kdnnen sie auf eine Lange von 11,5 mm und eine Breite von
7,5 mm anschwellen und eine graublaue bis olive Farbung annehmen (Dantas-Torres 2008).
Der Saugakt dauert bei Weibchen zwischen 6 und 19 Tagen (Bechara et al. 1995, Pegram et
al. 1987). Fur die Eiablage verlassen sie den Wirt und suchen einen geschitzten Ort auf.
Dieser befindet sich meist in der N&he von Ruhe- oder Schlafplatzen der Wirte, was den
frischgeschlipften Larven die Wirtsfindung erleichtert (Dantas-Torres 2008). Nach der drei-
bis siebentdgigen Praovipositionsphase (Bechara et al. 1995, Pegram et al. 1987) werden
innerhalb von 15— 18 Tagen (Jittapalapong et al. 2000, Koch 1982) 2000 bis 4000 Eier
abgelegt (Goddard 1987), danach stirbt das Weibchen. Mannchen kénnen im Gegensatz dazu
mehrere Blutmahlzeiten zu sich nehmen und lange auf einem Wirt bleiben (Dantas-Torres
2010). Es ist aber auch mdglich, dass sie zwischen verschiedenen Hunden wechseln (Little et
al. 2007). Unter gunstigen Bedingungen kann der Lebenszyklus innerhalb von circa 90 Tagen
vollendet werden (Louly et al. 2007, Bechara et al. 1995). Die Dauer variiert aber je nach
Region und Populationen, da die Entwicklung direkt von Temperatur und Wirtsverfugbarkeit
beeinflusst wird (Dantas-Torres 2008, Mumcuoglu et al. 1993). Feldstudien haben gezeigt,
dass bis zu vier Generationen in einem Jahr maoglich sind (Louly et al. 2007, Dantas-Torres
und Figueredo 2006). Bei ungiinstigen Bedingungen kann ein Generationszyklus jedoch bis
zu zwei Jahre in Anspruch nehmen (Mehlhorn und Mehlhorn 1996), wobei die einzelnen
Stadien unterschiedlich lange ohne Wirt (berleben koénnen (Larven circa 8,5 Monate,
Nymphen circa 6 Monate und Adulte circa 19 Monate) (Goddard 1987). Ihre Hauptaktivitét

reicht in geméaRigten Zonen von Anfang des Frihjahrs bis zum Ende des Herbsts, wahrend sie
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in warmeren Zonen ganzjahrig aktiv sind (Kahn 2010, Louly et al. 2007, Goddard 1987). Den
uberwiegenden Teil ihres Lebens verbringt R.sanguineus jedoch, wie die meisten
dreiwirtigen ixodiden Zecken, nicht auf einem Wirt (Needham und Teel 1991). Fir diese
Zeiten sucht sich die Braune Hundezecke aber, im Gegensatz zum Grofteil der ixodiden
Zecken, kein Versteck in der Natur, sondern zieht sich bevorzugt in Geb&ude in die Nahe der
Haustierschlafplatze zurlick (Dantas-Torres 2008, Goddard 1987, Hoffmann 1980).

Eine Kontrolle der Zeckenpopulation ist aufgrund der Ubertragung von veterinar- und
humanmedizinisch bedeutenden Pathogenen, u.a. Babesia canis (Hunde-Babesiose),
Ehrlichia canis (Tropische Canine Panzytopenie) sowie Rickettsia rickettsii (Rocky-
Mountain-Fleckfieber) und Rickettsia conorii (Mittelmeer-Fleckfieber) notwendig (Nicholson
et al. 2009, Dantas-Torres 2008). Die konventionelle Kontrolle greift zumeist auf chemische
Ektoparasitizide zurtick, wobei zur Vermeidung einer weiteren Verbreitung in Geb&uden eine
Bekdmpfung sowohl am Hund als auch in den kontaminierten R&umen erforderlich ist
(Mehlhorn und Mehlhorn 1996). Diverse Sicherheitsvorschriften schranken den Gebrauch der
meisten Praparate allerdings ein (z. B. Einschrankung des Kontakts zum behandelten Tier und
Meidung der behandelten Raume) (Khan 2010, Hoffmann 1992). Aus diesen Griinden wére es
winschenswert, ein wirksames biologisches Préparat zu verwenden, von dem Kkeine
Gesundheitsgefahren ausgehen. Dieses wére bei den relativ sicheren entomopathogenen
Pilzen gewahrleistet (Zimmermann 2007, Roberts und St. Leger 2004). Die Wirksamkeit von
entomopathogenen Pilzen an R. sanguineus ist in einigen Studien bereits untersucht worden.
In diesen wurde festgestellt, dass eine Kontrolle von allen Stadien durch Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae) maoglich ist
(z. B. Garciaetal. 2008, Reis et al. 2008, Samish et al. 2001). Allerdings konnte eine
100 %ige Mortalitat der Adulten meist erst 21 Tage nach der Behandlung erzielt werden
(Gindin et al. 2002, Samish et al. 2001). Es wére mdglicherweise aussichtsreich, durch die
Zugabe einer geringen Menge eines herkdmmlichen Schéadlingsbekdmpfungsmittels die
Wirkung von M. anisopliae zu intensivieren. Auch die Belastung der Nicht-Zielorganismen
wiurde aufgrund der geringen Konzentration der chemischen Schadlingsbekampfungsmittel im
Vergleich zu konventionellen Verfahren gesenkt. Als mdglicher Kandidat fur eine
Kombination wurde nach Prifung der Kompatibilitdt mit den Stammen MA-K und MA-7
(siehe Kapitel 1) Fipronil ausgewahlt. Fipronil zeichnet sich durch eine schnelle Kontakt- und
eine lang anhaltende Residualwirkung aus, wodurch zwischen den einzelnen Anwendungen

lange Zeitrdume liegen kénnen (Blagburn und Lindsay 2001, Wiedemann 2000, Postal et al.
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1995). AuBerdem ist es fur Vertebraten weitestgehend ungefahrlich (Ungemach 2010, Kunkle
1997).

Die Behandlung erfolgte an ungesogenen Adulten. Zunédchst wurden die subletale
Konzentration von Fipronil sowie die Konzentrationen mit geringem Wirkungsgrad der
beiden M. anisopliae-Stdmme ermittelt. Diese ermittelten Konzentrationen wurden dann in

einem Folgeschritt als Kombinationen getestet.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Handhabung der Zecken

Die vollgesogenen Nymphen von R. sanguineus wurden von der Bayer Animal Health
GmbH, Leverkusen zur Verfligung gestellt. Gefttert wurden die ungesogenen Nymphen dort
an Kaninchen. Fir die Fitterung wurde ein Baumwollbeutel mit (hautfreundlichem) Klebstoff
an den Kaninchenohren befestigt, in den die ungesogenen Nymphen tberfiihrt wurden. Sofort
nach dem Abfallen der vollgesogenen Nymphen wurden diese versendet und kamen ein bis
zwei Tage spater am Versuchsort an. Sie wurden bei 23 + 2 °C und 75 % relativer Luftfeuchte
gehalten, bis nach drei bis vier Wochen Adulte schlipften. Die ungesogenen Adulten wurden
nach Geschlecht aufgeteilt und binnen zwei Wochen nach ihrem Schlupf getestet. Bis zum
Versuch wurden die Zecken bei 14 °C aufbewahrt, und am Versuchstag wurde gewartet, bis

die Zecken auf Zimmertemperatur erwarmt waren.

3.2.2 Ermittlung der subletalen Konzentrationen von Fipronil

Das Praparat Fipronil (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim) lag als Reinstoff in
Pulverform vor. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften wurde die hdchste Fipronil-
Konzentration (1000 ppm) mit 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) in eine wassrige Losung gebracht. Der DMSO-Anteil in den Ubrigen Fipronil-
Ansétzen nahm jeweils um den Faktor fiinf ab. Zur Ermittlung der subletalen Konzentrationen
von Fipronil fur ungesogene Adulte wurden die Zecken mittels einer Tauchmethode
behandelt. Es wurden 16 ml von sieben Konzentrationen von Fipronil (0,064 bis 1000 ppm)
getestet. Als Kontrolle diente 5 % DMSO. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde mit je 25

Weibchen und 25 Mannchen je Konzentration von Fipronil bzw. der Kontrolle ermittelt.

3.2.3 Ermittlung der konzentrationsabhangigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7
Es wurden die M. anisopliae-Stamme MA-K und MA-7 (Volcani Center, Bet Dagan, Israel)

verwendet. Beide Pilzstdmme wurden zwei bis drei Wochen lang auf Kartoffel-Dextrose-Agar
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(39,5 g/l), der mit Hefeextrakt (5g/l) und Pepton (5 g/l) angereichert wurde, in einer
Klimakammer bei 25 = 1 °C und einer Licht-Dunkel-Periode von 16 Stunden zu 8 Stunden
angezogen. Die Konidien wurden abgeerntet und in sterilem Aq. dest., das mit 0,05 %
Tween®80 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) versetzt war, suspendiert. Zur
Bestimmung der subletalen Konzentration wurden jeweils 15ml der Konidien-
Konzentrationen von 1,0x 10" bis 1,0x 10° Konidien/ml mittels der Tauchmethode
verwendet. 0,05% Tween80 diente als Kontrolle. Die Pilzkonzentrationstests wurden
zweimal mit insgesamt 40 Weibchen und 31 Ménnchen je Konzentration der M. anisopliae-

Stamme bzw. der Kontrolle durchgefiihrt.

3.2.4 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil

In einem weiteren Schritt wurden die subletalen Fipronil-Konzentrationen und die
Konzentrationen mit geringem Wirkungsgrad der beiden M. anisopliae-Stdmme kombiniert.
Anwendung fand die Tauchmethode, wobei pro Testsubstanz (allein oder in Kombination)
15 ml zum Tauchen verwendet wurden. Die Kombinationen enthielten 0,15 ml DMSO, in
dem 6,4 oder 32 ppm Fipronil gelost wurde, und 14,85 ml 0,05% Tween80, in dem
1,01 x 10® oder 1,01 x 10* Konidien/ml von M. anisopliae suspendiert waren. Es ergaben sich
die folgenden Testkonzentrationen: 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil mit 1,0 x 10° Konidien/ml
oder 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K bzw. MA-7. Die verwendeten Fipronil- und MA-K/MA-7-
Konzentrationen wurden jeweils auch einzeln getestet. Bei allen Versuchen dienten 0,05 %
Tween80 und 1 % DMSO als Kontrollen. Die Kombinationsversuche wurden zweimal mit
insgesamt 40 Weibchen und 31 Mannchen pro Testsubstanz durchgefiihrt.

3.2.5 Behandlung und Inkubation

Ungesogene Adulte wurden fir 60 Sekunden in eine Testsuspension (oder Kontrolle)
getaucht. Nach Abtrocknen wurden die Zecken einzeln auf mit 0,3 ml sterilem Aqg. dest.
angefeuchtetem Filterpapier in Petrischalen gesetzt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm
verschlossen und je 16 Petrischalen wurden auf ein mit 10 ml Wasser angefeuchtetes Tuch in
eine Bellaplast-Schale (Rausch Verpackung GmbH, Augsburg) gestellt. Die Schalen wurden
mit einem Deckel verschlossen und bei 23 + 2 °C und einer relativen Luftfeuchte von 75 %
im Dunkeln in einer Klimakammer inkubiert. Die Mortalitdt wurde 14 Tage nach der
Behandlung mit Fipronil Gberpruft. Bei Versuchen mit M. anisopliae wurde die Mortalitét
zweimal pro Woche fir 28 Tage (Dosis-Wirkungs-Versuche) bzw. 35 Tage

(Kombinationsversuche) kontrolliert.
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3.2.6 Statistik

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven und die Berechnung der LC-Werte wurden mit
dem Programm PriProbit Version 1.63 (Sakuma 1996 — 2000) durchgefihrt. Neben den LCso-
und LCgs-Werten wurden auch die 95 % Fiduzialintervalle (Toleranzgrenze fiir die LC-Werte)
berechnet. Zusétzlich zu der sigmoiden Kurve wurde die lineare Probitkurve mit dem 95 %
Fiduzialintervall und zugehoriger Geradengleichung dargestellt.

Weitere statistische Analysen wurden mit PASW 17 (Predictive Analysis SoftWare, SPSS
Inc.) durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der einzelnen Konzentrationen zur Kontrolle
sowie Unterschiede zwischen den Geschlechtern und zwischen den Pilzstammen wurden
mittels x>-Tests bestimmt. Bei allen y>-Tests betrug der Freiheitsgrad eins (df = 1). Aufgrund
des Versuchsdesigns (jede Zecke wurde einzeln gehalten) war eine Korrektur der Mortalitat
und somit der direkte Vergleich der Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil mit dem
M. anisopliae-Stamm oder der Fipronil-Konzentration nicht moglich. Daher wurde nur auf
signifikante Unterschiede zwischen den Varianten und den jeweiligen Kontrollen getestet.
Zusétzlich wurde ein Chancenverhéltnis (odds-ratio) fur jede Variante und ihre Kontrolle
berechnet, um so die Wahrscheinlichkeit bestimmen zu kénnen, mit der ein Todesereignis in
der Variante oder in der Kontrolle auftreten wirde. Ist das Chancenverhaltnis dabei gleich
eins (CV = 1), kann man von einer Homogenitat der beiden Gruppen ausgehen. Bei einem
Wert groBer als eins (CV >1) ist das Auftreten der Mortalitdit in den Varianten
wahrscheinlicher als in der Kontrolle. Bei einem Wert kleiner eins (CV < 1) verhélt es sich
genau umgekehrt (Hatzinger und Nagel 2009, Polasek 2008). In den Féllen, in denen
aufgrund von fehlender Mortalitét in der Kontrolle eine Berechnung des Chancenverhaltnisses
nicht méglich war, wurden die y°-Werte zu Hilfe genommen. Die Mortalitat wurde fir
einzelne Behandlungen Uber den Versuchszeitraum mit dem Log-Rang-Test analysiert. Eine
Analyse der Mortalitatsverlaufe getrennt nach Geschlechtern in den unterschiedlichen
Behandlungen erfolgte ebenfalls mit dem Log-Rang-Test. Das Signifikanzniveau wurde fir
alle Tests mit p < 0,05 angenommen. Hinweise auf signifikante Unterschiede in Abbildungen
erfolgten mit Sternchen nach folgender Einteilung: p > 0,05=n.s. (nicht signifikant),
0,05>p>0,01=*0,01>p>0,001="** p<0,001 =***,

Fur Kombinationen, die eine signifikant hthere oder niedrigere Mortalitat als die Tween- und
DMSO-Kontrolle aufwiesen, wurde der vorliegende Effekt (additiv, synergistisch oder
antagonistisch) mittels eines ¥2-Tests bestimmt (Morales-Rodriguez und Peck 2009,
McVay et al. 1977). Zunéchst wurde die erwartete Mortalitat (Mg) der Kombinationen mittels

der prozentualen Gesamtmortalitdt (der Mortalitdt des letzten Versuchstages), die durch
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M. anisopliae (Mua) und das Schadlingsbekampfungsmittel (Msgm) allein verursacht wurde,

mit folgender Formel berechnet:

Mya
M, =M M (1 — )
E Mat ( sBM X 100 )

Mit der erwarteten Mortalitdt und der beobachteten Mortalitadt der Kombinationen (Mkomni)

wurde ein x%g)-Wert berechnet:

2 (MKombi B ME)Z
X&) = M,

Dieser y%g-Wert wurde mit dem y2-Tabellenwert fur einen Freiheitsgrad (df = 1) und dem
0,95 Quantil (¥2 = 3,84) verglichen. Ein nicht-additiver Effekt war zu beobachten, wenn der
berechnete x?)-Wert groBer als der Tabellenwert war. Wenn die Differenz aus beobachteter
und erwarteter Mortalitdt der Kombination positiv war, wurde die signifikante Interaktion als

synergistisch, wenn sie negativ war als antagonistisch eingestuft (Finney 1947).

3.3 Ergebnisse

3.3.1. Ermittlung der subletalen Konzentrationen von Fipronil

Bei den Dosis-Wirkungs-Versuchen von Fipronil starben weder Weibchen noch Mannchen,
wenn sie mit 5 % DMSO behandelt wurden. Die Behandlungen mit den niedrigen Fipronil-
Konzentrationen von 0,064 und 0,32 ppm wirkten weder auf die Weibchen noch auf die
Mannchen (x* < 0,98, p > 0,32) (Abb. 28). Die Behandlung mit 1,6 ppm Fipronil verursachte
dagegen bei Weibchen und Ménnchen eine héhere Mortalitét als die Behandlung mit DMSO
(x> 16,78, p<0,001). Nach Behandlung mit 8 ppm starben alle Minnchen (x*=51,0,
p < 0,001), aber nur 76 % der Weibchen (x* = 34,2, p < 0,001). Alle Weibchen starben, wenn
sie mit 40 ppm oder mehr behandelt wurden (3* = 50, p < 0,001). Daraus errechnete sich 14
Tage nach Behandlung ein LCso-Wert von 1,14 (0,46 —1,55) ppm bzw. 1,55 (0,03 -
1,59) ppm flur Mannchen bzw. Weibchen. Der LCgs-Wert lag fur die Mannchen bei 3,03
(2,06 —21,1) ppm und fur die Weibchen bei 6,6 (2,04 —2400) ppm (Abb. 28). Es gab
zwischen den Geschlechtern auch bis auf die Behandlung mit 8 ppm (x> =7,1, p =0,008)
keine Unterschiede beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber Fipronil (y* <2,6, p > 0,1). Fur
die Kombinationsversuche wurden die Konzentrationen von 0,064 ppm und 0,32 ppm

ausgewahlt.
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Abb. 28: Anteil der toten, ungesogenen Adulten von R.sanguineus (n=25) in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen Fipronil-Konzentrationen 14 Tage nach der
Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent oder
Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5% DMSO. Die
Kontrollmortalitat lag fur die Weibchen und Mannchen bei 0 %. Der LCso-Wert lag fur
die Mannchen bei einer Konzentration von 1,14 (0,46 — 1,55) ppm und fur die Weibchen
bei einer Konzentration von 1,55 (0,03 — 1,59) ppm.

3.3.2. Ermittlung der konzentrationsabhangigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

In der Tween-Kontrolle starben innerhalb von 28 Tagen kein Maénnchen und nur ein
Weibchen. Aus 96,8 % der mit M. anisopliae behandelten toten Weibchen und Ménnchen
wuchs Pilzmyzel aus. Die Mortalitat in den Behandlungen von 1,0 x 10%, 1,0 x 10%, 1,0 x 10°
Konidien/ml von MA-K und MA-7 unterschied sich nicht von der in der Kontrolle (* < 3,12,
p >0,077). Es starben aber mehr Mannchen und Weibchen als in der Kontrolle, wenn sie mit
1,0 x 10* Konidien/ml oder mehr von MA-7 oder MA-K behandelt wurden (x*>6,64, p<0,01).
Ab einer Konzentration von 1,0 x 10’ Konidien/ml von MA-K oder MA-7 starben alle
Maéannchen und Weibchen innerhalb von 28 Tagen (y*>> 58,13, p < 0,001). Damit berechnete
sich fir MA-K ein LCsp-Wert (nach 28 Tagen) von 3,54 x 10* (1,99 x 10* - 5,75 x 10%)
Konidien/ml fiir die Weibchen und von 2,37 x 10* (3,26 x 10% - 8,58 x 10°%) Konidien/ml fiir
die Mannchen (Abb. 29). Der errechnete LCos-Wert lag fir Weibchen bei 5,59 x 10°
(2,75 x 10° — 1,94 x 10°) Konidien/ml MA-K und fiir Mannchen bei 1,82 x 10° (1,02 x 10* —
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Abb. 29: Anteil der toten, ungesogenen Adulten von R. sanguineus (n = 31 [Mannchen],
n =40 [Weibchen]) in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen MA-K-Konzentrationen
28 Tage nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen
in Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente
0,05 % Tween80. Die Kontrollmortalitat lag fir die Weibchen bei 2,50 % und fur die
Mannchen bei 0 %. Der LCsp-Wert lag fur die Mannchen bei einer Konzentration von
2,37 x 10* (3,26 x 10~ 8,58 x 10°)  Konidien/ml und fir die Weibchen bei
3,54 x 10* (1,99 x 10* - 5,75 x 10*) Konidien/ml.

1,62 x 10™) Konidien/ml. Die Berechnung des LCso-Wertes fiir MA-7 ergab fiir Weibchen
eine Konzentration von 1,77 x 10* Konidien/ml und fiir Mannchen eine von 5,14 x 10*
(1,93 x 10* — 1,01 x 10°) Konidien/ml (Abb. 30). Der LCos-Wert lag bei 2,41 x 10°
Konidien/ml fiir die Weibchen und bei 1,49 x 10° (5,86 x 10* - 1,01 x 107) Konidien/ml fiir
die Mé&nnchen.

Weibchen und Méannchen reagierten auf MA-K und MA-7 gleich (*<0,8, p>0,4 [MA-K],
2 <24, p=>0,1 [MA-7]). Eine Ausnahme bildete die Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-7, auf die Weibchen empfindlicher als Mannchen reagierten (x> = 10,8, p = 0,001).
Zwischen den Pilzen gab es nur bei 1,0 x 10° Konidien/ml bei den Ménnchen einen
Unterschied in der Wirksamkeit (x2=4,2, p=0,039). Alle anderen Konzentrationen der

beiden Pilzstamme unterschieden sich aber weder fiir Weibchen noch fur Mannchen in ihrer
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Wirksamkeit (x> < 3,1, p>0,077). Fir die Kombinationsversuche wurden 1,0 x 10% und 10*
Konidien/ml fir MA-K und MA-7 ausgewéhlt.
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Abb. 30: Anteil der toten, ungesogenen Adulten von R. sanguineus (n = 31 [Mannchen],
n = 40 [Weibchen]) in Abhangigkeit von den unterschiedlichen MA-7-Konzentrationen
28 Tage nach der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen
in Prozent oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente
0,05 % Tween80. Die Kontrollmortalitat lag fir die Weibchen bei 2,5 % und fur die
Mannchen bei 0 %. Der LCso-Wert lag fir die Mannchen bei einer Konzentration von
5,14 x 10* (1,93 x 10*- 1,01 x 10°) Konidien/ml und fir die Weibchen bei 1,77 x 10*
Konidien/ml.

3.3.3 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil

3.3.3.1 Mannchen

Bei der Behandlung mit 0,05 % Tween80, 1 % DMSO, 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil starben
innerhalb von 35 Tagen 0 % bis 20 % der Mé&nnchen. Die Mortalitaten in den Behandlungen
von 0,064 ppm Fipronil und 1% DMSO unterschieden sich nicht voneinander (2= 0,00,
p =0,99). Die hohere Fipronil-Konzentration verursachte aber eine héhere Mortalitat als
DMSO (32 = 3,94, p = 0,047).
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3.3.3.1.1 MA-K und Fipronil
Die Mortalitét, die durch die Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml allein verursacht wurde,

unterschied sich nicht von der Mortalitét in der Tween-Behandlung (¥2 = 2,03, p = 0,15).

MA-K und Fipronil
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Abb. 31: Mortalitdt der ungesogenen Mannchen von R.sanguineus Uuber den

Versuchszeitraum von 35 Tagen. Behandelt wurden die Mannchen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 30).

Die Mortalitat in den beiden Kombinationen aus MA-K und Fipronil unterschied sich aber
signifikant von der der Tween-Behandlung (y?>5,36, p<0,021). Die Mortalitat in den
Kombinationen war auch (tendenziell) hoher als die in der DMSO-Behandlung (y? = 2,88,
p = 0,09 [MA-K mit 0,064 ppm], ¥?> = 6,14, p = 0,013 [MA-K mit 0,32 ppm]) (Abb. 31). Die
Chancenverhéltnisse zur Tween-Kontrolle konnten nicht berechnet werden; es zeigte sich
aber an den x>-Werten, dass sich die Mortalitdt mit zunehmender Fipronil-Konzentration in
der Kombination erhohte und hoher war als die von MA-K verursachte. Die
Chancenverhéltnisse zu DMSO waren fir beide Kombinationen hoher als die der
dazugehérigen Fipronil-Konzentrationen (Tab. 11). Die Kombination aus 1,0 x 10°

Konidien/ml und 0,32 ppm Fipronil war additiv.
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Die MA-K-Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml allein oder in Kombination mit 0,064
oder 0,32 ppm verursachte jeweils eine hohere Mortalitat als die Tween-Kontrolle (y?> 5,37,
p<0,021). Allerdings nahmen die ¥>-Werte mit zunehmender Fipronil-Konzentration ab
(Tab. 11), was darauf schlieRen lasst, dass die Mortalitét in den Kombinationen geringer war
als die in der Behandlung mit MA-K allein (Abb. 31). Die Mortalitat in den Kombinationen
war (tendenziell) hoher als die in der DMSO-Kontrolle (y? = 7,50, p = 0,006 [MA-K + 0,064
ppm], x> =2,84, p=0,092 [MA-K + 0,32 ppm]). Das Chancenverhaltnis zu DMSO war flr
die MA-K-Kombination mit 0,064 ppm hoher als das von 0,064 ppm Fipronil allein. Die
Kombination mit der hoheren Fipronil-Konzentration hatte aber ein niedrigeres
Chancenverhéltnis als Fipronil allein (Tab. 11). Der Effekt der Kombination aus 1,0 x 10

Konidien/ml und 0,064 ppm konnte als additiv eingestuft werden (Tab. 11).

3.3.3.1.2 MA-7 und Fipronil

Die Mortalitat in den MA-7-Behandlungen unterschied sich nur in der Kombination von
1,0 x 10® Konidien/ml und 0,064 ppm Fipronil von der in der Tween-Kontrolle (y2 = 4,37,
p = 0,037) (Abb. 32). Der y*-Wert dieser Kombination war hoher als der von MA-7 allein. Es
gab aber keine Unterschiede zwischen der Mortalitaten in den beiden Kombinationen und der
in der DMSO-Kontrolle (¥?<2,03, p>0,15). Das Chancenverhéltnis der Kombination aus
MA-7 und 0,064 ppm war hoher als das von 0,064 ppm allein, wéhrend das
Chancenverhéltnis der anderen Kombination geringer war als das der dazugehdrigen Fipronil-
Konzentration (0,32 ppm) (Tab. 11).

Es starb kein Mannchen durch die Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 (Abb.
32) und die Mortalitdt in den Kombinationen unterschied sich nur tendenziell von der in der
Tween-Kontrolle (2 =3,11, p =0,078), wahrend es zu der in der DMSO-Kontrolle keinen
Unterschied gab (¥* = 1,06, p = 0,30) (Tab. 11). Das Chancenverhaltnis der Kombination aus
1,0 x 10* Konidien/ml mit 0,064 ppm Fipronil war im Vergleich zu dem der Fipronil-
Konzentration leicht hoher, wahrend die Kombination mit 0,32 ppm ein geringeres
Chancenverhéltnis als reines Fipronil (0,32 ppm) aufwies.

Die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 0,32 ppm Fipronil konnte mehr
Méannchen toten als die Kombination mit MA-7 (x2 = 3,95, p =0,047). AuRerdem starben
mehr Mannchen nach Behandlungm mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K allein als nach Be-
handlung mit MA-7 (x> = 11,8, p = 0,001). Alle anderen Behandlung mit MA-K oder MA-7

unterschieden sich jedoch nicht voneinander (y? < 3,55, p > 0,06).
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MA-7 und Fipronil
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Abb. 32: Mortalitdt der ungesogenen Mannchen von R.sanguineus Uber den
Versuchszeitraum von 35 Tagen. Behandelt wurden die Mannchen mit 1,0 x 10® oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 30).

3.3.3.2 Weibchen

Bei der Behandlung mit 0,05 % Tween80, 1 % DMSO, 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil starben
innerhalb von 35 Tagen 0 % bis 15 % der Weibchen. Zwischen den Fipronil-Konzentrationen
und der DMSO-Kontrolle gab es nur tendenzielle Unterschiede (y < 3,80, p > 0,051).

3.3.3.2.1 MA-K und Fipronil

Die Konzentration von 1,0 x 10® Konidien/ml MA-K verursachte nur tendenziell eine héhere
Mortalitat als die Tween-Kontrolle (y2 = 3,08, p =0,079) (Abb. 33). Die Mortalitat in den
Kombinationen aus MA-K und Fipronil war weder hoher als die in der Tween- noch als die in
der DMSO-Behandlung (¥* < 2,02, p > 0,155) (Tab. 12). Die Chancenverhéltnisse waren flr
die Kombination mit 0,064 ppm groRer als das fir 0,064 ppm allein. Bei der héheren Fipronil-
Konzentration war das Chancenverhéltnis fir die Kombination jedoch geringer als fur

Fipronil allein. Die hohere MA-K-Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml verursachte
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Tab. 11: 42- und p-Werte des Log-Rang-Tests (df = 1) zur Mortalitat der ungesogenen Mannchen von
R. sanguineus und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt
wurden die Mannchen mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,064
oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 %
DMSO. Zusatzlich wurde fur Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren,
eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein x>-Wert (y*g)) berechnet, um den auftretenden Effekt fur die
signifikanten Interaktionen in den Kombinationsvarianten zu bestimmen (n = 30).

Kontrolle |0,05 % Tween80 1 % DMSO
Behandlung v-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV Mg y*g Effekt
Fipronil [ppm] 0,064 0,0 0990 1,0
0,32 39 0,047 7,3
MA-K 1,0 x 10° 21 0147 -
[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,064 55 0,021 - 29 0,09 58
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 0,32 91 0,003 - 6,1 0,013 10,5 25,5 0,1 additiv
1,0 x 10* 11,8 0,001 -
1,0x 10* & 0,064 105 0,001 - 7,5 0,006 12,4 356 0,9 additiv
1,0x10*& 0,32 54 0021 - 2,8 0,092 58
MA-7 1,0 x 10° 20 0154 -
[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,064 44 0037 - 20 0,159 46
Fipronil [ppm]  1,0x10°& 0,32 20 01154 - 04 0548 2,1
1,0 x 10* - - -
1,0x 10* & 0,064 31 0,078 - 1,1 0,303 3,2
1,0x10*& 0,32 31 0078 - 1,1 0294 32

104



Additive Effekte von M. anisopliae und Fipronil auf R. sanguineus

MA-K und Fipronil
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Abb. 33: Mortalitat der ungesogenen Weibchen von R.sanguineus dber den
Versuchszeitraum von 35 Tagen. Behandelt wurden die Weibchen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 40).

allein eine hdhere Mortalitdt als Tween (x2=8,80, p=0,003). Auch die beiden
Kombinationen verursachten eine (zumindest tendenziell) hdhere Mortalitdt als Tween
(x2>3,08, p <0,079) (Abb. 33). Es zeigte sich an den x>-Werten, dass sich die Mortalitat in
der Kombination mit 0,064 ppm Fipronil gegentiber der Mortalitat in der Behandlung mit
MA-K verringerte. In der Kombination mit 0,32 ppm war sie hingegen hoher als in der
Behandlung mit MA-K. Allerdings war nur die Mortalitat in der Kombination mit 0,32 ppm
Fipronil auch hoher als die in der DMSO-Kontrolle (y*>=7,27, p=0,007). Das
Chancenverhéltnis der Kombination war auch deutlich héher als das Chancenverhéaltnis von
0,32 ppm Fipronil (Tab. 12).

3.3.3.2.2 MA-7 und Fipronil
Die niedrigste Konzentration von MA-7 (1,0 x 10® Konidien/ml) verursachte allein keine

Mortalitat. In den Kombinationen aus 1,0 x 10° Konidien/ml und Fipronil war die Mortalitat
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zwar tendenziell hoéher als in der Tween-Behandlung (¥* = 3,08, p =0,079), es gab aber
keinen Unterschied zu der Mortalitat in der DMSO-Kontrolle (¥* < 1,03, p > 0,31) (Abb. 34).
Die y2-Werte der Kombinationen waren kleiner als der y--Wert von MA-7 allein (Tab. 12).
Das Chancenverhéltnis der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml und 0,064 ppm Fipronil
war groRer als das von 0,064 ppm Fipronil allein. Fir die andere Kombination war das
Chancenverhéltnis aber niedriger als das fur 0,32 ppm.

Die Konzentration von 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 verursachte sowohl allein als auch in
Kombination eine hohere Mortalitét als Tween (x> > 5,41, p <0,02) (Abb. 34). Die y*>-Werte
der Kombinationen waren hoher als der y>-Wert von MA-7 allein. Die Mortalitat war in den
Kombinationen auch hoher als in der DMSO-Behandlung (x2>4,89, p<0,027). Die
Chancenverhéltnisse der Kombinationen zu DMSO waren fir die Kombinationen auch
deutlich hoher als die der Fipronil-Konzentrationen. Es gab in beiden Konzentrationen einen
additiven Effekt (Tab. 12).

MA-7 und Fipronil
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Abb. 34: Mortalitdit der ungesogenen Weibchen von R.sanguineus Uuber den
Versuchszeitraum von 35 Tagen. Behandelt wurden die Weibchen mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10* Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-
Rang-Test mit df = 1) (n = 40).
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Tab. 12: y2- und p-Werte des Log-Rang-Tests (df = 1) zur Mortalitat der ungesogenen Weibchen
von R.sanguineus und die Chancenverhéltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen.
Behandelt wurden die Weibchen mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7
und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 %
Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurde fur Behandlungen, die signifikant unterschiedlich
zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein y>-Wert (*g) berechnet, um den
auftretenden Effekt fur die signifikanten Interaktionen in den Kombinationsvarianten zu
bestimmen (n = 40).

Kontrolle 0,05 % Tween80 1% DMSO
Behandlung v-Wert p-Wert CV >-Wert p-Wert CV Mg y*g Effekt
Fipronil [ppm] 0,064 1,0 0,317 0,0
0,32 38 0051 53
MA-K 1,0x 10° 31 0079 -
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,064 20 0155 - 03 0569 21
Fipronil [ppm] ~ 1,0x 10°& 0,32 10 0317 - 00 0993 10
1,0 x 10* 88 0003 -
1,0 x 10* & 0,064 31 0079 - 10 0311 32
1,0x10*& 0,32 10,0 0,002 - 73 0,007 11,3 32,0 2,8 additiv
MA-7 1,0x 10° - - -
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,064 31 0079 - 10 0319 32
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 0,32 31 0079 - 10 0311 32
1,0 x 10* 54 0,020 -
1,0 x 10* & 0,064 76 0006 - 45 0,027 8,8 12,8 1,7 additiv
10x10°& 032 140 <0001 - 11,1 0,001 167 259 07 additiv
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Es gab in den jeweiligen Behandlungen von MA-K und MA-7 bezuglich der Mortalitat der
Weibchen keine Unterschiede (2 < 3,078, p > 0,079).

In den meisten Behandlungen war die Mortalitdt der Mannchen nicht unterschiedlich zu der
der Weibchen (32 < 3,65, p > 0,056). Es starben aber mehr Weibchen als M&nnchen, wenn sie
mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 allein behandelt wurden (2 = 4,06, p =0,044).

Bei den Behandlungen mit den Kombinationen aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und
0,32 ppm oder aus 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K und 0,064 ppm starben mehr Ménnchen als
Weibchen (x> 6,12, p < 0,013).

