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Einleitung:

1 Einleitung:

Die Kommunikation zwischen Insektenindividuen derleichen Art, zwischen
unterschiedlichen Insektenarten sowie zwischennPéa und Insekten findet haufig mittels
flichtiger organischer Verbindungen (volatile orgatompound(s)-VOCs) statt (Regnier und
Law 1968; Blum 1996; Reddy und Guerrero 2004). Brediese Kommunikationsstoffe zur
Ubermittlung von Informationen zwischen Individueer gleichen Art, werden sie als
Pheromone bezeichnet, bei einem Informationsaustapaischen verschiedenen Arten als
Allelochemikalien. Allelochemikalien werden weiterhunterteilt, je nachdem, ob der Vorteil
des Informationsaustausches bei dem Sender (Allemdei dem Empfanger (Kairomone)
oder bei beiden liegt (Synomone) (Bergstrom 20Ddych chemische Kommunikationsstoffe
werden beispielsweise die Bereitschaft zur Paa(Bregl et al. 1970; Harborne 1993; Tokro
et al. 1993), die Lage und Qualitat einer Nahrungsqualer die Nestzugehdorigkeit angezeigt
(Holldobler und Wilson 1990; Breed 1998) sowie Feafdle abgeschreckt (Eisnet al.
2000; Baieret al.2002; Lehmbergt al.2008).

Fir die Produktion der chemischen Kommunikatiorféstkommen verschiedene Verfahren
in Betracht. So werden s@e novoproduziert, aus mit der Nahrung verzehrten Voestuf
synthetisiert oder einfach durch Fral3 aufgenommah gespeichert (Tillmart al. 1999;
Maciaset al.2007; Blomquiset al.2010).

Auch der Buchdruckelps typographugColeoptera, Curculionidae, Scolytinae) verfugerib
ein effizientes chemisches Kommunikationssystemiches die Aggregation der Kéafer
steuert. Es besteht aus mehreren Komponenten,ntheed@er eine attraktive Wirkung auf
Artgenossen haben und so zu einer rdumlichen Kaoratemm flihren oder repellent auf
Artgenossen wirken. Letztere verhindern eine Ub&igeiBesiedlung einer Ressource und
wirken so einer drohenden Konkurrenzsituation eygge

Das Bouquet des Aggregationspheromons des Buchehsiddesteht hauptsachlich aus drei
Substanzen: den beiden Monoterpenen cis-Verbemblpsidienol sowie dem hydroxylierten
Isoprenderivat 2-Methyl-3-buten-2-ol (Vi&d al. 1972; Bakke 1976; Bakket al. 1977). Fur
die Synthese von cis-Verbenol bendtigt der Kéafer \ébrstufe das fichtenblrtige Terpen
(-)-a-Pinen (Renwicket al. 1976; Klimetzek und Francke 1980; Blomquedt al. 2010),
welches anschlieRend zu cis-Verbenol oxidiert witkr geht man davon aus, dass Enzyme
aus der Cytochrom P450 Familie diese Oxidationsi@akatalysieren (Whiteet al. 1979;
White et al. 1980; Huberet al. 2007; Blomquistet al. 2010). (-)e-Pinen kommt sowohl als

Hauptkomponente im Harz der Fichte (Erbilgih al. 2007) als auch in der Waldluft vor
-6 -
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(Janson 1993). Fur den Buchdrucker istafinen ab bestimmten Konzentrationen giftig.
Die Oxidation zu cis-Verbenol kann somit auch aiggitungsprozess verstanden werden
(Bohlander 1996). Die beiden anderen Komponentamédde novoliber den Mevalonatweg
synthetisiert werden. Hierbei dient Isopentenyldgphat als Vorstufe sowohl fir
2-Methyl-3-buten-2-ol als auch fur Ipsdienol, dda Myrcen gebildet wird (Lannet al.
1989; Blomquist et al. 2010). Cis-Verbenol und 2-Methyl-3-buten-2-ol kel die
Hauptkomponenten des Aggregationspheromons darkéBek al. 1977; Schlyteret al.
1987b). Hierbei qilt cis-Verbenol als fernwirksamieockstoff und 2-Methyl-3-buten-2-ol
stimuliert die Landung der Artgenossen am Wirt. Bligaktive Wirkung von Ipsdienol wurde
hingegen als weniger effektiv erkannt. Schlyter #lndlegen (1987a) zeigten, dass Ipsdienol
die Attraktivitat von Pheromonkédern, welche ber@is-Verbenol und 2-Methyl-3-buten-2-
ol enthielten, nicht erhohte.

Aggregation beinhaltet im Falle von Borkenkaferetstdas Risiko einer Konkurrenz um
Raum und Nahrung. Zur Vermeidung von Konkurrenagitunen am Wirt werden von den
Kafern (-)-Verbenon und Ipsenol, Substanzen miteltepter Wirkung, abgegeben (Bakke
1981; Schlyteet al. 1989; Byers 1993; Anderssam al. 2009). Im Vergleich zu Ipsenol, das
sich wie Ipsdienol aus Myrcen ableitet (Blomquedt al. 2010), wird angenommen, dass
(-)-Verbenon eine starkere Wirksamkeit bei der Regung der Aggregation hat. Schiyter
und Kollegen (1989) begriinden diese Vermutung ddgudass (-)-Verbenon in hdheren
Konzentrationen und wahrend eines Befallsverlatifiser emittiert wird. (-)-Verbenon ist ein
Oxidationsprodukt von cis-Verbenol. Fur die Syntheson (-)-Verbenon werden in der
Literatur zwei Wege beschrieben. Leufvénal. (1984) zeigten, dass Hefen, die zuvor aus
Buchdruckern isoliert wurden, in der Lage warengs ats-Verbenol (-)-Verbenon zu
synthetisieren. Die Synthese von (-)-Verbenon didefen wird zusatzlich von Hunt (1990)
allerdings furDendroctonus ponderosd®eschrieben. Neben der Synthese von (-)-Verbenon
durch Mikroorganismen soll (-)-Verbenon auch dudlitoxidation entstehen (Hurdt al.
1989; Niemeyeet al.1995).

Noch nicht vollstandig geklart ist, in welchen Omnga bzw. an welchem Ort die
Pheromonsynthese stattfindet. Durch Studienlpsnparaconfusussermuten Ivarsson und
Kollegen (1998) den Bereich des Metathorax als demt Pheromonsynthese, wohingegen
Diaz et al. (2000) durch Analysen abDendroctonus frontalisind Nardiet al. (2002), die
Untersuchungen aendroctonus jeffreyund Ips pini durchfiihrten, den Mitteldarm als
Syntheseort annehmen. (-)-Verbenon hingegen soll Bmddarm von Borkenkafern

synthetisiert werden, aber im Falle einer Autoxmiatvon cis-Verbenol wére eine Bildung
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aulRerhalb der Kafer mdglich (Niemeyet al. 1995). Die Fahigkeit von Borkenkafern,
Pheromone zu synthetisieren wird in der Literatisriadividuell verschieden beschrieben.
Nach Birgerssoret al. (1988) produzierten relativ wenige Versuchstierel3@ Mengen an
Pheromon und die Mehrzahl nur geringe. Diese iddieilen Unterschiede bezuglich der
Pheromonsynthese kénnen durch duRere Faktoremtwaedie Verfligbarkeit von Vorstufen,
beeinflusst werden (Byers 1981; Birgersson 1988chAdas Geschlecht der Kafer spielt eine
Rolle: Mannliche Buchdrucker produzieren mehr Pheno als Weibchen (Klimetzek und
Francke 1980). Weiterhin kann der Hormonstatus Kéfer die Pheromonproduktion
beeinflussen. Hierbei scheint Juvenilhormon einsobdere Bedeutung zu haben (Hughes
und Renwick 1977; Vanderwel 1994; Tittigerral. 1999; Bearfieldet al. 2009; Blomquiset

al. 2010). Beispielsweise stellten Tittiger und Ko#eg(1999) in ihrer Arbeit fest, dass eine
Behandlung von Kafern der Artlps paraconfusus mit Juvenilhormon Il die
Pheromonproduktion bei mannlichen Individuen steggeHughes und Renwick (1977)

beobachteten zusatzlich eine Steigerung der Umsgtzan (-)e-Pinen zu cis-Verbenol.

Die Freisetzung von Pheromonen findet, so wie bglangenommen, am Wirtsbaum des
Buchdruckers statt (Wood 1982). Hier befallt dercBdrucker, als prinzipiell sekundérer
Schadling, geschwachte Fichten, deren Vitalitatagem vielfaltiger Weise ausgeldst werden
kann, jedoch stets in enger Verbindung zum Wasssehadt zu sehen ist. Wesentliche
Stressphanomene sind Dirre und Staundsse sowidkaidoder Windwurf.

Die Wirtsbaumbesiedlung findet beim Buchdruckerctiginen zweistufigen Prozess statt. In
einem ersten Schritt werden geeignete Baume ausdfewierbei sind die ersten Besiedler
eines Wirtsbaumes mannlichen Geschlechts, die andgrdes frihen Zeitpunktes der
Besiedlung als Pionierkafer bezeichnet werden.

