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2. Material und Methoden

2.1 VERSUCHSTIERE

2.1.1 Verwendete Collembolenarten

Aus Bodenproben, die im Juni 1998 auf der Freilandversuchsflache in Blumberg (s. Abschnitt
2.4.1) entnommen worden waren, wurden die Collembolen lebend extrahiert (s. Abschnitt
2.4.4). Es gelang, die so gewonnenen Arten /sotoma anglicana, Lepidocyrtus violaceus,
Folsomia fimetaria, Heteromurus nitidus und Onychiurus armatus in langjahrig stabilen, syn-
chronisierbaren Laborzuchten zu halten. Fur die 6kotoxikologischen Laborversuche wurde
zusatzlich die Art Folsomia candida verwendet, welche zwar nicht auf der Brache gefunden
wurde, jedoch wegen ihrer parthenogenetischen Vermehrungsweise fir die Fragestellung
zur Wirkung der Pflanzenschutzmittel auf die Reproduktion der Collembolen sehr gut geeig-
net war. Zudem ist F. candida die fir 6kotoxikologische Laborversuche mit Abstand am hau-
figsten verwendete Collembolenart, so dass sich hier umfangreiche Beziige zu anderen Un-
tersuchungen herstellen lassen. F. candida stand am Institut flr Biologie, Arbeitsgruppe
Okotoxikologie und Biochemie der Freien Universitat Berlin als synchronisierte Dauerzucht
zur Verfugung. In Abbildung 1 sind Fotos der fiir die Laboruntersuchungen verwendeten

Freilandarten zusammengestellt.
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a) Isotoma anglicana 1 mm b) Lepidocyrtus violaceus 1 mm

1 mm

c) Folsomia fimetaria 1 mm d) Heteromurus nitidus

e) Onychiurus armatus 1 mm

Abb. 1: In den 6kotoxikologischen Laborversuchen verwendete Collembolenarten der Freilandversuchsflache
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2.1.2 Haltung und Zucht

Die Collembolen wurden in transparenten, 4,6 cm hohen, runden Plastikgefalen (Bellaplast
Polarcup, 250 ccm, @ 8,5 cm) mit transparentem Deckel gehalten. Der Boden der Gefalke
war ca. 1,5 cm hoch mit einem Gips-Aktivkohlegemisch (Verhaltnis 9:1) gefillt. Der Gips bot
den Vorteil einer sehr hohen Wasserspeicherkapazitat, wodurch eine gleichmaRig hohe
Luftfeuchtigkeit in den GefalRen gewahrleistet war. Zudem waren die von den Collembolen
auf der glatten schwarzen Oberflache abgelegten Eier sehr gut zu erkennen.

In die Gefalte wurden mit epiphytischen Grlinalgen (Pleurococcus sp.) besetzte Zweige ge-
legt, die im Wald gesammelt und bei —30°C tiefgefroren worden waren. Zum einen dienten
die Grinalgen als Nahrung, zum anderen wurden unter den Zweigstiicken bevorzugt Eier
abgelegt. Nach dem Abweiden konnten die Zweige leicht entfernt und durch frisches Material
ersetzt werden. Schimmelbildung wurde somit weitgehend vermieden. Einige Collembolen-
arten erhielten zusatzlich granulierte Trockenbackhefe als Futter (Tab. 1). Die Gefale
wurden alle 3 Tage gedffnet, das Gipssubstrat wurde angefeuchtet und das Futter erneuert.
Zugleich wurden abgelegte Eier mit einem feuchten Haarpinsel abgesammelt und in andere
Gefale ubertragen. Hierbei handelte es sich um runde, 4,7 cm hohe, weilRe Polystyrolbecher
(Fa. Sarstedt, 100 ml, @ 5,5 cm), die ebenfalls durch transparente Deckel verschlossen
werden konnten. Auch diese Gefalle waren mit einer Bodenschicht aus Gips-Aktivkohle
versehen. Die abgesammelten Eier wurden alle 3 Tage kontrolliert. Dabei wurde das
Gipssubstrat angefeuchtet und die geschlipften Tiere wurden durch Abblasen vorsichtig in
neue GefalRe umgesetzt. Auf diese Weise konnten fortlaufend Populationen synchronisierter,
also gleichaltriger Tiere (geschlipft in einem Zeitraum von 3 Tagen) gewonnen werden. Die
Stammzuchten wurden regelmafig nach 3-4 Wochen auf frisches Substrat umgesetzt, da
hierdurch die Eiablage angeregt wurde.

Sowohl die Stammzuchten wie auch die Eier wurden bei 19 £ 1°C in einem Klimaschrank mit

Glastir, also unter Tageslichteinfluss, gehalten.
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Tab. 1: Lebensdaten und Futterpraferenzen der fir die Labortests verwendeten Collembolenarten. Zu den

Lebensformtypen vgl. 2.1.3. n = Anzahl der Beobachtungen

.. Zeitraum
Art Futter GroBe der Lebensformtyp Schlupf -
Adulten ]

1. Eiablage

Isotoma anglicana Grlnalgen 4,0 mm epedaphisch 29 + 6 Tage
Lubbock, 1862 (n=10)

Lepidocyrtus Grlnalgen 1,5 mm epedaphisch 31+7 Tage
violaceus (n=10)

Lubbock, 1873

Folsomia candida Grinalgen; 3,0 mm hemiedaphisch 18 £+ 4 Tage
(Willem, 1902) Trockenhefe (n=6)

Folsomia fimetaria Grinalgen; 1,4 mm hemiedaphisch 23 +2 Tage
(Linné, 1758) Trochenhefe (n=5)

Heteromurus nitidus Griinalgen 3,0 mm euedaphisch 31 +4 Tage
(Templeton, 1835) (n=6)

Onychiurus armatus  Grinalgen; 1,8 mm euedaphisch 25+ 4 Tage
(Tullberg, 1869) Trockenhefe (n=12)

2.1.3 Einteilung in Lebensformtypen

Ausgehend von ihrer Anpassung an die Gegebenheiten der verschiedenen Bodenschichten
kénnen Collembolen in drei sog. Lebensformtypen eingeteilt werden (GISIN 1943). Man un-
terscheidet dabei die echten Bodenbewohner, die in den tiefen Schichten des Bodens (eu-
edaphisch) leben, von den Bewohnern der Bodenoberflaiche und der Krautschicht, welche
gut an die wechselnden Temperatur- und Feuchtigkeitsverhaltnisse sowie an die starkere
Lichteinwirkung angepasst sind (epedaphische Arten). Jene Arten, welche hauptsachlich in
der Streuschicht sowie den oberen Bodenzentimetern leben, bilden die dritte Gruppe der
hemiedaphischen Arten Die morphologischen Merkmale dieser Gruppen sowie ihr typisches
Verhalten fasst Tabelle 2 zusammen. Die Beispiele umfassen Gattungen, die auf der Frei-

landversuchsflache gefunden wurden.
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Tab. 2: Lebensformtypen von Collembolen und ihre Merkmale (GiSIN 1943), zitiert nach WEIGMANN (1988),

verandert

epedaphisch

hemiedaphisch

euedaphisch

Grole meist groR manig grol meist klein
(bis > 5 mm) (bis 2 mm) (<2 mm)
Extremitaten lang maRig lang kurz
Sprunggabel gut entwickelt entwickelt bis verkurzt kurz bis fehlend
Pigment deutlich schwach meist fehlend
Augen gut entwickelt vorhanden o. reduziert meist fehlend
Lichtscheu wenig deutlich extrem
Trockenheits- wenig deutlich extrem
empfindlichkeit
auf der untersuchten Hypogastrura, Isotoma, Folsomia, Pseudosinella, Folsomia,
Brache gefundene Entomobrya, Lepidocyrtus, Sminthurinus Heteromurus,
Gattungen Orchesella, Sminthurides, Onychiurus,
Sminturinus, Sminthurus Mesaphorura

2.2 PFLANZENSCHUTZMITTEL

2.2.1 Verwendete Substanzen

Im Folgenden sind die Zulassungsdaten und Wirkungsbereiche der verwendeten Produkte
sowie die chemischen und physikalischen Eigenschaften der enthaltenen aktiven Wirkstoffe
(active ingredients, a.i.) zusammengestellt. Die Angaben stammen, sofern nicht anders an-
gegeben, aus dem Pflanzenschutzmittelverzeichnis der Biologischen Bundesanstalt flr
Land- und Forstwirtschaft (Internetversion, Stand Januar 2002), sowie aus PERKOW & PLOSS
(1999). Die Angaben zur (Oko-)Toxikologie stammen, soweit nicht anders angegeben, aus
den jeweiligen Sicherheitsdatenblattern der Hersteller. Neben den Handelspraparaten
wurden auch deren Wirkstoffe untersucht. Fiir Betanal und NeemAzal T/S standen zudem
sog. Leerformulierungen zur Verfigung, die alle Formulierungszusatze, jedoch keinen
aktiven Wirkstoff enthielten.

Die Pflanzenschutzmittel werden im weiteren Verlauf der Arbeit nur noch mit ihrem Haupt-

namen bezeichnet. Die vollstandigen Bezeichnungen finden sich in der folgenden Ubersicht.
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2.2.1.1 Betanal CQ 277/02 (= AVENTIS PMP)

Zulassungsnummer:
Zulassungsdauer:
Formulierung:
Hersteller:

Wirkungstyp:

Schadorganismen:
Kultur:

Wirkstoffgehallt:
Chem. Bez.:
Stoffgruppe:
CAS-Nummer:
Chemische Formel:

020116-00

1.4.1993 bis 31.12.2003
Emulsionskonzentrat
Aventis CropScience GmbH

Selektives Kontakt-Herbizid flr die Nachauflaufkontrolle (vor dem 4-
Blatt- Stadium)

Gegen breitblattrige einjahrige zweikeimblattrige Unkrauter

Zucker-, Futterriiben, Rote Beete, Erdbeeren, Spinat, Zierpflanzen

157 g / L Phenmedipham
3-[(Methoxycarbonyl)-amino]-phenyl-(3-methylphenyl)-carbamat
N-Acrylcarbamate

13684-63-4

/@\NXO/O\N)LO/ C1eHisN:04

Physikalische Beschaffenheit: farblos, geruchlos, kristallin

Molekulargewicht:
Schmelzpunkt:
Wasserléslichkeit:
Dampfdruck:
Abbau im Boden:

Weitere Inhaltsstoffe:

(Oko-) Toxikologie:

300,32

143°C

4,7 mg /L (20°C)

0,13 pPa (25°C), Produkt: 0,3 hPa

Innerhalb von 6 Monaten wird der Wirkstoff im Freiland bis zur
Nachweisgrenze abgebaut (GOTTESBUREN & PESTEMER 1994). Halb-
wertszeit: 26 Tage.