3.4 Diskussion

Die Zecke R. sanguineus ist ein Vektor zahlreicher Pathogene (Nicholson et al. 2009, Dantas-
Torres 2008, Walker et al. 2000), weshalb eine Kontrolle erforderlich ist. Weiterhin induziert
auch mehrmaliger Befall bei Hunden keine Immunitét (Szab6 und Bechara 1999, Theis und
Budwiser 1974). Aus verschiedenen Grinden, u. a. Resistenzentwicklung (Castro-Janer et al.
2010), ist es erstrebenswert, die daflir aufgewendete Ektoparasitizidmenge mindestens zu
reduzieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Mdoglichkeit untersucht eine biologische
Kontrolle mit M. anisopliae in Kombination mit niedrigen Konzentrationen synthetischer
Schadlingsbek&mpfungsmittel zu etablieren. Dazu war es nétig zundchst einmal die subletalen
Konzentrationen von Schadlingsbekampfungsmitteln (in diesem Fall von Fipronil) und die
niedrigen Wirkungsgrade der M. anisopliae-Stdmme zu ermitteln, um diese anschlieRend
gemeinsam anzuwenden. Im Folgenden wird daher als Erstes auf die Ergebnisse der Dosis-
Wirkungs-Versuche von Fipronil und der beiden Stamme (MA-K und MA-7) fur
R. sanguineus eingegangen. AnschlieBend werden die Wirkungen der Kombinationen vor

dem Hintergrund anderer Studien diskutiert.

3.4.1 Subletale Konzentrationen von Fipronil

Der LCso-Wert fiir Fipronil lag nach 14 Tagen fur Mannchen bei 1,14 ppm und fir Weibchen
bei 1,55 ppm. Die Unterschiede zwischen den Geschlechtern waren aber nicht signifikant.
Einen &hnlichen LCso-Wert (1,84 ppm) ermittelten Prullage et al. (2011) fir Adulte von
R. sanguineus bereits 48 Stunden nach Inkubationsstart in mit Fipronil beschichteten
Glaschen. Bei Versuchen von de Oliveira Monteiro et al. (2009) fiihrte das Tauchen von
vollgesogenen Weibchen von R.sanguineus fir zwei Minuten in 1 ppm Fipronil zu
Veranderungen in den Ovarien, woraus sich bereits eine Wirkung dieser niedrigen

Konzentration ableiten lasst. Die Ermittlung des LCso-Wertes fiir vollgesogene Weibchen bei
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gleicher Methodik ergab allerdings sieben Tage nach Behandlung einen deutlich héheren
Wert von 9,647 ppm (4,711 - 13,470 ppm) (Oliveira et al. 2011). Miller et al. (2001)
ermittelten mit Hilfe eine Kontakttests (im Englischen ,,larval package test*) fir Larven von
drei verschiedenen Stdmmen von R. sanguineus nach 24 Stunden einen stammabhéangigen
LCso-Wert von 0,038 ppm (0,034 — 0,042 ppm) bis 0,056 ppm (0,029 — 0,218 ppm). Koch
und Burkwhat (1984) geben in ihrer Studie fur R. sanguineus LCso-Werte zwischen 27 und
260 ppm von Diazinon, Permethrin, Lindan und Carbaryl nach 24-stindiger Behandlung an.
Verglichen damit ist die Wirkung von Fipronil als gut zu beurteilen, zumal die von Koch und
Burkwhat (1984) getesteten Zecken innerhalb der 24 Stunden permanenten Kontakt mit den
Wirkstoffen hatten, da sie in einem mit Wirkstoff beschichteten Glaschen inkubiert wurden.
Beim Vergleich von LCso-Werten fiir vollgesogene Weibchen von R. sanguineus, die mittels
Tauchmethode gewonnen wurden, ergab sich ebenfalls, dass Permethrin (LCso = 2062 ppm
[1549 — 2675 ppm]) deutlich schlechter wirkte (Roma et al. 2009). Es finden sich in der
Literatur auBerdem einige Untersuchungen zu den Kontrollerfolgen fir R. sanguineus mit
Fipronil am Wirt. In den meisten Studien wurde ein relativ schneller Wirkungseintritt
(innerhalb von 48 Stunden) (Cruthers et al. 2001) und eine gute Wirksamkeit von Fipronil fur
circa drei bis vier Wochen nach Applikation gefunden (Dryden et al. 2006a, Estrada-Pefia und
Ascher 1999).

3.4.2 Konzentrationsabhangige Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

Adulte von R. sanguineus wiesen eine hohe Sensitivitdt gegenuber beiden M. anisopliae-
Stammen auf. Es wurden LCso-Werte zwischen 1,77 x 10* und 5,14 x 10* Konidien/ml fiir
beide Geschlechter nach 28 Tagen Inkubation ermittelt. Hinsichtlich der Empfindlichkeit
gegenliber den beiden Pilzstammen gab es bis auf eine Ausnahme keine Unterschiede
zwischen den Geschlechtern. Sowohl bei Samish et al. (2001) als auch bei Gindin et al.
(2002) reagierten die ungesogenen Mannchen von R. sanguineus gegeniiber MA-7 tendenziell
empfindlicher als die Weibchen. Auf zwei andere Stamme (43 und 108) reagierten beide
Geschlechter aber gleich (Samish et al. 2001). Kirkland et al. (2004b) fanden bei ihren
Versuchen mit Adulten von R. sanguineus aber auch keine unterschiedliche Empfindlichkeit
der Geschlechter gegeniuiber dem M. anisopliae-Stamm ATCC 20500. Vergleichsweise
geringe Mortalitaten stellten Samish et al. (2001) 21 Tage nach der Tauchbehandlung mit
1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 fiir Adulte R. sanguineus (zwischen 33 und 57 %) fest. Bei
Gindin et al. (2002) wurde zwar eine etwas hohere Mortalitat mit 1,0 x 10" Konidien/ml

MA-7 erzielt (40 — 80 %), allerdings liegen diese Mortalitdten immer noch unter denen, die in
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der vorliegenden Studie beobachtet wurden (93 — 100 % Mortalitat bei 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-7). Die in anderen Publikationen veroffentlichten Mortalitdtsraten lagen aber auch
deutlich unter den hier ermittelten. Der getestete M. anisopliae-Stamm ATCC 20500 erreichte
28 Tage nach Behandlung mit 108 Konidien/ml nur eine Mortalitat adulter R. sanguineus von
circa40 + 20 %. Auf Nymphen hatte dieser Stamm aber eine bessere Wirkung (100 %
Mortalitat) (Kirkland et al. 2004b). Es starben 65,25 % vollgesogener Weibchen von
R. sanguineus, die mit einer 1,0 x 10° Konidien/ml M. anisopliae (Ma959) Formulierung
behandelt wurden (Reiset al. 2008). Polar et al. (2005) untersuchten die mittlere
Uberlebenszeit von vollgesogenen Weibchen und ungesogenen Larven von R. sanguineus
nach Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml und fanden, dass die mittlere Uberlebenszeit
durch Behandlung mit M. anisopliae (ARSEF3297) deutlich verkirzt wurde, wéhrend sich
die Behandlung mit ARSEF3297 auf die Larven nicht auswirkte. Es trat aber nahezu eine
Verdopplung der Schlupfzeitdauer der getesteten Eier nach Behandlung mit ARSEF3297 im
Vergleich zur Kontrolle auf.

Als Kritisch einzustufen ist die Dauer, die die beiden Stdimme in den vorliegenden Versuchen
brauchten, bis eine Infektion und schlielich der Tod der Zecken eintrat, auch wenn andere
Stdmme eine &hnliche Inkubationszeit benotigten (z. B. Kirkland et al. 2004b, Samish et al.
2001). Auch wenn der LCso-Wert mit 1,77 x 10* bis 5,14 x 10* Konidien/ml relativ niedrig
lag, so darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass diese Mortalitat erst nach 28 Tagen
erreicht wurde. Wird davon ausgegangen, dass eine spatere Anwendung von M. anisopliae am
Wirt der Zecken erfolgen soll, so haben die Weibchen, deren Saugakt zwischen 6 und 19
Tagen dauert (Bechara et al. 1995, Pegram et al. 1987), genligend Zeit sich voll zu saugen
und Krankheitserreger zu Ubertragen, ehe eine Infektion der Zecke durch M. anisopliae
eintritt. Auch wenn durch eine Erhéhung der Konidien-Konzentration die Infektion etwas
beschleunigt wirde, reichte dieses immer noch nicht aus, um das Festsaugen am Wirt zu
verhindern. Eine hohere Konzentration von M. anisopliae erhohte allerdings auch die Chance,
Nicht-Zielorganismen zu treffen. Ein  kombinierter Einsatz von  Schadlings-
bekampfungsmitteln und M. anisopliae kdnnte Abhilfe schaffen, da man von anderen Studien
weil}, dass Schéadlingsbekdmpfungsmittel die Pathogenabwehr herabzusetzen vermdgen
(Hiromori und Nishigaki 2001, Hassan und Charnley 1989) oder das Verhalten der
Zielorganismen zu beeinflussen (Moino Jr. und Alves 1998, Quintela und McCoy 1998a), so
dass eine Infektion begunstigt und beschleunigt werden kann. Dabei sollten beide Stamme
von M. anisopliae in Konzentrationen eingesetzt werden, in denen sie Nicht-Zielorganismen

nicht belasten.
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3.4.3 Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil

Grundsétzlich konnten in den vorliegenden Kombinationsstudien MA-K- bzw. MA-7-
Konzentrationen, die in den Dosis-Wirkungs-Versuchen Mortalitditen von bis zu 50 %
erzielten, in den Kombinationsversuchen allein nicht mehr als 33 % bzw. 20 % der M&nnchen
bzw. Weibchen innerhalb von 35 Tagen abttten. Damit wirkten beide Stamme also deutlich
schlechter als nach den Ergebnissen der Dosis-Wirkungs-Versuche erwartet. Diese Werte
stehen in Ubereinstimmung mit Daten aus anderen Studien (Kirkland et al. 2004b,
Gindin et al. 2002, Samish et al. 2001). Warum es in diesen Versuchen zwischen den
Geschlechtern teilweise Unterschiede hinsichtlich der Stammempfindlichkeit gab, ist unklar.
Die Weibchen waren in den Kombinationsstudien empfindlicher gegeniuber MA-7, wahrend
die Méannchen auf MA-K empfindlicher reagierten. Ein mdglicher Einflussfaktor auf die
Vitalitat der Zecken ist die Physiologie des Wirtstieres, z. B. ist die Gewichtszunahme der
Zecken, die an einem resistenten Wirt saugen, geringer als die, die an einem empfindlichen
Wirt saugen (Latif 1984, Randolph 1979). Ebenso gut ist es moglich, dass die in diesem
Versuch benutzten Pilze eine leicht verdnderte Virulenz gegenuber den Pilzen aus den
vorherigen Versuchen aufwiesen, was fur die vorliegenden Ergebnisse verantwortlich sein
konnte.

Die Effekte aller Kombinationen von M. anisopliae und Fipronil, die eine hohere Mortalitat
als die von Tween und DMSO verursachten, lie3en sich als additiv einstufen. Die Mortalitat
in den Kombinationsbehandlungen setzte bei den Ménnchen und zum Teil auch bei den
Weibchen friher ein als in den Behandlungen mit M. anisopliae. Kombinationsstudien mit
entomopathogenen Pilzen und Schéadlingsbekdmpfungsmitteln wurden an Zecken bislang nur
mit Pyrethroiden durchgefiihrt. So verursachte die kombinierte Anwendung von M. anisopliae
(1,0 x 10" und 1,0 x 10® Konidien/ml) mit Permethrin (0,025 bis 0,25 ppm) gegen Ixodes
scapularis im Unterschied zur Einzelanwendung von Pilz und Permethrin eine erhohte
Mortalitat, die allerdings nur als additiv eingestuft wurde (Hornbostel et al. 2005). Beim
Einsatz von Beauveria bassiana (1,0x10° Konidien/ml) mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Deltamethrin (0,25 bis 2500 ppm) gegen die Zecke Hyalomma
[anatolicum] anatolicum wurde fur alle Kombinationsvarianten eine hohere Mortalitat und
ein schnellerer Wirkungseintritt erzielt (Sun et al. 2011). Kombinationsstudien mit Stoffen
aus der Wirkstoffklasse von Fipronil wurden bislang nur an Insekten durchgefiihrt. Die
Effekte dieser zur Gruppe der GABAergen Chloridkanal-Antagonisten gehdrenden Stoffe
sind leicht antagonistisch bis synergistisch. Dayakar et al. (2001) fanden synergistische

Effekte bei der kombinierten Anwendung von Endosulfan und B. bassiana bzw.
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M. anisopliae gegen Spodoptera litura. Die Virulenz von M. anisopliae konnte dabei in
Kombination mit Endosulfan um das 1,24-fache gesteigert werden. In einer anderen Studie
gab es aber nach Behandlung von Spilarctia obliqua mit der Kombination von Endosulfan
und B. bassiana oder M. anisopliae keine Unterschiede in der Mortalitat zwischen der
Kombination und der Endosulfan-Konzentration (Purwar und Sachan 2006). Moino Jr. und
Alves (1998) kamen zu dem Ergebnis, dass Fipronil fir eine kombinierte Anwendung mit
M. anisopliae gegen die Termitenart Heterotermes tenuis nicht geeignet sei, da Fipronil das
Putzverhalten nicht beeintrdchtigte und damit nicht als Stressor fungierte. Die
Empfindlichkeit verschiedener Pilzstdmme einer Spezies gegenlber
Schédlingsbekdmpfungsmitteln kann stark schwanken (z. B. Batista Filho et al. 2001, Neves
et al. 2001, Moino Jr. und Alves 1998, Olmert und Kenneth 1974), so dass ein Effekt, der flr
andere M. anisopliae-Stamme gefunden wurde, nicht zwangslaufig auch fir MA-K oder
MA-7 zutreffen muss. Des Weiteren deuten sowohl die Ergebnisse von Gindin et al. (2002)
und Samish et al. (2001), aber auch die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefuhrten Dosis-
Wirkungs- und der Kombinations-Versuche darauf hin, dass selbst innerhalb eines
Pilzstammes unterschiedliche Virulenzen auftreten. Fir eine weitere Nutzung von MA-7 und
MA-K als zuverléssige Kontrolloption ist eine Stabilisierung der Virulenz demnach
unerlasslich.  Anscheinend ist dies aber nicht allein Uber den Zusatz von
Schédlingsbekdmpfungsmitteln mdglich. Stattdessen sollte man nach einer geeigneten
Formulierung suchen und fur weitere Versuche auf eine Standardisierung des Pilzinokulums
(z. B. Alter der Konidien) achten.

3.4.4 Fazit

Aufgrund der gefundenen additiven Effekte von M. anisopliae in Kombination mit Fipronil
ist es mdoglich, beide zusammen gegen R. sanguineus anzuwenden, um so zumindest die
Menge der einzusetzenden Schadlingsbekdmpfungsmittel zu minimieren und das sekundére
Verbreitungspotenzial von M. anisopliae zu nutzen. Dazu sind aber weitere Studien
erforderlich, die die konzentrationsabhdngige Veradnderung der Effekte von Schédlings-
bekampfungsmitteln auf die Stdmme von M. anisopliae untersuchen, um die kombinierten

Préparate dann in vivo anzuwenden.
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Kapitel 4: Moglichkeiten der Bekdmpfung verschiedener Entwickungsstadien von
Rhipicephalus microplus durch Kombinationen von Metarhizium anisopliae

und Schadlingsbekampfungsmitteln

Zusammenfassung

Die sudliche Rinderzecke Rhipicephalus (Boophilus) microplus kommt in den Tropen und
Subtropen vor und ist ein steno- und homoxener Parasit, der hauptséachlich Rinder beféllt.
Durch erhebliche Zeckeninfestationen und die Ubertragung von Krankheitserregern kann ein
betrachtlicher  6konomischer Schaden entstehen, weshalb eine Bekadmpfung der
Zeckenpopulation notwendig ist. Aufgrund von Resistenzen und maoglichen Kontaminationen
von Tier und Umwelt wird zunehmend nach biologischen Alternativen zu chemischen
Ektoparasitiziden gesucht.

Metarhizium anisopliae, aus der Gruppe der entomopathogenen Pilze, hat trotz zahlreicher
Vorteile als Zeckenbekdmpfungsmittel (u.a. Potenzial zu Epizootien, geringe Wirkung auf
Nicht-Zielorganismen) einen entscheidenden Nachteil: Die Wirksamkeit variiert, beeinflusst
u.a. von Umweltbedingungen und der Zusammensetzung der Zeckenkutikula, stark. Um
M. anisopliae als wirksames biologisches Schéadlingsbekampfungsmittel einsetzen zu kénnen,
muss die Wirkung verlasslich sein. Ein kombinierter Einsatz von M. anisopliae und niedrig
dosierten Schadlingsbekampfungsmitteln kénnte die Wirksamkeit durch die Unterdriickung
der Immunantwort der Zecken erhéhen.

In der vorliegenden Studie wurde die Empfindlichkeit von vollgesogenen Weibchen, Eiern
und ungesogenen Larven von R. microplus auf ausgewahlte Schadlingsbekdampfungsmittel
und die beiden Pilzstaimme MA-K und MA-7 in vitro untersucht. Zunachst wurden LCsg-
Werte fir die Schadlingsbekampfungsmittel und die Abhéangigkeit der Wirkungsgrade der
M. anisopliae-Stamme von der Konzentration applizierter Sporensuspensionen ermittelt. Die
Stadien wurden dazu mittels einer Tauchmethode mit verschiedenen Wirkstoffen oder MA-K
bzw. MA-7 behandelt und anschlie}end fiir 14 Tage (Adulte), 14 — 28 Tage (Larven) oder 42
Tage (Eier) in Petrischalen/Gl&schen inkubiert und die Mortalitdt in den einzelnen
Behandlungen wurde aufgezeichnet. Die ermittelten subletalen Konzentrationen von den
Schadlingsbek&mpfungsmitteln und MA-K bzw. MA-7 wurden im néchsten Schritt
kombiniert angewendet und die Mortalitdt wurde dabei ber die oben genannten Zeitrdume
bestimmt.

Bei den Weibchen erwiesen sich die Kombinationen aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und

0,32 bzw. 1,6 ppm Amitraz als synergistisch. Es zeichnete sich eine friher einsetzende und
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hohere Mortalitat in diesen Kombinationen ab. Nur drei Kombinationen (1,0 x 10°
Konidien/ml MA-K mit 0,064 ppm Fipronil oder 1,6 ppm Amitraz und 1,0 x 108 Konidien/ml
MA-7 mit 0,32 ppm Fipronil) waren antagonistisch. Die Effekte aller anderen Kombinationen
mit MA-K oder MA-7 waren additiv. Nach Behandlung der Weibchen mit 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-7 und 1,6 ppm Amitraz wurde die Schlupfrate der Larven signifikant
verringert.

In den Larventests lielen sich nur fiir die Kombination aus MA-K und der héheren Fipronil-
Konzentration (0,064 ppm) synergistische Effekte nachweisen. Bei allen anderen
Kombinationen mit Fipronil (0,0128 ppm), Amitraz (0,0128 und 0,064 ppm), Permethrin
(8 und 40 ppm) oder Imidacloprid (40 und 200 ppm) konnten keine Kombinationseffekte
nachgewiesen werden.

Die ermittelten Konzentrationen der Pilzstamme mit geringem Wirkungsgrad
(1,0 x 10% - 1,0 x 10° Konidien/ml) erwiesen sich in den Kombinationsversuchen mit Fipronil
(0,064 und 0,32 ppm), Amitraz (0,0128 und 0,064 ppm) oder Permethrin (40 ppm) als zu
gering, so dass keine eindeutigen Aussagen zur Wirksamkeit der kombinierten Anwendung an
Eiern getroffen werden konnten.

Eine kombinierte Anwendung von M. anisopliae mit Fipronil oder Amitraz ist vor allem fur
vollgesogene Weibchen von R. microplus in ausgewéhlten Kombinationen in der Lage, die
Wirkung des Pilzes zu erhéhen. Es sind weitere Studien erforderlich, um die Wirkung der

Pilze zu stabilisieren.

Keywords:  Rhipicephalus  microplus, Metarhizium anisopliae, niedrig dosierte

Schédlingsbekdmpfungsmittel, additive Effekte, biologische Zeckenkontrolle
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4.1 Einleitung

Die sudliche Rinderzecke Rhipicephalus (Boophilus) microplus Canestrini, 1887 (Acari:
Ixodidae) gehort mit vier weiteren Arten der Subgattung Boophilus an. Sie gilt als
bedeutendste Nutztierzecke weltweit, obwohl sie nur in den Tropen und Subtropen vorkommt
(Khan 2010, Nicholson et al. 2009). R. microplus ist ein stenoxener Parasit, dessen Hauptwirt
Rinder sind (Hagen 1997), der aber auch andere Sdugetiere (vornehmlich Huftiere) befallt
(Eckert et al. 2008). R. microplus kann Babesia bovis, Babesia bigemina (Erreger der
,Rindermalaria“) und Anaplasma marginale (Erreger der Anaplasmose) Ubertragen. Durch
die zum Teil erhebliche Zeckeninfestation und die Ubertragung der Krankheitserreger kann
ein betrachtlicher 6konomischer Schaden infolge der verringerten Gewichtszunahme und
Milchproduktion, der Zerstérung der Haut (des Leders) oder des Wirtstiertodes entstehen
(Eckert et al. 2008, Peter et al. 2005, Sonenshine 1993).

Rinderzecken sind das ganze Jahr Uber aktiv (Beugnet und Chardonnet 1995). Der
Lebenszyklus kann unter giinstigen Bedingungen innerhalb von drei bis vier Wochen beendet
werden (Khan 2010). Somit kdnnen innerhalb eines Jahres finf bis sechs Generationen
auftreten, was zu einer enormen Belastung fiir die befallenen Rinder werden kann (Eckert et
al. 2008). Die einwirtige (homoxene) Zecke hat nur zwei Stadien, die zeitweise nicht auf dem
Wirt leben: Zum einen frischgeschlupfte Larven auf Wirtssuche und zum anderen
vollgesogene Weibchen, die sich vom Wirt fallen lassen, um an einem geschitzten Ort Eier
abzulegen. Bei gunstigen Umweltbedingungen, wie z.B. im Sommer, dauert die
Préoviposition zwei bis sechs Tage (Nufiez et al. 1985). In der ein bis zwei Wochen
dauernden Eiablagephase legt ein Weibchen durchschnittlich 2000 Eier (Eckert et al. 2008,
Wilson 1978), maximal jedoch 4500 Eier (Nufiez et al. 1985). Das Weibchen stirbt nach der
Eiablage. Nach einer Entwicklungsdauer von circa 21 bis 27 Tagen bei 26 °C und 80 %
relative Luftfeuchte schliipfen die Larven aus den Eiern (Alvarado und Gonzalez 1979) und
begeben sich direkt auf Wirtssuche. Dazu klettern sie auf Grasshalme (,,questing”) (Nuiiez et
al. 1985, Wilkinson 1953). Die Larven orientieren sich nicht nur an Duftstoffen, sondern
reagieren auch auf Schallfrequenzen zwischen 80 und 800 Hz, welche von fressenden Rindern
emittiert werden sowie Schatten (Wallade und Rice 1982). Sobald die Larve einen geeigneten
Wirt gefunden hat, beginnt die parasitische Phase (Nufiez et al. 1985). Bis zum Abfallen
vollgesogener Weibchen dauert die Entwicklung circa 20 bis 41 Tage (Nuiiez et al. 1972).
Die Saugaktivitaten unterliegen bei R. microplus einem circadianen Rhythmus. Die grofRte

Saugaktivitat findet nachts statt, auch bei der finalen Blutaufnahme nach der Paarung, was zu
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einem Abfallen am friihen Morgen fihrt (z. B. Nufiez et al. 1985, Wharton und Roulston
1970).

Zur Bekampfung der Rinderzecke wurde und wird immer noch hauptsachlich mit
Ektoparasitiziden gearbeitet (u. a. George et al. 2004 und George et al. 1998, Aguirre et al.
2000). Aufgrund der hohen Generationszahl pro Jahr haben sich aber bereits weltweit
Resistenzen gegen viele Wirkstoffe (u. a. Pyrethroide) ausgebildet (z. B. Castro-Janer et al.
2010, Fernandes 2001). AuBerdem kann die Anwendung von Akariziden zur Kontamination
von Lebensmitteln, aber auch der Umwelt, fuhren (Willadsen 2006). Daher wird nach
Alternativen gesucht, zu denen wu.a. die Nutzung von resistenten Rinderarten,
Pheromonfallen, Impfungen und der Einsatz von biologischen Agenzien gehéren (de la
Fuente und Kocan 2006, Samish 2000, Norval et al. 1996a, Norval et al. 1996b, Rechav et al.
1991).

Eine vielversprechende Maoglichkeit der Kontrolle mit biologischen Agenzien sind
entomopathogene Pilze, u.a. Metarhizium anisopliae (Metschnikoff, 1879) Sorokin, 1883
(Hypocreales: Clavicipitaceae), mit denen auch bereits einige Studien mit unterschiedlichen
Ergebnissen an Rhipicephalus (Boophilus) sp. durchgefiihrt wurden (z. B. Leemon und
Jonsson 2008, Fernandes et al. 2004, Gindin et al. 2001). Auch wenn einige der genannten
Studien gute Resultate erzielten, bleibt ein Problem der relativ langsame Infektionsprozess
von zwei bis acht Tagen (Alves 1998), der zu langsam fir eine ausreichende Kontrolle ist.
Durch die Zugabe subletaler Konzentrationen eines Schadlingsbekampfungsmittels kdnnte
dieser Prozess durch Unterdrickung der Immunantwort beschleunigt werden, wie
vergleichbare Studien mit anderen Organismen gezeigt haben (Hassan und Charnley 1989,
Hiromori und Nishigaki 2001). Dabei sollten die negativen Effekte von Schédlingsbe-
kampfungsmitteln (Resistenzentwicklung, Effekte auf Nicht-Zielorganismen) aufgrund der
geringen Dosierung vermieden werden kénnen. Als mogliche Substanz fiir eine Kombination
wurde Fipronil gewdhlt, da es eine schnelle Kontakt- und eine langanhaltende Residual-
wirkung hat (Blagburn und Lindsay 2001, Wiedemann 2000) und fur Vertebraten
weitestgehend ungefahrlich ist (Ungemach 2010, Kunkle 1997). Da Fipronil zur Anwendung
an Rindern nicht Gberall (u. a. Israel) zugelassen ist (Samish, persdnliche Mitteilung), wurde
zusétzlich Amitraz in die vorliegende Studie mit einbezogen. Es hat eine hohe Effektivitét
gegen Ektoparasiten und verfligt Uber eine repellente Wirkung (Ungemach 2010, Gupta
2007). Die Toxizitat fir Menschen und Rinder ist relativ gering (Jonsson und Hope 2007).
Vor der Kombination mit M. anisopliae wurden die Schéadlingsbekdmpfungsmittel auf

Kompatibilitdt mit den M. anisopliae-Stdmmen getestet (Kapitel 1). Die Behandlung erfolgte
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an allen Zeckenstadien, die nicht am Wirt leben (vollgesogene Weibchen, Eier und
ungesogene Larven). Weibchen wurden dabei nur mit Amitraz oder Fipronil behandelt,
wahrend Eier und Larven auch mit Permethrin, Imidacloprid und NeemAzal® behandelt
wurden. Zundchst wurden von den Schéadlingsbekampfungsmitteln subletale Konzentrationen
und von den beiden M. anisopliae-Stdmmen Konzentrationen mit geringem Wirkungsgrad
ermittelt. Diese ermittelten Konzentrationen wurden dann in einem n&chsten Schritt als

Kombinationen getestet.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Handhabung der Zecken

Die vollgesogenen Weibchen von R. microplus wurden von der Bayer Animal Health GmbH,
Leverkusen zur Verfligung gestellt. Gefuttert wurden die Zecken dort an Rindern. Dazu
wurden ungesogene Larven circa zwei Wochen nach ihrem Schlupf auf der Rickenlinie von
Rindern verteilt. Bei Raumtemperatur und Raumluftfeuchte fielen nach etwa 24 Tagen
vollgesogene Weibchen ab. Nach dem Abfallen wurden diese versendet und kamen ein bis
zwei Tage spater am Versuchsort an. Sie wurden entweder sofort oder spatestens zwei Tage
nach Erhalt getestet. Bei spaterer Versuchsdurchfuhrung wurden die Zecken bei 14 °C
aufbewahrt. Am Versuchstag wurde gewartet, bis die Zecken auf Zimmertemperatur erwéarmt
waren.

Zur Gewinnung von Eiern und Larven wurde ein Teil der Weibchen bei 23 £2 °C und 75 %
relativer Luftfeuchte gehalten. Fiir die Tests an Eiern wurden Eier verwendet, die innerhalb
einer Woche nach Beginn der Eiablage gelegt wurden. Ein Teil der gelegten Eier wurde bei
23+2°C und 75 % relativer Luftfeuchte inkubiert, bis nach circa vier Wochen Larven

geschliipft waren. Es wurde circa zwei Wochen gewartet, bevor diese Larven getestet wurden.

4.2.2 Ermittlung der subletalen/subeffektiven Konzentrationen der Schadlings-
bekampfungsmittel

Es wurden Amitraz und Fipronil (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) fir alle drei
Stadien verwendet. Des Weiteren wurden Eier und Larven noch auf ihre Empfindlichkeit
gegentber Permethrin, Imidacloprid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und
NeemAzal (Trifolio-M GmbH, Lahnau) getestet. Die getesteten Préparate lagen als Reinstoffe
in Pulverform vor. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften wurden die héchste Amitraz-
und Fipronil-Konzentration (1000 ppm  fir vollgesogene Weibchen) mit 5%
Dimethylsulfoxid (DMSQ) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) in eine wassrige Losung
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gebracht. Da 5 % DMSO bei Versuchen mit Eiern oder Larven zu einer erhdhten Mortalitat
flihrte, wurde die hdchste Konzentration der verschiedenen Schédlingsbekdmpfungsmittel mit
1% DMSO in eine wassrige LoOsung gebracht. Der DMSO-Anteil in den dbrigen
Schédlingsbekdmpfungsmittel-Ansétzen nahm jeweils um den Faktor finf ab. Zur Ermittlung
der subletalen Dosen von Amitraz und Fipronil fir vollgesogene Weibchen wurden die
Zecken mittels einer Tauchmethode behandelt. Es wurden 16 ml von je sieben
Konzentrationen von Amitraz und Fipronil (von 0,064 bis 1000 ppm) getestet. Als Kontrolle
diente 5 % DMSO. Die Versuche mit Amitraz und Fipronil wurden fiir Adulte dreimal mit je
25 Tieren je Testsubstanz wiederholt. Fir die Eier und Larven wurde ein Diptest, nach
Fernandes et al. (2004), angewendet. Dazu wurde von jedem oben genannten
Schédlingsbekdmpfungsmittel 1 ml in verschiedenen Konzentrationen (je nach Mittel und
Stadium zwischen 0,0128 ppm und 5000 ppm) getestet. Als Kontrolle diente 1 % DMSO. Es
wurden fur Eier drei Versuche mit je vier Wiederholungen und fur Larven zwei bis drei

Versuche mit je drei bis vier Wiederholungen durchgefunhrt.

4.2.3 Ermittlung der konzentrationsabhangigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

Es wurden die M. anisopliae-Stamme MA-K und MA-7 verwendet. Beide Stdmme wurden
zwei bis drei Wochen lang auf Kartoffel-Dextrose-Agar (39,5 g/l), der mit Hefeextrakt (5 g/l)
und Pepton (5 g/l) angereichert wurde, in einer Klimakammer bei 25 + 1 °C und einer Licht-
Dunkel-Periode von 16 Stunden zu 8 Stunden angezogen. Die Konidien wurden abgeerntet
und in sterilem mit 0,05 % Tween®80 (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) versetztem
Ag. dest. suspendiert. Um zu untersuchen, ob es in Kombinationen mit den
Schédlingsbekdmpfungsmitteln zu einer Wirkungsstabilisierung oder -steigerung der
M. anisopliae-Stamme kommen kann, muss mit Konzentrationen (~ LCsg) gearbeitet werden,
bei denen es mdoglich ist, einen Effekt der Schadlingsbekdmpfungsmittel festzustellen. Zur
Bestimmung dieser Konzentration mit geringem Wirkungsgrad fiir die Weibchen wurden
15ml einer Konidiensuspension (1,0 x 10° bis 1,0x 10® Konidien/ml) mittels der
Tauchmethode verwendet. 0,05 % Tween80 diente als Kontrolle. Die Pilzkonzentrationstests
wurden dreimal mit je 20 Tieren je Testsubstanz wiederholt. Fur die Eier und Larven wurde
ein Diptest, der an die Methode von Fernandes et al. (2004) angelehnt ist, angewendet. Dazu
wurde 1 ml von jeder Konzentration (1,0 x 10" bis 1,0 x 10° Konidien/ml) getestet. Als
Kontrolle diente 0,05% Tween80. Es wurden fur Eier drei Versuche mit je vier
Wiederholungen und fur Larven drei Versuche mit je drei bis vier Wiederholungen

durchgefiihrt.
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4.2.4 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Schadlings-
bekampfungsmitteln

In einem  weiteren  Schritt wurden die subletalen  Konzentrationen  der
Schédlingsbekdmpfungsmittel und die Konzentrationen mit geringem Wirkungsgrad der
beiden M. anisopliae-Stamme kombiniert. Anwendung fand auch hier die Tauchmethode,
wobei pro Testsubstanz (allein oder in Kombination) 15 ml fur die Weibchen zum Tauchen
verwendet wurden. Die Kombinationen enthielten 0,15ml DMSO, in dem die
Schédlingsbekdmpfungsmittel gelost wurden, und 14,85 ml 0,05 % Tween80, in dem die
Konidien/ml von M. anisopliae suspendiert waren. Fir die Eier und Larven wurde je 1 ml
zum Dippen verwendet. Eine Ubersicht tiber die Testkombinationen fiir die einzelnen Stadien
findet sich in Tabelle 13. Die verwendeten Konzentrationen der Schédlings-
bek&mpfungsmittel und von M. anisopliae wurden jeweils auch einzeln getestet. Bei allen
Versuchen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO als Kontrollen. Die Kombinations-
versuche wurden fur Weibchen dreimal (zweimal mit 20 und einmal mit 15 Weibchen je
Testsubstanz) wiederholt. Fur die Eier wurden vier Wiederholungen und flr die Larven sechs

Wiederholungen durchgefuhrt.

4.2.5 Kalibrierkurven
Zur Bestimmung der Anzahl der gelegten Eier wurden verschieden schwere Eipakete erst mit
einer Feinwaage (Analytic A200S, Sartorius, Gottingen) gewogen und anschlieBend die
Anzahl der Eier mit Hilfe eines Stereomikroskops ausgezahlt. Aus den gewonnenen Daten
wurde eine Kalibrierkurve erstellt (Abb. 35). Nachfolgend wurde die Anzahl der Eier (Ag)
uber das Gewicht (Gg) mit folgender Formel berechnet:

Ap = 22,428 x G
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Tab. 13: Kombinationen aus M. anisopliae und Schadlingsbekdmpfungsmitteln fir die Kombinationsversuche mit Weibchen (W), Eiern (E)

und Larven (L) von R. microplus.

[PPm] | Fipronil Amitraz Permethrin Imidacloprid
[Konidien/ml] 0,0128 0,064 0,32 1,6 0,0128 0,064 0,32 1,6 8 40 40 200
MA-7 1,0x10* |- - E E E E - - ; E ; ;
1,0x10® |- - E E E E - - - E ; _
MA-K 1,0x10° |L L E* E* E*/L EXL - - L E*/L L L
KXKJ 1,0x10° |L L/W E*W  E* E*/L E*L W W L E*/L L L
1,0x10" |- W W - - - W Y, ; _ ] ]
1,0x10° |- W W - - - W W ; ; ] _

* Stadien wurden in diesen Kombinationen nur mit MA-K behandelt.
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Abb. 35: Kalibrierkurve zum Verhdaltnis vom
Gewicht der Eipakete zur Anzahl der Eier von
R. microplus.