Bei diesem ersten Schritt ist davon auszugehers, diasPionierkafer durch Wirtssubstanzen
angelockt werden. Dieser Vorgang wird als Priméaktion bezeichnet. In verschiedenen
Untersuchungen konnten festgestellt werden, dasdsSMbstanzen attraktiv auf Kafer
wirkten (Wood 1982). So beschreiben Reddemann with@ (1996) einen Anstieg der
Anflugrate von Buchdruckern in pheromonbekddertefuglbarrierefallen bei einem
Duftbouquet aus (-Pinen und (+)-Limonen. In Untersuchungen mit lieden Baumen
bzw. Stammsticken, welche als sogenannte Fangb&#fer anlocken sollten, konnten
ebenfalls mitl. typographusaber auch miDendroctonus pseudotsuga#raktive Wirkungen
festgestellt werden (Rudinsky 1966; Rudinsky 19Flihrer et al. 1991; Lindeléw und

Risberg 1992). Somit wird davon ausgegangen, dabst&hzen aus Wirtsbaumen einen
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Einfluss auf deren Attraktivitat haben. Es ist jeldanoch nicht vollstandig geklart, welche
Veréanderungen des Duftbouquets einer Fichte denmerKéden Schwachezustand eines
potentiellen Wirtes und damit dessen Eignung alsta¥aum signalisieren. Informationen
Uber den Schwachezustand des potentiellen Winelsfgr die erstbesiedelnden Pioniere von
zentraler Bedeutung, denn Vitalitatsverlust istiajlbedeutend mit einer verminderten
Wirtsabwehr. Hierzu z&hlen mechanische Mechanismiendie Beschaffenheit der Rinde
und die Klebrigkeit des Harzes sowie giftige bzwetale Konzentrationen von
Harzkomponenten (Nihoul und Nef 1992; Baier 199@hé&e 1996; Baieret al. 2002;
Franceschi 2005).

Mit dem Einbohren der Pionierkafer wird eine zwettgene der Kommunikation eingeleitet,
die sogenannte Sekundéarattraktion. Hierbei nagerPainiere nach dem Einbohren im Bast
einen Begattungsraum (Rammelkammer) (Wermeling@dRMas hier wahrend dem Frald
aufgenommene (-Pinen wird, wie oben beschrieben, zu cis-Verbeoxidiert, einer
Hauptkomponente des Aggregationspheromons (Renwstk al. 1976). Simultan
synthetisieren die Kafer 2-Methyl-3-buten-2-ol, dmveite wichtige Komponente des
Aggregationspheromons. Beide Substanzen werderdenit Kot ausgeschieden (Vité und
Francke 1976; Byers 1989), was zu einer Attraktimon Artgenossen fuhrt.
Aggregationspheromone, so auch die des Buchdruckerken anziehend auf beide
Geschlechter. Das bedeutet, dass sich zum einechl&elstspartner finden und zum anderen
neu hinzukommende Mannchen ihrerseits Begattungsieam anlegen und dadurch das
Pheromonsignal sowie den Zuflug verstarken. Beeligheiner attraktiven Wirkung ist das
Aggregationspheromon dem Kairomon der Wirtsbaumi ineerlegen (Wermelinger 2004).
Birgersson und Kollegen zeigten, dass die Wirkueg Aggregationspheromons innerhalb
der ersten Woche eines Befalls ihren Hohepunkiatir€1984; 1989). In der Studie aus dem
Jahr 1984 extrahierten sie den Darmtrakt von Kafms unterschiedlichen Stadien der
Besiedlung des Wirtes (z.B. laufende Kafer auf 8&mmoberflache oder Kéfer unter der
Rinde wahrend der Anlage des Brutsystems) undestelest, dass die Mengen an attraktiv
wirkenden Substanzen (2-Methyl-3-buten-2-ol und-\M@sbenol) vor der Ankunft der
Weibchen am hdchsten waren. In der Untersuchungdaos Jahr 1989 wurden emittierte
flichtige Substanzen an Bohrléchern innerhalb detee Befallswoche gesammelt. Hier
stiegen die Mengen an freigesetztem cis-Verbemolzbim zweiten Tag an und sanken im
Mittel in der Folgezeit.

Im weiteren Befallsverlauf folgt anschlieBend ae @ekundarattraktion die Anlage der

Brutsysteme in der Bastschicht des Wirtes. Hieragtndas Weibchen im Bast einen
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sogenannten Muttergang parallel zur Faserrichtumd) legt an dessen Rand Eier ab, aus
denen sich Larven entwickeln, deren horizontal®&géage in einer Puppenwiege enden. Die
Entwicklungsdauer vom Ei bis zum Puppenstadium temperaturabhangig. Nach
Wermelinger und Seifert (1998) dauert die Entwiakjwwvom Ei bis zum Puppenstadium bei
15°C 48,9 Tage und verkirzt sich bei 30°C auf IIlg8e. Abhangig von Temperatur und
Jahresgang bzw. der Photoperiode, fliegen dieaishden Puppen entwickelnden Kafer nach
einem Reifungsfrald aus oder Uberwintern im Stamoigfal und Sehnal 2007). So kann es
bei optimale Temperaturbedingungen in Kombinatiahdam Einfluss der Photoperiode zu
mehreren Generationen pro Jahr kommen (Multivaltimis). In der Regel sind das zwel
Generationen. Im bivoltinen Zyklus begrinden dieridinternden Kafer im Fruhjahr eine
F1-Generation, die nach einer Sommerdispersion @oewinternde Folgegeneration (F2)
etabliert (Harding und Ravn 1985; Faccoli 2009;s3ommet al.2011).

Der Entwicklungszyklus bindet den Buchdrucker eng seinen Wirt, die Fichte. Mit
Ausnahme der kurzen Dispersionsphase befinden alehEntwicklungsstadien in einem
unmittelbaren stofflichen Kontakt mit den Inhaltf&n der Fichtenrinde. Interessant ist in
diesem Zusammenhang das dominante MonoterpenRHyen (Borgkarlsoret al. 1993), in
seiner ambivalenten Bedeutung als AbwehrsubstanFidbte und gleichzeitig als Vorstufe
von Pheromonkomponenten des Buchdruckers. Bishé&figersuchungen fokussieren das
initiale Stadium der Wirtsbaumbesiedlung in Formn vidaferextrakten (Klimetzek und
Francke 1980; Birgerssaat al. 1984; Bohlander 1996) bzw. der Gasanalyse unioétalach
dem Einbohren (Birgersson und Bergstrom 1989; Rwaes und Sullivan 2012). Die
Arbeiten stellen unter anderem eine enge Beziehanmischen dem fichtenburtigen
(-)-a-Pinen und den oxidierten Folgeprodukten her.

Uber Prasenz bzw. Abwesenheit der Oxidationspredudés (-)e-Pinens im weiteren
Befallsverlauf gibt es noch keine Informationen.fgrund der notwendigen Entgiftung des
fur die Kafer giftigen (-)a-Pinens, welches auch von Larven und Jungkaferrmreméhdes
FralRes aufgenommen wird, sollte das hieraus rereiiiile cis-Verbenol auch im weiteren
Befallsverlauf emittiert werden. Da (-)-Verbenorsdaxidationsprodukt von cis-Verbenol ist,

kénnte ebenso eine Emission von (-)-Verbenon sted#h.

Ublicherweise kommen geschwachte Fichten als pietentwWirtsbdume eher selten und
unregelmanig verteilt in Waldern vor. Dispergieredifer missen sie finden und sind dabei
oft erfolglos, mit entsprechenden Konsequenzendiar Populationsdichte. Als typischer

r-Stratege profitiert der Buchdrucker aber von Isatgphen, vor allem von Dirreperioden
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(Rouaultet al. 2006; Gugerliet al. 2008) und Sturmwirfen (Schréter al. 1998; Mayer und
Schindler 2002; Finlet al. 2009; Schroeder 2010; Klaws al. 2011), die ihm grof3flachig
Brutmaterial bereitstellen. Diese Ressourcen siaigrand ihrer raumlichen Auffalligkeit
leicht zu entdecken (Schroeder 2010). Die Wirtsdiswest minimal und wegen des
umfangreichen Brutmaterials bleibt eine Konkurremz Nahrung und Raum zwischen den
Larven gering. Typisch flr Sturmwarfe ist ein palier Wurzelkontakt der Baume, wodurch
diese nur verzogert austrocknen und somit nocheiitie zweite oder dritte Brutwelle zur
Verfugung stehen. In geworfenen Badumen wurde img&h zu stehenden Baumen eine
hohere Fruchtbarkeit der Weibchen festgestellt (Koem et al. 2011). Hinzu kommt die
intensive Sonneneinstrahlung auf Windwurfflachenig daufgrund der resultierenden
Erwadrmung zu einer Beschleunigung des Entwickluyisges des Buchdruckers fuhrt.
Diese zusammenwirkenden Faktoren lassen die Pamddichte des Buchdruckers
innerhalb kurzer Zeit auf ein epidemisches Niveast@igen. Die Kriterien dafir, eine lokale
Buchdruckerpopulation als epidemisch zu bezeichnamientieren sich an der
Aktivitatsdichte, die mittels Pheromonfallenfangenmittelt werden. Der Schwellenwert
hierfir schwankt zwischen 8000 bis 15000 Kafern preeromonfalle und Jahr (Weslien
1992; Lindeléw und Schroeder 2001; Faccoli und dstier 2004; Faccoli und Bernardinelli
2011). Die Erfahrungen der Forstpraktiker zeigeagsdunter solchen Bedingungen gesunde
und vitale stehende Fichten ebenfalls befallen ami@ichmann und Ravn 2001; Forségr
al. 2003; Erikssoret al. 2005; Gilbertet al. 2005). Unter solchen Bedingungen vollfiihrt der
Buchdrucker einen Wandel vom Sekundarschadling z®mnmarschadling, unter
malf3geblicher Beteiligung der Pheromonlenkung (Mklaad Christiansen 1986).