10-<20% Alkylphenolethoxylat

>60-70% 3,5,5-Trimethylcyclohex-2-enon (Isophoron)
1-<5% Solvent Naphta (Erddl)

0,1-<1% Isobutanol

(Angaben laut Sicherheitsdatenblatt vom 27.7.1999)

LCso (14 d) Eisenia foetida (Regenwurm): >156 mg ai / kg Boden
LCs (96 h) Salmo gairdneri (Regenbogenforelle): 3 mg ai/ L
ECs (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): 6,0 mg ai/ L

(= giftig fir Wasserorganismen)

ECs (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): 18,7 mg Produkt / L
LDs, oral Ratte: >2000 mg / kg
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2.2.1.2 Karate 5 WG

Zulassungsnummer:
Zulassungsdauer:
Formulierung:
Hersteller:

Wirkungstyp:
Schadorganismen:

Wirkstoffgehalt:
Chem. Bez.:

Stoffgruppe:
CAS-Nummer:
Chemische Formel:

024178-00
13.3.2001-31.12.2011
Wasserdispergierbares Granulat
Syngenta (vorm. ZenecaAgro)

Nicht-systemisches Insektizid mit Kontakt- und Frafwirkung

Gegen Getreidehahnchen, Thripse, Blattlause in Getreide; Beilkende
und saugende Insekten im Obst- und Gemusebau und im Raps;
Kartoffelkafer; Schadlinge im Hopfen- und Weinbau

50 g / kg lambda-Cyhalothrin
[1a(S*),3a(Z)]-(x)-Cyano-(3-phenoxyphenyl)methyl 3-(2-chlor-
3,3,3-trifluor-1-propenyl)-2,2- dimethylcyclopropancarboxylat
synthetische Pyrethroide

91465-08-6

C23H1gC|F3NO3

Physikalische Beschaffenheit: weil3, geruchlos, fest

Molekulargewicht:
Schmelzpunkt:
Wasserlbslichkeit:
Dampfdruck:
Abbau im Boden:

(Oko-) Toxikologie:

449,9

49,2°C

0,005 mg /L (20°C)

200 nPa (25°C)

90% des Wirkstoffs werden innerhalb von 4 Monaten abgebaut
aerob: Abbau Uber Oxidation und Ester-Hydrolyse

anaerob: Abbau Uber Ester-Hydrolyse

Halbwertszeit: 6-40 Tage (10 Tage auf Obstbaumblattern (BOSTANIAN
ET AL. 1993)).

LCs (96 h) Salmo gairdneri (Regenbogenforelle): < 0,1 Produkt / L
ECso (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): < 0,1 mg Produkt / L
(= giftig fir Wasserorganismen)

LDs, oral Ratte: 292 mg Produkt / kg
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2.2.1.3 Cymbush 10 EC

Das untersuchte Handelsprodukt wird in Deutschland inzwischen nicht mehr verwendet. Die
entsprechenden Angaben zur Zulassung und Anwendung stammen aus dem
Osterreichischen Pflanzenschutzmittelregister (Internetversion, Stand 13.11.2001). Ein
Emulsionskonzentrat mit gleichem Wirkstoffgehalt ist in Deutschland unter dem Namen

Ripcord 10 zugelassen.

Zulassungsnummer: Osterr. Pfl.LReg.Nr. 2212/0
Zulassungsdauer:  18.4.1985 bis 26.7.2003

Formulierung: Emulsionskonzentrat
Hersteller: Syngenta (vorm. ZenecaAgro)
Wirkungstyp: Nicht-systemisches Insektizid mit Kontakt- und Fraf3wirkung

Schadorganismen:  Gegen saugende und beilRende Insekten im Obst- und Gemisebau,
Mais-, Raps- und Getreideanbau; Schadinsekten und Milben im
Weinbau; Weilke Fliege auf Zierpflanzen; Borken- und Risselkafer im

Forst.

Wirkstoffgehalt: 100 g / L Cypermethrin

Chem. Bez.: Cyano(3-phenoxyphenyl)methyl-3-(2,2-dichlor ethenyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropancarboxylat

Stoffgruppe: synthetische Pyrethroide

CAS-Nummer: 52315-07-8 al

Chemische Formel: N

C2H19CI,NO3

Physikalische Beschaffenheit: gelbbraune, viskose Flissigkeit
Molekulargewicht: ~ 416,3

Schmelzpunkt: 80,5°C
Wasserléslichkeit: 1 mg/L (20°C)
Dampfdruck: 0,23 pPa (20°C)

Abbau im Boden: Durch Oxidation und Ester-Hydrolyse
Halbwertszeit: 2-4 Wochen in mineralischen und organischen Bdden
(SMITH & STRATTON 1986)

(Oko-) Toxikologie:  LCs, (96 h) Salmo gairdneri (Regenbogenforelle): 0,82 mg ai/ L
ECso (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): 0,2 mg ai/ L
(= giftig fir Wasserorganismen)
LDsq oral Ratte: 250 mg ai / kg
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2.2.1.4 Croneton EC 500

Das untersuchte Handelsprodukt wird in Deutschland nicht mehr verwendet. Die
entsprechenden Angaben zur Zulassung und Anwendung stammen aus dem
Osterreichischen Pflanzenschutzmittelregister (Internetversion, Stand 13.11.2001).

Zulassungsnummer: Osterr. Pfl.Reg.Nr. 2212/0
Zulassungsdauer:  18.4.1985 bis 26.7.2003

Formulierung: Emulsionskonzentrat
Hersteller: Bayer
Wirkungstyp: Systemisches Insektizid mit Kontakt- und Fralwirkung

Schadorganismen:  Gegen Blattlduse im Obst- und Gemusebau

Wirkstoffgehallt: 500 g/ L Ethiofencarb

Chem. Bez.: 2-[(Ethylthio)methyl]phenyl methylcarbamat
Stoffgruppe: Phenyl N-methylcarbamate

CAS-Nummer: 29973-13-5

Chemische Formel:

: C11H15N028

Physikalische Beschaffenheit: farblos, kristallin
Molekulargewicht: 2253

Schmelzpunkt: 33,4°C

Wasserléslichkeit: 1820 mg / L (20°C)

Dampfdruck: 0,45 mPa (25°C)

Abbau im Boden: Photo-Oxidation und Hydrolyse zu Ethiofencarbsulfoxid und —sulfon.

Halbwertszeit in mineralischem Boden: 14 Tage (DRAGER 1977)
Halbwertszeit auf Blattoberflachen unter Lichteinfluss: 75 min — 20 h
(KOPF & SCHWACK 1995)

(Oko-) Toxikologie: LCso (96 h) Salmo gairdneri (Regenbogenforelle): 12,8 mg ai / L
LCso (96 h) Salmo gairdneri: 16 mg Chlorbenzol / L
LDs, oral Ratte: 900 mg Produkt / kg

Weitere Inhaltsstoffe: 40% Chlorbenzol
2% n-Butanol
3% Alkylarylsulfonat
(Angaben laut Sicherheitsdatenblatt vom 27.2.1998)
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2.2.1.5 Curaterr SC 500

Das Produkt war in Deutschland unter der Bezeichnung BAY 13 180 | zugelassen.

Zulassungsnummer: 003955-00
Zulassungsdauer:  13.9.1991 bis 31.12.2001

Formulierung: Suspensionskonzentrat
Hersteller: Bayer Vital GmbH
Wirkungstyp: Systemisches Insektizid mit Kontakt- und FraBwirkung zur Rubenpillie-

rung (die Saatkdrner werden mit einem das Insektizid enthaltenden
Hullmaterial umschlossen (BORNER 1997). Die Saatgutbehandlung wird
auch als Beize bezeichnet.)

Schadorganismen:  Gegen Moosknopfkafer und Rubenfliege im Ribenanbau

Wirkstoffgehalt: 500 g / L Carbofuran

Chem. Bez.: 2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofuranyl-methylcarbamat
Stoffgruppe: N-methylcarbamate mit kondensiertem Ring
CAS-Nummer: 1563-66-2

Chemische Formel:

7\ C12H1sNO;

O\|/O

Physikalische Beschaffenheit: farblos, kristallin
Molekulargewicht: 221,23

Schmelzpunki: 151°C

Wasserléslichkeit: 320 mg / L (25°C)

Dampfdruck: 19 yPa (19°C)

Abbau im Boden: Durch chemische Hydrolyse und mikrobiellen Abbau. Nach Kontakt mit

Carbofuran passt sich die Mikroorganismen-Population im Boden dem
Abbau an. Bei erneuter Anwendung wird der Wirkstoff schneller abge-
baut (LAVEGLIA & DAHM 1977, PESTEMER ET AL. 1989, AMBROSOLI ET
AL. 1996). Halbwertszeit: 6-40 Tage. Toxische Effekte auf Folsomia
candida im Boden noch nach 15 Wochen (ACHIK ET AL. 1989).

(Oko-) Toxikologie:  LCs, Eisenia fetida (Regenwurm): 3,1 — 24,5 mg ai / kg TG (zitiert nach
VAN STRAALEN & VAN RIJN 1998)
LCso (96 h) Oncorhynchus mykiss (Forelle): 1 mg ai/ L
ECs (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): 0,023 mg ai/ L
(= giftig fir Wasserorganismen)
LDsq oral Ratte: 5,4 mg Produkt / kg
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2.2.1.6 NeemAzal T/S

Zulassungsnummer: 004436-00
Zulassungsdauer:  16.10.1998 bis 31.12.2008

Formulierung: Emulsionskonzentrat
Hersteller: Trifolio-M GmbH
Wirkungstyp: Systemisches Insektizid und Akarizid mit Anti-FraBwirkung

Schadorganismen:  Gegen saugende und beilRende Insekten im Obst- und Zierpflanzen-
bau, gegen Spinnmilben, Weille Fliege, Kartoffelkafer.

Wirkstoffgehallt: 10 g / L Azadirachtin A (standardisiert)

Chem. Bez.: Dimethyl-[2aR-(2aa,3,4BR*,2S*,3aS*,6aS*,7S*,7aS*)-ap,5a,7aS*,
8B(E),10B,10aa,10b]]-10-(acetyloxy)octahydro-3,5-dihydroxy-4-methyl
-8-[(2-methyl-1-oxo-2-butenyl)oxy]-4-(3a,6a,7,7a-tetrahydro-6a-
hydroxy-7a-methyl-2,7-methanfuro(2,3-b)oxireno(e)oxepin-1a (2H)-yl)-
1H,7H-naphto(1,8-bc:4,4a-c’)difuran-5,10a(8H)-dicarboxylat

Stoffgruppe: Extrakt aus den Samen des Neem-Baums Azadirachta indica

CAS-Nummer: 11141-17-6

Chemische Formel:

CssH4016

Azadirachtin A wurde zur Verfiigung gestellt in Form von NeemAzal, dem Neemkernextrakt,
der als Grundsubstanz zu 4% in NeemAzal T/S enthalten ist. NeemAzal enthalt ca. 35%
Azadirachtin A. Alle folgenden Angaben zu physikalischen und chemischen Eigenschaften
wurden vom Hersteller geliefert und beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf
NeemAzal.