Zur Bestimmung der Anzahl der Larven wurden Gl&schen mit den geschlipften Larven
eingefroren, dann fir 48 Stunden in einem Trockenschrank (Typ UNB 400, Memmert,
Schwabach) bei 55°C getrocknet und danach flr funf Tage in einen Exsikkator tberfiihrt.
Nach ausreichender Trocknung wurde das Trockengewicht der geschlupften Larven (G) mit
einer Feinwaage bestimmt und mit den Daten eine Kalibrierkurve erstellt (Abb. 36).
Nachfolgend wurde die Anzahl der Larven (A.) mit Hilfe des Trockengewichts (G.) mit
folgender Formel berechnet:
A, = 107,54 x G,

10000 7
y =107,54 x
000 - R?=0,9983
=
N 6000
=
=
q_) -
o 4000
<
=
2000 1
0 . . . .
0 20 40 60 80

Larven [mg Trockengewicht]

Abb. 36: Kalibrierkurve zum Verhéltnis vom
Trockengewicht der Larven von R. microplus zu ihrer
Anzahl.
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4.2.6 Behandlung und Inkubation

4.2.6.1 Vollgesogene Weibchen

Vollgesogene Weibchen wurden fir 60 Sekunden in eine Testsuspension getaucht. Nach dem
Abtrocknen wurden die Zecken einzeln auf mit 0,3 ml sterilem Ag. dest. angefeuchtetem
Filterpapier in Petrischalen gesetzt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und je
16 Petrischalen wurden auf ein mit 10 ml Wasser angefeuchtetes Tuch in eine Bellaplast-
Schale (Rausch Verpackung GmbH, Augsburg) gestellt. Die Schalen wurden mit einem
Deckel verschlossen und bei 23 + 2 °C und einer relativen Luftfeuchte von 75 % im Dunkeln
in einer Klimakammer inkubiert. Die Anzahl der toten Adulten wurde ab dem vierten
Behandlungstag taglich zehn Tage lang mit Hilfe eines Stereomikroskops kontrolliert. Nach
14 Tagen wurden die gelegten Eier mit einer Waage (Handy H160, Sartorius, Gottingen)
gewogen. Danach wurden sie in Rollrandglaser (10 ml, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) Gberfiihrt, diese mit Gazedeckeln verschlossen und auf ein mit 10 ml Wasser
angefeuchtetes Tuch in eine Bellaplast-Schale (Rausch Verpackung GmbH, Augsburg)
gestellt. Die Schalen wurden mit einem Deckel verschlossen und bei 23 =2 °C und einer
relativen Luftfeuchte von 75 % im Dunkeln in einer Klimakammer inkubiert. Nach dem
Schlupf wurden die Larven, wie im Abschnitt 4.2.5 Kalibrierkurven beschrieben, behandelt
und mit der ermittelten Anzahl von Larven- (AL) und Eiern (Ag) wurde die Schlupfrate (SR)

mit folgender Formel berechnet:

R A; x 100

Ag

4.2.6.2 Eier
Zur Untersuchung der Effekte von Schédlingsbekdmpfungsmitteln und M. anisopliae allein
und in Kombination auf Eier wurde ein Eipaket von 50 mg in ein Rollrandglas tberfuhrt. Es
wurde fir finf Minuten 1 ml der Testsubstanz dazugegeben. Danach wurde die Flussigkeit
wieder abgenommen, die Glaschen mit einem Gazedeckel verschlossen und auf ein mit 10 ml
Wasser angefeuchtetes Tuch in eine Bellaplast-Schale (Rausch Verpackung GmbH,
Augsburg) gestellt. Die Schalen wurden mit einem Deckel verschlossen und bei 23 +2 °C
und einer relativen Luftfeuchte von 75 % im Dunkeln in einer Klimakammer flr 42 Tage
inkubiert. Es wurde in Versuchen mit M. anisopliae zweimal pro Woche mit Hilfe eines
Stereomikroskops kontrolliert, ob Myzel aus den Eiern ausgewachsen war. Nach dem Schlupf
wurden die Larven, wie unter dem Abschnitt 4.2.5 Kalibrierkurven beschrieben, behandelt
und mit der ermittelten Anzahl von Larven (A.) und Eiern (Ag) die Schlupfrate mit der oben
beschriebenen Formel (siehe 4.2.6.1 Vollgesogene Weibchen) berechnet.
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4.2.6.3 Ungesogene Larven

Zur Untersuchung der Effekte von Schédlingsbekdmpfungsmitteln und M. anisopliae allein
und in Kombination auf ungesogene Larven wurden diese (mindestens 30) mit einem Pinsel
(helle Rindsohrhaare, GroRe 1, LAT - Labor- und Analysen-Technik GmbH, Garbsen) flr
eine Minute in eine mit 1 ml der Testsubstanz gefullte Petrischale getaucht. Danach wurden
die Larven auf einem Filterpapier getrocknet und in Rollrandglaschen UGberfuhrt. Diese
wurden mit einem Gazedeckel verschlossen und auf ein mit 10 ml Wasser angefeuchtetes
Tuch in eine Bellaplast-Schale (Rausch Verpackung GmbH, Augsburg) gestellt. Die Schalen
wurden mit Deckeln verschlossen und bei 23 £+ 2 °C und einer relativen Luftfeuchte von 75 %
im Dunkeln inkubiert. Die Anzahl der toten Larven wurde mit Hilfe eines Stereomikroskops
14 Tage nach Behandlung mit den Schadlingsbekampfungsmitteln bestimmt. Fir die
Versuche mit M. anisopliae wurde Uber einen Versuchszeitraum von 28 Tagen (M. anisopliae
allein) bzw. 42 Tagen (fur Kombinationen) zweimal wdchentlich die Mortalitat kontrolliert
(Kontrolle mit Stereomikroskop).

4.2.7 Statistik

Die Erstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven und die Berechnung der LC- (letale
Konzentration) Werte wurden mit dem Programm PriProbit Version 1.63 (Sakuma
1996 - 2000) durchgefihrt. Fir die  Weibchen wurde bei Behandlung mit
Schédlingsbekdmpfungsmitteln der EC- (effektive Konzentration) Wert ermittelt, da dabei
nicht die Mortalitat, sondern die Eiablageinhibition festgestellt wurde. Neben den ECs/LCso-
und ECgs/LCos-Werten wurde auch das 95 % Fiduzialintervall (Toleranzgrenze fir die
EC-/LC-Werte) berechnet. Zuséatzlich zu der sigmoiden Kurve wurde die lineare Probitkurve
mit einem 95 % Fiduzialintervall und zugehériger Geradengleichung erstellt.

Weitere statistische Analysen wurden mit PASW 17 (Predictive Analysis SoftWare; SPSS
Inc.) durchgefiihrt. Signifikante Unterschiede der VVersuchsbehandlungen zur Kontrolle sowie
Unterschiede zwischen Geschlechtern und zwischen den Pilzstimmen wurden mittels y°-Tests
bestimmt. Bei allen XZ-Tests betrug der Freiheitsgrad eins (df =1). Aufgrund des
Versuchsdesigns (jede Zecke wurde einzeln gehalten) war eine Korrektur der Mortalitat und
somit der direkte Vergleich der Mortalitat in den Kombinationen mit der in den Einzel-
Behandlungen von M. anisopliae oder von den Schédlingsbekampfungsmitteln nicht maoglich.
Daher wurde nur auf signifikante Unterschiede zwischen den Varianten und den jeweiligen
Kontrollen getestet. Zusétzlich wurde ein Chancenverhéltnis (odds-ratio) fir jede Variante

und ihre Kontrolle berechnet, um so die Wahrscheinlichkeit bestimmen zu kdnnen, mit der ein
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Todesereignis in  der Variante oder in der Kontrolle auftreten wuirde. Ist das
Chancenverhéltnis dabei gleich eins (CV = 1), kann man von einer Homogenitéat der beiden
Gruppen ausgehen. Bei einem Wert groRer als eins (CV > 1) ist das Auftreten der Mortalitét
in den Varianten wahrscheinlicher als in der Kontrolle. Bei einem Wert kleiner eins (CV < 1)
verhélt es sich genau umgekehrt (Hatzinger und Nagel 2009, Polasek 2008). Sofern in den
Kontrollgruppen keine Mortalitat auftrat, wurde die Mortalitat in den Kombinationen direkt
auf statistisch signifikante Unterschiede zu den Mortalitaten in den Einzelbehandlungen von
M. anisopliae und den Schadlingsbekdmpfungsmitteln untersucht.

Die Mortalitat der Weibchen wurde fir einzelne Behandlungen ber den Versuchszeitraum
mit dem Log-Rang-Test analysiert. Eine Analyse der Unterschiede in den
Mortalitatsverlaufen, die durch die beiden M. anisopliae-Stamme verursacht wurden, erfolgte
ebenfalls mit dem Log-Rang-Test. Unterschiede in der abgelegten Eimenge und der
Schlupfrate wurden fur die Varianten mittels U-Tests nach Mann und Whitney analysiert. Fur
die getesteten Eier wurden folgende Parameter mit dem U-Test nach Mann und Whitney auf
Unterschiede zwischen den Varianten analysiert: Beginn des Myzelauswuchses aus
behandelten Eiern, Beginn und Dauer des Larvenschlupfs sowie die Schlupfrate. Aufgrund
des geringen Probenumfangs (n = 4), kdnnen die ermittelten statistischen Daten lediglich ein
Indiz fur vorliegende Unterschiede geben. Zur Ermittlung von Unterschieden in der Mortalitét
der Larven wurde die Gesamtmortalitit (Mortalitdit am letzten Beobachtungstag) der
einzelnen Varianten mittels des U-Tests nach Mann und Whitney analysiert. Das
Signifikanzniveau wurde fr alle Tests mit p < 0,05 angenommen. Hinweise auf signifikante
Unterschiede in Abbildungen erfolgen mit Sternchen nach folgender Einteilung:
p > 0,05 = n.s. (nicht signifikant), 0,05 >p > 0,01 =*, 0,01 > p > 0,001 = **, p < 0,001 = ***,
Fur Kombinationen, die eine signifikant unterschiedliche Mortalitat zur Tween- und DMSO-
Kontrolle aufwiesen, wurde der jeweils vorliegende Effekt (additiv, synergistisch oder
antagonistisch) ber einen y2-Test bestimmt (Morales-Rodriguez und Peck 2009, McVay et
al. 1977). Zunachst wurde die erwartete Mortalitdit (Mg) der Kombinationen anhand der
prozentualen Gesamtmortalitdt (der Mortalitdt des letzten Versuchstages), die durch
M. anisopliae (Mua) und das Schadlingsbekampfungsmittel (Msgm) allein verursacht wurde,
mit folgender Formel berechnet:

M4
M, =M M 1-—
E Ma Tt ( sBM X ( 100 ))
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Mit der erwarteten Mortalitat und der beobachteten Mortalitadt der Kombinationen (Mkomni)
wurde ein x?g)-Wert berechnet:

2 (MKombi B ME)Z
X&) = M,

Dieser y%g)-Wert wurde mit dem y2-Tabellenwert fur einen Freiheitsgrad (df = 1) und dem
0,95 Quantil (¥2 = 3,84) verglichen. Ein nicht-additiver Effekt war zu beobachten, wenn der
berechnete x2g)-Wert groRer als der Tabellenwert war. Wenn die Differenz aus beobachteter
und erwarteter Mortalitat der Kombination positiv war, wurde die signifikante Interaktion als

synergistisch, wenn sie negativ war als antagonistisch eingestuft (Finney 1947).

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Ermittlung der subletalen/subeffektiven Konzentrationen der Schéadlings-
bekampfungsmittel

4.3.1.1 Vollgesogene Weibchen

4.3.1.1.1 Fipronil

In der DMSO-Kontrolle legten 5 % der Weibchen keine Eier ab. Die abgelegten Eipakete
wogen 128,0 + 48,57 mg. Die Schlupfrate der gelegten Eier lag in der Kontrolle bei
58,2 + 22,37 %. Fipronil hatte in Konzentrationen von 0,064 und 0,32 ppm keine Wirkung auf
die Anzahl der eierlegenden Weibchen (3 = 0,69, p = 0,4) (Abb. 37).
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Abb. 37: Anteil der Weibchen von R. microplus (n = 75), die in Abhangigkeit von den
unterschiedlichen Fipronil-Konzentrationen 14 Tage nach der Behandlung keine Eier
abgelegt hatten. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent
oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5 % DMSO.
Die Kontrollmortalitat lag bei 5% und der ECso-Wert bei einer Konzentration von
1,53 (0,11 - 8,36) ppm.
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Die Eimenge und Schlupfrate unterschieden sich bei Behandlung mit 0,064 ppm nicht von der
Kontrolle (U > 2476, p>0,6). Bei Applikation von 0,32 ppm erhdhte sich die Menge der
abgelegten Eier (U =2232, p=0,029). Bei Behandlung mit 1,6 ppm legten 61 % der
Weibchen keine Eier ab (x* = 52,9, p < 0,001), damit reduzierte sich die Eimenge (U = 405,
p<0,001) und die Schlupfrate gegentiber der Kontrolle (U =284, p<0,001). Eine
Konzentration von 8 ppm bewirkte eine Eiablageinhibition bei 97 % der Weibchen (% = 127,
p <0,001). Es schlupften bei Behandlung der Weibchen mit 40 ppm keine Larven aus den
abgelegten Eiern (U=1,0, p=0,056). Die Eiablage konnte durch eine Behandlung mit
200 ppm komplett inhibiert werden (U =150, p <0,001) (Abb. 38). Aus diesen Werten
berechnete sich 14 Tage nach Behandlung ein ECso-Wert von 1,53 (0,11 — 8,36) ppm Fipronil
und ein ECgs-Wert von 8,76 (2,86 — 4,35 x 10°) ppm Fipronil (Abb. 37). Aufgrund des ECso-
Wertes, der Menge der abgelegten Eier und der Schlupfrate aus den Eiern wurden fiir die

Kombinationsversuche 0,064 und 0,32 ppm Fipronil gewahilt.
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Abb. 38: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit verschiedenen Fipronil-Konzentrationen. Als Kontroll-
substanz diente 5% DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene Linie), den
Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile an, Punkte
die Ausreil’er. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 75).

4.3.1.1.2. Amitraz

Weniger als 3% der Weibchen in der DMSO-Kontrolle legten keine Eier ab. Die
durchschnittliche Eimenge in der Kontrolle betrug 127,4 + 43,75 mg und die Schlupfrate lag
bei 56,9 £ 24,57 %. Die beiden niedrigsten Amitraz-Konzentrationen (0,064 und 0,32 ppm)
hatten keinen Einfluss auf die behandelten Weibchen (x* < 2,03, p > 0,15) und damit keinen
Einfluss auf die abgelegte Eimenge oder die Schlupfrate (U >2235, p>0,09). Nach

Behandlung mit 1,6 ppm Amitraz erfolgte bei 24 % der Weibchen keine Eiablage mehr
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(x* = 14,8, p<0,001) (Abb. 39). Es wurde sowohl die Eimenge (U = 1126, p <0,001) als
auch die Schlupfrate (U <1643,0, p <0,04) signifikant gegenlber der Kontrolle reduziert
(Abb. 40).

[96] [Probits]

100 10+

(o)
o
L
ol

Inhibition der Eiablage von
R. microplus

y=1,636 x + 3,605

3 0 3 3 0 3
log Amitraz-Konzentration [ppm] log Amitraz-Konzentration [ppm]
Abb. 39: Anteil der Weibchen von R. microplus (n =75), die in Abhangigkeit von den
unterschiedlichen Amitraz-Konzentrationen 14 Tage nach der Behandlung keine Eier
abgelegt hatten. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent
oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 5 % DMSO.

Die Kontrollmortalitat lag bei 3 % und der ECso-Wert bei einer Konzentration von
7,13 (3,42 - 13,5) ppm.
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Abb. 40: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die  Weibchen mit verschiedenen  Amitraz-Konzentrationen.  Als
Kontrollsubstanz diente 5% DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreilBer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 75).

Nach Behandlung mit 40 ppm legten mehr als 93 % der Weibchen keine Eier mehr ab
(x* = 124, p < 0,001). Bei Weibchen, die mit 200 ppm behandelt wurden, konnte die Eiablage
komplett inhibiert werden (U =75,0, p <0,001). Es wurde 14 Tage nach Behandlung ein
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ECso- bzw. ECgs-Wert von 7,13 (3,42 — 13,5) ppm bzw. 72,2 (31,7 — 423) ppm ermittelt (Abb.
39). Aufgrund des ECso-Wertes, der Menge der abgelegten Eier und der Schlupfrate aus den

Eiern wurden flr die Kombinationsversuche 0,32 und 1,6 ppm Amitraz gewahlt.

4.3.1.2 Eier

Die Dosis-Wirkungs-Versuche wurden an den Eiern fur alle Schadlingsbekdmpfungsmittel
parallel durchgefuhrt, so dass die Schlupfrate in der Kontrolle fur alle finf
Schédlingsbekdmpfungsmittel identisch war. Aus 28 % der Eier, die mit 1% DMSO
behandelt wurden, schlipften keine Larven.

4.3.1.2.1 Fipronil

Fipronil hatte in den drei niedrigsten Konzentrationen (0,0128, 0,064 und 0,32 ppm) keine
Wirkung auf die Schlupfrate (U > 48,0, p > 0,18). Die Schlupfrate der Larven aus Eiern, die
mit 1,6 ppm oder mehr behandelt wurden, war geringer als die Schlupfrate in der DMSO-
Kontrolle (U =13,5, p=0,001) (Abb. 41). Es schlupften keine Larven aus Eiern, die mit
200 ppm behandelt wurden (U =0, p < 0,001). Aus diesen Werten ergab sich ein LCso-Wert
von 0,36 (0,06 — 1,12) ppm Fipronil (Abb. 41) und ein LCgs-Wert von 81,4 (19,7 — 1288) ppm
(Tab. 14). Fur die Kombinationsversuche wurden 0,32 und 1,6 ppm Fipronil gewahlt.

4.3.1.2.2 Amitraz

Behandlungen der Eier mit bis zu 1,6 ppm Amitraz hatten auf die Schlupfrate der Larven
keinen Effekt (U>51,5, p>0,24). Nach Behandlung mit 1,6 ppm schlipften nur noch aus
33 % der Eier Larven (U =39, p =0,06). Die Schlupfrate konnte durch Behandlung der Eier
mit 8 ppm oder mehr signifikant reduziert werden (auf unter 22 %) (U = 27,5, p = 0,008). Es
schliipften keine Larven aus Eiern, die mit 200 ppm behandelt wurden (U = 6, p < 0,001). Aus
diesen Werten berechnete sich ein LCsp- bzw. LCgs-Wert von 0,66 (0,007 — 3,26) ppm bzw.
von 263 (36,1 — 3,67 x 10°) ppm Amitraz (Abb. 41, Tab. 14). Fiir die Kombinationsversuche
wurden 0,0128 und 0,064 ppm Amitraz gewahlt.

4.3.1.2.3 Permethrin

Erst die beiden hochsten Permethrin-Konzentrationen bewirkten einen Unterschied der
Schlupfrate im Vergleich zur Kontrolle (U < 37,5, p <0,045). Larven schltpften aus 29 % der
Eier, die mit 200 ppm behandelt wurden und aus 15 % der Eier, die mit 1000 ppm behandelt
wurden (Abb. 41). Fur Permethrin errechnete sich ein LCso-Wert von 83,3 (16,9 — 255) ppm.
Da mit der hochsten getesteten Konzentration die Schlupfrate auf maximal 85 % reduziert
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wurde, konnte nur eine Abschdtzung des LCgs-Wert vorgenommen werden (>30000 ppm

[4112 — 1,59 x 10" ppm]) (Tab. 14). Fiir die Kombinationsversuche wurde 40 ppm Permethrin

gewahlt.
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Abb. 41: Anteil der Eier von R. microplus (n=12), aus denen bis 42 Tage nach der
Behandlung mit unterschiedlichen Fipronil-, Amitraz-, Permethrin-, Imidacloprid- oder
NeemAzal-Konzentrationen keine Larven geschlupft waren. Kurven stellen berechnete
Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent dar. Als Kontrollsubstanz diente 1 % DMSO.
Die Kontrollmortalitdt lag bei 28 %. Fir Probitgleichung und LCgs-Werte mit
Fiduzialintervall siehe Tab. 14.
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Tab. 14: Gleichungen der Probit-Log Relation der Dosis-Wirkungs-Kurven sowie die
berechneten LCg-Werte mit Fiduzialintervallen  (Flgs) der  verschiedenen
Schéadlingsbekampfungsmittel fiir die Eier von R. microplus.

campfungemitel 1 o ko 0 PIODIE Lo Wert [opm]  Flss [opm]
Fipronil 12 y=0,698x +5,310 81,4 19,7 — 1288
Amitraz 12 y=0,632x+5,115 263 36,1-3,67x 10°
Permethrin 12 y=0,637x+ 3,777 31974 4112 - 1,6 x 10’
Imidacloprid 12 y=0,075x + 4,299 1,62 x 10* -

NeemAzal 12 y=0,013 x + 4,242 8,12 x 10'% -

4.3.1.2.4 Imidacloprid

Keine der getesteten Konzentrationen von Imidacloprid bewirkte eine signifikante
Verénderung der Schlupfrate im Vergleich zur Kontrolle (U > 56, p>0,38). Die geringste
Schlupfrate von 45 % trat in der Behandlung mit der hdchsten Imidacloprid-Konzentration
von 1000 ppm auf (Abb. 41). Aufgrund der geringen Wirkung von Imidacloprid in den
getesteten Konzentrationen konnte nur eine ungefdhre Abschatzung des LCso-Wertes
erfolgen. Es konnten aber keine Fiduzialintervalle ermittelt werden. Der LCso-Wert wurde mit
2,11 x 10° ppm und der LCgs-Wert mit >1,0 x 10> ppm ermittelt (Tab. 14). Aufgrund des
hohen LCso-Wertes und der folglich geringen Wirksamkeit wurden fur die Eier keine

Kombinationsversuche mit Imidacloprid durchgefuhrt.

4.3.1.2.5 NeemAzal

Die Schlupfinhibition durch NeemAzal lag maximal bei 50 % (200 ppm). Es konnte aber mit
keiner der getesteten Konzentrationen eine signifikant geringere Schlupfrate als in der
Kontrolle erzielt werden (U>57,5, p>0,41) (Abb. 41). Da mit der hdchsten getesteten
Konzentration max. 50 % der Larven am Schlipfen aus den Eiern gehindert werden konnten,
liell sich aus den Werten kein realistischer LCso-Wert bestimmen und es konnten auch keine
Fiduzialintervalle ermittelt werden. Der LCso-Wert wurde mit 9,36 x 10% ppm berechnet. Der
LCos-Wert lag deutlich hdher (8,12 x 10*® ppm) (Tab. 14). Aufgrund des extrem hohen
errechneten LCso-Wertes wurden fur die Eier keine Kombinationsversuche mit NeemAzal

durchgefthrt.
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4.3.1.3 Ungesogene Larven

4.3.1.3.1 Fipronil

In der Kontrolle starben innerhalb von 14 Tagen 12 % der getesteten Larven. Die Mortalitét in
der Kontrolle und in den Fipronil-Behandlungen bis 8 ppm unterschied sich nicht (U > 27,0
p >0,089). Nach Behandlung mit 8 ppm oder mehr starben mehr Larven (77 %) als in der
Kontrolle (U<7,55, p<0,001). Alle Larven starben, wenn sie mit 1000 ppm behandelt
wurden (U=0, p<0,001). Aus diesen Werten errechnete sich ein LCsp-Wert von
0,26 (0,03 — 0,84) ppm Fipronil (Abb. 42) und ein LCgs-Wert von 68,5 (17,4 — 1075) ppm
(Tab. 15). Fur die Kombinationsversuche wurden 0,0128 und 0,064 ppm Fipronil gewahlt.

Tab. 15: Gleichungen der Probit-log Relation der Dosis-Wirkungs-Kurven sowie die
berechneten LCgs-Werte mit Fiduzialintervallen  (Flgs) der  verschiedenen
Schadlingsbekampfungsmittel fur die Larven von R. microplus.

Schadlingsbe- i it-

kémpfungsmittel n E)gelézraqgoﬂer PrDIt 1 Cos-Wert [ppm]  Flos [ppm]
Fipronil 10 y=0,679x+ 5,399 68,5 17,44 — 1075
Amitraz 10 y=0276x+5211  160x10° 821 1,60 x 10%
Permethrin 6 y=1,011x+ 2,722 7578 2597 — 63975
Imidacloprid 6 y =2,563 x - 2,254 2965 1644 — 36100
NeemAzal 6 y=2,679 x-4,137 10599 5365 — 3,65 x 10°

4.3.1.3.2 Amitraz

Die Kontrollmortalitat betrug 12 %. Die Mortalitat in den Behandlungen mit bis zu 8 ppm
Amitraz war nicht unterschiedlich zu der in der Kontrolle (U > 35,0, p > 0,28). Behandlungen
mit Amitraz-Konzentrationen von 40, 200 oder 1000 ppm verursachten eine signifikant
hohere Mortalitat (70 bis 100 %) als die DMSO-Kontrolle (U < 11,0, p <0,003). Es wurde ein
LCso-Wert von 0,17 (8,78 x 10"°—3,73) ppm Amitraz und ein LCos-Wert von
1,60 x 10° (821 — 1,60 x 10*®) ppm ermittelt (Abb. 42, Tab. 15). Fir die Kombinations-
versuche wurden 0,0128 und 0,064 ppm Amitraz gewéhlt.

4.3.1.3.3 Permethrin

In der Kontrolle starben etwas weniger als 12 % der Larven. Keine der Konzentrationen (bis
auf 5000 ppm) verursachte eine gegentiber der Kontrolle gesteigerte Mortalitat (U > 28,0,
p>0,105). Es starben aber alle Larven, die mit 5000 ppm behandelt wurden (U =0,0,
p <0,001). Der LCso-Wert bzw. LCgs-Wert fur Permethrin wurde mit 179 (74,3 — 362) ppm
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bzw. 7578 (2597 — 63975) ppm errechnet (Abb. 42, Tab. 15). Fir die Kombinationsversuche
wurden 8 und 40 ppm Permethrin ausgewahlt.
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Abb. 42: Anteil der toten, ungesogenen Larven von R. microplus in Abhangigkeit der
unterschiedlichen Fipronil-, Amitraz-, Permethrin-, Imidacloprid- oder NeemAzal-
Konzentrationen 14 Tage nach Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-
Beziehungen in Prozent dar. Als Kontrollsubstanz diente 1% DMSO. Die
Kontrollmortalitat lag bei 12-15%. Fir Probitgleichung und LCgs-Werte mit
Fiduzialintervall siehe Tab. 15.
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4.3.1.3.4 Imidacloprid

Die Kontrollmortalitat betrug 15 %. Behandlungen mit bis zu 200 ppm Imidacloprid erhéhten
die Mortalitat nicht signifikant im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (U >12,0, p > 0,394).
Konzentrationen von 1000 bzw. 5000 ppm verursachten Mortalitdten von 70 bzw. 100 %.
Diese waren tendenziell hoher als die in der Kontrolle (U=7,0, p=0,093 [1000 ppm],
U =0,0 p=0,071 [5000 ppm]). Der LCsp- bzw. LCgs-Wert wurde mit 676 (238 — 1080) ppm
bzw. 2965 (1644 — 36100) ppm ermittelt (Abb. 42, Tab. 15). Fir die Kombinationsversuche
wurden 40 und 200 ppm Imidacloprid gewahlt.

4.3.1.3.5 NeemAzal

Es starben in der Kontrolle 13 % der getesteten Larven. Einen Unterschied zwischen der
Mortalitat in der Kontrolle und in den NeemAzal-Behandlungen gab es nur bei der hochsten
Konzentration von 5000 ppm (81 % Mortalitat) (U =1,0, p =0,002). Aus diesen Werten
berechnete sich ein LCsp-Wert von 2577 (1061 —4875) ppm und ein LCgs-Wert von
10599 (5365 — 3,6 x 10°) ppm NeemAzal (Abb. 42, Tab. 15). Da NeemAzal nur bis 200 ppm
auf Kompatibilitadt gegentuber MA-K und MA-7 getestet wurde, aufgrund des hohen LCso-
Wertes aber deutlich hohere Konzentrationen von NeemAzal fir die Kombinationsversuche

bendtigt worden waren, wurden keine Kombinationsversuche mit NeemAzal durchgefiihrt.

4.3.2 Ermittlung der konzentrationsabhangigen Wirkungsgrade von MA-K und MA-7
4.3.2.1 Vollgesogene Weibchen

Die Kontrollmortalitat in den Dosis-Wirkungs-Versuchen mit M. anisopliae lag bei circa 2 %.
Es wuchs aus 78 % der mit MA-K oder MA-7 behandelten Weibchen Pilzmyzel aus. Die
Mortalitat in den Behandlungen von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K oder MA-7 sowie von
1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 unterschied sich nicht von der Kontrolle (XZ <19, p>0,17). Es
starben aber mehr Weibchen nach Behandlung mit 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K als in der
Kontrolle (3° = 6,2, p = 0,013). Bei Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K bzw. MA-7
starben 20 % bzw. 35 % der Weibchen (XZ >10,4, p<0,001). Alle Weibchen starben nach
Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml (XZ =116, p < 0,001). Die Mortalitaten von MA-K und
MA-7 unterschieden sich in den jeweiligen Konzentrationen nicht voneinander (y°<2,1,
p>0,14). Bei der Berechnung der LCso-Werte ergab sich (14 Tage nach Behandlung) fur
MA-K eine Konzentration von 2,56 x 10° Konidien/ml und fir MA-7 eine Konzentration von
1,10 x 10° (1,53 x 10° — 5,64 x 10°) Konidien/ml (Abb. 43). Auch die LCos-Werte waren mit
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1,47 x 10® bzw. 1,92 x 10% (2,39 x 10" — 9,17 x 10"°) Konidien/ml fir MA-K bzw. MA-7
ahnlich.

Die Eipakete, die von Weibchen in der Kontrollgruppe abgelegt wurden, wogen
132,1 £ 42,54 mg (Abb. 44). Eine Abnahme der gelegten Eipakete im Vergleich zur Kontrolle
konnte ab 1,0 x 10* Konidien/ml von MA-K (mit der Ausnahme bei 1,0 x 10° Konidien/ml)
und ab 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 erreicht werden (U < 1390, p < 0,043). Unterschiede
in den Eigewichten durch die eingesetzten Konzentrationen von MA-K und MA-7 ergaben
sich nur bei 1,0 x 10* und 1,0 x 10° Konidien/ml (U < 1290, p < 0,015). In den Behandlungen
mit den héheren Konzentrationen der beiden Pilzstdamme war die Menge der Eier aber nicht
unterschiedlich (U > 1646, p > 0,42).
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Abb. 43: Anteil der toten, vollgesogenen Weibchen von R. microplus (n=60) in
Abhangigkeit von den unterschiedlichen MA-K- und MA-7-Konzentrationen. Kurven
stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent oder Probits mit 95 %
Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 0,05% Tween80. Die
Kontrollmortalitat lag bei 2 %. Der LCso-Wert lag fir MA-7 bei einer Konzentration
von 1,10 x 10° (1,53 x 10°—5,64 x 10°) Konidien/ml und fir MA-K bei 2,56 x 10°
Konidien/ml.
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Werden die Eipakete von Weibchen, die innerhalb des Versuchszeitraums gestorben waren,
nicht berucksichtigt, waren die abgelegten Eimengen in den Behandlungen mit MA-K, MA-7
oder 0,05 % Tween 80 ahnlich (U > 1125, p > 0,068).
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Abb. 44: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit verschiedenen MA-K- und MA-7-Konzentrationen. Als
Kontrollsubstanz diente 0,05 % Tween80. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreiRer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney). Sternchen zeigen Unterschiede
zwischen MA-K und MA-7 an (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 60).

Die Schlupfrate der Larven aus den Eiern lag in der Kontrolle bei 66,1 + 23,69 % (Abb. 44).
Wurden die Weibchen mit mindestens 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K oder 1,0 x 10*
Konidien/ml von MA-7 behandelt, war die Schlupfrate der Larven aus diesen Eiern gegentiber
der Kontrolle signifikant niedriger (U <1354, p <0,038). Nur in der héchsten Konzentration
gab es zwischen MA-K und MA-7 einen Unterschied in der Schlupfrate (U = 718, p = 0,009).
Es machte fiir die Schlupfrate keinen Unterschied, ob die Eier von Weibchen, die im
Versuchszeitraum gestorben waren, in die Auswertung mit einbezogen wurden oder nicht. Die
Schlupfrate in den Behandlungen ab 1,0 x 10* Konidien/ml MA-K oder MA-7 war im

135



Bekdmpfung von R. microplus durch M. anisopliae und Schadlingsbek&mpfungsmittel

Vergleich zu der Schlupfrate in der Tween-Kontrolle signifikant niedriger, wenn nur Eier von
am Leben gebliebenen Weibchen betrachtet wurden (U <1157, p <0,008). Aufgrund des
ECso-Wertes, der Menge der abgelegten Eier und der Schlupfrate aus den Eiern wurden fir

die Kombinationsversuche 1,0 x 10° und 1,0 x 10" Konidien/ml ausgewahlt.

4.3.2.2 Eier

In der Kontrolle schliipften 19 % der Larven nicht (Abb. 45). Ein Myzelauswuchs begann 18
Tage nach Behandlung und war in allen Versuchen ab 1,0 x 10° Konidien/ml zu beobachten.
Der Anteil der verpilzten Eier nahm konzentrationsabhangig zu. Die Behandlung der Eier mit
Konzentrationen zwischen 1,0 x 10* und 1,0 x 10®° Konidien/ml von MA-K hatte keinen
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Abb. 45: Anteil der Eier von R. microplus (n=12), aus denen bis 42 Tage nach der
Behandlung mit unterschiedlichen MA-K-und MA-7-Konzentrationen keine Larven
geschlipft waren. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent
oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 0,05 %
Tween80. Die Kontrollmortalitat lag bei 19 %. Der LCs-Wert lag fir MA-7 bei einer
Konzentration von 3,72 x 10* (3,10 x 10% — 2,36 x 10°) Konidien/ml und fir MA-K bei
7,87 x 10° (2,36 x 10" — 5,85 x 10'°) Konidien/ml.

136



Bekdmpfung von R. microplus durch M. anisopliae und Schadlingsbek&mpfungsmittel

Effekt auf den Anteil der geschliipften Larven (U > 43,0, p>0,10). Ab 1,0 x 10* Konidien/ml
von MA-K nahm der Anteil der geschliipften Larven konzentrationsabhangig auf bis zu 30 %
(1,0 x 10® Konidien/ml) ab (U < 34,5, p < 0,028).

In den niedrigsten Konzentrationen von MA-7 gab es keine Unterschiede zur Kontrolle
(U>55, p>0,35). Ab 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 war der Anteil der geschliipften
Larven signifikant geringer im Vergleich zur Kontrolle und nahm konzentrationsabhéngig auf
bis zu 10 % ab (U <33,5, p<0,024) (Abb. 45). Die Unterschiede zwischen den beiden
M. anisopliae-Stammen in den Konzentrationen bis 1,0 x 10° Konidien/ml waren nicht
signifikant (U >45,5, p>0,12). Die Schlupfrate war nach Behandlung mit 1,0 x 10" und
1,0 x 10® Konidien/ml MA-7 aber geringer als mit MA-K (U < 21,0, p <0,002). Der LCso-
Wert fiir MA-K bzw. MA-7 wurde 42 Tage nach Behandlung mit 7,87 x 10° (2,36 x 10*—
5,85 x 10*°) Konidien/ml bzw. 3,72 x 10* (3,10 x 10° — 2,36 x 10°) Konidien/ml errechnet.
Fiir den LCos-Wert ergaben sich Konzentrationen von 2,04 x 10* (3,67 x 10*° — 1,27 x 10%")
Konidien/ml von MA-K oder 8,09 x 10° (6,20 x 10" — 9,03 x 10) Konidien/ml von MA-7
(Abb. 45). Fir die Kombinationsversuche wurde fir MA-K 1,0x 10° und 1,0 x 10°
Konidien/ml und fiir MA-7 1,0 x 10?und 1,0 x 10% Konidien/ml gewahlt.