Solch eine Massenvermehrung mit anschlieRendeme@bifall konnte zum Beispiel am
Lackenberg und Sandel im Nationalpark BayerischealdWbeobachtet werden. Hier
entstanden durch den Sturm Kyrill im Jahre 2007i gra&3e Windwurfe mit einer Flache von
je 30ha (Abb. 1). In den beiden folgenden Jahrerh&udie Kéaferpopulation auf den
Windwdirfen derart an, dass es im Fruhjahr 2009 inene Massenausflug kam, der einen
Stehendbefall in einem die Windwurfe umgebendentébimit einem Durchmesser von ca.
100m zur Folge hatte (Abb. 2). Die langandauerndechBruckeriibervermehrung im
sogenannten Altpark des Nationalparks Bayerischatd\\hat die Baumholz-Fichtenflache
von urspringlich 10700ha im Verlauf von 21 Jahngid800ha reduziert (Kaugt al.2011).
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Abb. 1: Durch den Sturm Kyrill im Februar 2007 entstandene Windwdrfe am Lackenberg und Sandel im

Nationalpark Bayerischer Wald.

Abb. 2: Windwirfe am Lackenberg und Sandel im Jahre2009. In einem die Windwurfe umgebenden

Girtel von ca. 100m Durchmesser wurden alle stehebdfallene Fichten entfernt.
-12 -
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Die Ursachen dafir, wann und wie der Ubergang \inane latenten durch Sekundarbefall
gekennzeichneten Zustand hin zu einem Primarbeftitogen wird, sind nur unvollstandig
verstanden. Es ist noch nicht ganzlich geklart,veeithe Art und Weise der Buchdrucker die
effektive und voll intakte Wirstabwehr von stehemd@&alen Baumen Uberwinden kann. Hier
wird davon ausgegangen, dass durch MassenbefalVoiegeschwécht wird und dadurch die
Wirtsabwehr zusammenbricht, was schlie3lich einsi&Bung ermdoglicht (Schlyter und
Anderbrant 1989). Jedoch wurden hier die Kafer,dBa Wirt zuerst erreichen, ein hohes
Mortalitatsrisiko erfahren, da sie wéhrend deriatein Phase des Primarbefalls mit der
intakten Wirtsabwehr konfrontiert werden wirdenr Menn innerhalb kurzer Zeit zahlreiche
Einbohrungen stattfinden, besteht eine Chance diezdhwehr der Fichte erfolgreich zu
erlahmen.

Eine Mdglichkeit eine etwa zeitgleiche Erlahmung ekarzabwehr zu erreichen ware eine
Aggregation von Buchdruckern vor der Besiedlung @éges, mit einem anschlielRenden
etwa zeitgleichen Massenbefall. Voraussetzung Uneast eine Attraktion von Artgenossen
aul3erhalb der Brutsysteme, welche Uber eine tréclgaission des Aggregationspheromons
des Buchdruckers erreicht werden konnte. Eine é@ehAufnahme von (-Pinen, sowie
die anschlieRende Synthese zu cis-Verbenol korergth nachgewiesen werden (Klimetzek
und Francke 1980; Reddemann 1993; Bohlander 1996).

Zunachst interessierte in der vorliegenden Arbei¢ &ariation der Emission der
cis-Verbenol-Vorstufe (-)=Pinen, dem attraktiv wirkenden cis-Verbenol unandepellent
wirkenden (-)-Verbenon wahrend des gesamten Beéalmufes. Weiterhin sollte der Effekt
von emissionsbeeinflussenden Faktoren wie Temperaagesgang, Besiedlungsdichte und
die vorhandene Menge an Vorstufe Gberpruft werkHiamsichtlich der (-)-Verbenon-Emission
interessierte, ob zwischen der Emission von cid¥eol und (-)-Verbenon eine Korrelation

gefunden werden kann.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit die Mdglichkeiedtrachealen Emission von cis-Verbenol

nach trachealer Aufnahme der VorstufeoHpinen Uberpruft werden. Denn diese Form der
cis-Verbenol Freisetzung gilt als Voraussetzungeiiie Aggregation von Buchdruckern vor

der Besiedlung des Wirtes. Die chemische Verwahdfscvon cis-Verbenol und

(-)-Verbenon legte nahe die tracheale Emission(¥e¥erbenon ebenfalls zu prifen.
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Als zweite Voraussetzung einer Aggregation vor Besiedlung des Wirtes sollten die
tracheal emittierten VOCs eine attraktive Wirkungf @rtgenossen ausitben. In Biotests

wurde dieser Frage nachgegangen.

Ein Massenangriff auf einen Wirt erleichtert diedblindung der Wirtsabwehrmechanismen.
Ist die Kéaferdichte an einem Wirt jedoch zu hochnk es zu Brutplatzmangel im Wirt
kommen (Anderbrantet al. 1985). Ab einer Muttergangdichte von mehr als 500
Muttergangen pro m2 sinkt der Bruterfolg erhebli§lchopf und Kéhler 1995). Um solch eine
Konkurrenzsituation zu vermeiden werden von deneK#frepellente Substanzen wie
(-)-Verbenon abgegeben (Schly&ral. 1989), die eine weitere Attraktion von Artgenossen
vehindern. Bei einer Aggregation von Artgenossechrteachealer Abgabe von cis-Verbenol,
kbnnte es zu einer Ubermafigen Verdichtung vonrdédalRerhalb des Wirtes kommen. Hier
wurden die Kafer nicht nur anhand olfaktorischegrn@le miteinander interagieren, sondern
auch taktil oder visuell. Diese Signale kdonnten Imfiormationsibermittiung der Kaferdichte
vor dem Wirtsbefall genutzt werden, bei hoher Kdifgite eine tracheale Abgabe von
(-)-Verbenon auslésen und somit eine ReduktionAdeaktion bewirken. Unklar ist, ob die
Emission von (-)-Verbenon bei einer Erhdhung derfeldichte gesteigert wird. In

Laborversuchen sollte dies untersucht werden.

Die Produktion von cis-Verbenol und (-)-Verbenomiiest innherhalb eine Population stark.
Es gibt viele Individuen, die eine nur geringe Rikttbn der VOCs haben, und wenige
Individuen, die viel VOCs produzieren. Neben auBleen Faktoren, wie die vorherrschenden
Vorraussetzungen wéahrend der Entwicklung der Kater Vorhandensein von Vorstufen,
kénnen auch genetische Faktoren ursachlich fur emerschiedliche Pheromonproduktion
sein. Somit kdnnten mittels genetischer Methodeatividuen identifiziert werden, die sich

bezuglich ihrer Pheromonproduktion von anderen rsokeiden. Mittels Isoenzymanalyse

wurde dieser Hypothese nachgegangen.
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2 Material und Methoden:

2.1 Untersuchungsgebiet der Freilandversuche

Die Freilandversuche wurden im Nationalpark Baydms Wald auf der Versuchsflache
GeilRberg durchgefuhrt. Der Nationalpark liegt inutdehen Teil des B6hmerwalds an der
deutsch-tschechischen Grenze. Er wurde im Jahr@ @8d@rindet und hat eine Gr63e von
24235ha. Das Gebiet des Nationalparks ist durcmeabane und hochmontane Héhenstufen
zwischen 650m bis 1420m Uber NN charakterisiersgBsiet al. 2009). 98% seiner Flache
sind von Wald bedeckt (Elling 1987). Das Klima wind Sommer durch atlantische Einflisse
mit haufigen Niederschlagen und im Winter durch tkmentale Einflisse mit lang
andauernden Schneeperioden gepragt (Rall 1995ty von der Hohenlage betragt der
jahrliche Niederschlag 1200mm bis 1800mm und digleneé Jahreslufttemperatur reicht von
5,1°C in den Tallagen bis zu 3,8°C in den Hochla@@dnack 1979; Bassler 2004). Die
Versuchsflache Geil3berg befindet sich in der Naher ©rtschaft Klingenbrunn
(48°55'58,27“N 13°20'38,32"0, ca. 750m uber NN ider sogenannten Rachel-Lusen-
Region. Die Vegetation des Untersuchungsgebietd his auf kleinere Bereiche, in denen
Buche Fagus sylvatica wéachst, von FichteRjcea abiey dominiert. Borkenkaferbefall an
stehenden Fichten ist auf der Versuchsflache €66 bekannt und wurde im Rahmen des
Projektes ,Analyse der Borkenkafersituation in dé¢stionalparken Bayerischer Wald und
Berchtesgaden (Borkenkafer-Dispersion)” (Dworschek al. 2011) seit 2007 durch

Mitarbeiter der Bayerischen Landesanstalt fur Wadd Forstwirtschaft aufgezeichnet.
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Abb. 3: Versuchsflache Geil3berg (48°55'58,27N 120'38,32"0) im Nationalpark Bayerischer Wald

2.2 \Versuchstiere
2.2.1 Laborzucht

Fur alle Laborexperimente wurden Versuchstiere Aer Ips typographusaus einer
Laborzucht verwendet. Diese wurde Ende 2006 nachMaghodik von Bohlander (1996)
aufgebaut. Die Kéafer des ersten Zuchtansatzes stamius dem Forstbetrieb Freising
(Kranzberger Forst; 48°24'N, 11°39°E). Fur allegehden Zuchtanséatze wurden Kafer aus
der Laborzucht verwendet. Als Brutmaterial wurdéchienstammrollen mit einer Lange von
ca. 60cm und einem Durchmesser von 20-35cm verwemde hierzu geféllten Fichten
stammten aus dem Kranzberger Forst und entspratdreiraft’schen Klasse Il. Um eine
Ubermalige durch Warme bedingte Austrocknung dam@tollen zu verhindern, lagerten
diese vor der Verwendung zur Zucht in einem Kuhiraoei ca. 4°C. Hier wurde darauf
geachtet, dass die zur Zucht verwendeten Stammreliee Lagerzeit von sechs Wochen
nicht Gberschritt, da ein Qualitatsverlust durchstkocknung auch im Kihlraum bei 4°C zu

befiirchten war. Einen halben Tag vor Zuchtansatzdemu die Stammrollen aus dem
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Kihlraum genommen und im Zuchtraum auf Raumtempetamperiert. Hiermit sollte eine
verminderte Einbohraktivitat der Kafer aufgrund ezirzu kalten Oberflache verhindert
werden. Zu Beginn eines Zuchtansatzes wurden diami$tollen in spezielle
Besiedlungsboxen aus unbehandelter SpanplattetgBliege waren 100cm tief und je 40cm
breit und hoch. Sowohl auf der Oberseite als ancbeckel der Boxen waren mit Drahtgaze

verschlossene Offnungen (Abb. 4) zur Belichtung Waedtilation.