Physikalische Beschaffenheit: gelb-braunes Pulver
Molekulargewicht: 720,7 (Azadirachtin A)

Schmelzpunkt: 120-200°C

Wasserléslichkeit: 10,7 g/ L bzw. 2,9 g / L (Azadirachtin A)

Dampfdruck: 3,6:10™"" hPa (geschétzt fiir Azadirachtin A)

Abbau im Boden: Abbau durch Photodegradation in 5-7 Tagen (SCHMUTTERER 1990)

(Oko-) Toxikologie: NOEC > 1000 mg Produkt / kg Boden Eisenia fetida (Regenwurm)
(RUCHET AL. 1997)



Material und Methoden 21

LCso (24 h) Salmo gairdneri (Regenbogenforelle): 440 mg Produkt / L
ECso (48 h) Daphnia magna (Wasserfloh): > 50 mg Produkt / L
LDsp oral Ratte: > 5000 mg Produkt / kg

Weitere Inhaltsstoffe: Azadirachtin B
Azadirachtin F
Azadirachtin H
Azadirachtin |
Salannin
Nimbin

Weitere Inhaltsstoffe von NeemAzal T/S:
51% pflanzliche Ole
45% Tenside

2.2.2 Umrechnung der Aufwandmengen in geschatzte Umweltkonzent-
rationen (EEC)

Die vom Hersteller empfohlenen Aufwandmengen richten sich nach dem jeweiligen Einsatz-
gebiet des Praparates. Die Spannbreiten der Empfehlungen zeigt Tabelle 3. Fir die Be-
wertung der Ergebnisse aus den Laborversuchen war eine Umrechnung der Aufwandmen-
gen von L/ha bzw. g/ha auf das Bodentrockengewicht (TG) notwendig. Diese
Konzentration wird auch als ,geschatzte Umweltkonzentration® (estimated environmental
concentration, EEC) bezeichnet (HEIMBACH 1992). Die Berechnung erfolgte unter Annahme
folgender Parameter (EPPO 1993):

= Bodendichte =1,5g/cm?

= die gesamte Substanzmenge erreicht den Boden und dringt gleichmaRig in die
oberen 5 cm ein

= Die empfohlene Aufwandmenge bezieht sich auf die Ausbringung im Freiland und
damit auf das Bodenfrischgewicht (FG). Zur Umrechnung auf das Bodentrockenge-
wicht (TG) wurden die Werte des fir die Versuche verwendeten Standardbodens
LUFA 2.2 (vgl. Tab. 4), sowie eine Bodenfeuchte beim Frischgewicht von 50% der

maximalen Wasserhaltekapazitat (vgl. Abschnitt 2.3.1.2) zugrunde gelegt.

Die Umrechung ist beispielhaft in Kasten 1 erlautert.
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Kasten 1: Beispiel fir die Berechnung der EEC aus der empfohlenen Aufwandmenge

empfohlene Aufwandmenge = 1L / ha
1L Betanal enthalt 157 g Phenmedipham (ai)

Bodendichte =1,5g/cm?
— 1 ha =750.000.000 g = 750.000 kg Boden (FG)

1kg Boden FG enthalt 0,8 kg Boden TG

Umrechnung der empfohlenen Aufwandmenge - Beispiel Betanal

1ha = 10.000 m? = 100.000.000 cm? x 5 cm Eindringtiefe = 500.000.000 cm?

— 157 g ai/ 750.000 kg Boden FG = 0,0002093 g ai / kg Boden FG

— 0,0002617 g ai / kg Boden TG = 0,2617 mqg ai / kg Boden TG

Tab. 3: Vergleich von empfohlenen Aufwandmengen und EEC'’s flr die verwendeten Pflanzenschutzmittel

empfohlene Aufwandmenge

EEC

Betanal CQ 277/02 1-6L/ha

Karate 5 WG 100-150 g/ ha
Cymbush 10 EC 0,075-0,3 L/ ha
Croneton EC 500 0,5-1L/ha

60 ml / 100 kg Saatgut
(Futterriibe: 50 kg Saatgut / ha = 30 ml / ha)

NeemAzal T/S 1,5-3L/ha

Curaterr SC 500

0,26-1,57 mg ai/ kg TG
0,008-0,012mg ai/ kg TG
0,012-0,05 mg ai/ kg TG
0,4-0,8 mgai/ kg TG

0,025mgai/kg TG

0,025-0,05 mg ai/ kg TG

2.3 LABORVERSUCHE

2.3.1 Allgemeines

2.3.1.1 Standardboden

Fur die Laborversuche wurde Standardboden der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und

Forschungsanstalt Speyer vom Typ 2.2 (im Folgenden LUFA 2.2 genannt) verwendet.

Tabelle 4 zeigt die physikalischen und chemischen Bodeneigenschaften von LUFA 2.2. Der

Boden wurde in einem frostfreien dunklen Raum gelagert.
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Tab. 4: Physikalische und chemische Eigenschaften des
Standardbodens LUFA 2.2

LUFA 2.2
Org.Cin % 2,19+ 0,08 "
Abschlammbare Teile (unter 143+19"

0,02 mm in %)
pH-Wert (0,01 mol / L CaCly,) 5,2
Kationenaustauschkapazitat

1)
(mval / 100 g) M2
Bodenart lehmiger Sand "
Max. Wasserhaltekapazitat 50+4"
(g/100g TG)
Schiittvolumen (g / 1000 ml) 1104 + 80 "

" Analyseergebnisse der Landwirtschaftlichen Untersuchungs-
und Forschungsanstalt Speyer

2.3.1.2 Bodenfeuchte

Alle Laborversuche wurden bei einer Bodenfeuchte von 50% der maximalen Wasserhalteka-
pazitat des Bodens durchgefiihrt, da sich dieser Feuchtigkeitsgehalt in Vorversuchen fir die
Wahlversuche als am besten geeignet herausgestellt hatte. Vor jedem Versuchsansatz
wurde die aktuelle Feuchte des gelagerten Bodens durch Differenzwagung vor und nach
Trocknung (mind. 4 Stunden bei 100°C, Mittelwert aus zwei Proben von je 50 g) bestimmit.
Die zur Einstellung des Feuchtgewichts erforderliche Wassermenge wurde beim Anmischen

des Substrats zugegeben.

2.3.1.3 Verwendung der Versuchstiere

Fir die Untersuchung der sechs Pflanzenschutzmittel wurden im Akuttest sowie in den
Wahlversuchen zur Kontaktrepellenz die funf von der Freilandflache stammenden Collem-
bolenarten Isotoma anglicana, Lepidocyrtus violaceus, Folsomia fimetaria, Heteromurus
nitidus und Onychiurus armatus, sowie die aus einer langjahrigen Laborzucht stammende Art
Folsomia candida verwendet. Da die Arten unterschiedliche Lebenszyklen aufweisen (vgl.
Tab. 1), wurden synchronisierte Tiere innerhalb einer Woche nach der Geschlechtsreife,
d. h. nach der ersten Eiablage im Zuchtgefal3, verwendet, um einen Artvergleich zu ermdgli-

chen. Die Tiere wurden mit Hilfe eines Exhaustors gefangen und vor dem Einsetzen in die
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TestgefalRe auf Schadigungen Uberprift, um systematische Fehler moglichst gering zu hal-
ten.

Die Reproduktionstests wurden nur mit der Art F. candida durchgefiihrt, da diese im Gegen-
satz zu den anderen Arten parthenogenetisch ist und somit eine Geschlechtsbestimmung
der Versuchstiere entfiel.

Alle technischen Reinstoffe sowie die beiden Leerformulierungen wurden exemplarisch an
einer epedaphischen (/. anglicana) und einer euedaphischen Art (O. armatus) getestet.

Die Wahlversuche zur olfaktorischen Repellenz wurden ausschlief3lich mit O. armatus durch-
gefuhrt, da diese als einzige der verwendeten Arten nicht springen kann und dadurch fur die

kontinuierliche Beobachtung der Laufaktivitat besonders geeignet war.

2.3.1.4 Verwendete Konzentrationen

Alle Konzentrationsangaben in der vorliegenden Arbeit erfolgen in mg aktiver Wirkstoff
(active ingredient, ai) pro kg Bodentrockengewicht (TG), um die Vergleichbarkeit von Wirk-
stoffen und Formulierungen zu erleichtern. Es handelt sich um Nominalkonzentrationen, die
nicht durch chemische Analysen Uberpruft wurden. Fir alle Laborversuche wurden Konzent-
rationen entsprechend einer geometrischen Reihe ausgehend von 10,0 mg ai/ kg TG ge-

wahlt. Alle weiteren Konzentrationsstufen ergaben sich hieraus durch Multiplikation bzw.
Division mit/durch 1,7 bzw., wenn eine feinere Abstufung erforderlich schien, 4/1,7.

Konzentrationen unter 0,1 werden in der Arbeit mit drei Kommastellen, Konzentrationen tber
0,1 und unter 1 mit zwei Kommastellen angegeben. Alle Konzentrationen tber 1 wurden auf
eine Kommastelle gerundet. Die Konzentrationsbereiche waren fir die einzelnen Collem-
bolenarten unterschiedlich und wurden im Vorfeld durch Range-Finding Tests ermittelt.

In aufeinander aufbauenden Versuchen, wie den Akuttests und den Wahlversuchen zur
Kontaktrepellenz, wurden fir die einzelnen Arten identische Konzentrationsstufen gewahlt,

um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.
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2.3.1.5 Anmischung des Substrats fiir die Laborversuche

Aus den einzelnen Pflanzenschutzmitteln wurde durch Zugabe von Wasser eine Stammlo-
sung bereitet. Fur die einzelnen Konzentrationsstufen wurde diese so verdinnt, dass sowohl
die bendtigte Menge an aktivem Wirkstoff als auch die erforderliche Wassermenge zur Ein-
stellung der Bodenfeuchte enthalten war. Die Lésung wurde in einer Edelstahlrihrschissel
mit einem Handmixer ca. 1 min lang in den Standardboden eingemischt, bis eine feine Kru-

melstruktur des Bodens erreicht war.

Aufgrund der Wasserunloslichkeit der verwendeten Wirkstoffe wurden diese Substanzen in
Aceton geldst und mit Quarzsand vermischt (0,2 ml Aceton / g Sand), so dass eine Stamm-
mischung bekannter Konzentration entstand. Parallel dazu wurde eine Kontrollmischung nur
mit der entsprechenden Menge Aceton angesetzt. Beide wurden Gber Nacht zum Verdamp-
fen des Acetons offen stehen gelassen. Beim Anmischen des Bodens wurde dann eine der
gewlnschten Konzentration entsprechende Menge Sand aus der Stammmischung hinzuge-
geben. Diese Menge wurde durch die Kontrollmischung erganzt, so dass stets 5% der
Feuchtmasse des Standardbodens an Sand zugefigt wurden. Fir die Kontrollen wurde nur
die Kontrollmischung eingesetzt. Zur Einstellung der Bodenfeuchte wurde schliellich eine
entsprechende Menge Wasser zugegeben. Auch dieses Substrat wurde mit einem Hand-

mixer ca. 1 min lang geruhrt.

Alle angemischten Substrate wurden ohne Alterung sofort fir die 6kotoxikologischen Tests

verwendet.