4.3.2.3 Ungesogene Larven

Es starben 3,3 % der Larven innerhalb von 28 Tagen, wenn sie mit 0,05 % Tween80
behandelt wurden. Es konnte an 72 % der toten Larven ein Myzelauswuchs beobachtet
werden. Nur die geringste Konzentration von 1,0 x 10" Konidien/ml von MA-K und MA-7
verursachte eine &hnlich geringe Mortalitat wie die Tween-Behandlung (U = 25,0, p = 0,06
[MA-K], U=36,0, p=0,32 [MA-7]). Die Mortalitit nahm mit steigender Konidien-
Konzentration zu und erreichte bei 1,0 x 10® Konidien/ml einen Wert von 86 % (MA-K) bzw.
94 % (MA-7) (U <23,5, p<0,043). Fur den errechneten LCso-Wert nach 28 Tagen fur MA-
K bzw. MA-7 ergab sich eine Konzentration von 8,32 x 10° (9,99 x 10* — 2,94 x 107)
Konidien/ml bzw. 5,39 x 10* (5,41 x 10% — 2,79 x 10°) Konidien/ml (Abb. 46). Der LCgs-Wert
wurde fir MA-K mit 7,13 x 10° (1,14 x 10® — 1,10 x 10**) Konidien/ml und fur MA-7 mit
1,53 x 10° (1,39 x 10% — 1,19 x 10*") Konidien/ml ermittelt. Da die Unterschiede zwischen
MA-K und MA-7 in den einzelnen Konzentrationen jedoch nicht signifikant waren (U > 28,0,
p>0,11), wurde sowohl fir MA-K als auch fir MA-7 fir die Kombinationsversuche
1,0 x 10°und 1,0 x 10° Konidien/ml gewihlt.
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Abb. 46: Anteil der toten, ungesogenen Larven von R.microplus (n=10) in
Abhangigkeit der unterschiedlichen MA-K- und MA-7-Konzentrationen 28 Tage nach
der Behandlung. Kurven stellen berechnete Dosis-Wirkungs-Beziehungen in Prozent
oder Probits mit 95 % Fiduzialintervall dar. Als Kontrollsubstanz diente 0,05 %
Tween80. Die Kontrollmortalitat lag bei 3,3 %. Der LCs-Wert lag fur MA-7 bei einer
Konzentration von 5,39 x 10* (5,41 x 10° — 2,79 x 10°) Konidien/ml und fiir MA-K bei
8,32 x 10° (9,99 x 10" — 2,94 x 10") Konidien/ml.

4.3.3 Versuche mit den Kombinationen aus M. anisopliae und Schadlings-
bekampfungsmitteln

4.3.3.1 Vollgesogene Weibchen

4.3.3.1.1 M. anisopliae und Fipronil

4.3.3.1.1.1 Mortalitat

Es starben innerhalb von 14 Tagen 2 % der Weibchen in der Tween- und 7 % in der DMSO-
Kontrolle. Bei Behandlung mit 0,064 ppm bzw. 0,32 ppm Fipronil starben 5 % bzw. 9 % der
Weibchen. Die Mortalitdten in den Fipronil-Behandlungen unterschieden sich nicht
signifikant von der Mortalitat in der DMSO-Kontrolle (y*> < 0,2, p > 0,69).

MA-K und Fipronil
Alle Behandlungen mit MA-K allein (oder in Kombination mit Fipronil) verursachten eine
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signifikant hohere Mortalitat als die Tween- (bzw. DMSO-) Kontrolle (%> > 13,8, p < 0,001)
(Abb. 47). Die Chancenverhéltnisse der MA-K-Fipronil-Kombinationen zu DMSO waren
deutlich héher (mindestens neunmal) als die jeweiligen Fipronil-Varianten allein (Tab. 16).
Die Chancenverhéltnisse der Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml und 0,064 ppm sowie
der Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml und 0,32 ppm zu Tween waren deutlich geringer
als das Chancenverhéltnis von MA-K allein, und damit war die Wahrscheinlichkeit, dass
durch die Kombinationen eine Mortalitat verursacht wird, geringer als fur MA-K allein. Die
Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml mit der hoheren Fipronil-Konzentration wies aber
ein hoheres Chancenverhéltnis auf, ebenso wie die Kombinationen mit 1,0 x 10" Konidien/ml.
Die Interaktion von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 0,064 ppm war antagonistisch. Die

Interaktionen in den anderen Kombinationen waren additiv.

MA-7 und Fipronil

In allen Behandlungen mit MA-7 (allein und in Kombination mit Fipronil) war die Mortalitat
signifikant hoher als in der Kontrolle (3> > 13,8, p <0,001). Auch war die Mortalitat in den
Kombinationen hoher als die in der DMSO-Kontrolle (¥*>9,8, p <0,002) (Abb. 48). Die
Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren hoher als die der Fipronil-Varianten. Die
Chancenverhéltnisse beider Kombinationen von Fipronil mit 1,0 x 10° Konidien/ml waren
hoher als das von MA-7 allein. Die Kombinationen mit 1,0 x 10" Konidien/ml und die
Kombination mit 1,0 x 10® Konidien/ml wiesen deutlich geringere Chancenverhaltnisse auf
als MA-7 allein. Der Interaktion von 1,0 x 10® Konidien/ml und 0,32 ppm war antagonistisch.
Die Effekte alle anderen Kombinationen waren additiv (Tab. 17).

Der Vergleich der beiden Stamme ergab, dass 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination mit 0,32 ppm Fipronil eine (tendenziell) geringere Mortalitat verursachte als
MA-K oder die dazugehdrigen Kombinationen (x> > 3,7, p <0,055) (Abb. 47 und Abb. 48).
Alle anderen Varianten wiesen eine gleichartige Mortalitét auf (> < 2,6, p > 0,11).

4.3.3.1.1.2 Eiablage
Weibchen, die mit 0,05% Tween80 bzw. 1% DMSO behandelt wurden, legten
125,8 + 41,34 mg bzw. 129,1 + 43,11 mg Eier (Abb. 49). Die Eimengen in den Ansdtzen von
0,05 % Tween80, 1% DMSO, 0,064 ppm Fipronil und 0,32 ppm Fipronil waren &hnlich
(U > 1555, p>0,58).
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MA-K und Fipronil

Die niedrigste Konidien-Konzentration von MA-K (1,0 x 10° Konidien/ml) hatte weder allein
noch in Kombination mit Fipronil einen Einfluss auf die abgelegte Eimenge im Vergleich mit
der Tween- oder der DMSO-Kontrolle oder Fipronil allein (U > 1482, p > 0,27). Es gab auch
keine Unterschiede zwischen den Eimengen in den Kombinationen und der Behandlung mit
MA-K (U > 1618, p >0,61). Die Eiablage konnte in allen Behandlungen mit 1,0 x 10" oder
1,0 x 10® Konidien/ml allein oder in Kombination mit Fipronil im Vergleich zur Eimenge in
den Behandlungen mit Tween, DMSO und Fipronil reduziert werden (U <1158, p <0,01).
Zwischen der Eimenge in den Kombinationen und in der Behandlung mit MA-K gab es keine
Unterschiede (U > 1316, p > 0,14).

MA-7 und Fipronil

Die Kombination von 1,0x 10° Konidien/ml MA-7 mit 0,064 ppm verringerte (in der
Tendenz) die Anzahl der abgelegten Eier im Vergleich zur Behandlung mit Tween, DMSO
oder Fipronil allein (U = 1330, p=0,071 [Tween], U =1302, p =0,05 [DMSQ], U = 1294,
p = 0,061 [0,064 ppm]). Die Eimenge in dieser Kombination war auch geringer als die in der
Behandlung mit MA-7 (U = 1198, p = 0,032). Die Eimenge in der Behandlung mit 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-7 allein und der anderen Kombination (1,0 x 10° Konidien/ml mit
0,32 ppm) unterschied sich aber nicht von denen in der Kontroll- und Fipronil-Behandlung
(U>1394, p>0,2) (Abb. 50). In der Behandlung mit der Kombination aus 1,0 x 10’
Konidien/ml und 0,064 ppm oder mit MA-7 allein wurden weniger Eier als in den Kontroll-
Behandlungen und in der Fipronil-Behandlung abgelegt (U <1116, p<0,004). Die
Kombination mit der héheren Fipronil-Konzentration verringerte die Eimenge im Vergleich
zur Tween- bzw. DMSO-Kontrolle, und der Fipronil-Behandlung kaum (U > 1338,
p>0,042). Zwischen den Kombinationen und MA-7 allein gab es keine Unterschiede
(U>1380, p>0,097). Beide Behandlungen mit 1,0 x 10® Konidien/ml (allein und in
Kombination mit 0,32 ppm) reduzierte die Menge der abgelegten Eier im Vergleich zu
Tween, DMSO und Fipronil signifikant (U <740, p <0,018). Es gab aber keine Unterschiede
zwischen der Behandlung mit der Kombination und MA-7 allein (U =517 p = 0,26). Nur die
abgelegte Eimenge der Weibchen, die mit der Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K
und 0,32 ppm Fipronil behandelt wurden, wurde stérker verringert als die Eimenge von
Weibchen, die mit der entsprechenden Kombination von MA-7 behandelt wurden (U = 1315,
p =0,044). Bei allen anderen Varianten gab es zwischen den beiden Pilzstdmmen beziiglich
der Eimenge keine Unterschiede (U > 1387 p > 0,19).
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Abb. 47: Mortalitat der vollgesogenen Weibchen von R. microplus tUber den Versuchszeitraum von 14 Tagen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination.
Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
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Tab. 16: y> und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitdt der vollgesogenen Weibchen von
R. microplus und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°%, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zuséatzlich wurden fur
Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein y2-
Wert (¢*g) berechnet, um den auftretenden Effekt flr die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen.

Kontrolle 0,05 % Tween80 1 % DMSO
Behandlung n x>-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV Mg x%g Effekt
Fipronil [ppm] 0,064 | 56 0,1 0,733 0,8
0,32(58 02 0,693 1,3
MA-K 1,0 x 10° 59 32,2 <0,001 50,6

[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,064 |57 21,0 <0,001 30,3 13,8 <0,001 7,2 50,3 4,6 antagonistisch
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 10,3258 34,8 <0,001 56,0 26,6 <0,001 13,3 52,0 0,1 additiv
1,0 x 10’ 56 47,0 <0,001 86,5
1,0 x 10’ & 0,064 |58 50,4 <0,001 98,7 41,3 <0,001 23,3 62,8 0,0 additiv
1,0x10" & 0,3256 54,5 <0,001 109,1 46,2 <0,001 25,8 64,1 0,1 additiv
1,0 x 10° 35 94,4 <0,001 597,3
1,0x10%& 0,3236 75,0 <0,001 232,0 67,4 <0,001 54,9 92,2 1,5 additiv
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Abb. 48: Mortalitat der vollgesogenen Weibchen von R. microplus tUber den Versuchszeitraum von 14 Tagen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°%, 1,0 x 10 oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination.
Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang-Test mit df = 1) (n = siehe Werte in Klammern).
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Tab. 17: 2~ und p-Werte des Log-Rang-Testes (df = 1) zur Mortalitat der vollgesogenen Weibchen von
R. microplus und die Chancenverhaltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10 oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurde fur
Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein -
Wert (¢*g) berechnet, um den auftretenden Effekt fir die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen.

Kontrolle 0,05 %Tween80 1% DMSO
Behandlung n x>-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV Mg x%g Effekt
Fipronil [ppm] 0,064 | 56 0,1 0,733 0,8
0,32(58 02 0,693 1,3
MA-7 1,0 x 10° 54 13,8 <0,001 19,6

[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,064 |58 16,5 <0,001 23,2 9,8 0,002 55 29,9 0,0 additiv
Fipronil [ppm]  1,0x10°& 0,32 |57 18,3 <0,001 25,8 11,6 0,001 6,1 32,3 0,0 additiv

1,0 x 10’ 56 45,4 <0,001 80,3

1,0x 10" & 0,064 |57 43,6 <0,001 77,0 35,1 <0,001 18,2 61,1 0,2 additiv

1,0x 10’ & 0,32 (60 38,7 <0,001 64,0 30,5 <0,001 15,1 62,5 1,3 additiv

1,0 x 10° 34 84,1 <0,001 324,8

1,0x10°& 10,3236 43,3 <0,001 784 34,6 <0,001 18,6 86,6 9,2 antagonistisch

144



Bekdmpfung von R. microplus durch M. anisopliae und Schadlingsbek&mpfungsmittel

MA-K
; 1,0x 108
250 a a a a a a a a a a b b b
4 L ]
200 : i ; 100 :
°
_ —, 801 7
= 150 S
= L 601
‘@ 100 A :—‘E
‘XU [S IR
o 0 = .
w50 . ° S s ®
« ¢ B 20
L [ ® ®
0 ° ° L4 . . . $ 0 L] . . :
n= 59 57 58 n= 59 57 58
= 1,0x 107
250 a a a a b b a a a a b b b
° 100 ®
200 °
- T P s
— — 80 o
(o) 4 =)
£ 150 S
@ g 607
2 100 ug_
=3 . i 40 A <
[ J S
50 . 8 ° 3 20{ § .
] °
0 . . L4 . $ : 04 . ® ] 2
n= 56 58 56 n= 56 58 56
. 1,0x 108
250 a a a b b a a a b b
2001 s 100 1 .
— '] [ 80 L
g 1501 .« X .
o % 60 °
< 100 E
=2 s 3 40
Wog =
50 . 8 & 20 8
[ ]
0 . L] . 0 L] . H
n= 57 57 56 58 35 36 n= 57 57 56 58 35 36
005% 1% 0,064 0,32 Konidien/ml & 0,05% 1% 0,064 0,32 Konidien/ml &
Tween DMSO  Fipronil 0 0,064 0,32 Tween DMSO  Fipronil 0 0,064 0,32
80 [ppm] Fipronil [ppm] 80 [ppm] Fipronil [ppm]

Abb. 49: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit 1,0 x 10° 1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-K und
mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreiRer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney).

Werden die Eipakete von Weibchen, die innerhalb des Versuchszeitraum gestorben waren,
nicht mit ausgewertet, zeichnet sich ab, dass sich nur die Behandlung mit der Kombination
aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K und 0,064 ppm Fipronil von der Behandlung mit Tween,
DMSO und MA-K allein (tendenziell) unterschied (U <439, p <0,088). Aulierdem legten die
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Weibchen, die mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und 0,064 ppm Fipronil behandelt wurden,
im Vergleich zu denen, die mit MA-7 allein behandelt wurden, weniger Eier ab (U = 606,
p = 0,043). Bei allen anderen Varianten konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden, wenn die Eimenge der gestorbenen Weibchen nicht mit einbezogen wurden (U > 421,
p >0,10).

4.3.3.1.1.2 Schlupfrate

Der Anteil der Larven, die aus den abgelegten Eiern schlipften, betrug 72,0 + 24,34 % bzw.
65,9 = 33,52 % in der Tween- bzw. DMSO-Kontrolle (Abb. 49). Der Anteil der geschliipften
Larven unterschied sich in den Ansatzen mit 0,05 % Tween80, 1% DMSO und Fipronil
(0,064 ppm oder 0,32 ppm) nicht (U > 1387, p > 0,29).

MA-K und Fipronil

In allen Behandlungen mit MA-K allein und in den Kombinationen war die Schlupfrate
signifikant geringer als in der Tween- oder DMSO-Kontrolle (U <1009, p <0,001) (Abb. 49).
Die Schlupfrate in den Kombinationen war auch signifikant geringer als die in den Fipronil-
Behandlungen (U <855, p <0,001). Zwischen der Schlupfrate in den Kombinationen und der
in den entsprechenden MA-K-Konzentrationen gab es aber keine Unterschiede (U > 1403,
p>0,16).

MA-7 und Fipronil

Die Schlupfrate in den Behandlungen mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination war signifikant niedriger als in den Kontrollen und den Fipronil-Behandlungen
(U<801,5 p<0,001) (Abb. 50). Zwischen den drei Varianten gab es aber bezlglich der
Schlupfrate keine Unterschiede (U >1356, p>0,17). Auch in den Behandlungen mit den
hoheren MA-7-Konzentrationen (1,0 x 10" und 1,0 x 10° Konidien/ml) reduzierte sich die
Schlupfrate signifikant gegentber den Kontrollen und den Fipronil-Behandlungen (U < 501,5,
p <0,001). Der Vergleich der Schlupfraten der drei MA-7-Varianten ergab Kkeine
Unterschiede (U > 1278, p > 0,42).

Der Anteil der geschliipften Larven war in den Behandlungen mit 1,0 x 10° sowie bei
1,0 x 10" Konidien/ml allein und in Kombination mit 0,064 ppm oder 0,32 ppm Fipronil bei
MA-7 geringer als in den MA-K-Behandlungen (U <1136, p <0,025). Bei allen anderen
Varianten gab es zwischen den beiden Pilzstdmmen keine Unterschiede beziiglich der
Schlupfrate (U > 1396, p > 0,19).
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Abb. 50: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit 1,0 x 10°%, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und
mit 0,064 oder 0,32 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreiRer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney).

Fir die Berechnung der Schlupfrate machte es keinen Unterschied, ob die Eier von Weibchen,
die innerhalb des Versuchszeitraums gestorben waren, in die Auswertung mit einbezogen
wurden oder nicht. Die Schlupfraten in allen Behandlungen mit Pilz waren signifikant

niedriger als die in den Kontrollen und den Fipronil-Behandlungen (U < 565, p <0,10), auch
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wenn nur Eier von Weibchen, die bis zum Ende des Versuches noch am Leben waren, mit

einbezogen wurden.

4.3.3.1.2 M. anisopliae und Amitraz

4.3.3.1.2.1 Mortalitat

In der Tween- und in der DMSO- Kontrolle starben 2 % bzw. 7 % der Weibchen innerhalb
von 14 Tagen. Die Mortalitaten in den Amitraz-Behandlungen lagen bei 9 % (0,32 ppm) bzw.
14 % (1,6 ppm) und unterschieden sich nicht von der Mortalitat in der DMSO-Kontrolle
(¥*<15,p=>0,21).

MA-K und Amitraz

MA-K allein (oder in Kombination mit Amitraz) verursachte eine signifikant hohere
Mortalitat als die Tween-Kontrolle (und die DMSO-Kontrolle) (y>> 21,7, p <0,001) (Abb.
51). Die Chancenverhdltnisse der MA-K-Amitraz-Kombinationen waren drei- bis
siebzehnmal hoher als die jeweilige Amitraz-Konzentration allein (Tab. 18). Die
Chancenverhaltnisse der Kombinationen aus 1,0 x 10° und 1,0 x 108 Konidien/ml von MA-K
und Amitraz waren aber geringer als die von MA-K allein. Die Chancenverhaltnisse der
Kombinationen von 1,0 x 10’ Konidien/ml und Amitraz waren deutlich hoher als das von
MA-K allein (Tab. 18). Trotz der niedrigen Chancenverhéltnisse war nur die Interaktion von
1,0 x 10° Konidien/ml und 1,6 ppm Amitraz antagonistisch. Fiir alle anderen Kombinationen

waren die Interaktionen (noch) additiv.

MA-7 und Amitraz

Auch alle Behandlungen mit MA-7 wiesen eine signifikant héhere Mortalitat als die Tween-
und DMSO-Kontrolle auf (y®>> 30,0, p<0,001) (Abb. 52). Die Chancenverhéltnisse der
MA-7-Amitraz-Kombinationen waren mehr als siebenmal héher als die jeweiligen Amitraz-
Behandlungen (Tab. 19). Die Chancenverhltnisse der beiden Kombinationen aus 1,0 x 10°
Konidien/ml von MA-7 und Amitraz waren deutlich hoher als das Chancenverhaltnis von
MA-7 allein. Die Chancenverhaltnisse der Kombinationen mit 1,0 x 10’ und 1,0 x 10®
Konidien/ml hatten aber ein deutlich niedrigeres Chancenverhaltnis als das von MA-7 allein
(Tab. 19). Die Interaktionen von 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und beiden Amitraz-
Konzentrationen waren synergistisch. Alle anderen Kombinationen wiesen additive Effekte

gegenuber den vollgesogenen Weibchen auf.
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Im Vergleich verursachte die Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination mit 1,6 ppm sowie die Kombination von 1,0 x 10” Konidien/ml MA-7 mit
1,6 ppm eine geringere Mortalitat als die Behandlung mit Kombinationen der entsprechenden
MA-K-Konzentrationen (y>>5,5, p<0,019). Alle anderen Varianten wiesen &hnliche
Mortalitaten auf (> < 1,6, p > 0,21).

4.3.3.1.2.2 Eiablage

Weibchen, die mit 0,05% Tween80 oder 1% DMSO behandelt wurden, legten
1258 £41,34 mg bzw. 129,1+43,11mg Eier ab (Abb. 53). Die Eimenge in den
Behandlungen von 0,05 % Tween80, 1 % DMSO oder 0,32 ppm Amitraz unterschied sich
nicht (U > 1305, p > 0,17). Die Behandlung mit 1,6 ppm reduzierte die Eimenge im Vergleich
zur Kontrolle (U <292, p < 0,001).

MA-K und Amitraz

Die abgelegten Eimengen der Weibchen, die mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in
Kombination mit 0,32 ppm Amitraz behandelt wurden, waren vergleichbar mit den Eimengen
der Weibchen in den Tween-, DMSO- oder Amitraz-Behandlungen (U > 1392, p > 0,083).
Auch zwischen der MA-K-Behandlung allein und der Kombination mit 0,32 ppm gab es
keinen Unterschied (U = 1642, p = 0,50). Weibchen, die mit der Kombination von 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-K und 1,6 ppm Amitraz behandelt wurden, legten weniger Eier als die in
der Tween-, DMSO-Kontrolle oder in der MA-K-Behandlung ab, aber mehr als die, die mit
1,6 ppm Amitraz allein behandelt wurden (U =969, p<0,001 [Kontrolle], U=1217,
p=0,021 [MA-K] U=566, p<0,001 [1,6ppm]). Nach Behandlung mit 1,0x 10’
Konidien/ml MA-K allein oder mit den beiden Kombinationen wurden weniger Eier abgelegt
als nach Behandlung mit Tween oder DMSO (U <1158, p < 0,012). Einen Unterschied in der
Eimenge der Kombination (1,0 x 10’ Konidien/ml mit 0,32 ppm) und der Behandlung mit
0,32 ppm gab es nicht (U > 1208, p > 0,124). Nur die Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml
mit der hoheren Amitraz-Konzentration (1,6 ppm) reduzierte die Eimenge im Vergleich zur
MA-K-Behandlung (U =898, p <0,001), aber nicht im Vergleich zur Amitraz-Behandlung
(U =1488, p=0,28). Die Behandlung mit 1,0 x 108 Konidien/ml MA-K allein oder in
Kombination mit 1,6 ppm Amitraz reduzierte die Eiablage im Vergleich mit der Tween- oder
DMSO-Behandlung (U <348, p <0,001). Ein Unterschied zwischen der Kombination und
Amitraz bzw. MA-K gab es aber nicht (U > 520, p > 0,27).
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Abb. 51: Mortalitat der vollgesogenen Weibchen von R. microplus Gber den Versuchszeitraum von 14 Tagen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 0,32 ppm oder 1,6 ppm Amitraz allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und

0,05 % Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang-Test mit df = 1) (n = siehe Werte in Klammern).
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Tab. 18: y> und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitdt der vollgesogenen Weibchen von
R. microplus und die Chancenverhéltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 0,32 oder 1,6 ppm Amitraz
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurden fur
Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein
©-Wert (x*g)) berechnet, um den auftretenden Effekt fur die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen.

Kontrolle 0,05 % Tween80 1 % DMSO
Behandlung n x>-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV Mg X3g Effekt
Amitraz [ppm] 0,32 |54 0,2 0631 14
1,6|57 1,5 0214 2.2
MA-K 1,0 x 10° 59 32,2 <0,001 50,6

[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,32 |60 28,4 <0,001 42,8 20,6 <0,001 10,1 52,3 1,6 additiv
Amitraz [ppm] 1,0x10°& 1,655 21,7 <0,001 32,0 13,9 <0,001 7,6 54,9 6,2 antagonistisch
1,0 x 10’ 56 47,0 <0,001 86,5
1,0x 10’ & 0,32 |54 49,3 <0,001 952 40,2 <0,001 22,5 66,4 0,2 additiv
1,0x10’ & 1,659 62,8 <0,001 138,4 54,9 <0,001 32,7 68,2 0,1 additiv
1,0 x 10° 35 94,4 <0,001 597,3
1,0x10°& 1,635 65,3 <0,001 161,8 58,7 <0,001 38,3 92,6 3,6 additiv
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Abb. 52: Mortalitat der vollgesogenen Weibchen von R. microplus Gber den Versuchszeitraum von 14 Tagen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10 oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und mit 0,32 ppm oder 1,6 ppm Amitraz allein und in Kombination.
Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang- Test mit df = 1) (n = siehe Werte in Klammern).
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Tab. 19: y> und p-Werte des Log-Rang-Tests (df =1) zur Mortalitdt der vollgesogenen Weibchen von
R. microplus und die Chancenverhéltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die
Weibchen mit 1,0 x 10°, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Amitraz
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurden fur
Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein
©-Wert (x*g)) berechnet, um den auftretenden Effekt fur die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen.

Kontrolle 0,05 % Tween80 1 % DMSO
Behandlung n x>-Wert p-Wert CV y>Wert p-Wert CV Mg X3 Effekt
Amitraz [ppm] 0,32|54 02 0631 14
1,6(57 15 0214 22

MA-7 1,0 x 10° 54 13,8 <0,001 19,6
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,32 |60 38,7 <0,001 64,0 30,6 <0,001 15,1 32,8 12,8 synergistisch
Amitraz [ppm] 1,0x10°& 1,6 |60 42,4 <0,001 73,2 34,1 <0,001 17,3 36,3 8,0 synergistisch

1,0 x 10’ 56 45,4 <0,001 80,3

1,0x 10’ & 0,32 |58 38,4 <0,001 64,3 30,0 <0,001 15,2 62,7 1,4 additiv

1,0x10’ & 1,6 |56 40,7 <0,001 69,4 32,3 <0,001 16,4 64,7 1,3 additiv

1,0 x 10° 34 84,1 <0,001 3248

1,0x10°& 1,6 |35 64,3 <0,001 161,8 56,6 <0,001 38,3 87,4 2,0 additiv
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Abb. 53: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit 1,0 x 10%, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-K und
mit 0,32 oder 1,6 ppm Amitraz allein und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreiRer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney).

MA-7 und Amitraz

Die Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in Kombination mit 0,32 ppm
beeinflusste die abgelegte Eimenge im Vergleich zu den Kontrollen nicht (U > 1394,
p>0,084). Es gab auch keinen Unterschied zwischen der Kombination und der Amitraz-
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Behandlung (U = 1548, p = 0,68) (Abb. 54). In der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml
und 1,6 ppm wurden weniger Eier abgelegt als in den Kontrollen (U <869, p <0,001), aber
mehr als in der Amitraz-Behandlung (U = 1006, p < 0,001). In beiden Kombinationen wurden
signifikant weniger Eier abgelegt als in der Behandlung mit MA-7 allein (U <1264,
p < 0,043). Nach Behandlung mit 1,0 x 10" oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination mit 1,6 ppm wurden weniger Eier gelegt als in den Kontrollen (U <1025,
p < 0,001), aber mehr als in der Amitraz-Behandlung (U < 715,5, p <0,023). Die Eimenge in
der Kombination mit 0,32 ppm war hingegen der in den Kontrollen @hnlich und nicht
verschieden zu der in der Amitraz-Behandlung (U >1338, p>0,078). Zwischen den
Kombinationen und MA-7 allein gab es keine Unterschiede (U > 1316, p > 0,08) (Abb. 54).

Im Vergleich der beiden M. anisopliae-Stamme legten nur Weibchen, die mit der
Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-K und 1,6 ppm behandelt wurden, weniger Eier
ab als die mit einer Kombination aus entsprechender Konzentration von MA-7 und 1,6 ppm
behandelten Weibchen (U =1014, p <0,001). Bei allen anderen Varianten gab es keine
Unterschiede zwischen den beiden M. anisopliae-Stammen (U > 1366, p > 0,11).

Werden die Eipakete von Weibchen, die innerhalb des Versuchszeitraums gestorben waren,
nicht in die Auswertung mit einbezogen, zeichnet sich ab, dass sich die abgelegte Eimenge
nur in Behandlungen mit 1,6 ppm Amitraz allein oder in Kombination mit M. anisopliae von
den anderen Behandlungen unterschied (U <117 p<0,045). Alle anderen Behandlungen

wiesen dagegen in etwa gleiche Mengen an abgelegten Eiern auf (U > 347, p > 0,091).

4.3.3.1.2.3 Schlupfrate

Der Anteil der Larven, die aus den abgelegten Eiern geschlupft waren, betrug 72,0 + 24,34 %
bzw. 65,9 £ 33,52 % in der Tween- bzw. DMSO-Kontrolle (Abb. 53). Der Anteil der
geschliipften Larven unterschied sich in den Ansatzen von 0,05 % Tween80, 1 % DMSO und
0,32 ppm Amitraz nicht (U> 1430, p>0,74). Es schliipften jedoch signifikant weniger
Larven aus dem Ansatz mit 1,6 ppm (U < 695, p < 0,001).

MA-K und Amitraz

Der Anteil der geschliipften Larven in den Ansitzen von MA-K allein (1,0 x 10° — 1,0 x 10®
Konidien/ml) und in Kombination mit 0,32 ppm oder 1,6 ppm Amitraz war geringer als der in
der Tween- und DMSO-Behandlung (U <1009, p <0,001). Es schllpften auch weniger

Larven in den Kombinationsbehandlungen als in den Amitraz-Behandlungen (U <1045,
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p <0,046). Es schlupften aber nur signifikant weniger Larven in der Kombinations-
behandlung von 1,0 x 10" Konidien/ml mit 1,6 ppm Amitraz als in der MA-K-Behandlung
(U=916, p=0,007). Die Schlupfraten in den anderen Kombinationsbehandlungen
entsprachen denen der MA-K-Behandlungen (U > 1182, p > 0,21).

MA-7 und Amitraz

Die Schlupfraten der Larven in den Versuchsansatzen mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein
und in Kombination waren geringer als die in der Behandlung mit Tween, DMSO und
0,32 ppm Amitraz (U <803, p <0,001). Die Schlupfrate der Kombination mit 1,6 ppm und
Amitraz allein war nicht unterschiedlich (U = 1408, p =0,52). Auch unterschieden sich die
Schlupfraten in Behandlungen mit verschiedenen MA-7-Varianten nicht untereinander
(U > 1328, p>0,4) (Abb. 54). Der Anteil der geschliupften Larven war in der Behandlung mit
1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 allein und in den Kombinationsbehandlungen mit 0,32 ppm und
1,6 ppm Amitraz deutlich geringer als in der Tween- oder DMSO-Kontrolle und der Amitraz-
Behandlung (U <1088 p <0,01). Es gab aber keinen Unterschied zwischen den Schlupfraten
in den Kombinationen und in der MA-7-Behandlung (U > 1334, p >0,29). Die Schlupfrate
wurde von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 mit oder ohne 1,6 ppm Amitraz gegeniiber den
Kontrollen reduziert (U <324, p<0,001). Der Larvenschlupf in der Kombinations-
behandlung war auch geringer als in der Amitraz- und tendenziell geringer als in der MA-7-
Behandlung (U = 464, p < 0,001 [Amitraz], U = 360, p = 0,052 [MA-7]) (Abb. 54).

Der Anteil der geschliipften Larven war nur in den Behandlungen mit 1,0 x 10° (allein oder in
Kombination mit 1,6 ppm Amitraz) und mit 1,0 x 10’ Konidien/ml MA-7 (tendenziell)
geringer als in den Behandlungen mit den entsprechenden MA-K-Konzentrationen (U < 1166,
p <0,072). Bei allen anderen Varianten gab es keine Unterschiede zwischen den beiden
Pilzstdammen (U > 1356, p > 0,21).

Fur die Schlupfrate machte es keinen Unterschied, ob die Eier von Weibchen, die im
Versuchszeitraum gestorben waren, in die Auswertung mit einbezogen wurden oder nicht. Die
Schlupfraten in allen Behandlungen mit Pilz waren signifikant niedriger als die in den
Kontrollen und den Amitraz-Behandlungen (U <565, p <0,10).
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Abb. 54: Verteilung der Eigewichte und Schlupfraten von R. microplus. Behandelt
wurden die Weibchen mit 1,0 x 10%, 1,0 x 10" oder 1,0 x 10® Konidien/ml von MA-7 und
mit 0,32 oder 1,6 ppm Amitraz allein und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Boxplots zeigen den Median (durchgezogene
Linie), den Mittelwert (gestrichelte Linie), die 25/75 Perzentile und die 10/90 Perzentile
an, Punkte die AusreiRer. Boxplots mit unterschiedlichen Buchstaben sind signifikant
unterschiedlich (U-Test nach Mann und Whitney).
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4.3.3.2 Eier

4.3.3.2.1 M. anisopliae und Fipronil

4.3.3.2.1.1 MA-K und Fipronil

Nach Behandlung der Eier trat in einem Teil der Ansatze mit MA-K (allein oder in
Kombination mit Fipronil) zwischen dem 14. und 23. Tag nach der Behandlung Pilzauswuchs
auf. Es gab zwischen den einzelnen Varianten bezuglich der Geschwindigkeit des MA-K-
Auswuchses aber keine Unterschiede (U >0, p>0,2).

Der Larvenschlupf begann in der Kontrolle nach 27,2+2,79 (0,05% Tween80) bzw.
27,6 £ 2,88 Tagen (1% DMSO) und dauerte 8,3 £2,07 bzw. 8,6 £2,19 Tage (Tab. 20).
Weder der Zeitpunkt des Schlupfbeginns noch die Schlupfdauer wurde im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant von einer der gewéhlten MA-K- bzw. Fipronil-Konzentrationen allein
oder in Kombination beeinflusst (U > 4,0, p > 0,19) (Tab. 20).

Tab. 20: Beginn (X +5s) des Larvenschlupfs von R. microplus in
Tagen nach der Behandlung [TnB] und die Schlupfdauer (X £ ) in
Tagen [T]. Behandelt wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10°
Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0x10° oder 1,0x 10°
Konidien/ml von MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein
und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen dienten 0,05 %
Tween80 und 1% DMSO. Unterschiedliche Buchstaben zeigen
signifikante Unterschiede (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 4).