Abb. 4: Besiedlungsbox fur den Zuchtansatz

Die Besiedlung der Stammrollen fand mit je 40 —Kgliern aus der Laborzucht statt. Um
einen maximalen Bruterfolg zu erreichen, musste aufe effektive Verteilung der

Brutsysteme auf der Oberflache der Stammrollenigeteverden. Hierzu wurde zunéchst die
Halfte der Kafer auf der Oberseite der Stammrolerteilt. Am folgenden Tag wurde mittels

Bohrmehlanhaufungen an Bohrléchern der Einbohrgider Kafer kontrolliert. Anschliel3end

wurden die Stammrollen um 90° gedreht, um so diehnanbesiedelten Seiten der
Stammrollen mit den restlichen Kafern zu besied8ei einer Temperatur von 26°C und
Langtagbedingungen mit 16h Hellperiode und 8h Dipd«@de verblieben die Stammrollen
fur vier Wochen in den Zuchtboxen. Nach den viercm wurden die Stammrollen in
speziellen Schlupfeklektoren senkrecht aufgeharigtese bestanden aus je einer
Plexiglasrohre und einem als Deckel dienenden Bhiopfuntersetzer auf der Oberseite,

sowie einem Kunststofftrichter auf der Unterseiley, in eine Fangflasche mindete (Abb. 5).
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Abb. 5: Schlupfeklektor mit abnehmbarer Fangflasche

Ausfliegende Kafer prallten somit an die Innengeder Plexiglasrohren und rutschten durch
die Trichter in die Fangflaschen. Einmal am Tag deur die Fangflaschen geleert. Hierzu
wurde deren gesamter Inhalt auf ein Sieb gegebandia Kafer vom Bohrmehl zu trennen.
Anschliel3end wurden die Kafer in Petrischalen mes Kihlraum bei 4°C gelagert. Fir
Laborversuche wurden nur Kafer verwendet, welckhtianger als 3 Tage in dem Kihlraum
lagerten. Kafer, welche fur die Laborzucht verwdénderden, lagerten nicht langer als 4

Wochen im Kuhlraum.
2.2.2 Geschlechtsbestimmung

In den meisten Fallen erfolgte die Geschlechtsimesting durch Sektion. Hierzu wurden die
Kafer nach den jeweiligen Untersuchungen in eineeiri@schrank bei -20°C abgetotet.

AnschlieBend wurden die Kafer ventral am Ubergaog Thorax zu Abdomen mit einer

feinen Uhrmacherpinzette geotffnet. Ein Schenkel Riezette wurde zwischen dem letzten
Beinpaar unter das erste Abdominalsegment geschahdnanschlieend das Abdomen
aufgeklappt. Als Geschlechtsdifferenzierungsmerkdiahte das Vorhandensein eines Penis
(Abb. 6). Dieser konnte durch seine ausgedunkelt@tif@berflache unter einem

Stereomikroskop (Stemi SV 11, Zeiss, Oberkochemntéahland) bei 25facher VergroRerung
erkannt werden (Merker 1954). In dem Fall, in derféf geschlechtsspezifisch in den
Versuch eingebracht wurden (siehe 2.4.3), erfotlige Geschlechtsbestimmung anhand der

Beborstung an Frons und Pronotum. Nach SchlyterGedkrholm (1981) ist bei mannlichen
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Kafern die Beborstung weniger dicht als bei Weilochgie wird in der Arbeit von Schlyter
und Cederholm (1981) mit durchschnittlich 301 Beméinm?2 fur weibliche und 186

Borsten/mm? fur mannliche Kafer angegeben.

Abb. 6: Mannliches Kopulationsorgan (Foto: Schach#r)
2.3 Sammelsysteme fir fliichtige organische Verbindunge(vVOCs)

Flichtige organische Verbindungen (volatile orgamiempound(s)-VOCs) wurden im

Rahmen dieser Arbeit an Adsorptionsréhrchen den&iSigma Aldrich (ORBO 402 TA, St.

Louis, MO, USA) gebunden. Diese enthielten Tenar, &dsorbens fur leicht flichtige

Substanzen. Fiur Freilandversuche wurden diese Adsspohrchen jedoch modifiziert, da
hier auch 2-Methyl-3-buten-2-ol, eine hoch flucktigprganische Verbindung (VVOC)

gesammelt werden sollte. Hierzu wurde den Rohrct@mg Carbotrap X 20/40 (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) als zuséatzliches Adsensbett hinzugefugt. Carbotrap X ist ein
Adsorbens, welches in der Lage ist, VVOCs zurlck#ehn (Dettmer 2002).
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B Glaswolle Tenax [J] Carbotrap X 20/40

T Freilandversuche
Beladungsrichtung Adsorptionsrohrchen Desorptionsrichtung

& Laborversuche

Abb. 7: Adsorptionsrohrchen ORBO 402 TA
2.3.1 Mobile VOC-Sammeleinheit

Fur die Freilandforschung wurde im Rahmen der Higich Offensive der Staatsregierung
Bayern, im Forschungszentrum Karlsruhe GmbH am itinstfir Meteorologie und

Klimaforschung - Atmospharische Umweltforschung KIMFU) in Garmisch-Partenkirchen

eine mobile VOC-Sammeleinheit entwickelt (Steinbiexc2005), die im Durchfluss arbeitet.
Im Wesentlichen bestand diese Sammeleinheit aes Mlembranpumpe (FM1101F, Firgut,
Tannheim, Deutschland), einem inerten PFA Schlastés zur Aufnahme der Aul3enluft,
dessen Gaseinlass mit einem Teleskopmast verbumdeifAbb. 9), vier Anschlussadapter
fur Adsorptionsréhrchen, Magnetventilen, einer $teinheit sowie einer Batterie zur
Energieversorgung (Abb. 8). Weiterhin waren Sensaner Messung der Lufttemperatur,
Luftfeuchte, Windgeschwindigkeit, Windrichtung u@obalstrahlung sowie ein GPS-Geréat
installiert. Diese Sensoren fanden im Rahmen didskeit jedoch keine Verwendung. Zur
Speicherung der Daten sowie zur Einstellung vorsgdii und Schaltung der Ventile war

aul3erdem ein Computer integriert.
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¥
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Anschlussadapter fiir
Adsorptionsrohrchen

Abb. 9: Teleskopmast zur punktgenauen Positionierug des Gaseinlasses der mobilen VOC-
Sammeleinheit (Foto: Steinbrecher)

2.3.2 Mobiles Closed-Loop VOC-Sammelsystem
Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die gezielte Bépng von emittierten VOCs an

Fichtenoberflachen im Freiland ein Closed-Loop &ysentwickelt (Abb. 10). Dieses bestand
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aus einer Membranpumpe (FM1101F, Furgut. Tannhddautschland), inerten PFA
Schlauchen, einer Probenahmebox (22x34x12cm) undrbindrngssticken  fur
Adsorptionsrohrchen (Bohlender GmbH, Grunsfeld, tSehland) (Abb. 11). Die
Stromversorgung wurde durch Gel-Blei Akkus (NP7-¥@asa Battery, Inc., Laureldale, PA,
USA) gewahrleistet. Sowohl die Pumpe als auch detuAwaren in einer wasserdichten
ehemaligen Waschpulverbox untergebracht (Abb. B2).zeitgleiche Untersuchungen wurde

mit sechs derartigen Systemen gearbeitet.

Abb. 11: Verbindungssticke (Bohlender GmbH, Grunsfil, Deutschland) zur Integration der

Adsorptionsréhrchen
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Gel-Blei Akku

A 7

ein / aus
Schalter

Membranpumpe [

Abb. 12: Membranpumpen- und Akkueinheit (Foto: Rube)
2.3.3 Labor Closed-Loop VOC-Sammelsystem

Fur die Probenahme emittierter VOCs von Kéfern abdrversuchen wurden drei weitere
Closed-Loop Systeme konstruiert. Diese bestandsrei@mer Membranpumpe (NF 30 TTDC,
KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Deutschland), ine&®A Schlauchen und Adaptern fir
den Anschluss der Adsorptionsrohrchen sowie eineobdPohrchen fir Testindividuen
(Abb. 13). Die Stromversorgung wurde Uber ein Nekz¢Alcron, MW9112GS 1C1200)
gesteuert und Uber das Stromnetz gewahrleistet.

—

Membranpumpe

MONISSTUNPUIQIIA

Abb. 13: Labor Closed-Loop VOC-Sammelsystem
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2.4 VOC-Emission an befallenen Fichten

Wahrend des zeitlichen Verlaufs eines Befalls vimhteén durch den Buchdrucker variiert die
Emission von (-)-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon. Verantwoltlfir diese Variation
sind Faktoren, die sich im zeitlichen Verlauf vetém, wie die Alterung der Brutbaume, die
zeitliche Dynamik der Besiedlung durch verschiedeBesiedlungsphasen sowie der
Entwicklungsfortschritt der Brut. Weitere emissibasinflussende Faktoren koénnen
Tagesgang, Temperatur, Besiedlungsdichte und dremdenen Mengen an Vorstufen sein.