2.3.2 Akuttests

2.3.2.1 Durchfiihrung

Die Akuttests wurden Uber zwei Versuchslaufzeiten durchgefihrt. Zur allgemeinen Bewer-
tung der akuttoxischen Wirkungen wurden Tests Uber 7 Tage durchgefiihrt. Diese Biotest-
methode stellt eine Abwandlung der ISO-Norm 11267 dar und orientiert sich an der von
ACHAZI ET AL. (2000) beschriebenen Testvorschrift. Veranderungen betreffen die Boden-

feuchte und die Bewertungsgréfe (s.u.).
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Analog zur Dauer der Wahlversuche zur Kontaktrepellenz wurde eine zweite Testreihe mit
einer Laufzeit von 24 Stunden angesetzt, um diejenigen Konzentrationen zu ermitteln, bei
denen dann im Wahlversuch keine Schadigung der Versuchstiere zu erwarten war. Flr
jeweils ein Produkt wurden alle Konzentrationsreihen fir die 7-Tage- und die 24-Stunden-

Tests fir jeweils 3 Arten am gleichen Tag parallel angesetzt.

Fir die Akuttests Uber 7 Tage wurden jeweils 15 g (FG) des kontaminierten Bodens in eine
100 ml Duran-Laborglasflasche eingefillt. Pro Konzentrationsstufe wurden 5 Parallelen an-
gesetzt. Je nach Collembolenart wurde eine Spatelspitze Trockenhefe (F. candida,
F. fimetaria, O. armatus) oder getrocknete, pulverisierte Grlnalgen (I. anglicana,
L. violaceus, H. nitidus) zugegeben. In die so vorbereiteten Flaschen wurden 10 geschlechts-
reife, synchronisierte Tiere eingesetzt (vgl. Abschnitt 2.1.2). Die Flaschen wurden mit einem
Schraubdeckel verschlossen und bei 20 + 0,5°C in einem Klimaschrank mit Glasscheibe
(Rumed 3101) unter Tageslichteinfluss gelagert. Nach 7 Tagen wurde der Inhalt der
Flaschen aufgeschwemmt. Die auf der Wasseroberflache schwimmenden Tiere wurden ein-
zeln abgesammelt und auf einem Filterpapier mittels Binokular auf ihren Zustand hin unter-

sucht. Dabei wurde folgende Einteilung vorgenommen (Tab. 5):

Tab. 5: Klassifizierung des Zustands der Collembolen bei der Akuttest-Auswertung

»lebend* »geschadigt”:
»lokomotionsgestort* ,»tot“
Bewegungen
Merkmale gerichtete Lokomotion provozierbar, aber keine  keine Bewegungen
erkennbar gerichtete Lokomotion provozierbar, leblos
erkennbar

Bei der Darstellung der Ergebnisse werden zur Bewertung der Pflanzenschutzmittelwirkun-
gen auf die Lokomotionsfahigkeit der Tiere die Anteile lokomotionsgestorter und toter Tiere
getrennt dargestellt. Fir die Beurteilung der allgemeintoxischen Wirkung werden lokomoti-
onsgestorte und tote Collembolen als ,geschadigt* zusammengefasst. Die Effektkonzentrati-
onen werden stets auf diese ,Schadigung” der Tiere bezogen. Nicht wiedergefundene Tiere

wurden als ,tot“ gewertet.
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Fir die Akuttests Gber 24 Stunden wurden jeweils 10 g der auch fir die 7-Tage-Tests ver-
wendeten Bodenmischung in Nalgene® Polypropylendosen (Hdhe 4 cm, Durchmesser
4,3 cm, Inhalt 30 ml) eingefullt und mit einem Kunststoff-StéRRel festgedriickt, um die Bedin-
gungen in den geplanten Wahlversuchen zu simulieren. Es wurde kein Futter zugegeben.
Nach dem Einsetzen von 10 geschlechtsreifen, synchronisierten Collembolen wurden die
Gefalte mit einem Schraubdeckel verschlossen und im 20°C-Klimaschrank mit Glasscheibe
unter Tageslichteinfluss 24 Stunden gelagert. Danach wurden die Tiere analog den in
Tabelle 5 dargestellten Kriterien beurteilt und gezahlt. Nicht wiedergefundene Tiere wurden

analog zu den 7-Tage-Tests als ,tot* gewertet.

2.3.2.2 Auswertung

Probitanalyse

Zur Charakterisierung der Wirkungsstarke der einzelnen Testsubstanzen in den Akuttests
wurden die ECso-Werte berechnet (effect concentration, Konzentration, die bei 50% der Tiere
Schadigungen nach der in Tabelle 5 vorgestellten Definition hervorrief).

Dafur wurde die in 6kotoxikologischen Untersuchungen sehr verbreitete Probitanalyse (vgl.
WEBER 1986) mit Hilfe des Programms ,UBA ToxTool* vs. 1.23 angewendet. Hierbei werden
die Konzentrationen logarithmisch gegen die in Probits umgeformte Reaktion der Ver-
suchstiere aufgetragen. Durch diese Transformation nimmt die urspriinglich meist sigmoide
Konzentrations-Wirkungskurve einen linearen Verlauf. Mit Hilfe einer linearen Regression,
welche eine Normalverteilung unterstellt, wird eine Regressionsgerade durch die so
aufgetragenen Datenpunkte gelegt. Dies geschieht arithmetisch mit Hilfe eines statistischen
Schatzverfahrens, der sog. Maximum-Likelihood-Schatzung, durch die die Anpassung der
Schatzgerade an die Messpunkte optimiert wird. Uber die Varianz der Normalverteilung wer-
den die Konfidenzintervalle berechnet. Sie geben jenen Bereich an, in dem in 95% aller
Falle die wahren y-Werte erwartet werden. Die gemessenen und geschatzten Datenpaare
werden mit Hilfe eines chi>-Tests auf signifikante Unterschiede hin untersucht. Ist die dem
chi>-Wert zugeordnete Wahrscheinlichkeit p(chi?) < 0,001, so bestehen groRe
Abweichungen zwischen gemessenen und geschatzten Datenpunkten. Die Software
korrigiert (erweitert) in diesem Fall die 95%-Konfidenzintervalle. Die Gute der Anpassung
wird durch die quadrierte Korrelation zwischen den beobachteten und den geschatzten
Werten ausgedrickt und mit r? (Bestimmtheitsmall) bezeichnet. Dieses gibt an, welcher
Anteil der Gesamtvariation durch das lineare Modell erklart wird. Sein Wert liegt zwischen 0
(kein Zusammenhang) und 1 (perfekter Zusammenhang). Mit Hilfe einer Varianzanalyse

pruft das Programm, ob dieses Bestimmtheitsmal} zufallig zustande gekommen ist oder
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nicht. Die entsprechende Nullhypothese postuliert, dass zwischen geschatzten und
beobachteten Werten kein Zusammenhang besteht. Ist der berechnete F-Wert grofd (gréRer
als der kritische F-Wert fir a = 5%), ist also p(F) < 0,05,s0 kann die Nullhypothese abgelehnt
werden, d. h. die gefundene Regressionsgleichung ist geeignet, die beobachteten Werte zu
beschreiben. Die Geradengleichung der Regressionsgeraden hat die allgemeine Form
y = a + b-x. Dabei bezeichnet a den Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse (,intercept®),
b ist die Steigung der Geraden (,slope“). Anhand der Gleichung der errechneten
Regressionsgeraden werden jene Konzentrationen berechnet, bei denen 20% (ECy) bzw.
50% (ECsp) Wirkung auftreten.

ANOVA

Die Wirkschwellen der einzelnen Substanzen wurden mit Hilfe der Varianzanalyse (ANOVA)
und nachfolgendem Dunnett’s-Test (Test gegen die Kontrolle) berechnet (Signifikanzniveau
a = 5%). Die LOEC (lowest observed effect concentration) gibt jene Konzentrationsstufe an,

bei der zum erstenmal ein signifikant von der Kontrolle abweichender Effekt auftritt.

Zweifaktorielle ANOVA

Die Effekte der Pflanzenschutzmittel, der darin enthaltenen aktiven Wirkstoffe und der

Leerformulierungen, wie sie sich in den Konzentrations-Wirkungskurven darstellen, wurden
mit Hilfe einer zweifaktoriellen ANOVA verglichen. Die erste Variationsquelle, d, h. der erste
Faktor, der die Reaktion der Testpopulation beeinflusst, ist dabei die Konzentration der
Testsubstanzen. Die erste Hypothese der zweifaktoriellen ANOVA lautet daher:

[1] Es gibt keine Unterschiede zwischen den Auspragungen des ersten Faktors, also
zwischen den Reaktionen der Tiere (unabhangig davon, mit welcher Substanz sie
behandelt wurden) auf die unterschiedlichen Konzentrationsstufen.

In den Fallen, in denen die Tiere eine konzentrationsabhangige Reaktion zeigten, d. h. bei
ansteigendem Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurven, wird die Varianzanalyse hier
stets signifikante Unterschiede feststellen.

Die zweite Variationsquelle entsteht durch den Einsatz unterschiedlicher Substanzen: des
Handelsproduktes, des aktiven Wirkstoffes und evtl. der Leerformulierung. Dieser Faktor wird
in der Arbeit mit dem Begriff ,Formulierung® bezeichnet. Die zweite Hypothese lautet daher:

[2] Es gibt keine Unterschiede zwischen der Gesamtheit der Tiere, die mit dem
Handelsprodukt behandelt wurden, und der Gesamtheit der Tiere, die mit einer der
anderen Substanzen behandelt wurden.

Alle Substanzen wurden in vergleichbaren Konzentrationen eingesetzt. Die Varianzanalyse

pruft nun, ob die Reaktion der Tiere bei einer gegebenen Konzentrationsstufe von der



Material und Methoden 29

applizierten Substanz abhangig ist. Diese mdgliche Interaktion wird in der Arbeit mit dem
Ausdruck Formulierung x Konzentration bezeichnet. Die entsprechende Hypothese lautet:
[3] Es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen den Faktoren, d. h. wenn die Tiere
auf einen Faktor (die Konzentrationsstufen) unterschiedlich reagieren, so ist diese
Reaktion bei allen untersuchten Substanzen die gleiche.
Im Endeffekt prift die zweifache ANOVA somit, ob sich die Konzentrations-Wirkungskurven
fur die getesteten Substanzen in ihrem Verlauf unterscheiden. Die Ergebnisse der Analyse
werden in Form einer ANOVA-Tabelle angegeben, die die Resultate fir die Prifung der drei

0. g. Hypothesen zeigt.

2.3.3 Reproduktionstests

2.3.3.1 Durchfiihrung

Die Durchfihrung der Reproduktionstests mit Folsomia candida orientierte sich an der ISO-
Norm 11267 (1999).

Um zu gewahrleisten dass ausschlieBlich die Wirkung auf die Reproduktion untersucht
wurde, mussten Verfalschungen der Ergebnisse durch Mortalitdt unter den Adulten ausge-
schlossen werden. Daher wurden in Abweichung zur Norm nur jene Konzentrationen getes-
tet, die im Akuttest unter der EC,, flr die Schadigung lagen, d. h. fir die keine letale oder
lahmende Wirkung zu erwarten war. Da juvenile Collembolen gegenuber Schadstoffen oft
sensibler reagieren als Adulte (EIJSACKERS 1978, SABATINI ET AL. 1998), wurden zudem nicht
wie in der Norm vorgeschrieben, 10-12 Tage alte Tiere, sondern analog zu ACHAZI ET AL.