Schlupf

Behandlung Beginn [TnB]  Dauer [T]
Kontrolle 0,05 9% Tween80 (27,2 + 2,79 a 8,3 + 2,07 a
1 % DMSO 27,6 £+ 288 a 86 + 2,19 a
Fipronil [ppm] 0,32128,5 + 383 a 80 + 155 a
16 (272 + 279 a 93 £+ 289 a
MA-K 1,0 x 10° 310 + 424 a 78 + 287 a
[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,32[29,0 + 2,00 a 83 + 3,40 a
Fipronil [ppm] 1,0x10° & 1,6 {303 + 350 a 85 + 173 a
1,0 x 10° 28,3 £ 519 a 105 + 2,89 a
1,0x10° & 0,32(283 + 519 a 9,0 + 231 a
1,0x10° & 1,6 (26,3 + 350 a 11,0 + 0,00 a
MA-7 1,0 x 10 310 £+ 424 a 63 £ 150 a
[Konidien/ml] & 1,0x 10° & 0,32]29,3 + 3,40 a 80 + 2,00 a
Fipronil [ppm] 1,0x10° & 1,6 {293 + 340 a 9,8 + 340 a
1,0 x 10° 310 + 424 a 78 + 287 a
1,0x10° & 0,32(29,3 + 340 a 80 + 2,00 a
1,0x10° & 1,6 |29,3 + 340 a 88 + 2,06 a
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Es schllpften 66,8 = 21,70 % bzw. 64,8 + 33,34 % der Larven aus den Eiern, die mit 0,05 %
Tween80 bzw. 1 % DMSO behandelt worden waren (Abb. 55). Zwischen 0,32 ppm Fipronil
und der DMSO-Kontrolle gab es keine Unterschiede (U = 8,5, p =0,13). Es schlupften aber

weniger Larven, wenn die Eier mit 1,6 ppm Fipronil behandelt wurden (U = 5,5, p = 0,04).
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Abb. 55: Schlupfrate (x £s) der Larven von R. microplus nach 42 Tagen. Behandelt
wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10
oder 1,0 x 10% Konidien/ml von MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in
Kombination. Als Kontrollsubstanzen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO.
Sternchen Uber den Balken zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang-Test). Sternchen zwischen den Abbildungen zeigen
Unterschiede zwischen MA-K und MA-7 an (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 4).

Die Schlupfraten der Eier wurden von MA-K allein im Vergleich zur Tween-Kontrolle nicht
beeintrachtigt (U >5,0, p>0,17). Auch die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K
und 0,32 ppm hatte keinen Einfluss auf die Schlupfrate (U >9,5, p>0,61). Die Schlupfrate
der Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml und 1,6 ppm war geringer als die in der Tween-
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Kontrolle (U = 0,0, p =0,01), aber gleich mit der in der DMSO-Kontrolle (U =4,0, p =0,11).
Die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 0,32 ppm hatte eine tendenziell
geringere Schlupfrate als die Tween- bzw. die DMSO-Kontrolle (U > 3,0, p = 0,067). Die
Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml und 1,6 ppm unterschied sich nicht von den Kon-
trollen (U =7,0, p = 0,35). Die Chancenverhéltnisse zu Tween waren fir alle Kombinationen
leicht hoher als die der MA-K-Behandlungen (Tab. 21). Allerdings waren die
Chancenverhéltnisse zu DMSO nur fiir die Kombinationen aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K
und 1,6 ppm sowie 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 0,32 ppm héher als die Chancen-
verhéltnisse fur die Fipronil-Behandlungen. Die Larven in den MA-K-Fipronil-Kom-
binationen und in den Fipronil-Ansatzen starben circa acht Tage nach ihrem Schlupf.

Tab. 21: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Schlupfrate
der Larven und die Chancenverhdltnisse (CV) der Behandlungen zu den
Kontrollen. Behandelt wurden die Eier von R.microplus mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10? oder 1,0 x 10% Konidien/ml
von MA-7 und mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil allein und in Kombination. Als
Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO (n = 4).

Kontrolle | 0,05 % Tween 80 1 %DMSO
Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Fipronil [ppm] 0,32 85 0,132 19
1,6 55 0,041 42
MA-K 1,0 x 10° 50 0,171 04
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,32 10,0 0,762 1,2 95 0610 11
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 1,6 0,0 0,010 16,7 40 0,114 153
1,0 x 10° 80 0476 16
1,0 x 10° & 0,32 30 0067 59 35 0,067 54
1,0x10°& 1,6 70 0352 26 70 0352 24
MA-7 1,0 x 107 50 0,171 04
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,32 10,0 0,762 0,8 12,0 1,000 0,7
Fipronil [ppm] 1,0x10°& 1,6 40 0,114 28 40 0,114 26
1,0 x 10° 10,0 0,762 13
1,0 x 10° & 0,32 40 0,114 41 40 0,114 38
1,0x10°& 1,6 50 0,171 43 65 0,257 3,9

4.3.3.2.1.2 MA-7 und Fipronil
Myzelauswuchs konnte 25 Tage nach der Behandlung mit 1,0 x 10 Konidien/ml MA-7 allein
beobachtet werden, nicht aber in den Behandlungen mit den Kombinationen. In Behandlung

mit der hoheren MA-7-Konzentration konnte 28 Tage spéter in allen Varianten zum Teil
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Pilzauswuchs festgestellt werden. Die Geschwindigkeit des Pilzauswuchses war in den
Varianten mit MA-7 nicht signifikant unterschiedlich (U>0,0 p > 0,2).

Weder der Zeitpunkt des Schlupfbeginns noch die Schlupfdauer wurde im Vergleich zu den
Kontrollen signifikant von einer der gewahlten MA-7- bzw. Fipronil-Konzentrationen allein
oder in Kombination beeinflusst (U > 3,0, p > 0,2) (Tab. 20).

Keine der Behandlungen mit 1,0 x 10% oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in
Kombination mit 0,32 oder 1,6 ppm Fipronil verursachten eine geringere Schlupfrate als die
Tween- oder DMSO-Kontrolle (U>4,0, p>0,11). Einzig das Chancenverhaltnis der
Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und 0,32 ppm war sowohl héher als das von
1,0 x 10® Konidien/ml MA-7 als auch héher als das der Fipronil-Behandlung (Tab. 21). Die
Larven in den MA-7-Fipronil-Kombinationen und in den Fipronil-Ansatzen starben circa acht
Tage nach ihrem Schlupf.

Die Schlupfraten der MA-7- und MA-K-Behandlungen allein oder in Kombination mit
0,32 ppm Fipronil waren nicht unterschiedlich (U>5,5 p>0,5). Es schlipften aber
signifikant weniger Larven aus Eiern, die mit der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-K und 1,6 ppm Fipronil behandelt wurden als aus Eiern, die mit 1,0 x 10> Konidien/ml
MA-7 und 1,6 ppm behandelt wurden (U =0, p = 0,029).

4.3.3.2.2 M. anisopliae und Amitraz

4.3.3.2.2.1 MA-K und Amitraz

In den Kombinationen aus MA-K mit Amitraz konnte in einem Teil der Anséatze nach 14 bis
21 Tagen ein Myzelauswuchs beobachtet werden. Zwischen der Geschwindigkeit des MA-K
Auswuchses der einzelnen Varianten gab es keine Unterschiede (U > 0,5, p > 0,67).

Keine Behandlung mit MA-K (allein oder in Kombination) hatte einen Einfluss auf den
Zeitpunkt des Schlupfbeginns oder auf die Schlupfdauer (U > 5,0, p > 0,17) (Tab. 22).

Es schlipften 66,8 £ 21,70 % bzw. 64,8 + 33,34 % der Larven aus den Eiern, die mit 0,05 %
Tween80 bzw. 1 % DMSO behandelt worden waren. Die Schlupfraten der Larven aus Eiern,
die mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in Kombination mit 0,0128
oder 0,064 ppm Amitraz behandelt wurden, unterschieden sich nicht von den Schlupfraten in
der Tween- oder DMSO-Kontrolle (U>4,0, p>0,11) (Abb. 56). Die Chancenverhaltnisse
waren nur fiir die Kombinationen mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K héher als die von MA-K
und Amitraz allein. Alle anderen Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren zu den

Chancenverhéltnissen der MA-K- bzw. Amitraz-Behandlungen &hnlich (Tab. 23).
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Tab. 22: Beginn (X = s) des Larvenschlupfs von R. microplus in Tagen
nach der Behandlung [TnB] und die Schlupfdauer (X £ s) in Tagen [T].
Behandelt wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von
MA-K bzw. mit 1,0 x 10? oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit
0,0128 oder 0,064 ppm Amitraz allein und in Kombination. Als
Kontrollsubstanzen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO.
Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (U-Test
nach Mann und Whitney) (n = 4).

Schlupf

Behandlung Beginn [TnB] Dauer [T]
Kontrolle 0,05 % Tween80 27,2 =+ 2,79 a 83 = 2,07 a
1 % DMSO 276 + 2,88 ab 8,6 = 2,19 a
Amitraz [ppm] 0,0128|27,2 + 2,79 a 88 + 204 a
0,064 (278 + 343 ab 7,7 £ 1,63 a
MA-K 1,0 x 10° 31,0 £ 424 ab 78 + 287 a
[Konidien/ml] & 1,0x 10> & 0,0128(29,3 + 3,40 ab 8,0 * 2,00 a
Amitraz [ppm] 1,0x10° & 0,064 [29,3 + 3,40 ab 8,8 + 2,06 a
1,0 x 10° 28,3 + 519 ab 10,5 + 2,89 a
1,0x 10° & 0,0128(27,3 + 4,57 ab 10,8 + 2,87 a
1,0x 10° & 0,064 (29,0 + 2,00 ab 9,0 + 440 a
MA-7 1,0 x 107 31,0 £ 424 ab 6,3 + 150 a
[Konidien/ml] & 1,0 x 10> & 0,0128|31,8 + 472 ab 6,3 + 1,50 a
Amitraz [ppm] 1,0x 10° & 0,064 29,3 + 3,40 ab 95 + 3,32 a
1,0 x 10° 310 + 424 ab 7.8 + 287 a
1,0x10° & 0,0128(325 + 332 b 55 + 3,00 a
1,0x10° & 0,064 [30,0 + 231 ab 9,5 + 4,12 a

4.3.3.2.2.2 MA-7 und Amitraz

Bei Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und Amitraz konnte kein Pilzauswuchs
festgestellt werden. In der hoheren MA-7-Konzentration (1,0 x 10° Konidien/ml) in Kom-
bination mit 0,0128 ppm wuchs nach 28 Tagen Myzel aus. Zwischen der Geschwindigkeit des
MA-7 Auswuchses der einzelnen Varianten gab es keine Unterschiede (U > 0,5, p > 0,67).

Der Schlupfbeginn verzégerte sich in der Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und
0,0128 ppm im Vergleich zu dem in den Behandlungen mit 0,05 % Tween80, 1 % DMSO
und Amitraz zumindest tendenziell (U < 2,5, p <0,063). Keine andere Behandlung mit MA-7
hatte einen Einfluss auf den Zeitpunkt des Schlupfbeginns oder auf die Schlupfdauer (U > 4,0,
p>0,11) (Tab. 22).
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Abb. 56: Schlupfrate (x£s) der Larven von R. microplus nach 42 Tagen. Behandelt
wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10°
oder 1,0 x 10% Konidien/ml von MA-7 und mit 0,0128 oder 0,064 ppm Amitraz allein und
in Kombination. Als Kontrollsubstanzen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO.
Sternchen Uber den Balken zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang-Test). Sternchen zwischen den Abbildungen zeigen
Unterschiede zwischen MA-K und MA-7 an (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 4).

Die Schlupfraten der Larven aus Eiern, die mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7
allein oder in Kombination mit 0,0128 oder 0,064 ppm Amitraz behandelt wurden,
unterschieden sich nicht von den Schlupfraten in der Tween- oder DMSO-Kontrolle (U > 4,0,
p>0,11) (Abb. 56). Auch die Chancenverhéltnisse der Kombinationen unterschieden sich
nicht von denen der MA-7- bzw. Amitraz-Behandlung (Tab. 23).

Es gab weder allein noch in Kombination mit Amitraz Unterschiede in den Schlupfraten der
MA-7- und MA-K-Behandlungen (U > 3,0, p > 0,2).
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Tab. 23: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Schlupfrate
der Larven von R.microplus sowie die Chancenverhéltnisse (CV) der
Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml
von MA-7 und mit 0,0128 oder 0,064 ppm Amitraz allein und in Kombination.
Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO (n = 4).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1 % DMSO

Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Amitraz [ppm] 0,0128 12,00 0,394 1,1

0,064 14,00 0,589 0,5
MA-K 1,0x 10° 50 0,171 04

[Konidien/ml] & 1,0x 10°&0,0128| 11,0 0914 08 11,50 0,914 0,8
Amitraz [ppm]  1,0x10°&0,064 | 120 1,000 0,6 10,00 0,762 05

1,0 x 10° 80 0,476 1,6

1,0 x 10° & 0,0128 50 0171 2,3 6,00 0,257 21

1,0 x 10° & 0,064 6,0 0257 2,3 400 0114 21
MA-7 1,0 x 10° 50 0,171 0,4

[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 0,0128 40 0114 0,3 6,00 0,257 0,3
Amitraz [ppm] 1,0 x 10* & 0,064 11,0 0914 10 9,00 0,610 1,0

1,0 x 10° 100 0762 1,3
10x10°&0,0128| 70 0352 08 800 0476 0,8
1,0 x 10° & 0,064 60 0257 06 900 0610 05

4.3.3.2.3 M. anisopliae und Permethrin

4.3.3.2.3.1 MA-K und Permethrin

Es konnte in den Kombinationsbehandlungen mit Permethrin und MA-K nach 23 7,07
Tagen (50 % der Ansétze von 1,0 x 10° Konidien/ml) bzw. 18 Tagen (25 % der Ansétze der
Kombination mit 1,0 x 10° Konidien/ml) Myzelauswuchs gefunden werden. Bei Eiern, die
nur mit MA-K behandelt wurden, wuchs nach 14 Tagen Pilzmyzel aus. Zwischen der
Geschwindigkeit des MA-K-Auswuchses der einzelnen Varianten gab es aber keine
Unterschiede (U >0, p > 0,33).

Der Beginn des Larvenschlupfs lag im Mittel in der Kontrolle bei 27,2 +£2,79 (0,05 %
Tween80) bzw. 27,6 + 2,88 Tage (1 % DMSO) und dauerte 8,3 £ 2,07 bzw. 8,6 £ 2,19 Tage.
Weder der Schlupfbeginn noch die Schlupfdauer wurden durch irgendeine der getesteten
Varianten (MA-K allein oder in Kombination) signifikant verzogert bzw. verlangert (U > 2,5,
p>0,11) (Tab. 24).
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Tab. 24: Beginn (x = s) des Larvenschlupfs von R. microplus in Tagen nach
der Behandlung [TnB] und die Schlupfdauer (x+s) in Tagen [T].
Behandelt wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von
MA-K bzw. mit 1,0 x 10? oder 1,0 x 10*° Konidien/ml von MA-7 und mit
40 ppm Permethrin allein und in Kombination. Als Kontrollsubstanzen
dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Unterschiedliche Buchstaben
zeigen signifikante Unterschiede (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 4).

Schlupf
Behandlung Beginn [TnB]  Dauer [T]
Kontrolle 0,05 % Tween80 | 27,2 + 2,79 a 8,3 + 2,07 a
1 % DMSO 276 + 288 a 86 £ 2,19 a
Permethrin [ppm] 40(27,8 + 343 a 82 + 183 a
MA-K [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 31,0 £ 424 a 7,8 = 287 a
Permethrin [ppm] 1,0x 10> & 40|27,3 + 4,57 a 10,0 + 2,00 a
1,0 x 10° 28,3 £ 519 a 10,5 + 2,89 a
1,0x10° & 40|27,3 + 4,57 a 10,8 + 2,87 a
MA-7 [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 310 + 424 a 6,3 £ 150 a
Permethrin [ppm] 1,0x10° & 40|30,0 + 2,31 a 7,3 + 2,87 a
1,0 x 10° 310 + 424 a 78 + 287 a
1,0x10° & 40(293 £ 340 a 95 * 1,73 a

Es schlipften 66,8 £ 21,70 % bzw. 64,8 + 33,34 % der Larven aus den Eiern, die mit 0,05 %
Tween80 bzw. 1% DMSO behandelt worden waren. Die Schlupfraten der Eier, die mit
MA-K allein behandelt wurden, wurden im Vergleich zur Tween-Kontrolle nicht beein-
trachtigt (U>5,0, p>0,17) (Abb. 57). Auch die Schlupfrate der Larven aus Eiern, die mit
40 ppm Permethrin behandelt wurden, unterschied sich nicht von der Schlupfrate in der
DMSO-Behandlung (U =14,5, p=0,6). Die Schlupfraten der Larven aus Eiern, die mit
1,0 x 10° oder 1,0x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in Kombination mit 40 ppm
Permethrin behandelt wurden, unterschieden sich weder von der in der Tween- noch von der
in der DMSO-Kontrolle (U>5,0, p>0,17). Das Chancenverhéltnis der Kombination aus
1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 40 ppm Permethrin war leicht héher als das von MA-K und
Permethrin (Tab. 25). Die Kombination mit 1,0 x 10° Konidien/ml hatte ein leicht geringeres
Chancenverhéltnis als MA-K allein, aber ein leicht hoheres als Permethrin allein.
Larvenmortalitat wurde 7 bis 14 Tage nach dem Schlupf in jeweils 25 % der Kombinations-

ansatze festgestellt.
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Abb. 57: Schlupfrate (x £s) der Larven von R. microplus nach 42 Tagen. Behandelt
wurden die Eier mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10
oder 1,0x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 40 ppm Permethrin allein und in
Kombination. Als Kontrollsubstanzen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO.
Sternchen Uber den Balken zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 %
Tween80/1 % DMSO an (Log-Rang-Test).

4.3.3.2.3.2 MA-7 und Permethrin

Myzelauswuchs konnte nur 25 Tage nach der Behandlung mit 1,0 x 10> Konidien/ml MA-7
allein beobachtet werden, nicht aber in den Kombinationen. In den Behandlungen mit
1,0 x 10° Konidien/ml MA-7-Konzentration konnte in allen Varianten 28 Tage spater zum
Teil Pilzauswuchs festgestellt werden. Zwischen der Geschwindigkeit des MA-7-Auswuchses
der einzelnen Varianten gab es aber keine Unterschiede (U > 0,0 p > 0,33).

Keine der Behandlungen mit MA-7 (allein oder in Kombination) hatte einen Einfluss auf den
Schlupfbeginn oder die Schlupfdauer (U > 5,5, p > 0,17) (Tab. 24).
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Tab. 25: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur
Schlupfrate der Larven von R. microplus und die Chancenverhéaltnisse (CV)
der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Eier mit
1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. mit 1,0 x 10°> oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 40 ppm Permethrin allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO

(n=4).
Kontrolle | 0,05 % Tween80 1% DMSO

Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Permethrin [ppm] 40 145 0,589 0,7
MA-K 1,0x10° 50 0,171 04
[Konidien/ml] & 1,0x10°&40| 11,0 0914 1,1 105 0,762 1,0
Permethrin [ppm] 1,0 x 10° 80 0476 1,6

1,0x10°&40| 10,0 0,762 1,4 7,0 0352 13
MA-7 1,0 x 10 50 0,171 04
[Konidien/ml] & 1,0 x 10° & 40 11,0 0,914 0,7 11,0 0,914 0,7
Permethrin [ppm] 1,0 x 10° 10,0 0,762 1,3

1,0 x 10° & 40 6,0 0,257 1,7 80 0476 1,6

Die Schlupfraten in den Behandlungen mit 1,0 x 10% oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein
oder in Kombination mit 40 ppm Permethrin hatten keinen Einfluss auf die Schlupfrate im
Vergleich zur Kontrolle (U>5,0, p>0,17) (Abb. 57). Die Chancenverhdltnisse der
Kombinationen waren gleich oder leicht hoher als die von MA-7 oder Permethrin allein (Tab.
25). Eine Larvenmortalitdt wurde 7 bis 14 Tage nach dem Schlupf in jeweils 25 % der
Kombinationsansatze festgestellt.

Es gab keine Unterschiede in der Schlupfrate der MA-7 und MA-K-Behandlungen allein oder

in Kombination mit Permethrin (U > 6,0, p>0,7).

4.3.3.3 Ungesogene Larven

Die Kombinationsversuche wurden fir alle Schadlingsbekdmpfungsmittel parallel
durchgefihrt, so dass die Kontroll- und MA-K-/MA-7-Mortalitaten fir alle Schadlingsbe-
k&mpfungsmittelansatze identisch waren. Es waren 42 Tage nach der Behandlung mit 0,05 %
Tween80 16,4 + 21,18 % der ungesogenen Larven gestorben. Bei Behandlung der Larven mit
1 % DMSO starben 26,8 + 27,62 %. Die Mortalitat, die von MA-K allein verursacht wurde,
lag bei 22,1 + 38,45 %. Weder die Behandlung mit 1,0 x 10° noch mit 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-K bewirkte eine erhéhte Mortalitat im Vergleich zur Behandlung mit 0,05 % Tween80
(U>11,0, p>0,31). Die Mortalitat in der Behandlung mit MA-7 allein lag in beiden
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Konzentrationen im Durchschnitt unter 10 % und wies keine Unterschiede zu der Mortalitat in
der Tween-Behandlung auf (U>09,5, p>0,18). Zwischen den Mortalitaten, die von den

beiden Pilzstammen allein verursacht wurden, gab es keine Unterschiede (U > 9,0, p > 0,18).

4.3.3.3.1 M. anisopliae und Fipronil

4.3.3.3.1.1 MA-K und Fipronil

Bei Behandlung mit 0,0128 ppm bzw. 0,064 ppm Fipronil allein starben 6,4 + 4,60 % bzw.
37,5+ 19,56 % der Larven (Abb. 58). Die Mortalitat in den Fipronil-Behandlungen und der
DMSO-Kontrolle war nicht unterschiedlich (U > 8,0, p>0,1) (Tab. 26). Die Kombination
von 1,0 x 10° bzw. 1,0 x10° Konidien/ml MA-K mit 0,0128 ppm bewirkte keine Unterschiede
in der Mortalitat im Vergleich mit der Tween- oder DMSO-Kontrolle (U > 11,0, p > 0,3).

MA-K und Fipronil
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Abb. 58: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 0,0128 ppm oder 0,064 ppm Fipronil allein
und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO.
Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 %
DMSO (U-Test nach Mann und Whitney) (n = 6).
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Tab. 26: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Mortalitdat der ungesogenen Larven von
R. microplus und die Chancenverhéltnisse (CV) der Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die
Larven mit 1,0 x 10° oder 1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0128 oder 0,064 ppm Fipronil
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Zusatzlich wurden fir
Behandlungen, die signifikant unterschiedlich zur Kontrolle waren, eine erwartete Mortalitat (Mg) und ein -
Wert (@*E) berechnet, um den auftretenden Effekt fur die signifikanten Interaktionen in den
Kombinationsvarianten zu bestimmen (n = 6).

0,05 % Tween80 1 % DMSO

Kontrolle
Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV Mg x%g Effekt
Fipronil [ppm] 0,0128 80 0,132 0,2
0,064 13,0 0485 16

MA-K [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 11,0 0,310 0,2
Fipronil [ppm] 1,0 x 10° & 0,0128 17,0 0937 0,5 11,0 0,310 0,3

1,0x10°& 0,064 1,0 0,004 29,2 2,0 0,009 15,6 40,3 49,8 synergistisch

1,0 x 10° 18,0 1,000 14

1,0 x 10° & 0,0128 13,5 0485 1,7 16,0 0,818 0,9
1,0x10° & 0,064 1,0 0,004 27,9 1,0 0,004 15,0 51,3 21,6 synergistisch

MA-7 [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 15,0 0,699 0,5

Fipronil [ppm] 1,0 x 10° & 0,0128 145 0,589 0,5 11,0 0,310 0,3
1,0x10° & 0,064 6,0 0,065 5,7 10,0 0,240 3,1
1,0 x 10° 95 0,180 0,2

1,0x 10° & 0,0128 17,0 0,937 15 140 0,589 0,8
1,0x10° & 0,064 30 0015 6,3 6,5 0,065 34
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Die niedrigen Chancenverhéltnisse der Kombinationen von MA-K und 0,0128 ppm bedeuten,
dass eine Mortalitdt in der Kombination &hnlich wahrscheinlich ist wie in der MA-K-
Behandlung bzw. dass sie in der Tween-Behandlung wahrscheinlicher ist. Die Kombinationen
(1,0 x 10° oder 1,0 x10° Konidien/ml) mit der hheren Fipronil-Konzentration (0,064 ppm)
verursachten aber hohere Mortalitdten als Tween oder DMSO (U < 2,0, p <0,009) (Abb. 58).
Die Chancenverhéltnisse der Kombinationen waren deutlich hoher als die der MA-K- oder
Fipronil-Behandlungen, so dass fiir beide Kombinationen eine Mortalitat wahrscheinlicher
war als in der MA-K- oder Fipronil-Behandlung (Tab. 26). Die Interaktion von 1,0 x 10° oder
1,0 x10° Konidien/ml MA-K und 0,064 ppm Fipronil war synergistisch.

4.3.3.3.1.2 MA-7 und Fipronil
Die Kombination beider MA-7-Konzentrationen mit 0,0128 ppm Fipronil erhéhte die

MA-7 und Fipronil
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Abb. 59: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 0,0128 ppm oder 0,064 ppm Fipronil allein und
in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n = 6).
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Mortalitat im Vergleich zur Tween- und DMSO-Kontrolle nicht (U > 11,0 p > 0,3) (Abb. 59).
Die Chancenverhaltnisse waren niedrig, so dass ein Auftreten einer Mortalitdt in der
Kombination mit 1,0 x 10° Konidien/ml und 0,0128 ppm und der MA-7 Behandlung gleich
wahrscheinlich war. Das Chancenverhltnis der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml und
0,0128 ppm war etwas hoher als das von MA-7 oder 0,0128 ppm allein. (Tab. 26). Die
Kombinationen mit der hoheren Fipronil-Konzentration verursachten aber (tendenziell)
hohere Mortalitaten als Tween (U <6,0, p <0,065) (Abb. 59). Allerdings verursachte nur die
Kombination mit 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 eine tendenziell héhere Mortalitat als DMSO
(U<6,5 p<0,065). Die Chancenverhéltnisse waren fiir die Kombinationen mindestens
doppelt so hoch wie fiir die Einzelbehandlungen (Tab. 26).

Ein Vergleich der beiden Pilzstimme ergab, dass nur die Kombination aus 1,0 x 10°
Konidien/ml MA-7 und 0,064 ppm Fipronil im Vergleich mit der von 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-K eine geringere Mortalitdt verursachte (U =4,0, p=0,026). Alle anderen
Kombinationen waren aber nicht unterschiedlich (U > 11,5, p > 0,31).

4.3.3.3.2 M. anisopliae und Amitraz

4.3.3.3.2.1 MA-K und Amitraz

Die Mortalitat der Larven, die mit 0,0128 ppm bzw. 0,064 ppm Amitraz behandelt wurden,
betrug 13,6 £ 13,13 % bzw. 21,7 + 17,76 %. Es gab zwischen den Amitraz-Behandlungen und
der DMSO-Kaontrolle keine Unterschiede (U > 17,5, p > 0,39). Keine der Kombinationen von
MA-K und Amitraz verursachte eine héhere Mortalitat als Tween oder DMSO (U > 8,0
p >0,13) (Abb. 60). Die Chancenverhaltnisse von 1,0 x 10°> Konidien/ml MA-K allein und in
Kombination waren Kkleiner 1, so dass eine Mortalitét in der Kontrolle wahrscheinlicher war.
Bei 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K in Kombination mit 0,0128 ppm Amitraz waren die
Chancenverhéltnisse leicht hoher als die in den Einzelbehandlungen, wahrend das
Chancenverhéltnis der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml mit der héheren Amitraz-
Konzentration deutlich kleiner 1 war (Tab. 27).
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MA-K und Amitraz
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Abb. 60: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 0,0128 ppm oder 0,064 ppm Amitraz allein
und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO.
Sternchen zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 %
DMSO (U-Test nach Mann und Whitney) an (n=6).

4.3.3.3.2.2 MA-7 und Amitraz

Auch keine der Kombinationen aus MA-7 und Amitraz konnte die Mortalitdt im Vergleich
mit Tween und DMSO erhohen (U > 8,0, p>0,13) (Abb. 61). Die Chancenverhéltnisse von
1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 allein oder in Kombination wurden mit zunehmender Amitraz-
Konzentration zwar groRer, kamen aber selbst in der Kombination von 1,0 x 10°> Konidien/ml
und 0,064 ppm nicht tiber den Wert 1 hinaus. Ahnlich verhielt es sich fir die Behandlungen
mit 1,0 x 10° Konidien/ml. Allerdings war das Chancenverhaltnis der Kombination aus
1,0 x 10° Konidien/ml mit 0,0128 ppm Amitraz groRer als 1 (CV = 1,3) (Tab. 27).

Zwischen MA-K und MA-7 gab es keine Unterschiede hinsichtlich der Mortalitat (U > 11,5,
p>0,31).
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Tab. 27: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Mortalitat der
ungesogenen Larven von R.microplus und die Chancenverhdltnisse (CV) der
Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 0,0128 oder 0,064 ppm Amitraz
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO

(n=6).
Kontrolle | 0,05 % Tween80 1% DMSO

Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Amitraz [ppm] 0,0128 12,0 0,394 04
0,064 17,5 0,937 0,8

MA-K [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 11,0 0,310 0,2
Amitraz [ppm] 1,0 x 10° & 0,0128 145 0,589 0,4 8,0 0,132 0,2
1,0x10°& 0,064 18,0 1,000 0,8 10,5 0,240 0,4

1,0 x 10° 18,0 1,000 1,4
1,0 x 10° & 0,0128 16,5 0,818 2,9 16,0 0,818 1,5
1,0x10°& 0,064 135 0,485 0,3 85 0,132 0,2

MA-7 [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 150 0,699 0,5
Amitraz [ppm] 1,0 x 10° & 0,0128 16,0 0,818 0,7 12,0 0,394 04
1,0x10°& 0,064 16,0 0,818 1,0 150 0,699 0,5

1,0 x 10° 9,5 0,180 0,2
1,0 x 10° & 0,0128 150 0,699 1,3 11,0 0,310 0,7
1,0x10°& 0,064 14,0 0,589 0,4 80 0,132 0,2
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MA-7 und Amitraz
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Abb. 61: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 0,0128 ppm oder 0,064 ppm Amitraz allein und
in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n=6).

4.3.3.3.3 M. anisopliae und Permethrin

4.3.3.3.3.1 MA-K und Permethrin

Die Mortalitat der Larven, die mit 8 ppm oder 40 ppm Permethrin behandelt wurden, lag bei
10,4 £ 9,82 % bzw. 23,9 £ 26,06 % und war nicht unterschiedlich zu der DMSO-Kontrolle
(U>115, p>0,31). Keine der Kombinationen von MA-K und Permethrin verursachten eine
hohere Mortalitéat als die Tween-Kontrolle (U > 8,5, p>0,13) (Abb. 62). Allerdings war die
Mortalitat in der Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml und 40 ppm Permethrin signifikant
geringer als in der DMSO-Kontrolle (U =4,0, p=0,026). Die Chancenverhéltnisse fur
1,0 x 10° Konidien/ml MA-K allein oder in Kombination waren alle kleiner 1; damit ist eine
Mortalitat in den Kontrollen wahrscheinlicher als in der Pilzbehandlung. Die Kombinationen
aus 1,0 x 10° Konidien'ml MA-K und 8 bzw. 40 ppm Permethrin hatten kleinere

Chancenverhéltnisse als die dazugehdrigen Einzelbehandlungen (Tab. 28).
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MA-K und Permethrin

1001 — 0,05 % Tween80 ] = 0,05 % Tween80
.......... 1% DMSO weeeeeee 1 06 DMSO
— anl ——— 8ppm -In.s. - - - 8ppm -/ns.
§ S 801 — 1,0 x 105 Konidien/ml n.s./- | —— 1,0 x 106 Konidien/ml n.s./-
s Q - - = 1,0x 10° Konidien/m| & - = = 1,0x 108 Konidien/ml & 8 ppm n.s./n.s.
o S 60 1 8 ppm n.s./n.s. 1
S5
T
Sa ¥ T
- A N I Y A A N S
=% 2 { \1 ----------- T S
0 = e
100{ — 0,05 9% Tweend0 ] ——— 0,05 % Tween80
.......... 1% DMSO weeeeeee 106 DMSO
gl = 40 ppm -/n.s. | = — 40ppm -/ns.
) 2 —— 1,0 x 10° Konidien/ml n.s./- — 1,0 x 108 Konidien/ml n.s./-
% ) — — 1,0x 10° Konidien/ml & — — 1,0x 108 Konidien/ml & 40 ppm n.s./n.s.
; S 601 40 ppm n.s./* l T
=S
«C
se ¥
S S e copserzd L T T e P L e
2> 20 U O gt 02 e N By RS e e o
Wl S S e Y s S s S S R bl
Oa S —
10 20 30 40 10 20 30 40
Tage nach Behandlung Tage nach Behandlung

Abb. 62: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 8 ppm oder 40 ppm Permethrin allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05% Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n=6).

4.3.3.3.3.1 MA-7 und Permethrin

Die Behandlung mit Kombinationen aus MA-7 und Permethrin erhdhten die Mortalitat im
Vergleich zur Tween- bzw. DMSO-Kontrolle nicht (U >9,0, p>0,18). In der Kombination
aus 1,0 x 10° Konidien/ml und 40 ppm Permethrin war der Anteil der toten Larven sogar
signifikant geringer als in der DMSO-Kontrolle (U=5,0, p=0,041) (Abb. 63). Die
Chancenverhaltnisse von 1,0x10° und 1,0x 10° Konidien/ml MA-7 allein und in
Kombination waren bis auf zwei Ausnahmen alle kleiner 1. Damit war das Auftreten einer
Larvenmortalitat in den Kontrollen wahrscheinlicher als in der Pilzbehandlung (Tab. 28).

Der Vergleich der Kombinationen von MA-K und MA-7 erbrachte keine Unterschiede
(U>7,0, p>0,093). Nur die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 40 ppm
verursachte eine geringere Mortalitét als die entsprechende Kombination mit MA-7 (U = 2,0,
p =0,009).
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Tab. 28: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Mortalitat der
ungesogenen Larven von R.microplus und die Chancenverhdltnisse (CV) der
Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 8 oder 40 ppm Permethrin
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1%
DMSO (n = 6).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1 % DMSO

Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Permethrin [ppm] 8 115 0,310 0,3
40 16,0 0,818 0,9

MA-K [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 11,0 0,310 0,2
Permethrin [ppm] 10x10°& 8| 155 0,699 05 10,0 0,240 0,2
1,0 x 10° & 40 85 0,132 0,2 40 0,026 0,1

1,0 x 10° 180 1,000 1,4

10x10°& 8 18,0 1,000 0,5 13,0 0,485 0,3
1,0 x 10° & 40 16,0 0,818 0,5 11,0 0,310 0,3

MA-7 [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 15,0 0,699 0,5

Permethrin [ppm] 10x10°& 8| 150 0,699 0,7 105 0,240 04
10x10°& 40| 130 0485 1,2 180 1,000 0,6
1,0 x 10° 95 0,180 0,2

10x10°& 8 16,5 0,818 1,0 145 0,589 0,5
1,0 x 10° & 40 9,0 0,180 0,2 50 0,041 0,1
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MA-7 und Permethrin
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Abb. 63: Mortalitdt (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 8 ppm oder 40 ppm Permethrin allein und in
Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1% DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n=6).

4.3.3.3.4 M. anisopliae und Imidacloprid

4.3.3.3.4.1 MA-K und Imidacloprid

Die Mortalitat der Larven, die mit 40 ppm oder 200 ppm Imidacloprid behandelt wurden, lag
im Durchschnitt unter 5 %. Diese Mortalitaten waren (tendenziell) geringer als die Mortalitat
in der DMSO-Kontrolle (U <6,0, p<0,065). Keine der Kombinationen von MA-K und
Imidacloprid verursachte eine hohere Mortalitét als Tween (U > 9,0, p > 0,18). Allerdings war
die Mortalitat in der Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien/ml und 40 ppm Imidacloprid
signifikant geringer als in der DMSO-Kontrolle (U=4,0, p=0,026) (Abb. 64). Die
Chancenverhaltnisse von 1,0x 10° und 1,0x 10° Konidien/ml MA-K allein und in

Kombination waren bis auf zwei Ausnahmen alle kleiner als 1 (Tab. 29).
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MA-K und Imidacloprid
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Abb. 64: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K und mit 40 ppm oder 200 ppm Imidacloprid allein und
in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n=6).