Zur Untersuchung der Effekte der genannten Faktatdrdie VOC-Emission wurden in der
vorliegenden Arbeit drei Studien durchgefihrt. Z\8¢udien fanden im Freiland statt (siehe
2.4.1 und 2.4.2) und eine Studie im Labor (siel#e32. Letztere sollte Aufschluss tber die

Variabilitat der VOC-Emission unter konstantererdiBgungen als im Freiland bringen.
2.4.1 Zeitliche Variabilitat der VOC-Emission im Tages- und Befallsverlauf

Die Datenaufnahme zu der ersten Studie fand inradeit vom 14.07.2009 bis 10.09.2009
auf der Versuchsflache Geil3berg im Nationalparkdiagher Wald statt (Abb. 3). Neben
dem Faktor der zeitlichen Veranderung der Brutsgstend der Untersuchungsbaume, der im
Folgenden als ,Tage nach Befall* bezeichnet wirdllten in dieser Studie die
emissionsbeeinflussenden Effekte von Tagesgang,bicdiemperatur, Befallsdichte sowie
maogliche Zusammenhange zwischen cis-Verbenol-Eanssind (-)-Verbenon-Emission
untersucht werden. Diese wurden erwartet, da (sp&®on ein Oxidationsprodukt von
cis-Verbenol ist.

Hierzu wurden zu Versuchsbeginn sechs vom Bucheérugkbefallene BAume ausgewabhit.
Als Kriterium fur Befallsfreiheit galten das Fehleton Bohrmehlresten am Stamm, kein
Nadelverlust und keine Verfarbung der Krone. Diesgmwéhlten Baume wurden durch
Mitarbeiter des Nationalparks geféllt. Da das Zikéser Studie die Untersuchung der
Verénderlichkeit der VOC-Emission wahrend einesagesn Befallsverlaufs war, musste der
Befallsbeginn zu einem definierten Zeitpunkt statkén. Hierzu wurde eine Besiedlung mit
Hilfe von Pheromonkddern (Pheroprax, BASF, Ludwaeh am Rhein, Deutschland)
initiiert. An jeden Versuchsbaum wurde ein Kodegetoracht. Die Koéder verblieben fur eine
Woche an den Baumen und wurden nach erfolgreickesieBlung wieder entfernt. Eine
erfolgreiche Besiedlung wurde durch Bohrmehlauswerkannt. Anschlieend an die
Besiedlung der Baume wurden die emittierten Pheremanit der mobilen VOC-

Sammeleinheit (siehe 2.3.1, Durchfluss-System) igcthentlichen Turnus aufgenommen.
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Vor jeder Probenahme wurde die VOC-Sammeleinhett fischen Adsorptionsrohrchen
besttickt und eventuelle Verunreinigungen in demlgchsystem der VOC-Sammeleinheit
durch eine Spulung mit Umgebungsluft entfernt. Véadr der Spllphase von 1min Dauer
wurde der Luftstrom an den Adsorptionsréhrchen gmydfiihrt. Zur Beprobung der Baume
wurde der Luftstrom durch die Adsorptionsrohrcheteget, wobei pro Baum immer nur ein
Rohrchen befullt wurde. Zum Sammeln der emittieN&Cs wurden mit dem Teleskopmast
(Abb. 9) die gesamte Oberseite der Baume in einéstahd von ca. 1cm zur Rinde beprobt.
Die Beprobung begann basal und endete apikal inméfrbereich und hatte eine Dauer von
15min bei einem Fluss von 500ml/min. Nach der Salphase wurde das
Probensammelsystem mit Umgebungsluft gespilt. laseati Zeit wurde die VOC-
Sammeleinheit zu dem né&chsten Versuchsbaum gebtexchtdie nadchste Sammelphase
gestartet. Da der Effekt des Tagesganges auf di€-E@ission gepruft werden sollte,
wurden die sechs Versuchsbaume pro Beprobung soweotmittags zwischen 10:00 - 12:00
Uhr als auch nachmittags zwischen 13:00 — 15:00 Wkprobt. Alle beladenen
Adsorptionsrohrchen wurden mittels TD-GC-MS (sieBg.1) analysiert. Mittels einer
ebenfalls auf der Versuchsflache Geil3berg insttdiie meteorologischen Messstation der
Bayerischen Landesanstalt fir Wald und Forstwidficlwurde die Lufttemperature wahrend
des gesamten Versuchszeitraumes aufgezeichnet umnl Berechnung der
Kambialtemperature verwendet. Hierzu diente diedne Beziehung von Kambialtemperatur
(KT) und Lufttemperatur LT) (KT=0,972*LT+0,409, welche auf Luft- und
Kambialtemperaturmessungen aus der folgenden Shadierte (siehe Abb. 14 und 2.4.2).
Zur Untersuchung des Effekts der Kambialtemperatir die VOC-Emission wurden die
mittlere  Kambialtemperatur zu den beiden Messzeifearmittags und nachmittags)

verwendet.
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r’=0,985

Tagesmittel Kambialtemperatur °C

0 5 10 15 20 25
Tagesmittel Lufttemperatur °C

Abb. 14: Lineare Beziehung von Tagesmittel Lufttempratur und Kambialtemperatur gemessen mit
Thermologgern (iButton DS 1922L, Maxim Integrated Poducts, Inc., Sunnyvale, CA, USA) im Bast von
acht liegenden Baumen.

In diesem Versuch wurden neben den Effekten delarggen Faktoren auf die VOC-
Emission auch die zu den Messtagen jeweilig vosiceenden Entwicklungsstadien ermittelt.
Dies erfolgte Uber die Berechnung der jeweils ehtein Gradtage (Summierung der mittleren
Tageskambialtemperatur abzlglich des Entwicklungmmoktes von 8,3°C) und mit Hilfe
der Angaben zur Dauer der temperaturabhéngigen iékltmg von I. typographusin
Wermelinger (1998). Der fortschreitende Befall waigger Bohrlochzahlung aufgenommen.
Auf der Oberseite der Versuchsbdume wurden in Regjionen (an der Basis, mittig und im
Kronenbereich) auf einer zufallig ausgewahlten Ikagon je 100cm?2 Bohrlécher zu jedem

Messzeitpunkt gezahlt.

2.4.2 Zeitliche Variabilitat der VOC-Emission im Befallsverlauf in Abhangigkeit zur

Besiedlungsdichte

Der zweite Versuch zur zeitlichen Variabilitdt dé©C-Emission wurde im Zeitraum vom
08.06.2010 bis 02.08.2010 ebenfalls auf der Versfi@wthe GeiRberg im Nationalpark
Bayerischer Wald durchgefuhrt (Abb. 3). Neben eingiteren Aufnahme der zeitlichen
Variabilitstt der Pheromonemission wahrend eines [Metten Befallsverlaufs, dem
emissionsbeeinflussenden Effekts der Kambialtentipesawie der Zusammenhénge der cis-
Verbenol-Emission und der Emission von (-)-Verberswllte hier speziell der Einfluss der

Besiedlungsdichte und der Effekt von vorhandenejmu-Rinen im Bast auf die VOC-
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Emission mitberticksichtigt werden. Hierzu wurdenBaginn der Studie zehn unbesiedelte
Fichten gefallt und auf einer Rindenflache von jgsv@0x30cm gezielt mit Buchdruckern
besiedelt. Die Besiedlung fand mit Hilfe von Einbalien statt. Diese bestanden aus je funf
PFA Schlauchabschnitten mit einem Durchmesser vom @&nd einer Lange von 4cm und
waren quer(mit einem Zwischenabstand von ca. 5cm) auf eineahDigesteckt. Die
Einbohrhilfen wurden so um den Baum gelegt, dass &ffnung der Schlauchabschnitte plan
auf der Rinde auflag (Abb. 15).

" 1

Abb. 15: Einbohrhilfen und Eppendorf Gefal3e als Veschluss

Jeder Schlauchabschnitt der Einbohrhilfen wurdejenitier Kafern besttickt und mit 1,5ml
Eppendorf Reaktionsgefallen verschlossen (Abb.[i&)Kafer stammten aus einer lokalen
pheromonbekéderten (Pheroprax, BASF, LudwigshaferRaein, Deutschland) Schlitzfalle.
Zur Untersuchung des Effekts der Besiedlungsdichiedie VOC-Emission wurden zwei
Besiedlungsdichten gewahlt. Funf der zehn betrd#an Baume wurden mit je funf
Einbohrhilfen versehen und funf Baume mit nur jaeei Einbohrhilfe. Die Einbohrhilfen
verlieben drei Tage an den Baumen und wurden ndolgeeicher Besiedlung entfernt. Der
Besiedlungserfolg wurde durch Bohrmehlauswurf in 8ehlauchabschnitten festgestellt. Die
besiedelten Flachen wurden anschlieRend wochentlitllem mobilen Closed-Loop VOC-
Sammelsystem (Abb. 10) beprobt. Zu Beginn jederb&mahme wurden hierzu die
Probenahmeboxen (Abb. 10) auf die befallene FladeeBaume gesetzt und mit einem Gurt
befestigt, so dass die Rander fest auf der Rind=flabhe auflagen. Mit PFA Schlauchen