(2000) bereits geschlechtsreife Individuen (18 + 4 Tage) verwendet.

Der Standardboden wurde analog Abschnitt 2.3.1.5 mit der Substanzlésung vermengt. 30 g
(FG) des Substrats wurden in 100 ml Duran-Laborglasflaschen eingefillt. Pro
Konzentrationsstufe wurden 5 Parallelen angesetzt. 10 Collembolen wurden zusammen mit
einer Spatelspitze Trockenhefe in die Flaschen gegeben. Die Flaschen wurden in einem
Tageslicht-Brutschrank mit Glasscheibe bei 20°C gelagert. Nach 14 Tagen erfolgte eine
Kontrolle des Wassergehaltes durch Differenzwagung, dabei wurde erneut eine Spatelspitze
Trockenhefe zugegeben. Dieser Arbeitsschritt diente zugleich der Bellftung der Gefalde.

Nach 28 Tagen wurde der Inhalt der Flaschen aufgeschwemmt. Die an der Oberflache

schwimmenden Collembolen wurden fotografiert und anschlieRend als Diapositiv projiziert.
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Mit Hilfe eines Koloniezahlstiftes wurden die Adulten und ihre Nachkommen getrennt ausge-
zahlt.
Konzentrationsstufen, bei denen im Mittel weniger als 80% der eingesetzten Adulten wieder-

gefunden wurden, wurden nicht in die Auswertung einbezogen.

2.3.3.2 Auswertung

Mittels Probitanalyse (s. Abschnitt 2.3.2.2) wurde die ECs, der Wirkung auf die Reproduktion
berechnet. Zudem wurde die LOEC (Lowest Observed Effect Concentration, niedrigste Kon-
zentration im Versuchsansatz, bei der ein signifikanter Effekt festgestellt wurde) mit Hilfe
einer Varianzanalyse (ANOVA) und nachfolgendem Dunnett's-Test bestimmt (Signifikanz-

niveau a = 5%).

2.3.4 Wahlversuche zur Kontaktrepellenz

Die in den Wahlversuchen zur Kontaktrepellenz verwendeten Konzentrationen wurden fir
jede Substanz ausgehend von den Ergebnissen der 24-Stunden-Akuttests fur die jeweilige
Collembolenart ausgewahlt. Dabei wurde diejenige Konzentration, bei der im 24-Stunden-
Akuttest im Mittel weniger als 20% der Tiere geschadigt worden waren, als hochste

Konzentration in den Wahlversuchen eingesetzt.

2.3.4.1 Durchfiihrung

Far die Wahlversuche wurde LUFA 2.2 analog Abschnitt 2.3.1.5 mit der zu testenden Sub-
stanz versetzt. Es wurden bis zu neun Konzentrationsstufen getestet. In einem zweiten An-
satz wurde der Boden nur mit Wasser angemischt (Kontrollboden). In runde Kunststoffbe-
halter (@ 12 cm, Héhe 9 cm), die durch eine Trennwand in zwei Halften unterteilt waren,
wurde in die eine Halfte kontaminierter, in die andere Halfte Kontrollboden eingefillt. Nach
dem Entfernen der Trennwand wurde der Boden mit einem KunststoffstoRRel festgedriickt.
Hierdurch wurde zum einen die beim Entnehmen der Trennwand entstandene Rinne im
Substrat beseitigt, zum anderen konnte so das Verkriechen der Collembolen in Hohlraumen

stark reduziert werden. In Vorversuchen war festgestellt worden, dass es flir die Versuchs-
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ergebnisse ohne Bedeutung war, ob die sechs Collembolenarten einzeln in getrennten
Gefallen oder zusammen untersucht werden (s. Abschnitt 3.1.3.1). Aus Effektivitatsgrinden
wurden demnach je 10 Tiere der sechs Arten zusammen in die Versuchsgefalle eingesetzt
und zwar parallel in jeweils 10 Replikaten einer Konzentrationsstufe:

- auf die nicht kontaminierte Seite des Gefales ( = Einwanderungstest) bzw.

- auf die kontaminierte Seite ( = Fluchttest).

Die fur Wahlversuche mit Regenwirmern ubliche Art des Einsetzens der Tiere genau
zwischen die kontaminierte und die unkontaminierte Halfte des GefalRes (YEARDLEY ET AL.
1996, HUND-RINKE & WIECHERING 2001) war fur die schwer zu handhabenden, bewegungs-
freudigen Collembolen nicht praktikabel, die Tiere wurden daher in die Mitte der Flache einer
GefaBhalfte eingesetzt.

Die Gefalte wurden mit einem Deckel verschlossen und in einer Dunkelkammer bei 20 £ 2°C
fur 24 Stunden gelagert. Danach wurden die Trennwande rasch wieder eingesetzt, die in den
beiden Gefaflhalften befindlichen Tiere aufgeschwemmt und getrennt ausgezahlt. Da zu
Versuchsbeginn noch nicht bekannt war, ob die Verteilungen der einzelnen Arten in den
Kontrollen zweifelsfrei reproduzierbar waren, wurden flr jede getestete Substanz parallel
Kontrollversuche (unkontaminierter Boden auf beiden Halften) durchgefihrt. Die Kennzeich-
nung der kontaminierten/unkontaminierten Bereiche in den Versuchsgefallen blieb dabei
auch in den Kontrollansatzen erhalten. Daher war es auch hier méglich, je nach Einsatz der
Tiere in die bereits markierten Bereiche eine Einteilung in Einwanderungs- bzw. Fluchtversu-
che vorzunehmen, um eine eventuelle Verfalschung der Ergebnisse durch Pestizidriick-
stdnde in den immer auf die gleiche Weise gekennzeichneten und wiederverwendeten Gefa-

Ren feststellen zu kdbnnen.

2.3.4.2 Auswertung

Die Anzahlen von Individuen auf den kontaminierten Gefalhalften in den 10 Parallelen wur-
den in Boxplots dargestellt, um die Schwankungsbreite der Ergebnisse zu veranschaulichen.
Dabei reprasentieren die Begrenzungen der Box das erste (25%) und das dritte (75%) Quar-
til. Die feine Linie in der Box stellt den Median, die dicke Linie das arithmetische Mittel dar.
Die waagerechten Linien rechts und links der Box reichen bis zu den 10%- bzw. 90%-Per-

zentilen, so dass darin 80% der Daten eingeschlossen sind.

Fir jede getestete Substanz wurden die Anzahlen der in den 10 Parallelen der einzelnen
Konzentrationsstufen auf der kontaminierten GefalRhalfte wiedergefundenen Tiere mit Hilfe

einer ANOVA und nachfolgendem Dunnett’'s Test auf signifikante Unterschiede gegenlber
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der Kontrollverteilung untersucht. Auf nicht normalverteilte Daten wurde die Kruskal-Wallis

Rangvarianzanalyse angewendet.

2.3.5 Wahlversuche zur olfaktorischen Repellenz

Zum Nachweis der Repellentwirkung durch einen rein olfaktorischen Reiz wurde exempla-
risch die Art Onychiurus armatus verwendet, da sie mangels Sprunggabel gut zur
Beobachtung des Laufverhaltens geeignet war. Zudem zeigte sie im Gegensatz zu allen
anderen untersuchten Collembolenarten keine Tendenz, an den Glasscheiben der Gefalle

entlangzulaufen.

2.3.5.1 Durchfiihrung

Die Versuche wurden in luftdicht verschlielbaren Glaskammern (BxHxT: 1,2 cm x 2,5 cm x
7,5 cm) durchgefihrt (s. Abb. 2). Jeweils vier Kammern bildeten eine Versuchseinheit. Bis zu
4 Versuchseinheiten konnten parallel beobachtet werden. Der Boden der Kammern war zur
besseren Beobachtung der weilen Collembolen mit schwarzem Filterpapier ausgelegt.
Durch Markierungen auf dem Filterpapier wurde jede Kammer in 5 Felder aufgeteilt. Das
Filterpapier wurde mit je 300 pl Aqua dest. gleichmafig befeuchtet. In der Mitte von Feld 1
befand sich ein Kunststoff-Tépfchen (@ 0,8 cm; Hohe 0,5 cm) mit 20 pl Aqua dest. Ein weite-
res Topfchen mit 20 pl der zu testenden Substanz(-l6sung) wurde auf Feld 5 platziert. Da-
nach wurde je ein einzelnes Tier der Art O. armatus auf Feld 3 jeder Kammer eingesetzt. Die
Kammern wurden mit einem Glasdeckel luftdicht verschlossen. Uber 15 min wurde der Auf-
enthalt der Tiere auf den einzelnen Feldern im Abstand von 20 s protokolliert. Fir jeden Ver-
suchsdurchgang wurden neue Substanzproben angefertigt. Um eine pheromonelle Beein-
flussung durch vorangegangene Versuchstiere zu vermeiden, wurden auch die Filterpapier-

einlagen gewechselt. Pro Konzentration wurden jeweils 20 — 25 Tiere beobachtet.
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Abb. 2:  Versuchseinheit mit 4 Glaskammern fir Wahlversuche zur olfaktorischen Repellenz, graue
Beschriftung = Feldnummer

Alle Pflanzenschutzmittel und Leerformulierungen wurden in 0,1%iger und 1%iger wassriger
Lésung und pur (100%) getestet. Die Wirkstoffe wurden so in Aceton geldst, dass in 20 pl
Lésung die gleiche Wirkstoffmenge enthalten war wie in 20 pl der 100%igen Formulierung.
Die beflllten Kunststofftopfchen wurden vor Versuchsbeginn zum Abdampfen des Acetons

eine Stunde offen stehen gelassen.

Die jeweils zusammengehdrigen Pflanzenschutzmittel, Wirkstoffe und Leerformulierungen
wurden stets zusammen mit den Kontrolldurchgangen am gleichen Versuchstag getestet, um
die Wirkung wechselnder aulRerer Einfliisse so gering wie mdglich zu halten und eine Ver-
gleichbarkeit der Versuche zu gewahrleisten. Fir die Kontrollen wurden alle Tépfchen mit
20 yl Aqua dest. geflllt. Die verschiedenen Konzentrationen eines Pflanzenschutzmittels
wurden auf die gleiche Kontrolle bezogen. Die Untersuchungen der Reinstoffe wurden
jeweils auf Kontrollen bezogen, bei denen die Kontrolltdpfchen mit 20 ul reinem Aceton

geflllt und ebenfalls eine Stunde offen stehen gelassen worden waren.

Vorversuche hatten ergeben, dass die Verteilung von O. armatus unter Kontrollbedingungen
nicht von indirekten Lichtreizen beeinflusst wurde. Die Versuche wurden daher bei Tageslicht
und / oder Raumlicht bei 22 + 2°C im Labor durchgefiihrt.
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2.3.5.2 Auswertung

Fir die grafische Darstellung wurde die Anzahl der registrierten Aufenthalte auf den funf Fel-
dern Uber alle Replikate gemittelt und in Prozent des Gesamtaufenthaltes wahrend der Be-
obachtungszeit umgerechnet. Beobachtungstermine, zu denen der Collembole nicht zu
sehen war (weil er sich unter dem Filterpapier befand), wurden nicht in die Auswertung ein-
bezogen. Entzog sich ein Tier haufiger als bei 20% der Termine der Registrierung, so wurde

der ganze Ansatz nicht in die Auswertung aufgenommen.