4.3.3.3.4.2 MA-7 und Imidacloprid

Keine der Kombinationen aus MA-7 und Imidacloprid konnte die Mortalitat im Vergleich zur
Mortalitat in der Tween- oder DMSO-Kontrolle erhdhen (U >9,0, p>0,18) (Abb. 65). Nur
das Chancenverhaltnis von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 in Kombination mit 200 ppm
Imidacloprid war hoéher als die Chancenverhéltnisse von MA-7 oder 200 ppm Imidacloprid,
lag aber nur bei 1,5. Alle anderen Chancenverhaltnisse waren Kkleiner als 1 (Tab. 29).

Es gab keine Unterschiede der Mortalitdt in den Behandlungen mit MA-K oder MA-7
(U>4,0,p>0,3).
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Tab. 29: U- und p-Werte des U-Tests nach Mann und Whitney zur Mortalitat der
ungesogenen Larven von R.microplus und die Chancenverhéltnisse (CV) der
Behandlungen zu den Kontrollen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-K bzw. MA-7 und mit 40 oder 200 ppm Imidacloprid
allein und in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO
(n =6).

Kontrolle | 0,05 % Tween80 1 % DMSO

Behandlung U-Wert p-Wert CV U-Wert p-Wert CV
Imidacloprid [ppm] 40 2,0 0,009 0,0

200 6,0 0,065 0,1
MA-K [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 11,0 0,310 0,2

Imidacloprid [ppm] 1,0x10° & 40 9,0 0,180 0,1 4,0 0,026 0,1
1,0 x 10° & 200 16,0 0,818 0,6 14,0 0,589 0,3
1,0 x 10° 18,0 1,000 1,4
1,0x10°& 40 145 0,589 0,4 10,0 0,240 0,2
1,0 x 10° & 200 125 0,394 1,0 18,0 1,000 0,6

MA-7 [Konidien/ml] & 1,0 x 10° 15,0 0,699 0,5

Imidacloprid [ppm] 1,0x10°& 40 150 0,699 04 9,0 0,180 0,2
1,0 x 10° & 200 155 0,699 0,8 16,0 0,818 0,4
1,0 x 10° 95 0,180 0,2
1,0x10°& 40 17,5 0,937 0,6 14,0 0,589 0,3
1,0x 10° & 200 11,0 0,310 1,5 16,0 0,818 0,8

4.4 Diskussion

Die sudliche Rinderzecke R. microplus gilt als bedeutendste Nutztierzecke weltweit (Khan
2010, Nicholson et al. 2009). Die betréchtlichen 6konomischen Schéden durch die
Ubertragung von Krankheitserregern und den zum Teil erheblichen Zeckenbefall, machen
MaRnahmen gegen die Zecken am Rind erforderlich (Eckert et al. 2008, Peter et al. 2005,
Sonenshine 1993). Aufgrund von Resistenzentwicklungen ist es dabei erstrebenswert, die
aufgewendete Ektoparasitizidmenge moglichst gering zu halten. Deshalb wurden im Rahmen
dieser Arbeit Effekte der Kombinationen von M. anisopliae und niedrig dosierten Kon-
zentrationen synthetischer Schédlingsbekdmpfungsmittel auf verschiedene Zeckenstadien
untersucht. Dazu war es zunéchst notwendig, die subletalen Konzentrationen der Schadlings-
bek&mpfungsmittel und von MA-K und MA-7 zu ermitteln, um diese anschliellend gemein-
sam anzuwenden. Die Wahl der mittleren Konzentrationen von M. anisopliae erfolgte priméar
aus versuchstechnischen Grinden, um synergistische oder additive Effekte nachzuweisen. Im

Folgenden wird als Erstes auf die Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Versuche der Schadlings-
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bekdmpfungsmittel und M. anisopliae eingegangen. Anschlieend werden die Wirkungen der

Kombinationen vor dem Hintergrund von anderen Studien diskutiert.

MA-7 und Imidacloprid
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Abb. 65: Mortalitit (x+s) der ungesogenen Larven von R.microplus Uber den
Versuchszeitraum von 42 Tagen. Behandelt wurden die Larven mit 1,0 x 10° oder
1,0 x 10° Konidien/ml von MA-7 und mit 40 ppm oder 200 ppm Imidacloprid allein und
in Kombination. Als Kontrollen dienten 0,05 % Tween80 und 1 % DMSO. Sternchen
zeigen Unterschiede zwischen den Varianten und 0,05 % Tween80/1 % DMSO (U-Test
nach Mann und Whitney) (n=6).

4.4.1 Subletale/subeffektive Konzentrationen der Schadlingsbekampfungsmittel

Als mogliches Schadlingsbek&mpfungsmittel fiir eine Kombination wurde zum einen Fipronil
gewahlt, da es eine schnelle Kontakt- und eine langanhaltende Residualwirkung hat (Blagburn
und Lindsay 2001, Wiedemann 2000, Postal et al. 1995) und fur Vertebraten weitestgehend
ungeféhrlich ist (Ungemach 2010, Kunkle 1997). Der ermittelte ECso/LCso-Wert nahm von
Weibchen, Uber Eier bis hin zu den Larven ab und wurde bei maximal 1,6 ppm erreicht.
Andere Studien fanden sowohl fiur Weibchen als auch fiir Larven &hnliche Werte. Castro-
Janer et al. (2009) ermittelten fir vollgesogene Weibchen von R. microplus, die mit

unterschiedlichen Fipronil-Konzentrationen behandelt wurden und nicht resistent gegentber
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Fipronil waren, einen LCsp-Wert von 0,75 (0,72 — 0,84) ppm. Fir den getesteten resistenten
Stamm lag dieser Wert bei 151,9 (140,2 — 163) ppm. Da die Autoren alle Weibchen, die keine
Eier ablegten, als tot einstuften, kdnnen die Ergebnisse mit der vorliegenden Studie direkt
verglichen werden. Der in der vorliegenden Studie ermittelte ECso-Wert war leicht hoher
(1,53 ppm) und die Eimenge und die Schlupfrate betrugen nach Behandlung mit 1,6 ppm
weniger als 50 % im Vergleich zur Kontrolle, was ungefahr dem hier ermittelten ECso-Wert
flr die Weibchen entsprach. Auch die von Castro-Janer et al. (2009) ermittelten ECso-Werte
flir die abgelegte Eimenge nach sieben Tagen, die Fertilitat und Fekunditat waren nur leicht
geringer (0,45 bis 0,66 ppm) als der von ihnen ermittelte LCso-Wert flr die Weibchen. Fir
direkt getestete Larven von verschiedenen nicht-resistenten Stdmmen aus Uruguay lag der
LCso-Wert bei Anwendung eines Larvenimmersionstests zwischen 0,47 (0,4 —0,5) ppm und
1,5(1,3-1,7) ppm, wahrend er flr fipronilresistente Stamme groRer als 4,86 (3,6 — 7,6) ppm
war (Castro-Janer et al. 2010). Diese Ergebnisse stimmen mit den in dieser Studie
gewonnenen Ergebnissen tberein (LCso-Wert fiir Larven: 0,26 ppm). Die Empfindlichkeit der
Stadien gegeniiber Schédlingsbekdmpfungsmitteln scheint von Larven zu Adulten
abzunehmen (Abdel-Shafy und Zayed 2002, Koch und Burkwhat 1984). Das entspricht den
hier ermittelten Ergebnissen fir Larven und Adulte von R. microplus gegeniber Fipronil. Zu
Eiern gibt es vergleichsweise wenige Studien iber die Empfindlichkeit gegenliber Schadlings-
bekdmpfungsmitteln. Den in dieser Studie gefundenen Ergebnissen zufolge, ist anzunehmen,
dass Eier weniger empfindlich sind. Auch in anderen Studien waren Eier (u. a. von Hyalomma
[anatolicum] excavatum, Panonychus ulmi, Tetranychus urticae) gegeniber verschiedenen
Akariziden weniger sensitiv als Larven (Kramer und Nauen 2011, Abdel-Shafy und Zayed
2002, Munthali 1984). Zur Empfindlichkeit von Eiern, die direkt mit Fipronil behandelt
wurden, konnten keine Studien gefunden werden. Eine Erklarung fir die geringere
Empfindlichkeit der Eier gegeniiber Fipronil im Vergleich zu der der Larven kénnte aber das
Oberflachen-Volumen-Verhéltnis der Eier sein. Zecken haben grundsatzlich ein relativ hohes
und damit unginstiges Oberflachen-Volumen-Verhaltnis (z. B. Needham und Teel 1991,
Hackman und Filshie 1982). Das Oberflachen-Volumen-Verhéltnis von Eiern und Larven ist
besonders hoch (Yoder et al. 2004, Yoder und Spielman 1992), wéahrend mit zunehmender
Grolke das Oberflachen-Volumen-Verhéltnis kleiner, also giinstiger, wird (Schmidt-Nielsen
1984). Auch wenn Eier ein schlechteres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis als vollgesogene
Larven haben (Koch 1983, Norval 1977b), geht aus der Literatur nicht hervor, ob dieses auch
flr ungesogene Larven zutrifft. Ungesogene Stadien haben ein unginstigeres Oberflachen-

Volumen-Verhéltnis als gesogene Stadien (Schmidt-Nielsen 1984) und Eier von R. microplus
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sind durchschnittlich etwas grofer (550 um L&nge, 400 um Breite) als ungesogene Larven
(500 um Lé&nge, 400 um Breite) (Nufiez et al. 1985). Aullerdem ist die Epikutikula vieler
ixodider Zecken gefaltet (Hackman und Filshie 1982), wodurch die Oberflache der
ungesogenen Zecken zusatzlich vergroRert wird (Lighton et al. 1993). Es kann also davon
ausgegangen werden, dass das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis der Eier etwas gunstiger ist
als das von den ungesogenen Larven. Weiterhin werden Eier in Eipaketen abgelegt, deren
Form die Menge der geschlupften Larven beeinflusst, da durch eine groRere Oberflache des
Eipaketes mehr Eier den potenziell schadlichen Umweltbedingungen ausgesetzt werden
(Kurup et al. 2008). Es ist also moglich, dass Fipronil aufgrund des besseren Oberflachen-
Volumen-Verhaltnisses auf die Eier schlechter als auf ungesogene Larven wirkte und Fipronil
somit schlechter mit den Eiern in Kontakt kam (besonders mit denen im Inneren des
Eipaketes). Weiterhin ware es mdglich, dass die Schutzhille der Eier (zusatzlich) fur Fipronil
undurchléssig ist.

Die unbeweglichen Eier werden von den Weibchen bevorzugt in vor Umwelteinflissen
geschiitzten Mikrohabitaten abgelegt (Patrick und Hair 1979). Zusatzlich werden die Eier
zweifach mit einer wasserabweisenden Wachsschicht eingekapselt. Eine erste, nicht
komplette Wachsschicht erhalten die Eier wahrend ihrer Passage durch die Vagina (Lees und
Beament 1948). Mit der zweiten Wachsschicht werden die Eier erst aul3erhalb des Weibchens
Uberzogen. Zur Produktion des Wachses und der Impréagnierung der Eier dient das Genésche
Organ. Dieses liegt bis zum Beginn der Eiablage im Inneren des Korpers unter dem
Capitulum (Diehl et al. 1982, Cherry 1969, Lees und Beament 1948). Zur Eiablage werden
die sogenannten Horner (im Englischen ,,horns®), ballonartige kutikuldre Siacke, vom Inneren
des Weibchens nach auBen gestllpt und die zuvor abgelegten Eier mit einer Wachsschicht
(Booth 1989) umhdllt. Diese Wachsschutzschicht dient den Eiern, die weder Wasser
aufnehmen noch unginstige Umweltbedingungen vermeiden kdénnen (Yoder et al. 2004,
Heath 1979), dazu das vorhandene Wasser zu halten (Yoder et al. 2004). Sie fihrt bei
ixodiden Zecken weiterhin zum Aneinanderhaften der Eier zu Eipaketen (Diehl et al. 1982,
Lees und Beament 1948) und schiitzt die Eier vor Pilzbefall und Mikroben (Lees und
Beament 1948). Nicht ,,eingewachste* Eier sind sehr permeabel sowohl fiir Wasser als auch
fur grolRere Molekile (mit lipo- oder hydrophilen Eigenschaften). Im Gegensatz dazu sind
Eier mit einer Wachsschicht wenig permeabel (Lees und Beament 1948).

Die Effektivitat eines Schadlingsbekampfungsmittels gegentiber Eiern kann je nach Spezies
und auch Alter der Eier sehr verschieden ausfallen (Smith und Salkeld 1966). Diese

unterschiedliche Empfindlichkeit kann von der Permeabilitat der Schutzhullen der Eier

182



Bekdmpfung von R. microplus durch M. anisopliae und Schadlingsbek&mpfungsmittel

beeinflusst werden. Es wadre also auch mdglich, dass das Schadlingsbek&mpfungsmittel nicht
nur auf Grund des Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses, sondern auch wegen der geringen
Permeabilitat der Schutzhulle nicht zum Embryo vordringen kann, wodurch die geringere
Empfindlichkeit der Eier im Vergleich zu der der Larven erklart werden kénnte. Die
Ergebnisse der Versuche mit Eipaketen missen aber mit Vorsicht betrachtet werden, da die
Mortalitat in der Kontrolle in allen VVersuchen sehr hoch war, woraus zu schlief3en ist, dass die
Versuchsbedingungen fir die Embryonalentwicklung nicht optimal waren. Fir die
Schlupfrate ist das Oberflachen-Gewichts-Verhéltnis der Eipakete und damit die Anzahl der
Eier, die den Umweltbedingungen ausgesetzt sind, entscheidend. Einzelne Eier, die von den
Eipaketen getrennt waren, schllipften ebenso wenig, wie solche aus Eipaketen, die an der
Wand des Versuchsgefalles verteilt wurden, wodurch die Integritit des Eipaketes verloren
ging (Kurup et al. 2008). Bei den Versuchen mit Eipaketen muss also auf die Unversehrtheit
des ganzen Eipaketes geachtet werden. Weiterhin sind Eier flr ihre Entwicklung auf eine
hohe Luftfeuchte angewiesen (Yoder et al. 2004, Koch 1983). Es muss also bei den
Versuchen zuséatzlich auf Erhaltung der optimalen Luftfeuchte geachtet werden.

Da Fipronil zur Anwendung an Rindern nicht Gberall (u. a. Israel) zugelassen ist (Samish,
personliche Mitteilung), wurde zusétzlich Amitraz in die vorliegende Studie mit einbezogen,
um im Rahmen der Studie (Trilaterales Projekt Deutschland-Israel-Paldstina) auch einen in
Israel relevanten Wirkstoff zu testen. Amitraz hat eine hohe Effektivitat gegen Ektoparasiten
und verfugt Gber eine repellente Wirkung (Ungemach 2010, Gupta 2007). Allerdings wirkte
es gegentber R. microplus schlechter als Fipronil, da fur alle Stadien eine hohere LCso-
Konzentration beno6tigt wurde als fur Fipronil. Der ermittelte Wert fur die Weibchen
(7,13 ppm) liegt aber in einem Bereich, der auch fiir andere sensitive Stamme ermittelt wurde.
Bei einem Vergleich verschiedener US-amerikanischer und australischer Stdmme von
R. microplus bezlglich der Empfindlichkeit gegenliber Amitraz wurde sieben Tage nach
Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von Amitraz die Anzahl der Weibchen
bestimmt, die keine Eier abgelegt hatten. Fir Stdmme, die nicht resistent gegenuber Amitraz
waren, ergaben sich LCso-Werte zwischen 0,000029 und 0,0031 % w/v (~ 0,29 bis 31 ppm)
(Jonsson et al. 2007). Allerdings wurden die Weibchen deutlich langer (30 Minuten) mit den
Amitraz-Ldsungen in Kontakt gebracht als in der vorliegenden Studie (1 Minute). Oliveira et
al. (2000) ermittelten nach einer Minute Immersion fur vollgesogene Weibchen von
R. microplus einen ECso-Wert von 1,234 (0,8356 - 1,4931) ppm.

Der Vergleich der LCso-Werte der Larven mit Werten aus der Literatur ist schwierig, da der

LCso-Werte fur Larven in dieser Studie erst 14 Tage nach Behandlung berechnet wurde,
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dieser in anderen Studien aber bereits nach 24 Stunden ermittelt wurde. In verschiedenen
Versuchen mittels eines Kontakttests (im Englischen ,,larval packet test) mit empfindlichen
Larven von R. microplus wurden fir Amitraz LCso-Werte von ~ 15 ppm bis ~ 240 ppm
(0,0015 [0,001 - 0,002] % bis 0,024 [0,02 — 0,046] % aktive Substanz) ermittelt (Barré et al.
2008, Davey et al. 2008, Ducornez et al. 2005). Es kénnen aber auch je nach Resistenz des
Stammes LCso-Werte von ~ 278 ppm bis ~ 460 ppm (0,0278 [0,0252 — 0,0304] % bis 0,046
[0,040 — 0,053] % aktive Substanz) erreicht werden (Barré et al. 2008, Li et al. 2004).
Verglichen mit diesen Werten waren die in dieser Studie getesteten Larven sehr empfindlich
(LCso-Wert von 0,17 ppm). Zur Empfindlichkeit von Eiern, die direkt mit Amitraz behandelt
wurden, konnten keine Studien gefunden werden. Die in dieser Arbeit ermittelte bessere
Wirkung von Amitraz auf Larven als auf Eier kdnnte aber, wie bei Fipronil, entweder durch
das bessere Oberflachen-Volumen-Verhaltnis der Eier oder mit der schlechten Permeabilitét
der Eischutzhulle erklart werden.

Bei Behandlung der Larven mit Permethrin wurde ein recht hoher LCso-Wert von ~ 179 ppm
14 Tage nach der Behandlung ermittelt. Andere Autoren geben fiir Larven empfindlicher
Stamme von R. microplus, die mittels ,,larval packet tests“ getestet wurden, LCso-Werte von
200 ppm bis 447 ppm (0,02 [0,018 -0,023] bis 0,0447 [0,0401 — 0,0496] % aktive Substanz)
an (Li et al. 2008, Miller et al. 1999). Um zu Uberprifen, ob es sich um einen resistenten
Stamm handelt, musste, laut Miller et al. (2007), die einfache und zweifache Dosis getestet
werden, die bei einem empfindlichen Referenzstamm reichte, um 99 % der Larven nach 24
Stunden abzutéten. Dieses konnte in der vorliegenden Studie nicht durchgefuhrt werden, da
kein sensitiver Vergleichsstamm vorlag; der errechnete LCgs-Wert war aber recht hoch
(~ 7600 ppm). 1000 ppm toteten nur 75 % der Larven 14 Tage nach Behandlung und erst
nach Einsatz von 5000 ppm starben 94 % der Larven im Versuchszeitraum. Fernandes (2001)
erzielte flr Larven, die eine Resistenz gegen Cypermethrin und Deltamethrin aufwiesen,
durch Behandlung mit 1250 ppm bzw. 2500 ppm Permethrin eine Mortalitat von 86,2 bzw.
100 % nach 24 Stunden. Miller et al. (2007) testeten zur Uberpriifung, ob eine Resistenz
vorliegt, 1250 wund 2500 ppm Permethrin. Aufgrund der vergleichsweise hohen
Konzentrationen, die in den vorliegenden Versuchen ermittelten wurden, kann davon
ausgegangen werden, dass eine (leichte) Resistenz der Larven gegenuber Permethrin vorliegt.
Auch die fehlende Empfindlichkeit der Eier ist ein Hinweis dafiir, dass es sich um einen
resistenten Stamm handelt. In der vorliegenden Studie mit circa sieben Tage alten Eiern
wurde flr eine 85 %ige Schlupfinhibition eine Konzentration von 1000 ppm benétigt. Davey

(1995) ermittelte nach topikaler Applikation von Permethrin auf Eier verschiedener
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Altersstufen, dass eine Schlupfinhibition von Uber 76 % erreicht werden konnte, wenn 21
Tage alte Eier mit 500 ppm Permethrin behandelt wurden. Bei zehn Tage alten Eiern konnte
mit dieser Konzentration sogar eine 93 %ige Schlupfinhibition erzielt werden. Dass die Eier
im Vergleich mit den Larven gegenuber Permethrin empfindlicher reagierten, steht im
Gegensatz zu den Beobachtungen, die nach Behandlung mit den anderen
Schédlingsbekdmpfungsmitteln gemacht wurden. Da Permethrin sehr lipophil ist (Bromilow
et al. 2003), kénnte die hohere Empfindlichkeit der Eier mit der besseren Durchlédssigkeit von
Permethrin durch die Wachsschicht der Eier erklart werden. Eine andere Moglichkeit ware,
dass der Mechanismus der Resistenz bei den Eiern evtl. noch nicht oder nicht in
ausreichendem Male etabliert ist. Bei anderen Arthropoden (u.a. Weille Fliege,
Schmetterlingen, Milben) gibt es beziiglich der Ausprdgung von Resistenzen einen
Alterseffekt, bei dem die ersten Stadien im Gegensatz zu den spéateren Stadien noch keine
oder nur eine sehr geringe Resistenz ausgebildet haben (Kramer und Nauen 2011, Karatolos
et al. 2010, Nauen et al. 2008, Prabhaker et al. 1989). Zum Beispiel waren die Eier eines
resistenten Stamms von T. urticae, u. a. gegenuber Spirodiclofen, empfindlicher als Larven
(Kramer und Nauen 2011). Auch bei vorhandener Pyrethroidresistenz wurde eine Abnahme
der Sensitivitdt mit zunehmendem Entwicklungs-stadium nachgewiesen (Prabhaker et al.
1989, Daly et al. 1988). Laut Nauen et al. (2008) kann der Alterseffekt bei Resistenzen immer
dann auftreten, wenn die Resistenz durch erhéhte Produktion eines detoxifizierenden Enzyms
zustande kommt, welches nur in einigen Stadien in hohem Male produziert wird.

Als Ursache fir die Resistenz von R. microplus gegentiber Pyrethroiden werden hauptséchlich
zwei Mechanismen angenommen (Pruett et. al 2002, Guerrero et al. 2002, Guerrero et al.
2001, Miller et al. 1999). In verschiedenen Studien konnte eine Mutation eines Natrium-
Kanals identifiziert werden (Guerrero et al. 2001, He et al. 1999, Miller et al. 1999), wodurch
die Bindungsstelle flir Pyrethroide verloren geht. AuBerdem wurde eine Esterase (EST9
[expressed sequence tag]), die Pyrethroide hydrolysieren kann, gefunden (Guerrero et al.
2002, Pruett et. al 2002, Miller et al. 1999). Baffi et al. (2007) untersuchten die Esterase-
Aktivitat fir alle postembryonalen Stadien eines empfindlichen Stammes von R. microplus.
Die Autoren konnten eine konstante und hohe Genaktivitdt von EST9 in allen
postembryonalen Stadien nachweisen und gehen davon aus, dass es sich dabei um eine
Carboxylesterase handelt. Baffi et al. (2007) fanden weiterhin, dass der Anteil der Esterase-
Aktivitat in Larven und der ersten Nymphenphase am hochsten war, was auf die
unterschiedliche Genexpression von Esterase (Juvenilhormonmetabolismus, hohe mitotische

Aktivitdt und groBe Menge an aufgenommenem Blut) in den einzelnen Stadien
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zurlckzufuhren ist. Im Vergleich zu einem empfindlichen Stamm von R. microplus
Uberexprimierten resistente Stamme EST9 (Cossio-Bayugar et al. 2009, Jamroz et al. 2000).
Die Carboxylesterase-Aktivitat nahm bei ungesogenen Larven mit zunehmendem Alter zu
und erreichte ihr Maximum 20 bis 30 Tage nach dem Schlupf (Miranda-Miranda et al. 2009).
Es wurde aber bereits bei einen Tag alten Larven unabhdngig von ihrer Empfindlichkeit
gegenuiber Schadlingsbekdmpfungsmitteln eine Grundaktivitdt von Carboxylesterasen
gefunden (Miranda-Miranda et al. 2009). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass
Carboxyl-Esterasen auch in den Embryonen von R. microplus gebildet werden und eine
zentrale Bedeutung flr die Resistenzauspragung haben. Allerdings gibt es zur Esterase-
Aktivitéat in Eiern von R. microplus bislang keine Untersuchungen.

Das als Insektizid zugelassene Imidacloprid kann gegen Zecken wirken. Allerdings ist die
Effizienz schlechter als bei fur die Zeckenkontrolle zugelassenen Praparaten (Cruthers et al.
1999). Daher uberrascht es nicht, dass nur hohe Konzentrationen (>200 ppm) die Larven
abt6ten konnten und die weniger empfindlichen Eier selbst mit 5000 ppm nicht ausreichend
abgetotet werden konnten.

Die Eier von R. microplus reagierten ebenfalls deutlich weniger empfindlich auf NeemAzal
als die Larven, deren berechneter LCso-Wert mit ~ 2500 ppm allerdings auch sehr hoch war.
Al-Rajhy et al. (2003) berichten Uber Hyalomma dromedarii, dass Azadirachtin in
Konzentrationen bis 5000 mg/l (5000 ppm) keinen Effekt auf die Eiproduktion oder die
Blutaufnahme der Adulten hatte. Der LCsp-Wert wurde fir Larven mit > 2500 mg/l
(2500 ppm) angegeben. Allerdings wurde die Blutaufnahme der Larven und der Anteil der
Larven, die nach Blutaufnahme zu Nymphen schliipften, bereits ab einer Konzentration von
500 mg/l (500 ppm) negativ beeinflusst. Eier von H. [anatolicum] excavatum, die mit 1,6 —
12,8 % (16.000 — 128.000 ppm) NeemAzal F (5% Azadirachtin) behandelt wurden,
erreichten eine Schlupfrate von bis zu 60 %, wahrend in der Kontrolle aus 72 % der Eier
Larven schlupften. Behandelte ungesogene Larven waren hingegen empfindlicher als die Eier.
Bereits drei Tage nach Behandlung mit 1,6 % (16.000 ppm) NeemAzal F wurde eine
100 %ige Mortalitdt erreicht und der errechnete LCso-Wert fir Larven lag bei 0,5 %
(~ 5000 ppm) (Abdel-Shafy und Zayed 2002). Giglioti et al. (2011) testeten unterschiedliche
Konzentrationen (bis 1280 ppm) von Extrakten aus dem Neemsamen im ,larval packet test*
an 14 — 21 Tage alten Larven von R. microplus, konnten aber 48 Stunden nach Behandlung
keine Mortalitat feststellen. Die hier ermittelten LCso-Werte sind fir Praparate auf Neembasis
also nicht ungewohnlich. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von mehr als 1000 ppm
NeemAzal in Ag. dest. mit 1% DMSO und der nicht getesteten Kompatibilitat der
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M. anisopliae-Stdmme mit so hohen NeemAzal-Konzentrationen wurden keine Kom-

binationsversuche mit NeemAzal durchgefihrt.

4.4.2 Konzentrationsabhangige Wirkungsgrade von MA-K und MA-7

In den Dosis-Wirkungs-Versuchen nahm die Mortalitdt der behandelten vollgesogenen
Weibchen konzentrationsabhéngig zu. Eine 100 %ige Mortalitat konnte nach Behandlung mit
1,0 x 10® Konidien/ml erreicht werden. Der LCso-Wert wurde (isolatsabhangig) mit
1,1-2,56 x 10° Konidien/ml berechnet. Ahnliche Werte (1,4 — 2,3 x 10’ Konidien/ml bzw.
1,1-2,2 x 10° Konidien/ml — M. anisopliae-Stamm abhangig) konnten auch Onofre (2001)
bzw. Bittencourt et al. (1992) ermitteln. Aber auch andere Autoren beschreiben eine
isolatsabhangige, bis zu 100 %ige Mortalitdt der Weibchen 10 — 14 Tage nach Behandlung
mit 1,0 x 10® Konidien/ml (z. B. Frazzon et al. 2000). Unter anderem nahm die Dauer der
Eiablage nach Behandlung der Weibchen mit M. anisopliae mit zunehmender Konzentration
ab und reduzierte sich von circa zehn Tagen in der Kontrolle auf drei nach Behandlung mit
1,0 x 10® Konidien/ml (Melo et al. 2006). Des Weiteren konnte die abgelegte Eimenge und
die Schlupfrate konzentrationsabhangig (1,0 x 10* — 10® Konidien/ml) reduziert werden (Melo
et al. 2006, Bittencourt et al. 1992), wie es auch in den vorliegenden Versuchen der Fall war.
Die Autoren machen aber nicht deutlich, ob sich die ermittelten Gewichte der Eier und die
Schlupfrate auf alle getesteten Weibchen (lebendig und tot) beziehen. In der vorliegenden
Studie kam die Reduktion der durchschnittlichen Eimenge einzig durch die getteten
Weibchen zu Stande. Die Eiablagekapazitaten der lebendigen Weibchen wurden durch die
Behandlung mit MA-K oder MA-7 nicht beeintrachtigt. Die beiden getesteten Stamme
verursachen also anscheinend keine (messbaren) subletalen Effekte. Die Schlupfrate wurde
aber unabhéngig von dem Vitalstatus des Weibchens vermindert. Da die Infektion der Eier
umso starker war, wenn die Weibchen mit Myzel tiberzogen waren und sich bereits Konidien
ausgebildet hatten, kann in diesem Fall von einer Sekundarinfektion ausgegangen werden, wie
sie auch von anderen Autoren berichtet wird (Langewald et al. 1999, Baker et al. 1994).
Wenn aber die Weibchen bis zur Trennung von den Eiern 14 Tage nach Behandlung noch am
Leben waren, muss eine Sekundérinfektion Uber neu gebildete Konidien ausgeschlossen
werden. In diesem Fall ist die konzentrationsabhangig ansteigende Eimortalitat eher damit zu
erklaren, dass die Eier mit den Konidien aus der Tauchbehandlung in Beriihrung kamen.
Diese ,,alten* Konidien befanden sich entweder an der Kutikula der Weibchen oder auf dem
Filterpapier. Mit entomopathogenen Pilzen infizierte Glossina morsitans morsitans infizierten

auch initial nicht-infizierte Artgenossen und das unabhdngig vom Geschlecht, was darauf
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schlieBen lasst, dass nicht nur wahrend der Paarung Konidien bertragen werden, sondern
geringfigiger physischer Kontakt zur Konidienubertragung ausreicht (Kaaya und Okech
1990). Es traten auch im Freiland bis zwolf Tage nach Applikation Neuinfektionen bei
Hieroglyphus daganensis auf, die aufgrund des noch nicht vorhandenen Myzels auf Kadavern
auf Konidien-Sprihriickstande zurtckzufiihren waren (Thomas et al. 1997). Auch Langewald
et al. (1999) sind der Meinung, dass Konidien-Sprihriickstande bis drei Wochen nach
Applikation infektios sein kdnnen. Eine weitere Mdglichkeit wére, dass sich die Eier noch im
Weibchen mit evtl. schon vorhandenen Protoplasten von M. anisopliae infizierten.

Werden Eier direkt mit Konidiensuspension behandelt, nimmt die Schlupfrate der Larven mit
zunehmender Konzentration von M. anisopliae ab. Dieses wurde auch in anderen Studien
beobachtet, u. a. konnte eine Schlupfinhibition von 2,8 — 76 % nach Behandlung der Eier mit
1,0 x 10* — 10® Konidien/ml von M. anisopliae beobachtet werden (Fernandes et al. 2004,
Onofre et al. 2001). Die Behandlung von sieben Tage alten Eiern von Rhipicephalus
annulatus mit MA-K oder MA-7 verhinderten den Larvenschlupf aus allen behandelten Eiern
(Gindin et al. 2009). Die applizierte Konzentration von MA-K und MA-7 geht aus der Studie
jedoch nicht klar hervor; getestet wurden Konzentrationen von 1,0 x 10° — 1,0 x 10°
Konidien/ml. Die ermittelten LCso-Werte von 3,72 x 10* (MA-7) bzw. 7,87 x 10° (MA-K)
Konidien/ml entsprechen ungeféhr den Werten, die Bittencourt et al. (1994a) fur verschiedene
Pilzstamme (1,35 — 5,0 x 10° Konidien/ml) fiir Eier von R. microplus ermittelten.

Auch bei den Larven ergab sich eine konzentrationsabhéngig zunehmende Mortalitit nach
Behandlung mit MA-7 oder MA-K. Die LCso-Werte der Larven fir MA-K (8,32 x 10°
Konidien/ml) und MA-7 (5,39 x 10* Konidien/ml) waren zwar unterschiedlich, da jedoch
keine signifikanten  Wirkungsunterschiede der einzelnen Konzentrationen beider
M. anisopliae-Stamme auf die Larven gefunden werden konnte, wurde die Wirkung als gleich
eingestuft. Ahnliche, je nach Stamm abhangige LCso-Werte (2,0 — 5,6 x 10° Konidien/ml) fiir
Larven von R. microplus (zehn Tage nach Behandlung) ermittelten auch Bittencourt et al.
(1994a). Fernandes et al. (2004) konnten die Mortalitdt von Larven von R. microplus mit
Konzentrationen von 1,0 x 10° —10® Konidien/ml von drei verschiedenen Stammen von
M. anisopliae zehn Tage nach Behandlung ebenfalls erhéhen (11 — 94 %).

Beide Pilzstdmme hatten fur Weibchen und Larven ein sehr dhnliches Wirkspektrum.
Lediglich die Eier reagierten im Unterschied zu den Weibchen und Larven empfindlicher auf
MA-7, wohingegen MA-K eine ahnliche Wirkung auf Eier wie auf Larven und Weibchen
hatte. In anderen Studien wurde beobachtet, dass ungesogene Larven von R. annulatus,

H. excavatum und Rhipicephalus sanguineus empfindlicher reagierten als vollgesogene
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Weibchen (Gindin et al. 2002, Gindin et al. 2001). Die Eier von R.annulatus oder
R. microplus waren hingegen entweder &hnlich empfindlich wie die Larven (Fernandes et al.
2004, Gindin et al. 2002) oder weniger empfindlich (Gindin et al. 2001). Aus diesen
unterschiedlichen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Zeckenart und ihr Stadium eine
ebenso wichtige Rolle bei der Bestimmung der Empfindlichkeit gegenuber einem
entomopathogenem Pilz spielt wie der eingesetzte Pilzstamm selbst (Gindin et al. 20009,
Fernandes et al. 2004).

4.4.3 Kombinationen aus M. anisopliae und Schadlingsbekampfungsmitteln

4.4.3.1 Vollgesogene Weibchen

4.4.3.1.1 M. anisopliae und Fipronil

Bei Behandlung der Weibchen mit Kombinationen aus MA-K und Fipronil waren alle bis auf
eine Kombination additiv. Lediglich die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und
0,064 ppm Fipronil war antagonistisch. Bei MA-7 hingegen wurde die hdchste Konzentration
von 1,0x 10® Konidien/ml in Kombination mit 0,32 ppm als antagonistisch eingestuft,
wahrend alle anderen Kombinationen additive Effekte aufwiesen.