wurden die Probenahmeboxen mit den Pumpen der @losep-Systeme verbunden und
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nach dem Einsetzen der Adsorptionsréhrchen eimaitiGtige Beprobung gestartet. Nach der
Beprobung wurden die besiedelten Flachen mit Dest@@bgeschirmt. Dies hatte den Zweck
die Anlage weiterer Brutsysteme durch angelocktteeKaus der Umgebung zu unterbinden.
Auch in diesem Versuch erfolgte die Analyse derattehen Adsorptionsrohrchen per
TD-GC-MS (siehe 2.7.1). Als Mal} fur den VergleiatscEffekts der Besiedlungsdichte auf
die VOC-Emission, wurde das Verhaltnis der emittier Mengen pro Minute von
(-)-Verbenon zu cis-Verbenol errechnet. Dies hatém Hintergrund, dass bei dichterer
Besiedlung eine vermehrte Abgabe des repellentendkn (-)-Verbenons erwartet wurde.
Somit sollte eine hohere Kéferdichte zu einem g@féVert des Verhaltnisses fihren und
somit eine starkere repellente Wirkung des befalieBereiches anzeigen. Da ebenfalls der
Effekt des vorhandenen (gHPinen im Bast auf die VOC-Emission untersucht wardollte,
wurden an jedem Probenahmetag mit einem 10mm SsamzeBastproben von jedem
beprobten Baum genommen, um die jeweils aktue)le-Rinenkonzentration feststellen zu
kénnen. Zur Analyse der Bastproben wurde im Labon yeder Probe ein 2mm breiter
Streifen mit einem Skalpell abgetrennt und ansgBelnel in 200l Hexan fur 24h extrahiert.
Die Quantifizierung der (-=Pinenmenge pro Extrakt erfolgte per GC-MS (sieha22.
Anschliel3end wurde die so ermittelte Menge in Bezwgp Trockengewicht der extrahierten
Bastprobenstreifen gesetzt. Am Ende dieser Studreem die besiedelten Rindenflachen mit
einem Messer ausgeschnitten und anhand der ergseméRammelkammern die tatsachliche
Besiedlungsdichte bestimmt. Wie bereits unter 2bk4chrieben wurde die Lufttemperatur
durch eine meteorologische Messstation der BayeiscLandesanstalt fur Wald und
Forstwirtschaft aufgezeichnet. Kambialtemperatuseinden in dieser Studie durch spezielle
Thermologger (iButton DS 19221, Maxim IntegrateddRicts, Inc., Sunnyvale, CA, USA)
gemessen, welche zu Versuchsbeginn in den Basessgtrd wurden. Sie zeichneten die
Kambialtemperatur in einem stindlichen Intervallff. aDie entsprechenden Kaferstadien
wahrend des Untersuchungszeitraumes wurden wietith Beschrieben mittels der Gradtage

berechnet.

2.4.3 Zeitliche Variabilitat der VOC-Emission im  Befallsverlauf unter

Laborbedingungen

Wie in den beiden zuvor beschriebenen Versuchehleswl einem dritten Experiment
ebenfalls die zeitliche Variabilitat der VOC-Emmsi wahrend eines Befallsverlaufs
untersucht werden sowie ein mdglicher Zusammenhangder cis-Verbenol-Emission und

der Emission von (-)-Verbenon. Diese Studie unteest sich von den vorangegangenen
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dadurch, dass sie im Labor durchgefiuihrt wurde wrditsweniger aul3eren Einflissen wie
zum Beispiel schwankenden Temperaturen und Niedgcunterlag. Die angewendete
Sandwichmethode (Wermelinger und Seifert 1998; Kalset al. 2011) erlaubte zudem eine

direkte visuelle Verfolgung des Befallsverlaufs laawf der inneren Rindenseite (siehe Abb.
16).

Bohrungen
zum Einsetzen
von Kiifern

Sandwichunterseite | Sandwichoberseite

Abb. 16: Unter- und Oberseite eines Rindensandwiclsemit einer Flache von 20x20cm und 13 Bohrungen
auf der Oberseite zum Einsetzen von Kafern (Foto: Bber).

Zu Versuchsbeginn wurden insgesamt 25 Rindensahdwiworbereitet. Hierzu wurden
Rindenstiicke mit einer Flache von 20x20cm von Statiicken einer unbefallenen Fichte
abgeschalt und zwischen zwei Plexiglasscheibercltel&20x20cm) mit Schrauben fixiert
(Abb. 16). Auf der Oberseite der Sandwiches befarsleh je 13 Bohrungen, welche zur
Besiedlung dienten und wie in Abb. 16 dargestelleizander angeordnet waren. Beim
Einsetzen der Rinde wurde die Borke stets in Riaptder Bohrungen ausgerichtet. Somit
befand sich der Bast auf der Unterseite der Sarehgiand konnte durch die Plexiglasscheibe
eingesehen werden. Die Sandwiches wurden in zweht®n besiedelt. Bei zehn Sandwiches
wurden alle 13 Bohrungen mit je einem Mannchen zindi Tage spater mit zwei Weibchen
besetzt. Bei weiteren zehn Sandwiches wurden reirBishrungen mit je einem Mannchen
und zwei Weibchen besetzt (Aufgrund reduzierter bBhmaktivitat der Kéfer in den
Sandwiches konnte jedoch keine Besiedlung in zwehten erreicht werden. Somit wurde
die Besiedlungsdichte nicht bertcksichtigt). Macimi und weibliche Kafer wurden anhand
der Frons- und Pronotumbeborstung unterschiedeshgsi2.2.2). Die Seiten und die
Bohrungen der Sandwiches wurden zur Fluchtvermejdier Kafer mit Tesafilm abgeklebt,
aber mit kleinen Luftlochern versehen. Nach caerelMoche wurden die Tesafilmstreifen

jedoch wieder entfernt, da eine Schimmelbildungcduru hohe Luftfeuchtigkeit drohte.
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Anschliel3end an die Besiedlung wurden die Sandwiah@inem wdchentlichen Turnus mit
dem mobilen Closed-Loop VOC-Sammelsystem (Abb. Hbgesaugt und fliichtige

Verbindungen an Adsorptionsrohrchen gebunden. Mestier in der vorherig dargestellten
Studie verwendeten Probenahmeboxen (Abb. 17) wurdediesem Versuch gasdichte
Kunststoffboxen verwendet, in die die Sandwicheimigelegt werden konnten. Die Analyse
der in dieser Studie mit VOCs beladenen Adsorptitmshen fand per TD-GC-MS (2.7.1)

Statt.

Membranpumpe und Akku o _— .
= e

Probenahmebox

-

Abb. 17: Mobiles Closed-Loop VOC-Sammelsystem mit @benahmebox zur Beprobung von
Rindensandwiches (Foto: Ruber)

2.5 Tracheale VOC-Emission

I. typographusist in der Lage die zur cis-Verbenol-Produktiontvmendige Vorstufe
(-)-o-Pinen Uber das Tracheensystem aufzunehmen urelahsshlielRend zu cis-Verbenol zu
oxidieren (Klimetzek und Francke 1980; Reddeman@31®ohlander 1996). Bislang wird
davon ausgegangen, dass die Freisetzung von cieeiariber den Kot stattfindet (Vité und
Francke 1976). In der vorliegenden Arbeit wurdeedmacheale Freisetzung des cis-Verbenols
sowie dessen Oxidationsprodukt, dem auf Artgenoseeellent wirkenden (-)-Verbenon,
nach trachealer Aufnahme von ((Pinen Uberprift (siehe 2.5.1). Weiterhin interedsi ob
Kafer, welche zuvor (-=Pinen tracheal aufgenommen haben, eine aggredgeréfirkung
auf Artgenossen haben (siehe 2.5.3), sowie derkEffen hohen Kaferdichten auf die

Emission von cis-Verbenol und (-)-Verbenon (siel®e4).
2.5.1 Tracheale Emission von cis-Verbenol und (-)-Verberno

Zur trachealen Aufnahme von @}Pinen wurden die Kéfer in einer kinstlicheno-Rinen

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) Atmosphare irkert. Hierzu wurden in dieser
Untersuchung Kafer aus der oben beschriebenen atiur(2.2.1) einzeln in 12ml gasdichte
Inkubationsrohrchen Uberfuhrt. Anschliel3end wurdeneiner 1yl Hamilton Spritze 0,48ul

(-)-a-Pinen an den inneren Rand der Inkubationsrohrdespritzt und unmittelbar nach der
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Zugabe von (-p-Pinen die Roéhrchen verschlossen, um den Verlust(vea-Pinens durch
Verdampfung zu vermeiden. Die Kéafer verblieben gth Dbei Raumtemperatur in den
Inkubationsréhrchen. Ein Drahtnetz, welches zuvodie Inkubationsréhrchen geschoben
wurde, verhinderte einen physischen Kontakt dereKahit dem (-)a-Pinen-Tropfen am

Glasrand. Hiermit wurde eine orale ({Pinen-Aufnahme verhindert (Abb. 18).

<€—Drahtnetz
<—Kifer

0,04 ul/ml
(-)-a-Pinen

N

Abb. 18: Inkubationsrohrchen mit einem Volumen vonl2ml

Die in diesem Versuch verwendete Menge von 0,48tu-Pinen basiert auf Untersuchungen
von Bohlander (1996). Hier wurde die Mortalitat v&é@fern unter dem Einfluss von vier
(-)-a-Pinenkonzentrationen (0,04ul/ml GefalRvolumen, @Le8!, 0,12ul/ml und 0,4ul/ml)
bestimmt. Da die Kéfer bei der kleinsten Konzemrat(0,04ul (-)e-Pinen pro ml
GefalRvolumen) eine zu vernachlassigende Mortatftviesen, wurde diese Konzentration
zur Inkubation gewahlt. Als Kontrollen dienten Ké&gus der Laborzucht, welche ebenfalls
einzeln flr 24h bei Raumtemperatur ohnexfBinen in den Inkubationsrohrchen verblieben.
Zum Sammeln der Exhalationsprodukte wurden die Ki@&eh der Inkubationszeit einzeln in
die unter Abb. 13 dargestellten Exhalationsréhrciiberfihrt. Die Enden der Rohrchen
wurden mit luftdurchlassigen Wattestopfen als Hhbalriere verschlossen. Anschlie3end
wurden sowohl die Réhrchen mit den Testindividuém auch die Adsorptionsrohrchen
(Abb. 7) in Reihe in das Labor Closed-Loop VOC-Sataystem (Abb. 13) integriert. Bei
einem Fluss von ca. 500ml/min, wurde jeder Kaferr fliSmin beprobt. Die
Adsorptionsrohrchen wurden nach der Beprobung mglinternem Standard{2-Caren) in

der unter Abb. 22 dargestellten Befillungsanlage filbe (2.7.1). Bis zur
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gaschromatographischen Analyse lagerten die Adsagybhrchen in gasdichten Glaschen in

einem Kuhlschrank bei 5°C.