Zur statistischen Uberpriifung der verschiedenen Versuchsanséatze wurden die Ergebnisse
der 20 Replikate gepoolt und die Verteilung der Tiere auf den finf Feldern in den einzelnen
Testansatzen mittels eines kx2-chi’-Tests gegen die Verteilung in der zugehérigen Kontrolle
getestet. Voraussetzung fiir das Poolen ist die Homogenitat der Replikate (SOKAL & ROHLF
1981). Da in den einzelnen Parallelen jeweils nur ein Individuum Uber einen begrenzten Zeit-
raum beobachtet wurde, wurden schon in den Kontrollen nicht alle funf zur Verfigung
stehenden Felder der Versuchsanordnung mit gleicher Haufigkeit besucht. Durch die hohe
Anzahl der Wiederholungen sind diese Schwankungen zwar in den Mittelwerten nicht mehr
zu erkennen, die Unterschiede zwischen den einzelnen Parallelen sind jedoch sehr ausge-
pragt. Die geforderte Homogenitat der Replikate war daher bereits durch das Versuchs-
design ausgeschlossen. Der kx2-chi>-Test wurde dennoch angewendet, da er das einzige
Verfahren darstellt, das einen Vergleich der Verteilung der Tiere tber alle funf Felder mit der
Verteilung in den Kontrollansatzen ermoglicht und augenscheinlich sinnvolle Ergebnisse

lieferte.

Nullhypothese: es besteht Unabhangigkeit der Verteilung der Tiere auf den funf Feldern in

Anwesenheit einer Testsubstanz von der Verteilung in der Kontrolle.

Die kx2-Feldertafel hatte folgende Form:



Material und Methoden

35

Merkmal B
B, = Testansatz | B, = Kontrollansatz | Zeilensummen

A;=Feld 1 a o N;

A, =Feld 2 a, b, N,

Merkmal A As; =Feld 3 as bs N3

A, =Feld 4 ay by N4

As; =Feld 5 as bs Ns

Spaltensummen N, Np N

Die Berechnung des chi>-Wertes erfolgte daraus mit Hilfe der Snedecor-Brandt-Formel
(BORTZ ET AL. 2000), deren allgemeine Form lautet:

2

4

) N]jlzvb [(i

i=1

a’ N?
— |- —%| mit Fg = k-1
N. N

1

Darin bedeuten fiir den beschriebenen Versuch:

N: Gesamtzahl aller Individuen

N.: Gesamtzahl der registrierten Aufenthalte auf allen funf Feldern im

Testansatz

Ny: Gesamtzahl der registrierten Aufenthalte auf allen flinf Feldern im

Kontrollansatz

Ni: Gesamtzahl der registrierten Aufenthalte auf Feld i im Test- und

Kontrollansatz
k:  Anzahl der Felder (5)

a;  Anzahl der Aufenthalte auf Feld i im Testansatz

Fg: Freiheitsgrade

Aus dem Vergleich der drei Konzentrationen mit dem jeweiligen Kontrollansatz resultieren

drei kx2-Feldertafeln. Die chi’Werte dieser drei Einzelvergleiche diirfen jedoch nicht auf

dem normalerweise verwendeten Signifikanzniveau miteinander verglichen werden, da sie

durch die mehrmals verwendete Kontrolle voneinander abhangig sind, was zu Scheinsignifi-

kanzen flhren kann. Daher wurde das Signifikanzniveau a (= 5%) beim Test mehrerer Kon-
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zentrationsstufen oder Testansatze gegen ein und dieselbe Kontrollverteilung entsprechend
der Anzahl der Einzelvergleiche korrigiert (BRUNDEN 1972):
oo %

2-(n—1)
wobei n die Anzahl der zu vergleichenden Konzentrationsstufen oder Testansatze ein-
schlieBlich der Kontrolle ist.
Es wurden also sog. ,nicht-orthogonale Einzelvergleiche” von kx2-Felder-Tafeln durchge-
fuhrt. Die chi>-Schwellenwerte fir die korrigierten Signifikanzniveaus a’ wurden mit Hilfe der
Funktion ,CHIVERT" in MS Excel fur 4 Freiheitsgrade bestimmt. Die Nullhypothese wurde ab-
gelehnt, wenn der nach der Gleichung ermittelte chi>Wert den ermittelten kritischen Wert

Uberschritt.

2.4 FREILANDUNTERSUCHUNGEN

2.4.1 Versuchsflache

Die Freilandversuche wurden auf einer Dauerbrache der Versuchsstation Pflanzenbauwis-
senschaften der Landwirtschaftlich-Gartnerischen Fakultat der Humboldt-Universitat Berlin
durchgefihrt. Die Versuchstation liegt nordéstlich von Berlin in Blumberg, ca. 5 km von der

Stadtgrenze Berlins entfernt. Genaue Standortangaben finden sich in Kasten 2.
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Kasten 2: Allgemeine Angaben zum Standort Blumberg (Angaben laut Versuchsfiihrer der HumBOLDT-
UNIVERSITAT, 1998).

Versuchsstation des Instituts fiir Pflanzenbauwissenschaften - Standort Blumberg

Breite: 52°36“ N
Lange: 13°37“E
Hoéhe U. NN: 79 m
Geologische Herkunft: Barnimhochflache, weichseleiszeitlicher Geschiebemergel
Bodenformen: Salmtieflehm-Fahlerde, Sand-Braunerde
Standorttyp: D 3a
Bodentextur im Ap-Horizont:
(Gew. %) Grobsand: 5,9

Mittelsand: 37,3
Feinsand: 12,0
Schluff: 37,0
Ton: 7,8

Bodenart; mittelschluffiger Sand”

" pestimmt nach der Bodenkundlichen Kartieranleitung der AG BODEN (1994)

Anlasslich der ersten Probeentnahme zur Bestandsaufnahme der Collembolenfauna wurde
fir den Boden der Brache in einer Mischprobe aus 10 Proben von 0-8 cm Tiefe ein pH-Wert

von 5,2 gemessen (0,01 mol/L CaCl,-Lésung).

Die Brache hat eine GesamtgroRe von 55 x 22 m. Seit 1990 eine Klee-Gras-Mischung
angesat worden war, wird sie wird von Mitarbeitern der Versuchsstation 1-2 mal jahrlich
gemulcht, d. h. die Vegetation wird abgemaht und auf der Bodenoberflache belassen.

Die Brache wurde seit 1990 weder gediingt noch mit Pflanzenschutzmitteln behandelt.

2.4.2 Vegetation

Die Zusammensetzung der Vegetationsdecke auf der Dauerbrache im Juli 1999 zeigt

Kasten 3:
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Kasten 3: Pflanzenarten auf der Dauerbrache im Juli 1999 (bestimmt nach ScHMEIL
(1982) und OBERDORFER (1994))

Knéterichgewachse (Fam. Polygonaceae)
GrolRer Sauer-Ampfer (Rumex acetosa)
Schmetterlingsbliitler (Fam. Fabaceae)
Luzerne (Medicago sativa)

Roter Wiesen-Klee (Trifolium pratense)
Weil-Klee (Trifolium repens)
Wegerichgewéachse (Fam. Plantaginaceae)
Grosser Wegerich (Plantago major)
Spitz-Wegerich (Plantago lanceolata)
Korbblitler (Fam. Asteraceae)
Gemeine Schafgarbe (Achillea millefolium)
Gemeiner Beifuss (Artemisia vulgaris)
Rainfarn (Chrysanthemum vulgare)
Acker-Kratzdistel (Cirsium arvense)
Wegwarte (Cichorium intybus)
Wiesen-Léwenzahn (Taraxacum officinale)
Gruner Pippau (Crepis capillaris)
SiuRgraser (Fam. Poaceae)
Englisches Raygras (Lolium perenne)
Wolliges Honiggras (Holcus lanatus)
Franzdésisches Raygras (Arrhenatherum elatius)

Alle gefundenen Pflanzenarten sind nach SCHMEIL (1982) typisch flr Wiesen und Weiden.
Nach OBERDORFER (1994) sind sie typischerweise Bestandteil der 29. Klasse der Molinio-
Arrhenatheretea (Grinland-Gesellschaft) des eurosibirischen und alpinen Vegetationskrei-

ses. Sie bildeten auf der Brache eine geschlossene Pflanzendecke.

2.4.3 Klimaverhaltnisse in den einzelnen Versuchszeitraumen

Die Tagesmittelwerte fur Lufttemperatur, Windgeschwindigkeit, Niederschlag und relative
Luftfeuchtigkeit in den relevanten Versuchszeitraumen der Jahre 1999 und 2000 sind in den
Abbildungen 3 und 4 zusammengefasst. Die Angaben stammen von der auf der Versuchs-
station Blumberg befindlichen Wettermessstation (ca. 500 m entfernt von der Versuchsfla-
che).
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a) —e— Lufttemperatur
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Abb. 3: Klimaverhaltnisse auf der Freilandversuchsflache im Versuchszeitraum 1999 (Tagesmittelwerte).
a) Lufttemperatur und Windgeschwindigkeit
b) Niederschlag und rel. Luftfeuchte

a) —e— Lufttemperatur
[°cl —— Windgeschwindigkeit ™/
25 5
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Abb. 4: Klimaverhaltnisse auf der Freilandversuchsflache im Versuchszeit-
raum 2000 (Tagesmittelwerte). Aufgrund von technischen Stérun-
gen konnten im angegebenen Zeitraum keine Werte flr die rel.
Luftfeuchte und nur vereinzelt Werte fir die Windgeschwindigkeit
gemessen werden.

a) Lufttemperatur und Windgeschwindigkeit
b) Niederschlag und rel. Luftfeuchte
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2.4.4 Extraktion und Bestimmung der Collembolen

Zur Extraktion der Collembolen aus den Bodenproben bzw. aus den Netzbeuteln und Streu-
dosen der Freilandversuche wurde ein Extraktor nach Kempson (KEMPSON ET AL. 1963) be-
nutzt, der vom Institut fir Bodenzoologie und Okologie der Freien Universitat Berlin freund-

licherweise zur Verfligung gestellt wurde (s. Abb. 5).