Dies ist Uberraschend, da bei den Kompatibilitatsstudien alle getesteten Konzentrationen als
kompatibel mit MA-K eingestuft wurden und alle bis auf 200 ppm als kompatibel mit MA-7
galten. Allerdings wurde das vegetative Wachstum von MA-K und MA-7 durch 1,6 ppm oder
mehr negativ beeinflusst. Obwohl einige Autoren davon ausgehen, dass die Auswirkungen
auf den Pilz bei einer kombinierten Anwendung am Wirt geringer sein sollte als in einem
in vitro Testsystem zur Bestimmung der Kompatibilitat (Neves et al. 2001, Alves et al. 1998),
wurden in Studien auch Unterschiede zwischen in vivo- und in vitro-Versuchen hinsichtlich
der Effizienz von entomopathogenen Pilzen unter Einfluss von verschiedenen Schadlingsbe-
kampfungsmitteln gefunden (Mietkiewski et al. 1997). Eine mdgliche Ursache fir
Unterschiede beim Vergleich von in vivo mit in vitro Studien konnen die variablen
mikroklimatischen Bedingungen sein sowie Konzentrationsunterschiede der angewendeten
Schadlingsbekdmpfungsmittel. Diese Faktoren konnen als Fehlerquelle allerdings in der
vorliegenden Studie ausgeschlossen werden. Bei einem kombinierten Einsatz von Schadlings-
bekampfungsmittel und M. anisopliae an Zecken in vitro werden zwar die Umweltbe-
dingungen konstant gehalten, es kommen aber Faktoren (z. B. die Kutikulabeschaffenheit)
hinzu, die bei den Kompatibilitatstests nicht berlicksichtigt werden, aber die Wirkung des
Pilzes beeinflussen (Ment et al. 2010).
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Die Konidien-Konzentration von 1,0 x 10° Konidien/ml lag auch geringfiigig unter der, die in
anderen Studien fur Kombinationsversuche benutzt wurde (z. B. Moino Jr. und Alves 1998,
Hiromori und Nishigaki 1998, Hassan und Charnley 1989). Mdglich ware im vorliegenden
Fall, dass 0,064 ppm Fipronil negative Auswirkungen auf 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K hatte
und dass dadurch nicht mehr genugend lebensfahige Konidien vorhanden waren, um eine
Mortalitat zu verursachen. Gleichzeitig schwachte 0,064 ppm Fipronil die Weibchen nicht
ausreichend, so dass die Mortalitdt in der Kombination unter der in der MA-K-Behandlung
allein zurtickblieb. Andererseits kdnnte in der Kombination mit 0,32 ppm Fipronil zwar auch
die Anzahl der lebensfahigen Konidien reduziert worden sein; es ist aber moglich, dass dieses
durch die starkere Wirkung von Fipronil auf die Weibchen ausgeglichen wurde.

Schwieriger hingegen ist zu erklaren, warum die Kombination aus 1,0 x 10® Konidien/ml
MA-7 und 0,32 ppm Fipronil antagonistisch war, obwohl sich bei den geringeren Konidien-
Konzentrationen mit dieser Fipronil-Konzentration ein additiver Effekt einstellte. Wie man
anhand der Chancenverhaltnisse und Mortalitatskurvenverldufe aber sehen kann, verursachte
die Kombination aus 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 und 0,32 ppm Fipronil bereits eine etwas
geringere Mortalitat als 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7. Diese war aber nicht ausreichend, um
die Kombination als antagonistisch einzustufen. Die Mortalitat in der Kombinations-
behandlung von 1,0 x 10® Konidien/ml MA-7 und 0,32 ppm blieb ungefahr auf dem Niveau
der Mortalitat der Behandlung mit 1,0 x 10’ Konidien/ml MA-7, was als weiteres Indiz
gesehen werden kann, dass 0,32 ppm Fipronil die Lebensfahigkeit der Konidien beeinflusste.
Andere Kombinationsstudien, die GABAerge Chloridkanal-Antagonisten (Wirkstoffklasse
von Fipronil) untersuchten, hatten die Kontrolle von Insekten als Ziel. Dabei wurden leicht
antagonistische bis synergistische Effekte gefunden. Bei der kombinierten Anwendung von
Endosulfan und Beauveria bassiana bzw. M. anisopliae gegen Spodoptera litura wurden
synergistische Effekte ermittelt. Die Virulenz von M. anisopliae konnte dabei in Kombination
mit Endosulfan um das 1,24-fache gesteigert werden (Dayakar et al. 2001). In einer anderen
Studie gab es aber bei der Kombination von Endosulfan mit B. bassiana oder M. anisopliae
gegen Spilarctia obliqua keine Unterschiede in Bezug auf die Mortalitdt zwischen der
Kombination und der Endosulfan-Konzentration allein (Purwar und Sachan 2006). Gegen die
Termitenart Heterotermes tenuis brachte die Kombination aus M. anisopliae und Fipronil
keine sichtbaren Effekte. Die Autoren fiihrten dies auf die fehlende Beeinflussung des
Putzverhaltens der Termiten durch Fipronil zurlick, weshalb es H. tenuis mdglich war die

Konidien zu entfernen (Moino Jr. und Alves 1998).
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Beide Pilzstimme hatten weder allein noch in Kombination einen Einfluss auf die Menge der
abgelegten Eier, wenn die Weibchen mit 1,0 x 10° Konidien/ml behandelt wurden. Die
ansteigende Konidienkonzentration hatte, genau wie in den Versuchen zur Bestimmung des
LCso-Wertes, einen zunehmenden Effekt auf Eimenge und Schlupfrate (siehe 4.4.2
Konzentrationsabhangige Wirkungsgrade von MA-K und MA-7). Ab Konzentrationen von
1,0 x 107 Konidien/ml (mit Ausnahme der Kombination von 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 und
0,32 ppm Fipronil) war sowohl die Eimenge als auch die Schlupfrate geringer als in den
Kontrollen. Allerdings gab es keinen Unterschied zwischen den Behandlungen mit
M. anisopliae allein und den Kombinationen. Genau wie in den Versuchen zur Ermittlung des
LCso-Wertes von M. anisopliae zeigte sich auch in den Kombinationsbehandlungen, dass die
ermittelte Reduzierung der Eimenge eine Folge des Absterbens der Weibchen vor Vollendung
der Eiablage war. Es konnten auch keine subletalen Effekte der Kombinationen auf die
abgelegte Eimenge von lebenden Weibchen gefunden werden.

Die Schlupfrate war aber in jeder Behandlung mit M. anisopliae geringer als in den
Kontrollen und den Fipronil-Behandlungen. Dieser Effekt war einzig auf die Fahigkeit der
Pilzstamme zurlckzufuhren, sekundére Infektionen hervorzurufen (Thomas et al. 1995,
Kaaya und Okech 1990). Dabei waren die Schlupfraten in den Behandlungen mit MA-7
geringer als die in den MA-K-Behandlungen. Der Stamm MA-7 scheint also ein hoheres
Potenzial fur Sekundarinfektionen zu besitzen als MA-K. Auch ist hier das Verhéltnis der
Schlupfrate der Behandlungen zu den Kontrollen unabhéngig von dem Uberleben der
Weibchen. Dies zeigt damit das Potenzial des Pilzes, auch andere als das urspriinglich

inokulierte Stadium zu bek&mpfen.

4.4.3.1.2 M. anisopliae und Amitraz

Bei Kombination von 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K mit 1,6 ppm Amitraz gab es eine
antagonistische Interaktion. Die Kombinationen aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 mit 0,32
oder 1,6 ppm Amitraz erwiesen sich als synergistisch. Alle anderen Kombinationen konnten
als additiv eingestuft werden.

Ahnlich wie bei Fipronil waren alle getesteten Konzentrationen von Amitraz in den
Kompatibilitdtsversuchen mit MA-K und MA-7 als kompatibel eingestuft worden. Die
Keimrate und das vegetative Wachstum wurden, wenn uberhaupt, positiv beeinflusst (von
0,32 und 1,6 ppm). Trotz dieser Einstufung schien die hohere Amitraz-Konzentration
(1,6 ppm) in den Kombinationsversuchen einen negativen Effekt auf 1,0 x 10° Konidien/ml

MA-K zu haben. Ursache ist wahrscheinlich, dass Amitraz sich negativ auf die Konidien
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auswirkte und somit nicht mehr genugend lebensféhige Konidien von MA-K vorhanden
waren, um eine Mortalitat zu verursachen.

Auf der anderen Seite starkte Amitraz den Pilzstamm MA-7 in der angewendeten
Konzentration von 1,0x 10° Konidien/ml entweder direkt oder erleichterte durch die
Herabsetzung des Immunsystems der Zecke den Infektionsprozess. In den hdoheren
Konzentrationen fiel dieses weniger stark ins Gewicht, was an der zunehmenden Schadigung
der Konidien gelegen haben konnte. Anhand der Chancenverhéltnisse von den
Kombinationen aus 1,0 x 10° oder 1,0 x 10" Konidien/ml MA-7 und Amitraz sieht man, dass
die Mortalitaten, die diese Kombinationen verursachten, sich auf ungeféhr einem Niveau
befanden. Es konnte bei diesen Konzentrationen aber kein negativer Effekt von Amitraz auf
MA-7 nachgewiesen werden.

Bei der Eiablage hatte 1,6 ppm Amitraz allein einen deutlichen Effekt, der auch unabhéngig
von den toten Weibchen erzielt wurde. Die Eimenge und Schlupfrate in den Kombinationen
waren geringer als in den Kontrollen. Es erreichten aber nur die Kombinationen aus 1,0 x 10’
oder 1,0 x 10® Konidien/ml MA-K und 1,6 ppm Amitraz eine Reduktion der Schlupfrate im
Vergleich zur Amitraz-Behandlung. Die Schlupfrate wurde eher von den Pilzstdimmen als von
Amitraz beeinflusst, wahrend die abgelegte Menge der Eier eher von Amitraz bestimmt
wurde. Auch nach Behandlung mit der Kombination aus MA-7 und 1,6 ppm legten Weibchen
zwar mehr Eier als nach Behandlung mit Amitraz allein; die Schlupfrate in den
Kombinationen mit 1,0 x 10" und 1,0 x 10® Konidien/ml MA-7 war aber signifikant geringer
als in den Kontrollen und in der Behandlung mit 1,6 ppm Amitraz. Auch die Kombinationen
mit 0,32 ppm Amitraz hatten, genau wie 0,32 ppm Amitraz allein, keinen Einfluss auf die
Menge abgelegter Eier. In den Kombinationen war die Schlupfrate niedriger als in der
Behandlung mit 0,32 ppm Amitraz allein, aber nicht unterschiedlich zu MA-7. Da MA-K und
MA-7 weder in den Dosis-Wirkungs-Versuchen noch in den Kombinationsversuchen mit
Fipronil einen direkten Einfluss auf die Eiablage hatten, ist davon auszugehen, dass die
Inhibition der Eiablage der Behandlung mit 1,6 ppm Amitraz zugeschrieben werden kann,
was auch in anderen Versuche mit Amitraz gezeigt wurde (Ribeiro et al. 2010, Oliveira et al.
2000). Allerdings wird bei Vorliegen eines antagonistischen Effektes (1,0 x 10° Konidien/ml
in Kombination mit 1,6 ppm) auch die Inhibition der Eiablage durch Amitraz abgeschwacht.
Es konnten mit Amitraz keine Kombinationsstudien gefunden werden, was daran liegen
konnte, dass die Versuche anderer Autoren zur Kompatibilitdt negativ ausgefallen waren

(Alizadeh et al. 2007, de Oliveira und Neves 2004). Da Amitraz der einzige Vertreter seiner
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Wirkklasse ist, konnten keine Studien mit verwandten Stoffen zum Vergleich herangezogen
werden.

Wenn sich eine Konzentration von Amitraz finden lieRe, die zwar die Eimenge der
behandelten Weibchen aber nicht den Pilz beeinflusst, ware dies eine gute Kontroll-
moglichkeit, um sowohl die Menge der Eier als auch der Larven zu reduzieren. Der Tod der
Weibchen ist nur insofern von Bedeutung, da so die Eiablage verhindert wird. Wenn Eier und
Larven aber auch anders kontrolliert werden konnen, ist die Kontrolle von vollgesogenen
Weibchen unerheblich, da das Weibchen ohnehin nach Beendigung der Eiablage stirbt
(Nuriez et al. 1985).

Auch in diesen Versuchen zeigte sich, wie bereits in anderen Studien (Fernandes et al. 2004),
dass zwei Pilzstimme der gleichen Art eine durchaus unterschiedliche Virulenz gegenuber
bestimmten Zielorganismen haben kénnen, was auch an den unterschiedlichen Schlupfraten
der Eier nach Behandlung der Weibchen mit MA-7 oder MA-K beobachtet werden konnte.

4.4.3.2 Eier

Nach Behandlung von circa sieben Tage alten Eiern gab es keine Unterschiede bei
Schlupfbeginn oder —dauer, obwohl zahlreiche Autoren eine Verzégerung des Schlupfs durch
entomopathogene Pilze nachweisen konnten. Bei Bittencourt et al. (1994b) flihrte die
Behandlung von Eiern von R.microplus mit Konzentrationen von 1,0 x 10°—1,0 x 10®
Konidien/ml von M. anisopliae zu einem verspéateten Schlupfbeginn und zu einer verlangerten
Schlupfdauer. Auch Polar et al. (2005) fanden, dass die Behandlung von Eiern mit
M. anisopliae die Schlupfrate verringerte (nur 15 % Schlupfrate nach Behandlung mit
1,0 x 10® Konidien/ml) und die mittlere Schlupfdauer um ein Viertel verlangert wurde (von
14,8 +0,5 Tagen in der Kontrolle auf 19,8 +0,5 Tage [nach Behandlung mit 1,0 x 10°
Konidien/ml]). Hingegen konnten Fernandes et al. (2004) weder eine Verzdgerung des
Schlupfbeginns noch eine Verldngerung der Schlupfdauer feststellen. Bei einem der drei
getesteten M. anisopliae-Stamme kam es nach Behandlung mit 1,0 x 10° Konidien im
Gegenteil zu einer Verkirzung der Schlupfdauer.

Einzig die Schlupfrate in der Behandlung mit der Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml
MA-K und 1,6 ppm Fipronil war geringer als in den Kontrollen und geringer als bei MA-K
allein. Da es aber keinen Unterschied zu der Schlupfrate in der Fipronil-Behandlung gab,
kann davon ausgegangen werden, dass dieser Effekt nicht durch die Kombination, sondern
einzig durch Fipronil bedingt war. Alle anderen Behandlungen flihrten zu keiner geringeren

Schlupfrate im Vergleich zu den Kontrollen. Auch in den Behandlungen mit Amitraz und
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Permethrin unterschieden sich die Schlupfraten nicht von denen in der Kontrolle. Aufgrund
der geringen Anzahl an Versuchswiederholungen in Verbindung mit sehr niedrigen
Schlupfraten in den Kontrollen war es schwierig, Behandlungen zu finden, die signifikant
unterschiedliche Schlupfraten verursachen kénnen.

Aulerdem lagen alle Schlupfraten in den Behandlungen mit MA-K oder MA-7 allein deutlich
uber 50 %, so dass sie einen zu geringen Wirkungsgrad hatten. Bei den Versuchen zur LC-
Wert Bestimmung wirkten beide Pilzstimme deutlich besser, was sich in den niedrig
gewdhlten Konzentrationen widerspiegelte. Um eine verniinftige Aussage Uber die Interaktion
von MA-K oder MA-7 mit den Schédlingsbekdmpfungsmitteln treffen zu kdnnen, missten
die Versuche wiederholt werden. Vorher sollte jedoch die Methodik verbessert werden, um in

den Kontrollen eine stabil hohe Schlupfrate zu erzielen.

4.4.3.3 Larven

Die Mortalitdt der Pilzstamme allein lag innerhalb des vergleichsweise langen
Versuchszeitraums von 42 Tagen bei maximal 20 %. Gleichzeitig war die Mortalitdt in den
Kontrollen sehr hoch (20 — 30 %), unterlag in den einzelnen Wiederholungen aber starken
Schwankungen (Standardabweichungen, die groRer als der Mittelwert waren). Es ist daher
davon auszugehen, dass das Testsystem nicht hinreichend stabil war, um verlassliche
Aussagen zu produzieren. Diese niedrige Ausgangsmortalitdt war unter Umstanden dafur
verantwortlich, dass es nicht mdglich war, eine eindeutige negative oder positive Interaktion
der meisten Schadlingsbekampfungsmittel mit den Pilzstdmmen nachzuweisen. Eine Ursache
flr die hohe Larvenmortalitat in den Kontrollen mag an der nicht ausreichenden Luftfeuchte
im Testsystem gelegen haben. Die Uberlebensdauer von Larven nimmt mit abnehmender
Luftfeuchte und/oder zunehmender Temperatur ab (Davey et al. 1991). Auch wenn die
Temperatur in den Versuchssystemen konstant gehalten werden konnte, war es schwierig,
eine gleichbleibend hohe Luftfeuchtigkeit zu gewdahrleisten. Dartiber hinaus war es aufgrund
der kleinen Testbehalter (Rollrandglaser [10ml] in einer Bellablast Schale
[17 cm x 12 cm x 6,2 cm]) nicht moglich, die Luftfeuchte in diesem System zu ermitteln. Die
sehr wahrscheinlich schwankende Luftfeuchte konnte fiir die hohen Variabilitaten in der
Mortalitt (ersichtlich an den grofRRen Unterschieden der einzelnen Wiederholungen)
verantwortlich gewesen sein. Auch M. anisopliae ist bei hoher Luftfeuchte effektiver (Luz et
al. 1998, Walstad et al. 1970) und kann das volle Virulenzpotenzial nur unter optimalen
Bedingungen ausschopfen. Es kdnnen von diesen Ergebnissen also nur vorsichtige Schliisse

beziglich der Effekte der Kombinationen gezogen werden.
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Zwei der getesteten Kombinationen aus M. anisopliae und Fipronil konnten synergistische
Effekte erzielen. 1,0 x 10° und 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K in Kombination mit 0,064 ppm
Fipronil (die hohere der getesteten Fipronil-Konzentrationen) erzielten deutlich hdhere
Mortalitditen als die Einzelbehandlungen. Auch die Mortalitdt in der Kombination aus
1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und 0,0128 ppm Fipronil war in der Tendenz héher als die in
den Einzelbehandlungen. Eine Beeinflussung des Verhaltens der Larven durch Fipronil ist
nicht sehr wahrscheinlich, da Fipronil auch in einem anderen Kombinationsversuch mit
M. anisopliae zur Bekdmpfung von H. tenuis keinen Einfluss auf das Putzverhalten hatte
(Moino Jr. und Alves 1998). Andere die Pilzinfektion begunstigende Verhaltensédnderungen,
z. B. ein erhohter Bewegungsdrang, was die Chance mit Konidien in Kontakt zu kommen
erhdhte (Quintela und McCoy 1998a), kann ausgeschlossen werden, da die Konidien bereits
auf der Larvenkutikula hafteten. Es kann also davon ausgegangen werden, dass Fipronil das
Immunsystem der Larven schwdchte und somit dem Pilz die Infektion erleichterte. Ein
weiteres Indiz ist, dass 0,064 ppm Fipronil auch allein eine Mortalitat (~ 40 %) verursachte,
also einen deutlichen Effekt auf die Larven hatte.

Bei allen Kombinationen mit Amitraz konnten keine Unterschiede gegenuber den Kontrollen
gefunden werden. Aufgrund der bereits beschriebenen Problematik des Versuchsaufbaus
(Luftfeuchte — siehe oben) muss der Versuch wiederholt werden, um eine verléssliche
Aussage treffen zu kodnnen, ob Amitraz tatsachlich keinen Einfluss auf die durch
M. anisopliae verursachte Mortalitat hat.

Die Kombination aus 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K oder 1,0 x 10° Konidien/ml MA-7 und
40 ppm Permethrin hingegen verursachte eine geringere Mortalitat als die DMSO-Kontrolle.
Die Chancenverhaltnisse aller vier M. anisopliae Kombinationen mit 40 ppm waren niedriger
als die der Einzelbehandlungen, so dass die Wahrscheinlichkeit einer auftretenden Mortalitat
in den Einzelbehandlungen hoher war. Bei 8 und 40 ppm Permethrin wurde in den
Kompatibilitdtsversuchen — auch wenn fir beide eine Kompatibilitdt ermittelt wurde — die
Keimrate und das vegetative Wachstum beider Stdmme negativ beeinflusst. Dieses kdnnte das
negative Ergebnis der Kombination mit hervorgerufen haben. Dennoch ist es Giberraschend, da
in anderen Studien die Kombination aus entomopathogenem Pilz und Pyrethroiden zu
positiven Ergebnissen fiihrten. Bei Kombinationsversuchen von M. anisopliae (10’ und
10® Kondien/ml) mit Permethrin in Konzentrationen von 0,025, 0,05 and 0,25 ppm gegen
Nymphen von Ixodes scapularis konnten additive Interaktionen des Pilzes mit Permethrin
gefunden werden (Hornbostel et al. 2005). Bei Behandlung eines pyrethroidresistenten

Stammes von R. microplus mit einer Kombination aus Deltamethrin (Pyrethroid) und
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M. anisopliae kam es zu einer erhohten Mortalitat in allen Kombinationsbehandlungen
gegenlber den Einzelbehandlungen. Es konnte der LCso-Wert fir Deltamethrin von
10,85 (4,55 — 25,88) ppm bei Einzelanwendung auf 0,11 (3,43x 10%—2,53) ppm bei
Anwendung in Kombination mit 2,2 x 10" Konidien/ml von M. anisopliae reduziert werden
(Bahiense et al. 2006). Beim Einsatz von B.bassiana (1,0 x 10° Konidien/ml) mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Deltamethrin (0,25 bis 2500 ppm) gegen die Zecke
Hyalomma [anatolicum] anatolicum konnte flr alle Kombinationsvarianten eine hohere
Mortalitat und ein friherer Wirkungseintritt erzielt werden (Sun et al. 2011).

Keine der Kombinationen mit Imidacloprid verursachte eine héhere Mortalitat im Vergleich
zu den Kontrollen. Da Imidacloprid keine besonders gute Wirkung auf Zecken hat (Cruthers
et al. 1999), ist es maoglich, dass die Wirkung des Pilzes aufgrund der fehlenden Wirkung von
Imidacloprid auf die Larven nicht so verbessert werden konnte wie es durch Fipronil der Fall
war. Der Versuch sollte wiederholt werden, um zu Uberprifen, ob Imidacloprid tatséchlich
keinen Einfluss auf die durch M. anisopliae verursachte Mortalitat hat. Die Erhdhung der
Pilzkonzentration und damit der Larvenmortalitdt sollte eine deutlichere Aussage beziiglich
der Verbesserung der Pilzwirkung durch Imidacloprid bringen. In den Kompatibilitats-
versuchen hatte Imidacloprid auf das vegetative Wachstum von MA-7 nicht aber von MA-K
einen positiven Einfluss, so dass dieser Effekt auch in den Kombinationen erwartet wurde. In
anderen Studien, in denen verschiedene Insekten mit Kombinationen aus Pilz und
Imidacloprid behandelt wurden, erzielten diese Kombinationen sogar vielfach synergistische
Effekte, was aber hauptséchlich durch von Imidacloprid verursachte Verhaltensanderungen
der Zielorganismen zustande kam. Bei Versuchen mit Kombinationen aus M. anisopliae oder
B. bassiana und Imidacloprid zur Bekdmpfung der Larven von Diaprepes abbreviatus
konnten die Pilzinfektionen erhoht werden, da die mit Imidacloprid behandelten Larven die
Konidien aufgrund von Immobilitat nicht von der Kutikula abstreifen konnten (Quintela und
McCoy 1998a). Auch die Beeinflussung des Putzverhaltens durch Imidacloprid, wie es sich in
dem Versuch mit H. tenuis gezeigt hat, beginstigte eine Infektion durch M. anisopliae oder
B. bassiana und erhohte die Mortalitat in den Kombinationen gegentber den Mortalitaten in
den Einzelbehandlungen (Moino Jr. und Alves 1998). Auch Jaramillo et al. (2005) stellten
eine Verbesserung der Wirkung auf Cyrtomenus bergi von M. anisopliae in Kombination mit
Imidacloprid aufgrund von Verhaltensdnderungen (Verlust der Fahigkeit, die Exuvien
abzustreifen und sich tiefer ins Substrat einzugraben).

Fir eine eindeutige Bewertung der Effizienz der Kombinationen ist aber ein stabiler

Wirkungsgrad des Pilzes unverzichtbar. Dieser war in den vorliegenden Versuchen nicht
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gegeben, so dass vor weiteren Kombinationsversuchen zundchst eine hohere Stabilitat der
Effizienz von MA-7 und MA-K erreicht werden sollte.

4.4.4 Fazit

Grundsétzlich ist die Anwendung der Kombination von MA-7 oder MA-K mit Fipronil gegen
Weibchen und Larven von R. microplus aufgrund additiver und synergistischer Effekte
vielversprechend; dabei sind besonders die Vorteile der Reduktion des Ektoparasitizids und
die Beschleunigung des Wirkungseintritts des Pilzes zu nennen. Auch die Anwendung der
Kombination aus MA-7 oder MA-K und einer Konzentration von Amitraz, die leicht hoher
als der ermittelte ECso-Wert ist, kann ein geeignetes Mittel sein, die Eiablage und Schlupfrate
von R. microplus drastisch zu reduzieren, vorausgesetzt, dass der Pilzstamm nicht negativ
beeinflusst wird.

Die Versuche zu Kombinationseffekten von Permethrin und Imidacloprid sollten nach
Stabilisierung der Testmethode fir Eier und Larven wiederholt werden, um eine Aussage uber
das Potenzial der Kombinationen treffen zu kénnen. Allerdings sind weitere Studien
erforderlich, um die konzentrationsabhangige Veranderung der Effekte von Schédlings-
bekdmpfungsmittel auf die Stdmme von M. anisopliae zu untersuchen und zu stabilisieren

und so die Anwendung kombinierter Praparate in vivo zu ermoglichen.
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Allgemeine Diskussion

Zecken sind Ektoparasiten an vielen Wild- und Nutztieren und befallen auch den Menschen.
Der Zeckenstich kann Toxikosen, allergische Antworten bis hin zu (toédlichen) Paralysen
verursachen. Zusétzlich begunstigen die Stichwunden Sekundarinfektionen. Zecken sind
weltweit die bedeutendsten Vektoren im Veterinarbereich und die zweitbedeutendsten im
Humanbereich (Khan 2010, Nicholson et al. 2009). Bei Nutztieren haben Zeckenstiche eine
Abnahme der Fell- bzw. Lederqualitat und damit eine Wertminderung zur Folge (Eckert et al.
2008).

Die Kontrolle von Zecken wird in den meisten Fallen mit Ektoparasitiziden vorgenommen.
Diese Behandlungen verursachen hohe Kosten, haben Effekte auf Nicht-Zielorganismen,
kontaminieren die Umwelt und induzieren Resistenzen (Castro-Janer et al. 2010, Moyo und
Masika 2009, Schulze et al. 2005, Gassner et al. 1997, Sonenshine 1993). Deshalb wird
angestrebt, die aufgewendete Ektoparasitizidmenge zu minimieren bzw. es nach biologischen
Alternativen gesucht. Entomopathogene Pilze sind ein vielversprechendes Mittel zur
biologischen Schadlingsbekdmpfung. Die Wirkung der entomopathogenen Pilze variiert aber
stark, u. a. in Abhangigkeit von den verschiedenen Zeckenspezies (z. B. Kirkland et al. 2004a,
Kirkland et al. 2004b, Leemon und Jonsson 2008, Gindin et al. 2002). Es ist notwendig, die
Wirksamkeit der entomopathogenen Pilze zu stabilisieren, um die fur die Zeckenkontrolle
erforderliche Effizienz zu erzielen. Durch die Kombination von entomopathogenen Pilzen und
geringen Konzentrationen von Schadlingsbekampfungsmitteln konnte die Effizienz des Pilzes
verbessert und gleichzeitig die Menge an einzusetzenden Sché&dlingsbekdmpfungsmitteln
reduziert werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Madoglichkeiten verschiedener Kombinationen aus
M. anisopliae und Schédlingsbekdmpfungsmitteln zu untersuchen. Dazu wurden zwei
Stamme von M. anisopliae eingesetzt und fiinf verschiedene chemische Schéadlings-
bekampfungsmittel aus den Klassen der Pyrethroide, Neonikotinoide, Phenylpyrazole,
Triazapentadiene sowie der Wachstumsregulatoren und ein pflanzliches Schédlings-
bekampfungsmittel getestet. Es wurden Versuche mit drei Zeckenarten und verschiedenen
Entwicklungsstadien durchgefuhrt: mit ungesogenen Adulten von R.sanguineus, mit
vollgesogenen Nymphen und ungesogenen Adulten von A. hebraeum sowie mit Eiern,
ungesogenen Larven und vollgesogenen Weibchen von R. microplus.

Vor einer kombinierten Anwendung von Schadlingsbekampfungsmittel und M. anisopliae ist
es zunéchst erforderlich, die Kompatibilitdt des Schadlingsbekdmpfungsmittels mit dem Pilz

zu untersuchen. AuRerdem mussen die subletalen Konzentrationen von den
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Schédlingsbekdmpfungsmitteln und den M. anisopliae-Stammen ermittelt werden, um diese

anschlieRend gemeinsam anzuwenden.

Kompatibilitat

Bei einer  kombinierten = Anwendung von  entomopathogenem  Pilz  und
Schédlingsbekdmpfungsmitteln mussen immer die potenziellen negativen Einflisse der
Schédlingsbekdmpfungsmittel auf die entomopathogenen Pilze betrachtet werden (Moino Jr.
und Alves 1998), da eine Effizienzsteigerung des Pilzes durch Schéadlingsbekampfungsmittel
nur erzielt werden kann, sofern die eingesetzten Schadlingsbekdmpfungsmittel den
entomopathogenen Pilz nicht negativ beeinflussen. Das benutzte Testsystem betrachtet den
Fall, dass der Pilz wahrend seiner gesamten Entwicklung (von der Keimung bis zur
Sporulation) in permanentem Kontakt mit dem Schadlingsbekdmpfungsmittel steht, was in
Feldversuchen so nicht der Fall sein sollte (Neves et al. 2001). Es wird in der Laborprifung
ein ,,Worst-Case-Szenario“ experimentell gestaltet, um auch geringste Effekte zu erkennen
oder unwirksame Mittel sicher zu selektieren. Da das vegetative Wachstum des Pilzes bei
Befall in vivo im Inneren des Arthropoden geschieht, sollte der Pilz mit dem
Schédlingsbek&mpfungsmittel nicht dauerhaft in Kontakt kommen bzw. die Konzentration,
mit der der Pilz in Kontakt kommt, sollte geringer sein als die Konzentrationen, die in in vitro
Versuchen getestet werden (da Silva und Neves 2005). Auch der Einfluss auf die
Konidienbildung sollte geringer sein als in vitro, da das Myzel erst eine Weile nach der
Applikation der Kombination auswéchst. Alves et al. (1998) gehen davon aus, dass bei einer
Kompatibilitat in vitro das Risiko von unerwiinschten Effekten unter Freilandbedingungen als
ziemlich gering angesehen werden kann.

Die Ergebnisse der Kompatibilitatsversuche lieRen den Schluss zu, dass keines der getesteten
Schédlingsbekdmpfungsmittel die Entwicklung der getesteten M. anisopliae-Staimme MA-K
und MA-7, und damit die Infektion eines Wirtes, bei kombinierter Anwendung in
ausgesuchten Konzentrationen storen sollte. Die Keimung wurde durch hohere
Konzentrationen maximal um 15 % gehemmt. Weiterhin wurde das vegetative Wachstum
selbst durch die hochsten Konzentrationen der Schédlingsbekdmpfungsmittel (auBer bei
Fipronil) um nicht mehr als 13 % im Vergleich zur Kontrolle eingeschrankt. Einzig die
Konidienbildung wurde zum Teil stark negativ beeinflusst. Mit Hilfe des Toxizitatsschemas
von Alves et al. (1998) liel? sich anhand des vegetativen Wachstums und der Konidienbildung
die Kompatibilitat klassifizieren. Im Gegensatz zu Versuchen anderer Autoren (z. B. Alizadeh
et al. 2007, de Oliveira und Neves 2004, Batista Filho et al. 2001), in denen es teilweise
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erhebliche Beeintrachtigungen gab, waren die getesteten Schadlingsbek&mpfungsmittel in der
vorliegenden Studie (bis auf zwei Ausnahmen) mit beiden Pilzstdmmen kompatibel.
Lediglich die hoheren Konzentrationen von Fipronil (40 und 200 ppm) und Etoxazol (20 und
100 ppm) mussten in Verbindung mit 1% DMSO gegenliber einem der getesteten
M. anisopliae-Stdamme (MA-7) als moderat toxisch bzw. toxisch (100 ppm Etoxazol)
eingestuft werden.

Das Toxizitatsschema von Alves et al. (1998) bezieht die Keimrate nicht mit ein. Diese ist
jedoch ein wichtiger Schritt fur die Infektion und die Effektivitat des Pilzes wird durch deren
Hemmung stark beeintrachtigt (Anderson und Roberts 1983). Wird ein Uberarbeitetes
Toxizitatsschema von Alves et al. (2007) angewendet, das diesen Parameter mit einbezieht,
werden alle betrachteten Konzentrationen als kompatibel eingestuft (Schumacher und
Poehling 2012). Diese positiven Bewertungen der verschiedenen Kombinationen erwiesen
sich aber in den Kombinationsversuchen an Zecken als unrealistisch. Obwohl z. B. Etoxazol
in Konzentrationen bis 4 ppm als kompatibel mit MA-K und MA-7 eingestuft wurde, waren
die Effekte aus Kombinationen mit den Pilzen und 0,032 ppm Etoxazol antagonistisch. Die
Bewertung mit Hilfe des alten Toxizitatsschemas (Alves et al. 1998) ist dabei néher an den
Kompatibilitaten, die bei den Kombinationsversuchen an Zecken ermittelt wurden, als die des
neuen Toxizitatsschemas (Alves et al. 2007). Vielleicht wére eine Formel, die dem
physiologischen Parameter, der am starksten betroffen ist, die grofite Bedeutung beimisst,

realistischer, was die Beurteilung fir spatere Kombinationsversuche betrifft.

Subletale Konzentrationen der Schadlingsbekampfungsmittel

Fipronil besitzt eine schnelle Kontakt- und eine langanhaltende Residualwirkung (Blagburn
und Lindsay 2001, Postal et al. 1995). Es wurde an allen Zeckenstadien und -arten
angewendet und lasst somit einen bedingten Vergleich der Empfindlichkeit der einzelnen
Arten und Stadien zu. Der LCso-Wert von Fipronil lag nach 14 Tagen fiir ungesogene Adulte
von R. sanguineus zwischen 1,14 ppm und 1,55 ppm, ohne einen signifikanten Unterschied
zwischen den Geschlechtern aufzuweisen. Auf die vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum
wirkte Fipronil ebenfalls, allerdings lag der LCso-Wert bei 2,06 ppm Fipronil. Der LCso-Wert
nach 14 Tagen fir die Adulten von A. hebraeum lag mit 5,6 bis 7,5 ppm deutlich héher als der
fur die Nymphen von A. hebraeum oder die Adulten von R.sanguineus. Unterschiede
zwischen Mannchen und Weibchen von R. sanguineus und A. hebraeum konnten durch

andere Studien nicht bestatigt werden, da dort nicht zwischen den Geschlechtern
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unterschieden wurde (z. B. Dryden et al. 2006a, Dryden et al. 2006b) oder nur die
Empfindlichkeit der Weibchen untersucht wurde (z. B. Estrada-Pefia und Réme 2005).