Einer moglichen trachealen Emission von cis-Verbenod (-)-Verbenon geht eine
Produktion der beiden VOCs voraus. Die VOC-Produkti nach trachealer
(-)-a-Pinenaufnahme sollte hier mittels Kaferextraktgsaliberpruft werden. Hierzu wurden
die Kafer zunéchst in einem Gefrierschrank bei €2@bgetdtet. Zur Extraktion wurde jeder
Kafer dekapitiert, in 1,5ml gasdichte Glaschen (Maey-Nagel GmbH & Co.KG, Diren,
Deutschland) dberfiihrt und anschlieRend fur 24hRaimtemperatur in 200ul Hexan (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) extrahiert. iaterner Standard diente Nonan (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), welches in einer Kamration von 0,1nmol/ul dem Hexan
beigemischt war. Bis zur gaschromatografischen yseaber Extrakte (siehe 2.7.2) lagerten

diese in einem Gefrierschrank bei -20°C.
2.5.2 Pheromonproduktion toter Kafer

Es gibt Hinweise, dass (e-Pinen mikrobiell transformiert (Bhattacharygaal. 1960) oder
durch Autoxidation zu trans-Verbenol, dem Isomen wts-Verbenol, umgesetzt wird (Hunt
et al. 1989). Aufgrund dieser Hinweise sollte in diesemil Tder Untersuchung geklart
werden, ob eine extrakorporale Transformation vgru-inen zu cis-Verbenol auf der
Oberflache vonl. typographusohne physiologische Aktivitat moglich ist. Hiermurden
Kafer aus der Laborzucht im Gefrierschrank bei @bgetotet. Im Anschluss wurden Kafer
wie unter 2.5.1 beschrieben in einer kunstlichepo{Pinenatmosphéare fur 24h bei
Raumtemperatur inkubiert bzw. wie die entsprechend@ntrollen behandelt. Eine
anschlieBende Waschung in Hexan sollte Oxidatiaagite von der Oberflache der Kafer
I6sen. Hierzu wurde jeder Kafer in 200ul Hexan (@itnmol/ul Nonan als Standard) in
1,5ml gasdichten GlasgefaRen viermal geschwenkt unthittelbar wieder aus der
Waschlésung entfernt. Um eine cis-Verbenol-Produwktidurch eventuell noch aktive
kafereigene Enzyme zu untersuchen, wurden dietbageivaschenen Kéfer wie unter 2.5.1
beschrieben fur 24h bei Raumtemperatur extrahWeschlosungen und Extrakte wurden
gaschromatographiert. Zusatzlich wurde eine Geshtdbestimmung der Testindividuen
durch Sektion, wie unter 2.2.2. beschrieben, dwefiligt.

2.5.3 Attraktivitat von Buchdruckern, die mit (-)- a-Pinen inkubiert wurden

Der Effekt von in einer kinstlichen (e}HPinenatmosphare inkubierten Buchdruckern auf

Artgenossen wurde durch zwei Wahlexperimente gettebt beiden Experimenten wurden
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Kafern, welche frisch aus der Laborzucht enthomrvarden (Wahlkafer), inkubierte Kafer

und unbehandelte Kéfer als Lockkafer préasentiert.

In dem ersten Wahlexperiment diente ein Y-Rohr @las als Versuchsarena. An allen drei
Enden des Y-Rohres waren Plastikbehélter installi@m paarigen Ende des Y-Rohres
befanden sich die inkubierten und unbehandelterkkifer, die in Kollektivgrofen von

einem, drei und funf Individuen eingesetzt wurdeen Lockkéfern war der Zugang zu dem
Y-Rohr durch ein Drahtnetz versperrt. Am unpaarexleéEdes Y-Rohres wurde jeweils ein
Wahlkafer eingesetzt, der sich fur eines der LofikKollektive entscheiden sollte. Zur
Erzeugung eines Luftstromes von ca. 850ml/min ichRing der Wahlkéafer, wurde das
unpaare Ende des Y-Rohres an eine Membranpumpesdmgesen. Die eindringende
Raumluft wurde durch vorgeschaltete Adsorptionsttian gereinigt. Diese waren an den
Plastikbehaltern der inkubierten Kafer und Kontater installiert (Abb. 19).

Flussrichtung

Lockkifer
(unbehandelt) 1

Membranpumpe Wahlkéfer T

. () Filterrohrchen

Lockkifer
(inkubiert)

Flussrichtung

Abb. 19: Y-Rohr zur Untersuchung der Attraktivitat von tracheal emittiertem cis-Verbenol

Jeweils nach dem Einsetzen der Wahlkafer in daste®yswurde zunachst die
Membranpumpe gestartet und die ganze Apparaturemgm Karton abgedunkelt. Die
Wabhlkafer konnten sich nun in Richtung der Lockk&fewegen. Durch Anheben des Kartons
(alle 60s fur ca. 2s), konnte die momentane Positler Wahlkafer kontrolliert werden.
Sobald sich die Wahlkafer langer als 2min auf edesrbeiden moglichen Seiten des Y-Rohrs
aufgehalten hatten, wurden die Kafer als entschigdevertet. Bei jedem Versuchsdurchgang
wechselte die Position von inkubierten Kéafern undnt#ollkéafern. Die Anzahl der
durchgefuhrten Wiederholungen mit je einem inkuereiKafer und Kontrollkafer betrug 20

und bei den beiden anderen LockkaferkollektiveBJe
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Ein zweites Wahlexperiment wurde mit einem stagscllfaktometer durchgefihrt. Dieses
bestand aus einer Platte aus Plexiglas, in dieesn Etkpunkten eines gleichschenkligen
Dreiecks drei PE-Behalter (30mm Durchmesser, 52miheld Semadeni, Ostermundigen,
Schweiz) zur Positionierung von Lockkéafern versemkten. Die Behalter waren mit einem
Deckel verschlossen, der eine Bohrung von 6mm elhtbnd bindig mit der Oberflache
abschloss (Abb. 20).

Lockkéfer
(unbehandelt)

Plexiglas Platte
\ \

PE Behilter
(Wxh,30x
52mm) mit
6mm Loch
im Deckel

Wahlkifer @ Petrischalendeckel

® e o (@ 145mm)
@ 3

[ ®
leerer
Behilter

Petrischalendeckel

Lockkéfer
(inkubiert)

) — @ €— Wahlkifer
Plexiglas Platte
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b <€— Drahtnetz
— Lockkéfer
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Abb. 20: Statisches Olfaktometer zur Untersuchung er Attraktivitat von tracheal emittiertem cis-

Verbenol (oben: Aufsicht; unten: Seitenansicht)

Jeder Versuchsdurchgang startete zunéchst mit démsetEen der inkubierten und

unbehandelten Lockkafer in die PE-Behalter. EinBlRalter blieb bei jedem Durchgang als
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Kontrolle leer. Nach dem VerschlieRen der PE-BehdWwurden 12 Wahlkafer auf das
Olfaktometer gesetzt und mit einem Petrischaleneleekgedeckt. Das ganze System wurde
schlie3lich mit einer lichtundurchlassigen Plasbkbabgedunkelt. Die Wahlkafer konnten
sich nun frei auf dem Olfaktometer bewegen. Im dadiner attraktiven Wirkung der
inkubierten Kéafer, der Kontrollkafer oder des leeRehalters, konnten die Wahlk&fer durch
die Offnung im Deckel der PE-Behélter in das Inngetangen. Ein Drahtnetz verhinderte
hier die Durchmischung von Wahlkafern mit den Kéafen den PE-Behaltern. Nach zwei
Stunden wurden die angelockten Wahlkafer in denBBRAltern gezahlt. Fir jeden
Versuchsdurchgang wechselten die Positionen dekkdaber und des leeren Behélters. Beide

Kollektivgro3en wurden je 30-mal getestet.
2.5.4 Einfluss der Kéaferdichte auf die tracheale Emissiorvon VOCs

Diese Untersuchung sollte Aufschluss tber den &ssflunterschiedlicher Kaferdichten auf
die Produktion und tracheale Abgabe des attrakirtkemden Zielanalyten cis-Verbenol und
dem repellent wirkenden (-)-Verbenon, sowie demh¥knis (-)-Verbenon zu cis-Verbenol
unter Laborbedingungen mit der Mdglichkeit der kliem Interaktion (olfaktorisch, taktil und
visuell) geben. Ein besonderes Augenmerk wurde daifdirekte Interaktion gelegt, da
hiermit eine Situation simuliert werden sollte, \gie bei einer Aggregation von Kéfern nach
einer tracheal eingeleiteten Aggregation eintréténnte. Die Pheromonproduktion wurde
hier, wie unter 2.5.1 beschrieben, mittels Inkubrati in einer kinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare angeregt. Hierzu wurden Kéaferkinlie mit einer Groéf3e von einem,
drei und sechs Kafern ebenfalls in 12ml gasdichbekubationsréhrchen mit 0,48ul
(-)-o-Pinen fur 24h bei Raumtemperatur inkubiert. Dikulmationsréhrchen hatten eine Hohe
von 100mm und einen Innendurchmesser von ca. 12,5omass den Kafern am Boden der
Gefal3e eine Flache von 122,72mm? zur Verfugungdstarsgesamt wurden je zehn der
Kollektive getestet. Anschlieend an die Inkubatisarden die Exhalationsprodukte der
Kaferkollektive mittels der unter 2.3.3 dargeswilt Closed-Loop-Systeme auf
Adsorptionsrohrchen (Abb. 7) gesammelt. Die Analglee Exhalationsprodukte erfolgte
durch TD-GC-MS (siehe 2.7.1). Weiterhin wurden Hifer nach Closed-Loop-Beprobung
bei -20°C abgetotet und wie unter 2.5.1 beschrietk@tektivweise fir 24h bei
Raumtemperatur in 200ul Hexan (Carl Roth GmbH, $¢ate, Deutschland) extrahiert. Die