Regler Infrarot-Lampen

| Leinenhaube

Gitternetz

Fangflissigkeit

Zufluss I:|:> Kaltes- Wasserbad I:IZ> Abfluss

Abb. 5: Kempson-Extraktionsgerat fir Bodentiere

Die Proben wurden in 20 x 20 cm groRRe Plastikgefalte gegeben, deren Boden aus einem
Drahtgitternetz bestand. Die Bodenproben wurden mit der Vegetationsseite nach unten ein-
gelegt, die Netzbeutel und Streudosen entsprechend ihrer Orientierung im Versuch. Die
Gefalte mit den Proben wurden auf gleich grofte Behalter ohne Gitternetz gestellt, in denen
sich die Fangflussigkeit befand. Fir die Vorversuche zur Expositionsdauer der Netzbeutel im
Freiland wurde hierfur Pikrinsdure verwendet, da die Tiere zur Erstbestimmung konserviert
werden sollten. Alle anderen Versuche wurden auf Wasser ausgetrieben, um die Tiere le-
bend fangen und bestimmen zu kénnen. Beide Gefalle zusammen wurden in ein Metallrost
eingehangt, so dass die Behalter mit der Fangflissigkeit in ein Wasserbad reichten. Das
Wasser wurde Uber einen Zulauf standig erneuert, um es kihl zu halten. Die Proben wurden
mit einer Leinenhaube abgedeckt, um ein Fllichten der Tiere zu erschweren. Es standen
zwei Extraktoren mit jeweils 16 Platzen zur Verfligung. Sie konnten durch abnehmbare

Metallwande vollkommen verschlossen werden. Durch Infrarotstrahler wurde die Temperatur
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im Innern des Extraktors mittels eines Reglers stufenweise erhéht. Die Tiere folgten dem
zwischen Strahler und Wasserbassin entstehenden Temperaturgradienten in den Proben
nach unten und fielen schlieBlich durch das Drahtgitter in die Fangflissigkeit.
Die Bodenproben wurden Uber 12 Tage extrahiert. Die Temperatur wurde nach folgendem
Schema erhoht:
Tag der Bestuckung: Raumtemperatur

2. Tag: 28°C

3. Tag: 33°C

4. Tag: 36°C

5. Tag: 40°C

7. Tag: 45°C

9.-12. Tag: 50°C.

Aufgrund der geringeren Substratdichte trockneten die Netzbeutel und Streudosen schneller

aus. Fir diese Proben wurde daher ein verklrztes Temperaturregime gewabhilt:

Tag der Bestlickung: Raumtemperatur
2. Tag: 28°C
3. Tag: 35°C
4. Tag: 40°C
5. Tag: 45°C
6. - 8. Tag: 50°C

Bei der Lebendextraktion auf Wasser wurde die Flussigkeit der Fangbehalter mit den ausge-
triebenen Tieren alle zwei Tage durch ein Sieb aus Seidengewebe gegossen. Die darauf zu-
ruckbleibenden Tiere wurden in beschriftete, mit einem Gips-Aktivkohle-Gemisch befillte

Schraubdosen gegeben und zur weiteren Bearbeitung ins Labor gebracht.

Die extrahierten Collembolen wurden sofort im Labor bestimmt. Aufgrund der geringen Ar-
tenzahl der auf der Brache vorkommenden Collembolen und der deutlichen Unterschiede in
Habitus und Verhalten war, aufbauend auf den Erfahrungen mit den Tieren aus den Labor-
zuchten, eine Lebendbestimmung unter dem Binokular fur die meisten Arten leicht mdglich.
Auch Juvenile konnten den einzelnen Gattungen problemlos zugeordnet werden. Zweifel-
hafte Falle sowie die Adulten der Gattung Lepidocyrtus wurden zusatzlich in 75%-Ethanol
konserviert, um die Bestimmung spater unter dem Mikroskop verifizieren zu kénnen (Zeiss
Differential-Interferenz-Kontrastmikroskop, 100-400fache VergroRerung). Die Collembolen
wurden nach GISIN (1960) und FJELLBERG (1980, 1998) bestimmt.
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2.4.5 Versuchstermine

Die Termine und Laufzeiten der einzelnen Freilandversuche sind in Tabelle 6 zusammenge-

fasst.

Tab. 6: Ubersicht {iber die Termine und Laufzeiten der Freilandversuche

Versuch Zeitpunkt /-raum
Vorversuch zur Expositionsdauer der Netzbeutel 14.5.1999 — 25.6.1999
1. Entnahme von Abundanzproben 26.7.1999

Versuch mit Netzbeuteln 26.7.1999 — 23.8.1999
2. Entnahme von Abundanzproben 7.9.2000

Versuch mit Streudosen 7.9.2000 — 21.9.2000

2.4.6 Streusubstrat

Fur die Labor-Vorversuche zur akuten Toxizitat von Betanal, sowie in den Freilandversuchen
mit Netzbeuteln und Streudosen wurde Streu verwendet, welche jeweils einige Wochen vor
den Freilandversuchen kurz nach dem Mulchen der Brache gesammelt und Uber 2 Tage bei
60°C im Trockenschrank defauniert worden war. Sofern nicht anders angegeben, war die

verwendete Streu bis auf ca. 10 cm Lange zerkleinert worden.

2.4.7 Vorversuch zur Expositionsdauer der Netzbeutel im Freiland

Der zeitliche Verlauf der Besiedlung von Netzbeuteln sollte in einem Vorversuch untersucht
werden, um daraus die fir die Fragestellung optimale Expositionsdauer zu bestimmen. Dazu
wurden in 25 Beutel aus Tullgewebe (25 x 25 cm; Maschenweite 2 mm) jeweils 100 g defau-
nierte, trockene Streu eingeflllt. Die Beutel wurden mit Heftklammern verschlossen. Ein
10 x 10 m groRRes Areal der Brache wurde in 25 je 2 x 2 m groRe Felder aufgeteilt. In die
Mitte jedes Feldes wurde am 14.5.1999 jeweils ein Netzbeutel gelegt und mit Metallstiften
gegen Verwehung gesichert. Da die Brache am 3.5.1999 gemulcht worden war, betrug die
Vegetationshéhe ca. 5 cm. Die Beutel wurden mit umliegender, loser Streu locker bedeckt.

Nach Randomisierung der Felder wurden nach 2, 3, 4, 5 und 6 Wochen jeweils 5 der Beutel
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eingeholt. Die eingewanderten Tiere wurden im Kempson-Extraktor auf Pikrinsaure aus-

getrieben und gezahlt.

2.4.8 Abundanzproben

Jeweils am Tag der Ausbringung von Netzbeuteln bzw. Streudosen in den beiden Freiland-
versuchen wurden an den Randern der Versuchszone mit einem Spaten 10 Bodenproben
entnommen (15 x 15 cm, Tiefe 0-8 cm). Die Proben wurden in Polyethylen-Beuteln drucklos
in das Institut fir Biologie, AG Bodenzoologie und Okologie der Freien Universitat gebracht

und dort im Kempson-Extraktor auf Wasser ausgetrieben.

2.4.9 Netzbeutelversuch (1. Freilandversuch)

Im ersten Freilandexperiment sollte die Einwanderung von Collembolen in Pflanzenschutz-
mittel-kontaminierte Streu mit Hilfe von Netzbeuteln untersucht werden. Aufgrund von Hin-
weisen aus der Literatur sowie der Ergebnisse der Laborversuche wurden das Herbizid
Betanal und das Insektizid Cymbush flr den Freilandversuch ausgewanhlt. Die Mittel wurden
entsprechend ihren empfohlenen Aufwandmengen angewendet. Es wurden je 10 Parallelen

angesetzt, zudem 10 Kontrollen, die nur mit Wasser behandelt wurden.

In die Netzbeutel sollte, wie schon in den Vorversuchen zur Expositionsdauer, getrocknete,
defaunierte Streu eingeflllt werden, die zuvor mit den Pflanzenschutzmittellésungen
bespriht wurde. Um sicherzustellen, dass einerseits moglichst die gesamte Menge der
Sprihlésung am Streusubstrat haften blieb und dass andererseits die Streu gleichmaRig
benetzt wurde, mussten zunachst Experimente mit verschiedenen Sprihwassermengen
durchgeflihrt werden. Sie zeigten, dass beide Voraussetzungen am besten erfiillt waren,
wenn gleiche Mengen Trockenstreu und Wasser verwendet wurden, also z. B. 50 g getrock-
nete Streu mit 50 ml Wasser bespriiht wurden. Der Feuchtegehalt der so behandelten Streu
sollte nun mit der Feuchte frischer Vegetation verglichen werden. Zu diesem Zweck wurde
der Wassergehalt frisch entnommener Wiesenvegetation einen Tag nach Niederschlag
durch Differenzwagung vor und nach Trocknung (2 Tage bei 60°C) bestimmt. Dabei konnten

100 g Trockenmasse aus 535,4 + 11,1 g Frischmasse gewonnen werden (Mittelwert aus 3
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Proben). Damit entsprach die auf die trockene Streu aufgesprihte Wassermenge 23% der

Menge (217,7 ml), die zur Simulation der Frischmasse bendtigt worden ware.

Fir den Versuch wurden 30 25 x 25 cm grof3e Netzbeutel aus einer Kunststoffgaze
(Maschenweite 1 mm) genaht. Diese wurden mit je 50 g angefeuchteter Streu (entsprechend
25 g Trockenstreu) geflllt. Dazu wurden die empfohlenen Aufwandmengen der beiden Mittel
auf die Flache der Netzbeutel umgerechnet und entsprechende Lésungen hergestellt. Fur
Betanal resultierte eine Konzentration von 39,25 mg ai / kg TG Streu, fur Cymbush
1,875 mg ai / kg TG Streu. Jeweils 50 g getrocknete, defaunierte Streu wurden in einer
30 x 60 cm grofen Kunststoffwanne mit einer Spruhflasche gleichmafRig mit 50 ml der Pflan-
zenschutzmittelldsung bzw. mit Wasser (Kontrollen) bespriht. Danach wurde die Streu vor-
sichtig mit der Hand vermengt, um eine gleichmaRige Verteilung zu erreichen. Die Beutel

selbst wurden nicht bespruht.

Nach dem Beflllen wurden die Beutel mit Heftklammern verschlossen und ihrem Inhalt ent-
sprechend markiert. Danach wurden sie flr den Transport einzeln in Polyethylen-Beutel ver-
packt, zur Versuchsflache gebracht und am gleichen Tag ausgebracht. Dazu wurde auf dem
nordoéstlichen Teil der Brache eine Flache von 10 x 12 m abgesteckt, die in 30 Einzelflachen
von 2 x 2 m unterteilt wurde. Die Felder wurden randomisiert. In die Mitte jedes Feldes wurde
ein Netzbeutel gelegt. Die Brache war eine Woche zuvor gemulcht worden, so dass die auf
der Bodenoberflache ausgelegten und mit Metallstiften befestigten Beutel mit der Hohe der

umgebenden Vegetation abschlossen.

Nach 4 Wochen wurden die Beutel wieder in Polyethylenbeutel verpackt und ins Labor

transportiert. Die eingewanderten Collembolen wurden im Kempson-Extraktor ausgetrieben.