Der berechnete EC/LCso-Wert fiir die verschiedenen Stadien von R. microplus nahm von
vollgesogenen Weibchen (1,53 ppm), tber Eier (0,36 ppm) bis hin zu den Larven (0,26 ppm)
ab, wobei Nymphen bei den Untersuchungen nicht beriicksichtigt wurden. Die ermittelten
Ergebnisse, welche zeigten, dass die Empfindlichkeit der Stadien mit zunehmender Grolie
(von Larven zu Adulten) fir R. microplus und A. hebraeum abzunehmen scheint, wurde auch
flr andere Schédlingsbekdampfungsmittel und Zeckenarten ermittelt (Abdel-Shafy und Zayed
2002, Koch und Burkwhat 1984). Uber Eier gibt es vergleichsweise wenig Studien zur
Empfindlichkeit gegenuber Schadlingsbek&mpfungsmitteln. Den Ergebnissen in dieser Studie
zufolge reagierten Eier jedoch weniger empfindlich, was auch in anderen Studien beobachtet
wurde (Kramer und Nauen 2011, Abdel-Shafy und Zayed 2002, Munthali 1984). Die
geringere Wirksamkeit auf die Eier kann dabei entweder tber das kleinere Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis der Eier, durch welches weniger Schéadlingsbekdmpfungsmittel im
Verhaltnis zur Masse an die Eier gelangt, oder mit der schlechten Permeabilitat der
Eischutzhille (Lees und Beament 1948) erklart werden.

Ein weiteres getestetes Schédlingsbekdmpfungsmittel, Etoxazol, ist aufgrund des Wirk-
mechanismus (Hemmung des H&autungsprozess [Nauen und Smagghe 2006, Suzuki et al.
2001]) nur fur die Kontrolle von vollgesogenen Stadien, die sich hauten mussen, geeignet und
wurde in den vorliegenden Versuchen nur an vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum
getestet. Etoxazol verhinderte bereits in sehr niedrigen Konzentrationen den Schlupf zur
Adulten und filihrte bei 0,032 ppm zu einer 50 %igen und bei 0,16 ppm sogar zu einer
100 %igen Mortalitdt. Ein &hnliches Ergebnis konnten Tamura et al. (2004) gegen
vollgesogene Nymphen von H. longicornis erzielen.

Amitraz, Permethrin, Imidacloprid und NeemAzal wurden aufgrund der zur Verfligung
stehenden Zecken nur an R. microplus getestet, wobei die Wirksamkeit von Amitraz an allen
drei Entwicklungsstadien, die von Permethrin, Imidacloprid und NeemAzal nur an
ungesogenen Larven und Eiern ermittelt wurde.

Amitraz besitzt eine hohe Effektivitat gegen Ektoparasiten (u. a. Lause, Milben, Zecken) und
verfugt Uber eine repellente Wirkung (Ungemach 2010, Gupta 2007). Es wurde in die
vorliegende Studie mit einbezogen, um fur das Trilaterale Projekt Deutschland-Israel-
Palastina auch einen in Israel relevanten Wirkstoff zu testen, da Fipronil zur Anwendung an

Rindern in Israel nicht zugelassen ist (Samish, personliche Mitteilung).
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Amitraz wirkte gegen R. microplus schwacher als Fipronil, da fir alle Stadien ein hoherer
LCso-Wert ermittelt wurde als fir Fipronil. Der Wert fiir die Weibchen (7,13 ppm) lag aber in
einem ahnlichen Bereich, wie er auch fir andere empfindliche Stdmme beschrieben wurde
(Jonsson et al. 2007, Oliveira et al. 2000). Die Larven (LCso-Wert von 0,17 ppm) schienen,
verglichen mit LCso-Werten (~ 15 ppm bis 240 ppm) anderer Autoren (Barré et al. 2008,
Davey et al. 2008, Ducornez et al. 2005), sehr empfindlich auf Amitraz zu reagieren. Der
LCso-Wert der Eier wurde mit 0,66 ppm berechnet. Es konnten keine Vergleichsstudien, die
die Empfindlichkeit von direkt mit Amitraz behandelten Eiern untersuchten, gefunden
werden. Die erhohte Wirksamkeit von Amitraz auf Larven im Gegensatz zu den Eiern kdnnte
aber, wie bei Fipronil, entweder durch das unglnstigere Oberflachen-Volumen-Verhaltnis der
Eier oder mit der schlechten Permeabilitat der Eischutzhille aufgrund der starken
Wachsschicht (Lees und Beament 1948) erklart werden.

Permethrin hat ein breites Anwendungsgebiet (Blagburn und Lindsay 2001) und besitzt neben
der abtotenden auch eine repellente Wirkung (Endris et al. 2000, Kocisova und Para 1999).
Allerdings gibt es bereits einige resistente Zeckenstamme (z. B. Li et al. 2007, Miller et al.
1999). Fir die Larven wurde 14 Tage nach der Behandlung ein LCso-Wert von ~ 179 ppm
ermittelt. Andere Untersuchung fanden fir Larven empfindlicher R. microplus-Stamme, die
mittels eines Kontakttests getestet wurden, nach 48 Stunden dhnliche LCso-Werte (Li et al.
2008, Miller et al. 1999). In der vorliegenden Studie téteten 1000 ppm nur 75 % der Larven
14 Tage nach der Behandlung und erst nach einer Behandlung mit 5000 ppm starben 94 % der
Larven im Versuchszeitraum. Fernandes (2001) fand 24 Stunden nach der Behandlung mit
1250 ppm bzw. 2500 ppm Permethrin eine Mortalitatsrate der Larven von 86,2 bzw. 100 %,
trotz vorliegender leichter Cypermethrin- und Deltamethrinresistenz.

Es ist anzunehmen, dass der in den vorliegenden Versuchen getestete R. microplus-Stamm
eine (leichte) Resistenz gegentber Permethrin aufweist, was auch durch die Ergebnisse der
Eierbehandlungen bestétigt wird. Eine 85 %ige Schlupfinhibition sieben Tage alter Eier
konnte erst mit einer Konzentration von 1000 ppm erreicht werden, wahrend Davey (1995)
nach topikaler Applikation von 1000 ppm Permethrin auf zehn Tage alte Eier eine 94,1 %ige
Schlupfinhibition erzielte. Dass die Eier im Vergleich mit den Larven gegeniber Permethrin
empfindlicher reagieren, steht im Gegensatz zu den Beobachtungen, die nach Behandlung mit
den anderen Schédlingsbekdmpfungsmitteln gemacht wurden. Diese hohere Empfindlichkeit
konnte entweder aufgrund der hohen Lipophilie von Permethrin (Bromilow et al. 2003) und

damit der besseren Durchdringung der Wachsschicht der Eier erklart werden oder aber durch
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den Mechanismus der Resistenz (Pruett et al. 2002, Miller et al. 1999), der bei den Eiern evtl.
noch nicht (in ausreichendem MaRe) vorhanden ist.

Imidacloprid immobilisiert die Zielorganismen nach Anwendung schnell (,,Knock-down-
Effekt) (Ungemach 2010). Die Effizienz von Imidacloprid gegen Zecken ist allerdings
schlechter als die des Fipronilpréparates, das als Vergleichsmittel genutzt wurde (Cruthers et
al. 1999). Daher sind die hohen Konzentrationen, die zur Kontrolle der Larven (> 200 ppm)
und den weniger empfindlichen Eiern (>5000 ppm) benétigt werden, nicht berraschend.
Dennoch wurde Imidacloprid fur die Kombinationsstudien ausgewéhlt, da in verschiedenen
Untersuchungen eine verbesserte Wirkung von entomopathogenen Pilzen in Verbindung mit
Imidacloprid nachgewiesen wurde (u. a. Jaramillo et al. 2005, Quintela und McCoy 1998b).
NeemAzal gehort zu den pflanzlichen Pestiziden. Die Extrakte aus den Samen des Neem-
Baums enthalten u. a. die aktive Komponente Azadirachtin, welche insektizide, fungizide und
bakterizide Eigenschaften aufweist (Ware und Whitacre 2004). Die Eier von R. microplus
reagierten deutlich weniger empfindlich auf NeemAzal als die Larven, deren berechneter
LCso-Wert mit ~ 2500 ppm allerdings auch verhaltnismaRig hoch war. Auch fur andere
Zeckenarten sind &hnlich hohe Konzentrationen erforderlich, um Effekte zu erzielen (Al-
Rajhy et al. 2003, Abdel-Shafy und Zayed 2002). Aufgrund der schlechten L&slichkeit von
mehr als 1000 ppm NeemAzal in Ag. dest. mit 1% DMSO und der nicht getesteten
Kompatibilitidt der M. anisopliae-Stdimme mit so hohen NeemAzal-Konzentrationen konnten

keine Kombinationsversuche mit NeemAzal durchgefiihrt werden.

Konzentrationen von MA-K und MA-7 mit geringem Wirkungsgrad

Die beiden getesteten Stamme von M. anisopliae wurden bereits in anderen Studien
erfolgreich gegen verschiedene Stadien von beispielsweise R. sanguines oder R. annulatus
angewendet (Gindin et al. 2009, Gindin et al. 2002, Gindin et al. 2001, Samish et al. 2001),
weshalb sie fir die vorliegende Studie ausgewahlt wurden.

Ungesogene Adulte von R.sanguineus wiesen eine hohe Sensitivitdt gegenuber beiden
M. anisopliae-Stdammen auf. Es konnten LCso-Werte zwischen 1,77 x 10* und 5,14 x 10*
Konidien/ml fiir beide Geschlechter nach 28 Tagen Inkubation ermittelt werden. Ahnliche
LCso-Werte wurden fiir beide M. anisopliae-Stdamme fir die vollgesogenen Nymphen von
A. hebraeum (1,54 — 1,67 x 10* Konidien/ml) gefunden. Die LCso-Werte der ungesogenen
Adulten von A. hebraeum (je nach Stamm zwischen 1,0 x 10° und 1,0 x 10® Konidien/ml)
waren deutlich hoher als die Werte fiir Adulte von R.sanguineus und Nymphen von

A. hebraeum, wobei Weibchen von A. hebraeum weniger empfindlich reagierten als
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Ménnchen. Fir vollgesogene Weibchen von R. microplus wurden LCso-Werte von 1,1 —
2,56 x 10° Konidien/ml berechnet. Die abgelegte Eimenge und die Schlupfrate nahmen
konzentrationsabhéngig ab, wobei die Reduktion der Eimenge in der vorliegenden Studie
einzig durch die getoteten Weibchen bedingt war. Die Eiablagekapazitaten der Weibchen, die
im Versuchszeitraum nicht starben, wurden durch die Behandlung mit MA-K oder MA-7
nicht beeintrachtigt, obwohl MA-7 in einer anderen Studie die Menge der abgelegten Eier
reduzieren konnte (Gindin et al. 2001). Die Schlupfrate wurde im Vergleich zu der in der
Kontrolle aber, unabhéngig von dem Vitalstatus des Weibchens, vermindert. Fir direkt
behandelte Eier konnten LCso-Werte von 3,72 x 10* Konidien/ml (MA-7) bzw. 7,87 x 10°
Konidien/ml (MA-K) berechnet werden. Auch fur die Larven ergaben sich &hnliche LCsp-
Werte (5,39 x 10” - 8,32 x 10° Konidien/ml), wobei keine signifikanten Wirkungsunterschiede
zwischen den Pilzstammen vorlagen, weshalb die Wirksamkeit als gleichartig eingestuft
wurde.

Interessant ist, dass der Pilz, auch wenn er den Schlupf der Nymphe von A. hebraeum zur
Adulten nicht verhindern konnte, innerhalb von wenigen Tagen nach dem Schlupf die
Adulten abtétete. Ahnliches wurde Gber MA-7 und andere M. anisopliae-Stimme in Bezug
auf frischgeschlipfte Adulte von R. sanguineus berichtet (Samish et al. 2001). Auch bei Eiern
von R. microplus gab es Pilzinfektionen, die nicht durch neu gebildete Konidien (im
Englischen ,,secondary cycling) auf den toten Weibchen verursacht werden konnten, da die
Weibchen bis zum Versuchsende nicht an einer Pilzinfektion starben. Die Eier konnten sich
entweder sekunddar mit den Konidien aus der Tauchbehandlung von der Kutikula der
Weibchen (horizontal — im Englischen: ,,secondary pick-up*) oder evtl. noch im Weibchen
(vertikal) infiziert haben (Kaaya und Okech 1990), wodurch die konzentrationsabhangig
ansteigende Eimortalitét in Ansatzen mit noch lebenden Weibchen zu erklaren waére.

In anderen Studien wurde eine Abnahme der Empfindlichkeit gegenliber entomopathogenen
Pilzen von Stadium zu Stadium beobachtet (Kirkland et al. 2004a, Kirkland et al. 2004b,
Gindin et al. 2002, Gindin et al. 2001, Samish et al. 2001, Kaaya und Hassan 2000).
Allerdings ist die Zuordnung der Empfindlichkeit fir direkt behandelte Eier nicht eindeutig.
Einige Studien mit Eiern und ungesogenen Larven von R.annulatus oder R. microplus
ermittelten isolatsabhangig ahnliche Empfindlichkeiten (Fernandes et al. 2004, Gindin et al.
2002), wahrend in anderen Studien eine geringere Sensitivitat der Eier festgestellt wurde
(Fernandes et al. 2004, Gindin et al. 2001, Souza et al. 1999). Diese Ergebnisse konnten
bedingt auch in den vorliegenden Studien beobachtet werden. Wéhrend die Nymphen von

A. hebraeum empfindlicher reagierten als die Adulten, hatte MA-K fir alle Stadien von
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R. microplus ein dhnliches Wirkspektrum. Weibchen und Larven reagierten auch &hnlich auf
MA-7, Eier reagierten jedoch empfindlicher.

Da vollgesogene Stadien empfindlicher auf entomopathogene Pilze reagieren als ungesogene
Stadien (Samish et al. 2001, Reis et al. 2001), wirde das die ahnliche Empfindlichkeit von
Larven und Weibchen von R. microplus erklaren.

Hinsichtlich der Empfindlichkeit gegenlber den beiden Pilzstimmen gab es bis auf eine
Ausnahme keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern von R. sanguineus. Allerdings
waren die Adulten von A. hebraeum unterschiedlich empfindlich gegentiber den hdheren
Konidien-Konzentrationen von MA-K. In der Literatur finden sich Hinweise, dass Mé&nnchen
(tendenziell) empfindlicher als Weibchen auf bestimmte Stdmme von M. anisopliae reagieren
koénnen (Gindin et al. 2002, Samish et al. 2001). Allerdings gab es zwischen den
Geschlechtern nach Behandlung mit anderen Pilzstammen von M. anisopliae keine
Unterschiede (Kirkland et al. 2004b, Reis et al. 2001, Samish et al. 2001). Bemerkenswert ist
auch, dass die Empfindlichkeit der einzelnen Arten sehr unterschiedlich war. So waren
vollgesogene Nymphen von A. hebraeum am empfindlichsten, gefolgt von ungesogenen
Adulten von R. sanguineus, Eiern, Larven und Adulten von R. microplus und Adulten von
A. hebraeum. Auch wenn die Versuche aufgrund von unterschiedlichen Pilzchargen nur
bedingt miteinander vergleichbar sind, ergibt sich die Tendenz, die auch andere Studien
bestatigen, dass unterschiedliche Zeckenarten unterschiedlich empfindlich auf M. anisopliae
reagieren (Kirkland et al. 2004a, Kirkland et al. 2004b, Gindin et al. 2002, Kaaya und Hassan
2000). Es |l&sst sich also folgern, dass sowohl die Zeckenart als auch das
Entwicklungsstadium eine ebenso wichtige Rolle bei der Bestimmung der Wirksamkeit eines
entomopathogenen Pilzstammes spielen wie der Pilzstamm selbst.

Als kritisch einzustufen ist die Zeitspanne, die erforderlich war, bis fiir die untersuchten
M. anisopliae-Stamme in den vorliegenden Versuchen eine erkennbare Infektion und
schlieBlich der Tod der Zecken eintrat, auch wenn vergleichbare Stdmme &hnliche
Inkubationszeiten bendtigten (z. B. Kirkland et al. 2004b, Samish et al. 2001). Wird davon
ausgegangen, dass eine spatere Anwendung von M. anisopliae am Wirt der Zecken erfolgen
soll, haben sowohl die Adulten von A. hebraeum und R. sanguineus, deren Saugakt zwischen
6 und 19 Tage dauert (Bechara et al. 1995, Pegram et al. 1987, Nutall 1915) als auch die
Larven von R. microplus, die zwischen 3,5 und 9,5 Tage am Wirt saugen (Nufiez et al. 1985)
gentigend Zeit sich voll zu saugen und Krankheitserreger zu Ubertragen, ehe eine Infektion
durch M. anisopliae und damit eine Verringerung der Saugaktivitdt der Zecke und des

Ubertragungsrisikos eintritt. Auch wenn durch eine Erhéhung der Konidien-Konzentration die
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Infektion beschleunigt wird, reicht diese nicht aus um das Festsaugen am Wirt zu verhindern.
Gleichzeitig nimmt mit einer Erhdhung der Konzentration von M. anisopliae das Risiko zu,
dass auch Nicht-Zielorganismen infiziert werden. Ein kombinierter Einsatz von
Schédlingsbekdmpfungsmitteln und M. anisopliae wurde in dieser Arbeit als Ansatz zur
Stabilisierung der Wirkung der Pilze gesehen. Diese Hypothese basiert auf anderen Studien,
in denen beobachtet wurde, dass Schadlingsbekampfungsmittel die Abwehr der
Zielorganismen herabsetzen (Hiromori und Nishigaki 2001, Hassan und Charnley 1989) oder
das Verhalten beeinflussen (Moino Jr. und Alves 1998, Quintela und McCoy 1998a). Dieses
flhrt zu einer begunstigten bzw. beschleunigten Infektion. In solchen Kombinationen sollten
sowohl Pilz als auch Schédlingsbekdmpfungsmittel in Konzentrationen eingesetzt werden, in

denen sie Nicht-Zielorganismen nicht schaden.

Versuche zu Kombinationen mit MA-K oder MA-7 und Schadlingsbekampfungsmitteln
In den Versuchen mit M. anisopliae (allein und in Kombination) gab es zum Teil eine hohe
Variabilitat der Wirkeffizienz. Diese Variabilitit war besonders pragnant, wenn die Versuche
zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt wurden, also mit Konidien, die von Pilzen aus
unterschiedlichen Petrischalen geerntet worden waren. Des Weiteren wurde die Wirksamkeit
der Pilze aber auch durch unterschiedliche Wirtschargen beeinflusst. Durch diese Variabilitét
ist der direkte Vergleich zeitlich weiter auseinanderliegender Versuche schwierig und nur
bedingt verlasslich. Fir verlassliche Vergleiche der unterschiedlichen Zeckenarten und
—stadien miussten die Versuche zum gleichen Zeitpunkt mit derselben standardisierten
Pilzsuspension (beziliglich des Nadhrmediums, des Alters der Pilze und des Zeitpunktes der
letzten Passage durch einen Zielorganismus) durchgefiuihrt werden. Dieses war in den
vorliegenden Versuchen aufgrund der eingeschrankten Planbarkeit der Zeckenlieferungen und
der zur Verfligung stehenden Zeckenmenge nicht immer maoglich.

In vielen Kombinationsversuchen wirkten die Einzelbehandlungen von MA-K und MA-7
schlechter als es durch die Dosis-Wirkungs-Versuche zuvor ermittelt worden war. Diese
neuen Werte stehen zum Teil aber besser in Ubereinstimmung mit Daten aus anderen Studien
(Kirkland et al. 2004b, Gindin et al. 2002, Samish et al. 2001). Dieses lasst auf eine hohere
Variabilitat der Virulenz der Konidien von M. anisopliae schlie3en.

Sofern die Kombinationen Mortalitaten iber dem Kontrollniveau verursachten, konnten die
Kombinationen von M. anisopliae und Fipronil bei Anwendung gegen ungesogene Adulte
von R. sanguineus als additiv eingestuft werden. Die Mortalitat setzte bei den Méannchen und

zum Teil auch bei den Weibchen in diesen Kombinationsbehandlungen friher ein als in den
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Einzelbehandlungen von MA-K und MA-7. Fir die vorliegende teilweise unterschiedliche
Empfindlichkeit der Geschlechter von R. sanguineus gibt es keine offenkundige Erkl&rung.
Auch in anderen Studien gab es Unterschiede zwischen den Geschlechtern (Gindin et al.
2002, Samish et al. 2001), allerdings Uberrascht es, dass bei den Versuchen zur Ermittlung
einer Konzentration mit geringem Wirkungsgrad keine Unterschiede gefunden wurden. Auch
dieses lasst auf eine gewisse Variabilitdt des Pilzes schlielen. Naturlich kann auch die
unterschiedliche Vitalitdt der Zecken ein Grund fir die Variabilitat sein. So ist z. B. die
Gewichtszunahme der Zecken von der Eignung des Wirtes abhéngig (Latif 1984, Randolph
1979). Die ,,Qualitit™ des blutspendenden Wirtstieres ist ein moglicher Einfluss, der in diesen
Versuchen nicht berticksichtigt werden konnte.

Behandlungen der vollgesogenen Nymphen von A. hebraeum mit Kombinationen aus Fipronil
und M. anisopliae hatten Uberwiegend weder positive noch negative Effekte auf die
Mortalitat. Einzig 1,0 x 10* Konidien/ml MA-7 in Kombination mit 1,6 ppm Fipronil hatte
einen additiven Effekt auf die Mortalit4t. Bei den Adulten von A. hebraeum verursachten vier
der Kombinationen aus MA-K/MA-7 und Fipronil synergistische und drei additive Effekte,
wahrend bei allen anderen getesteten Kombinationen kein Effekt ermittelt werden konnte.

Bei Behandlung der Weibchen von R. microplus verursachte jeweils eine Kombination aus
MA-K (1,0 x 10° Konidien/ml und 0,064 ppm) oder MA-7 (1,0 x 10° Konidien/ml und
0,32 ppm) wund Fipronil geringere Mortalitditen als in den Einzelbehandlungen
(antagonistischer Effekt), wahrend alle anderen Kombinationen als additiv eingestuft werden
konnten. Auch bei den Kombinationsbehandlungen war die mit zunehmender Konidien-
Konzentration abnehmende Eimenge einzig den vor Beendigung der Eiablage abgestorbenen
Weibchen zuzuschreiben. Es konnten keine subletalen Effekte der Kombinationen auf die
abgelegte Eimenge von lebenden Weibchen gefunden werden. Die Schlupfrate war aber in
jeder Behandlung mit M. anisopliae geringer als in den Kontrollen und den Fipronil-
Behandlungen. Dieser Effekt kann auf die Fahigkeit von M. anisopliae zuriickgefiihrt werden,
sekundére Infektionen hervorzurufen (Thomas et al. 1995, Kaaya und Okech 1990).

Die Mortalitdt in den Versuchen mit ungesogenen Larven von R. microplus war in den
Kontrollen sehr hoch (20 — 30 %). Allerdings unterlag sie in den einzelnen Wiederholungen
starken Schwankungen (Standardabweichung, die gréRRer als der Mittelwert war). Es ist daher
davon auszugehen, dass dieses Testsystem nicht so stabil war, wie es fur verlassliche
Aussagen erforderlich ware. Des Weiteren war die Mortalitéat, die durch die Pilzstdmme allein
verursacht wurde, innerhalb des sehr langen Versuchszeitraums von 42 Tagen recht gering

(maximal bei 20 %) und befand sich damit auf dem Niveau der Kontrolle. Dennoch wirkten
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zwei der getesteten Kombinationen (1,0x 10° und 1,0 x 10° Konidien/ml MA-K in
Kombination mit 0,064 ppm) synergistisch.

Die niedrige Mortalitat, die allein durch die Pilze verursacht wurde, ist ein Grund dafur, dass
es nicht moglich war, eine eindeutig negative oder positive Interaktion von Amitraz,
Permethrin oder Imidacloprid mit den Pilzstdmmen nachzuweisen. Nach Stabilisierung des
Testsystems sollten diese Versuche wiederholt werden, um eine zuverl&ssige Aussage zur
Interaktion von Amitraz, Permethrin oder Imidacloprid mit M. anisopliae zu ermdglichen.

Es konnten auch keine aussagekréftigen Ergebnisse in den Versuchen mit direkt behandelten
Eiern von R. microplus erzielt werden, was auf die Methodik zurtickzufiihren ist. Auch hier
war die Wirkung des Pilzes allein deutlich zu niedrig (Schlupfraten von Gber 50 %) und die
Schlupfraten in den Kontrollen unterlagen starken Schwankungen. Um eine verninftige
Aussage Uber die Zusammenwirkung von MA-K oder MA-7 und den Schadlingsbe-
kampfungsmitteln treffen zu kdnnen, missten diese Versuche wiederholt werden. Hierbei ist
es jedoch erforderlich die Methodik zu optimieren, um in den Kontrollen eine stabil hohe
Schlupfrate zu erzielen.

Bei der Kontrolle von vollgesogenen Weibchen von R. microplus erwies sich eine
Kombination von MA-K und Amitraz (1,0 x 10° Konidien/ml MA-K und 1,6 ppm) wegen
ihrer antagonistischen Effekte als ungeeignet. Die Kombinationen aus 1,0 x 10® Konidien/ml
MA-7 mit 0,32 oder 1,6 ppm Amitraz verursachten hingegen deutlich héhere Mortalitaten als
die Einzelbehandlungen und konnten als synergistisch eingestuft werden. Die anderen
Kombinationen erwiesen sich als additiv. Dass Amitraz die Eiablage inhibiert, zeigte sich
nicht nur in den Ergebnissen anderer Studien (Ribeiro et al. 2010, Oliveira et al. 2000),
sondern auch bei den Behandlungen mit 1,6 ppm allein und in Kombination mit den beiden
Pilzstammen. Ebenso, wie in den Kombinationsbehandlungen mit Fipronil, wurde die
Schlupfrate durch die Fahigkeit des Pilzes, Sekundarinfektionen hervorzurufen (Kaaya und
Okech 1990), konzentrationsabhéngig stark reduziert. Bei einem antagonistischen Effekt war
nicht nur die Mortalitat in der Kombinationsbehandlung geringer, sondern auch die durch
Amitraz verursachte Eiablageinhibition wurde abgeschwacht, was darauf schliel3en l&sst, dass
beide Komponenten der Kombination sich gegenseitig negativ beeinflussen. Die
Schlupfinhibition durch den Pilz wurde davon nicht betroffen, was ein weiteres Indiz fir eine
von der Kombination abgekoppelte Wirkung des Pilzes wére. Vergleichsstudien mit Amitraz
konnten nicht gefunden werden. Ein Grund daflr konnte sein, dass andere Autoren nur
negative Ergebnisse zur Kompatibilitdt von Amitraz und entomopathogenen Pilzen erzielten

(Alizadeh et al. 2007, de Oliveira und Neves 2004). Da Amitraz der einzige Vertreter seiner
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Wirkklasse ist, konnten auch keine Studien mit verwandten Wirkstoffen zum Vergleich
herangezogen werden.

Bei Behandlung vollgesogener Nymphen von A. hebraeum mit Kombinationen aus
M. anisopliae und 0,0064 ppm Etoxazol wurden additive Effekte gefunden. Die
Kombinationen mit der hoheren Etoxazol-Konzentration waren antagonistisch, sofern die
Kontrollmortalitaten Gbertroffen wurden.

In vielen Fallen wurde M. anisopliae durch Zugabe von Schadlingsbek&mpfungsmitteln eher
negativ beeinflusst. Im Gegensatz zu dem Kompatibilitatstest, in dem nur definiertes Medium
mit einer optimalen Zusammensetzung benutzt wurde, gibt es auf der Kutikula verschiedene
Stoffe, die die Entwicklung des Pilzes beeinflussen (Ment et al. 2010, Szafranek et al. 2001,
Bidochka und Khachatourians 1992). Dadurch ware es mdglich, dass die Konidien auf die
Schédlingsbekdmpfungsmittel empfindlicher reagiert haben als es in den Kompatibilitats-
versuchen der Fall war und der Anteil beschadigter Konidien daher so hoch war, dass keine
Infektion mehr ausgelost werden konnte. Wenn aber genligend lebensfédhige Konidien
verbleiben, was bei einer hoheren Ausgangskonzentration, z. B. 1,0 x 10’ oder 1,0 x 10®
Konidien/ml wahrscheinlicher ist, kann eine hohere Konzentration von Schadlingsbe-
kampfungsmittel in der Kombination eine bessere Mortalitdt erzielen, da die hdohere
Konzentration einen erhéhten Stresseffekt auf die Zecke ausubt.

Die Schlupfraten der Eier von behandelten Weibchen von R. microplus waren nach
Behandlungen mit MA-7 geringer als nach Behandlung mit MA-K. Auch bei vollgesogenen
Nymphen von A. hebraeum starben mehr frischgeschlupfte Adulte durch MA-7 als durch
MA-K. Der Stamm MA-7 scheint also ein hoheres Potenzial fur Sekundérinfektionen zu
haben als MA-K und damit das Potenzial, auch andere als das urspriinglich behandelte
Stadium zu bekampfen. Allerdings war MA-7 bei den Kompatibilitatstests gegentber den
Schédlingsbekampfungsmitteln empfindlicher.

Obwohl einige Autoren davon ausgehen, dass die Auswirkungen auf den Pilz bei einer
kombinierten Anwendung am Wirt geringer sein sollte als in dem in vitro Testsystem zur
Bestimmung der Kompatibilitat (Neves et al. 2001, Alves et al. 1998), traten (in allen
Versuchen) die Ergebnisse, die aufgrund der Kompatibilitatstests erwartet wurden, bei dem
kombinierten Einsatz der Schadlingsbekdmpfungsmittel mit den beiden Pilzen nur teilweise
auf. Mietkiewski et al. (1997) fanden Unterschiede zwischen in vivo- und in vitro-Versuchen
bezlglich der Effizienz von entomopathogenen Pilzen in Zusammenhang mit verschiedenen
Schadlingsbekdampfungsmitteln. Mdgliche Ursachen kdnnten beim Vergleich von in vivo- und

in vitro- Studien die variablen mikroklimatischen Bedingungen sein und die Konzentrations-
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unterschiede der angewendeten Schadlingsbekampfungsmittel. Diese Faktoren konnen
allerdings in der vorliegenden Studie keine Rolle gespielt haben. Bei einem kombinierten
Einsatz von Schadlingsbekampfungsmittel und M. anisopliae an Zecken in vitro werden zwar
die Umweltbedingungen konstant gehalten, es kommen jedoch Faktoren (z.B. die
Kutikulabeschaffenheit) hinzu, die bei den Kompatibilitatstests nicht berlicksichtigt werden,
aber die Wirkung des Pilzes beeinflussen (Ment et al. 2010). Deshalb sollten die Ergebnisse
des Kompatibilitatstests nur als Ausschlusskriterium fur grundsétzlich ungeeignete Sub-
stanzen genutzt werden. Da unterschiedliche Pilzstimme verschiedene Eigenschaften besitzen
und somit entsprechend anders auf Schadlingsbek&mpfungsmittel reagieren kénnen (Olmert
und Kenneth 1974), sollten die Ergebnisse fiir einen entomopathogenen Pilzstamm nicht oder
nur bedingt generalisiert werden. Deshalb mussen fiir jeden Pilzstamm eigene Tests
durchgefuhrt werden. Die hohe Variabilitat der Wirkeffizenz der Pilze macht eine verlassliche
Aussage zur Kompatibilitdt schwierig. Das Wachstum auf zwei zu unterschiedlichen
Zeitpunkten angesetzten Medien kann unter Umstédnden ebenso wie das Alter der Konidien
einen Einfluss auf die Virulenz der Pilze haben (Schumacher, unveroffentlicht). Es sollten
also die Versuchsbedingungen noch weiter standardisiert/stabilisiert werden, um

verl&sslichere Aussagen treffen zu kdnnen.

Fazit

Aufgrund der gefundenen additiven und synergistischen Effekte von M. anisopliae und
Fipronil ist es moglich, den Wirkstoff mit dem Pilz zusammen gegen R.sanguineus,
A. hebraeum sowie Weibchen und Larven von R. microplus anzuwenden, um durch
Herabsetzen der Immunantwort durch Fipronil die Pathogenitat des Pilzes zu erhdhen.
Vorausgesetzt ist eine ausreichend hohe Konidien-Konzentration, um ausreichend vitale
Konidien zu haben. Auf diese Weise ist es moglich, den Wirkbeginn von M. anisopliae zu
beschleunigen, das sekundére Verbreitungspotenzial von M. anisopliae zu nutzen und die
aufgewendete Menge von Fipronil zu minimieren.

Auch die Anwendung der Kombination aus MA-7 oder MA-K und einer Konzentration von
Amitraz, die leicht hoher als der ermittelte ECso-Wert ist, ware ein geeignetes Mittel, die
Eiablage (durch Amitraz) und Schlupfrate (durch M. anisopliae) von R. microplus zu
reduzieren, vorausgesetzt, es wird eine hohe Konzentration des Pilzes eingesetzt, um negative
Effekte von Amitraz zu kompensieren.

Eine kombinierte Anwendung von Etoxazol mit niedrigen Konzentrationen von M. anisopliae

gegen vollgesogene Nymphen von A. hebraeum ist auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse
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nur eingeschrankt erfolgsversprechend. Die Ergebnisse fur Permethrin und Imidacloprid
sollten nach Optimierung der Testmethode flr Eier und Larven wiederholt werden, um eine
fundierte Aussage Uber das Potenzial der Kombinationen treffen zu kénnen.

Grundsatzlich sind weitere Studien notwendig, um die konzentrationsabhangige Veranderung
der Effekte von Schédlingsbekampfungsmitteln auf MA-K und MA-7 zu untersuchen und die
Wirkung hinreichend zu stabilisieren und so eine Anwendung der kombinierten Praparate
invivo zu ermdglichen. Da Schadlingsbekampfungsmittel nicht dafir geeignet sind, die
Empfindlichkeit der entomopathogenen Pilze gegeniiber Umwelteinflissen (UV-Licht, hohe
Temperaturen) zu reduzieren, sollte auch nach Alternativen zur Optimierung der Pilzwirksam-
keit gesucht werden (z.B. kombinierte Anwendung mit Silikaten, Entwicklung einer
Formulierung), um dann gegebenenfalls ganz auf chemische Schéadlingsbekdmpfungsmittel
bei der Kontrolle von Zecken verzichten zu konnen. Die im Vordergrund stehende
Optimierung der Wirksamkeit von M. anisopliae konnte mit den vorliegenden Versuchen
nicht verlasslich nachgewiesen werden; die kombinierten Anwendungen sind aber dazu

geeignet, die Aufwandmenge der Schadlingsbekampfungsmittel zu reduzieren.
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Anhang

Die x*-Verteilung

aus Kohler et al. (2002) - 5 % entspricht dem 0,95 Quantil

df 5% 1% 01%
1 3,84 6,63 10,83
2 5,99 9,21 13,82
3 781 11,34 16,27
4 9,49 13,28 18,47
5| 11,07 1509 20,52
6| 12,59 16,81 22,46
7| 14,07 18,48 24,32
8| 1551 20,09 26,13
9| 16,92 21,67 27,88

10| 18,31 23,21 29,59

11| 19,68 24,73 31,26

12| 21,03 26,22 3291

13| 22,36 27,69 34,53

14| 23,68 29,14 36,12

15| 25,00 30,58 37,70

16| 26,30 32,00 39,25

17| 27,59 33,41 40,79

18| 28,87 3481 4231

19| 30,14 36,19 43,82

20| 31,41 37,57 4531

21| 32,67 38,93 46,80

22| 33,92 40,29 48,27

23| 3517 4164 49,73

24| 36,42 42,98 51,18

25| 37,65 4431 52,62

26 | 38,89 4564 54,05

27| 40,11 46,96 55,48

28 | 41,34 48,28 56,89

29| 42,56 49,59 58,30

30| 43,77 50,89 59,70

40 | 55,76 63,69 73,40

50| 67,50 76,15 86,66

60| 79,08 88,38 99,61

70| 90,53 100,42 112,32

80 | 101,88 112,33 124,84

90 | 113,15 124,12 137,21

100 | 124,34 135,81 149,45
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