2.4.10 Streudosenversuch (2. Freilandversuch)

Mit Hilfe des Netzbeutelversuches hatte eine verminderte Besiedlung kontaminierter Areale
nicht nachgewiesen werden kénnen (siehe Ergebnisse, S. 135). In einem zweiten Freiland-
versuch sollten daher einige Aspekte des Versuchsdesigns verandert werden. Da die Streu
in den Beuteln am Versuchsende sehr verdichtet und teilweise stark verpilzt war, wurden im
zweiten Versuch stattdessen Streudosen eingesetzt, da diese eine bessere Durchliftung der
Streu versprachen. Zur Vermeidung einer Verfalschung der Einwanderungsergebnisse durch

den Abbau der eingesetzten Substanz wurde die Versuchsdauer auf 2 Wochen beschrankt.
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Da Betanal das in den Labor-Wahlversuchen von den Collembolen am deutlichsten wahrge-
nommene der sechs untersuchten Pflanzenschutzmittel war, wurde der zweite Freilandver-
such ausschlie8lich mit Betanal durchgefiihrt. Dieses sollte zudem in héheren Konzentrati-
onsstufen verwendet werden, die jedoch keinen schadigenden Effekt auf die Collembolen
haben durften, um eine Verfalschung der Besiedlungsergebnisse auszuschlielen. Zur Er-
mittlung dieser Konzentrationen wurden Vorversuche zur akuten Toxizitdt von Betanal in

Streusubstrat im Labor durchgefihrt:

2.4.10.1 Vorversuche zur akuten Toxizitat von Betanal mit Streu

Die wirksamen Konzentrationen von Betanal in Streusubstrat (analog dem im Freiland ver-
wendeten Substrat) wurden im Labor ermittelt. Hierflir wurde die Streu in ca. 5 cm lange

Stlicke geschnitten und autoklaviert, um vorzeitige Schimmelbildung zu vermeiden.

Aufbauend auf Ergebnissen aus Vorversuchen zum Range-Finding wurden 7 Kon-
zentrationsstufen getestet. In einem gemeinsamen Ansatz wurden je Konzentrationsstufe 6 g
Streu mittels eines Flakons mit 6 ml Betanallésung bespriiht ( — 12 g Feuchtsubstrat). Hier-
von wurden je 2 g in Weckglaser (d 9,5 cm; Héhe 6,5 cm) eingewogen (entsprechend 1 g
Streu + 1 ml Lésung) und 10 Collembolen eingesetzt. Die Versuche wurden mit den auf der
Brache vorkommenden und auch fir die 6kotoxikologischen Tests mit Boden verwendeten
Arten Isotoma anglicana, Lepidocyrtus violaceus, Folsomia candida, Folsomia fimetaria,
Heteromurus nitidus und Onychiurus armatus durchgefuhrt. Fur jede Konzentrationsstufe
und Art wurden 5 Parallelen angesetzt. Die Glaser wurden mit Parafiim und einem locker
aufliegenden Glasdeckel verschlossen und 3 Tage in einem Tageslichtbrutschrank bei 20°C
gelagert. Danach wurde die Streu aufgeschwemmt und die Tiere auf ihren Zustand hin un-

tersucht (Bewertung analog Tabelle 5, S. 26).

Die Versuche zeigten, dass eine Erhdhung der im Netzbeutelversuch verwendeten Betanal-
Konzentration nur in geringem Malie moglich war, ohne das Risiko einer Schadigung der
Tiere einzugehen. Ausgehend von den Ergebnissen der Vorversuche (vgl. S. 138) wurde flr
den zweiten Freilandversuch als héchste Konzentration 55,1 mg ai / kg TG Streu gewahlt.
Dies entsprach der niedrigsten EC,, der untersuchten Arten und wurde fur F. fimetaria ge-
messen. Die ECy von 30,7 mg ai / kg TG, die fur die Art L. violaceus berechnet wurde,
wurde nicht berlcksichtigt, da ca. 50% der Versuchstiere nach 3 Tagen Versuchsdauer nicht
mehr wiedergefunden werden konnten und somit als ,tot* gewertet wurden. Der ECy-Wert

lag daher erheblich niedriger als es aufgrund des Zustands der wiedergefundenen Tiere er-
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wartet worden ware. Eine zweite Konzentrationsstufe wurde bei einem Viertel der ECyy =
13,8 mg ai / kg TG Streu festgesetzt. Analog zu den in 2.4.9 beschriebenen Uberlegungen

und Methoden wurde die Streu wieder im Verhaltnis 1:1 mit der Herbizidlésung behandelt.

2.4.10.2 Befiillen und Ausbringen der Streudosen

Die Streudosen bestanden aus einem Kunststoffring von 15 cm Durchmesser und 5 cm
Hohe, in dessen Wandung 15 Loécher (@ 3 cm) gefrast worden waren. Die Locher sowie eine
Seite des Ringes waren mit Gaze (Maschenweite 1 mm) beklebt. Die zweite Flache wurde
nach dem Befilllen mit je 25 g der vorbereiteten Streu ebenfalls mit Gaze bespannt und mit
Draht fixiert. Es wurden jeweils 10 Parallelen jeder Konzentration sowie der Kontrollen ange-
setzt. Die Dosen wurden flir den Transport einzeln in Polyethylenbeutel verpackt, zur Ver-
suchsflache transportiert und am gleichen Tag exponiert. Die Brache war 9 Tage zuvor ge-
mulcht worden. Auf dem sldwestlichen Teil des Areals wurde ein 10 x 12 m grofRer Bereich
abgesteckt und in 30 Einzelflachen aufgeteilt. In der Mitte jeder Flache wurde der Bewuchs
etwa im Ausmall des Dosendurchmessers bis auf die Bodenoberflache entfernt. In diesen
Freiraum wurden nach Randomisierung die Dosen gelegt, die Liicke bis zur benachbarten
Vegetation wurde mit der zuvor entfernten Streu geschlossen.

Nach zwei Wochen wurden die Dosen wieder ins Labor gebracht und ungedffnet in den

Kempson-Extraktor gelegt, um die eingewanderten Tiere auszutreiben.

2.4.11 Auswertung der Freilanduntersuchungen

Fur die in den Freilandversuchen gefundenen Collembolen wurden folgende 6kologische
Indices berechnet: Abundanz, Dominanz, Frequenz, Diversitdt und Evenness (Definitionen

siehe Kasten 4).

Die Gesamtanzahl der Tiere sowie die Abundanzen der einzelnen Arten in den kontaminier-
ten Netzbeuteln bzw. Streudosen wurden mit den Werten der Kontrollbeutel bzw. —dosen
mittels einer Rangvarianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test) und nachfolgendem Dunnett’'s Test

verglichen (Signifikanzniveau a = 5%).
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Kasten 4: Fur die Beurteilung der Freilanduntersuchungen verwendete 6kologische Indices

Abundanz

Zahl der Individuen einer Art, die zu einem bestimmten Termin auf einer Flacheneinheit oder
in einer Volumeneinheit vorhanden sind

Dominanz

Prozentzahl, die die Bedeutung der Art im Verhaltnis zur Gemeinschaft widerspiegelt
a

D=—-100
S

D = Dominanz [%], a = Zahl der Organismen der Art a in der Gemeinschaft, S = Summe aller
Individuen aller Arten in der Gemeinschaft. Die Dominanz wurde nach ENGELMANN (1978) in
funf Klassen mit einem Intervall von log x = 0,5 eingeteilt:

1 100-32 % eudominant Il 31,9—10 % dominant 1l 9,9-3,2 % subdominant
IV 3,1-1,0 % rezedent V <1 % subrezedent

Frequenz

Prozentsatz der Proben, in der eine Art gefunden wurde
N,

F=—-100
N

F = Frequenz [%], N; = Anzahl der Proben, in denen die Art i gefunden wurde, N = Gesamtzahl
der Proben. Die Frequenz wurde nach GISIN (1943) in finf Klassen eingeteilt:

I 1-20 % sehr selten 11 21-40 % selten 11l 41-60 % oft
IV 61-80 % meist V 81-100 % stets

Diversitat

Der Diversitatsindex nach Shannon-Wiener ist ein Mal fir die Mannigfaltigkeit einer Popula-
tion (REMMERT 1992):

H, =—ip,» In p,
i=1

Hs = Mannigfaltigkeit, s = Anzahl der in der Population vorhandenen Arten, p; = relative
Haufigkeit der Art i in der Population (= Dominanz / 100)

Evenness
Maf fur die GleichmaRigkeit der Verteilung der Arten einer Population (Verhaltnis von

tatsachlicher zu maximal mdglicher Diverstitat):

H
E=—-
InS

E = Evenness, Hg = Diversitat, S = Anzahl der Arten
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2.5 VERWENDETE SOFTWARE

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm SigmaStat for Windows vs. 2.03 von
SPSS Inc. verwendet (Ausnahme: chi*-Tests). Die Boxplots wurden mit Hilfe von SigmaPlot
for Windows vs. 5.00 von SPSS Inc. erstellt. Alle anderen Grafiken wurden mit MS Excel
2000 angefertigt. Die Probit-Regressionsanalysen wurden mit dem Programm UBA ToxTool

vs. 1.23 am Umweltbundesamt in Berlin durchgeftihrt.



	2.  Material und Methoden
	2.1  VERSUCHSTIERE
	2.1.1  Verwendete Collembolenarten
	2.1.2  Haltung und Zucht
	2.1.3  Einteilung in Lebensformtypen

	2.2  PFLANZENSCHUTZMITTEL
	2.2.1  Verwendete Substanzen
	2.2.1.1  Betanal CQ 277/02 ( = AVENTIS PMP)
	2.2.1.2  Karate 5 WG
	2.2.1.3  Cymbush 10 EC
	2.2.1.4  Croneton EC 500
	2.2.1.5  Curaterr SC 500
	�2.2.1.6  NeemAzal T/S

	2.2.2  Umrechnung der Aufwandmengen in geschätzte Umwelt˜konzent˜rationen (EEC)

	2.3  LABORVERSUCHE
	2.3.1  Allgemeines
	2.3.1.1  Standardboden
	2.3.1.2  Bodenfeuchte
	2.3.1.3  Verwendung der Versuchstiere
	2.3.1.4  Verwendete Konzentrationen
	2.3.1.5  Anmischung des Substrats für die Laborversuche

	2.3.2  Akuttests
	2.3.2.1  Durchführung
	2.3.2.2  Auswertung

	2.3.3  Reproduktionstests
	2.3.3.1  Durchführung
	2.3.3.2  Auswertung

	2.3.4  Wahlversuche zur Kontaktrepellenz
	2.3.4.1  Durchführung
	2.3.4.2  Auswertung

	2.3.5  Wahlversuche zur olfaktorischen Repellenz
	2.3.5.1  Durchführung
	2.3.5.2  Auswertung


	2.4  FREILANDUNTERSUCHUNGEN
	2.4.1  Versuchsfläche
	2.4.2  Vegetation
	2.4.3  Klimaverhältnisse in den einzelnen Versuchszeiträumen
	2.4.4  Extraktion und Bestimmung der Collembolen
	2.4.5  Versuchstermine
	2.4.6  Streusubstrat
	2.4.7  Vorversuch zur Expositionsdauer der Netzbeutel im Freiland
	2.4.8  Abundanzproben
	2.4.9  Netzbeutelversuch (1. Freilandversuch)
	2.4.10  Streudosenversuch (2. Freilandversuch)
	2.4.10.1  Vorversuche zur akuten Toxizität von Betanal mit Streu
	2.4.10.2  Befüllen und Ausbringen der Streudosen

	2.4.11  Auswertung der Freilanduntersuchungen

	2.5  VERWENDETE SOFTWARE