Extrakte wurden anschlie3end mittels GC-MS (sielie2® analysiert.
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2.6 Genetische Untersuchung zur Variabilitdt der Emisson von cis-Verbenol

und (-)-Verbenon

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine gr&@peeitung bei den durch den
Buchdrucker emittierten Mengen an cis-Verbenol (f)é/erbenon festgestellt werden. Ein
gro3er Teil der Individuen produzierte/emittierterigge Mengen an VOCs und ein kleiner
Teil der Versuchstiere zeigte eine hohe Produkiomgsion von VOCs. Dieses Ergebnis und
die Hinweise aus der Arbeit von Birgersson (1988 das gleiche Produktionsmuster
innerhalb der Versuchstiere beschrieb, fuhrten euHypothese, dass diese Individuen eine
Rolle als Pionierkafer bei der Aggregation zur hdsiedlung spielen. Mittels
Isoenzymelektrophorese wurde in dieser Untersuchmaap einem erklarenden Muster flr
die beobachtete Spreitung, sowie nach einem Hinaugislie Existenz von Pionierkafern auf

genetischer Ebene gesucht. Die untersuchten Enzyemsg sind in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1: Untersuchte Enzymsysteme (Loci)

Abkilrzung Enzymsystem

AAT Aspartat-Aminotransferase

EST Esterase

FBP Fructose-1,6-bisphosphatase
GPI Glucose-6-Phosphat-lsomerase
HK Hexokinase

IDH Isocitrat Dehydrogenase

MDH Malat-Dehydrogenase

PGM Phosphoglucomutase

Zunachst wurden zur Produktion von cis-Verbenol up@Verbenon Kafer aus der

Laborzucht (siehe 2.2.1) wie unter 2.5.1 beschneb&n einer kunstlichen

(-)-a-Pinenatmosphare fur 24h bei Raumtemperatur inkul#ieschlieRend an die Inkubation
wurden die Kéafer in einem Gefrierschrank bei -2@tgetdtet und im gefrorenen Zustand in
Mikrotiterplatten mit 50ul Tris-HCL Puffer (siehe.191) einzeln homogenisiert. Das
Homogenat wurde mit 5mm x 3mm Filterpapierstreifdrhatman, GE Healthcare, Chalfont
St Giles, GB) aufgenommen. Die homogenisierten ikafikassen wurden in gasdichte 1,5ml
GlasgefaRe dberfuhrt und fur 48h in 200ul Hexant (@ilnmol/ul Nonan als interner

Standard) bei Raumtemperatur extrahiert. Bis zuan@fizierung der produzierten VOCs
durch GC-MS (siehe 2.7.2) lagerten die Extrakte-B8fC in einem Gefrierschrank. Fur die
Gelelektrophorese wurden je nach zu untersuchendemaymsystem verschiedene
Trennsysteme, Gele und Trennbedingungen verwesadte(9.1.2, 9.1.3 und 9.1.4). Fir die
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Zubereitung der Gele wurden die entsprechenden &fender fliissigen und festen
Komponenten in einer Unterdruckflasche mit einem gMarihrer suspendiert und
anschlieBend im Wasserbad fur ca. 15min aufgekokftitgliche Verklumpungen und
Luftblasen wurden durch Schitteln bei angelegtelkuMm entfernt. Im Anschluss wurde das
noch flissige Gel in Glaskivetten mit einem Mal3 ¥@em x 25cm x 0,5cm gegossen und
nach Abkuhlung bis zur Verwendung im Kiuhlschranklagert. Zu Beginn einer
Gelelektrophorese wurden die Gele zur Aufnahme det Homogenat beladenen
Filterpapierstreifen mit einem Abstand von 2cm zRand langs eingeschnitten. Pro Gel
konnten 40 Filterpapierstreifen eingesetzt werdeNach dem Einsetzten der
Filterpapierstreifen wurden die Gele in den Glagtten in die Elektrophoresekammer
(Omnilab-Krannich GmbH, Géttingen, Deutschland) Zuennung der Isoenzyme uberfuhrt.
Hier wurden die Gele mit Kuhlplatten sowohl auf @ser- als auch auf der Unterseite mit
einer Umlaufkihlung auf 4°C temperiert. Anschlie®ewurden die zur Trennung der
jeweiligen Isoenzyme bendétigten Puffer in die Hle#lentanks eingeflullt und mit
Schwammtichern eine Elektrodenbriicke von den Rufger den Gelen hergestellt. Die
Trennung erfolgte unter Gleichspannung. Die jeweiti Puffer und Laufbedingungen der
Gele sind im Anhang (siehe 9.1.2 und 9.1.3) daejfjestNach der elektrophoretischen
Trennung wurden die Gele fur Aktivitatsfarbung dgetrennten Isozyme mit einem
Gelschneider horizontal in 1,5mm dicke Scheiberclyasten. Diese wurden nachfolgend in
einer Glasschale mit der fur die darzustellendeverigyme entsprechenden Farbeldsung
(siehe 9.1.5 und 9.1.6) getrankt und in einem Bhrenk bei 40°C fur 0,5-2h inkubiert.
Sobald die Allelbanden sichtbar waren, wurde didb&lésung entfernt, das Gel gewaschen
und anschlielend die Farbung mit Saure (15% Essgsd@% Glycerin und 78% Wasser)
fixiert. Fur die Darstellung eines Zusammenhangessahen genetischem Muster und
emittierter Menge an cis-Verbenol und (-)-Verbenomrden die untersuchten Kafer
klassifiziert. Die Individuen wurden nach den inndé&xtrakten gefundenen Mengen
aufsteigend sortiert, zun&chst in Quartile untkert@ann aber die beiden mittleren Quartile zu
einer Klasse vereinigt so dass insgesamt 3 Klasselagen: 0-25% (Klasse 1), 25-75%
(Klasse 2) und >75% (Klasse 3). Lag ein Klassergdreg zwischen gleichen cis-
Verbenolmengen, so wurden diese Individuen in dessse zugeordnet, in der die Anzahl
gleicher Werte hoher war. Befand sich der Uberggampau mittig zwischen gleichen Werten,
so wurden alle Individuen mit dem gleichen Wert kleineren Klasse zugeteilt. Mittels einer
Prasenz-Absenz Analyse des geschlechtsspezifisttmmus HK/A, welcher nur bei

mannlichen Individuen festzustellen war, konnte eeieschlechtsidentifizierung der
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untersuchten Individuen durchgefuhrt werden. Zuswertung wurde nun die Allelverteilung
der untersuchten Isoenzyme zwischen den Klassemdamd Geschlecht verglichen. Hierzu

wurde das Programm Genepop 4.0 (Webdl.1966) verwendet.
2.7 Gaschromatographische Analysen

Die in dieser Arbeit gesammelten Proben emittiet®Cs von Kéafern sowie Extrakte von
Kafern wurden mittels Gaschromatographie-Massergpaktrie analysiert. Aufgrund der
unterschiedlichen Aggregatzustdnde der Proben emusawei verschiedene Verfahren zur

Probenaufgabe auf die Trennsaulen der Gaschronagiogm angewendet werden.
2.7.1 Thermodesorptions-Gaschromatographie-Massenspektrogtrie

Fur gasformig gesammelte und an Adsorptionsrohrgedundene Proben (emittierte VOCS)
wurde ein EM 640 Thermodesorptions-Gaschromatoggadiassenspektrometrie
(TD-GC-MS) System der Firma Bruker Daltonics (Bikba, MA, USA) verwendet. Die
Thermodesorptionseinheit ermdglichte die in den okdsonsrohrchen gebundenen
Substanzen auszuheizen und auf die Trennsauleakehfématographen zu tbertragen (Abb.
21). Ein externer Computer wurde zur Steuerung @Geschromatographen und des
Massenspektrometers sowie zur Darstellung, Siclgerund Auswertung der Daten

verwendet.
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GC-Einheit mit Desorber -

/ Zufuhr und

Reinigungseinheit
des Trigergases

externer Computer EM 640

MS-Einheit
Netzteil

Abb. 21: Thermodesorptions-Gaschromatographie-Massespektrometrie System EM 640 (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA)

Vor der gaschromatographischen Analyse wurde jedsasorptionsrohrchen noch ein
interner Standard hinzugeflugt. Dieser war zur Bamang der Konzentrationen der einzelnen
Analyten notwendig. Als interner Standard wurde2-Caren (SIAD Austria GmbH, St.
Pantaleon, Osterreich) gewahlt, welches als Gasgphnmit Stickstoff in einem Verhéltnis
von 100ppb vorlag. Der interne Standard wurde naemn Probenahme mit einem
Beladungssystem (Abb. 22) auf die Adsorptionsrodnch(Abb. 7) Ubertragen. Das
Beladungssystem bestand aus einer Steckverbindungm zAnschluss der
Adsorptionsrohrchen, einer Flowcontrollerbox zurndfellung des Gasflusses, einem
Flowcontroller, welcher den Gasfluss regelte, ef&t@ppuhr, welche nach einer definierten
Zeit ein Dreiwegeventil steuerte und einer Gasflasmit dem internen Standardgasgemisch.
Zur Herstellung eines konstanten Flusses musste Blladungssystem vor jedem
Beladungsvorgang fur mindestens 15min gespilt wertiéerzu wurde die Gasflasche am
Druckregler aufgedreht und der Druck auf 3bar @istiNach mindestens 15min und einem
konstanten Fluss, dessen Stabilitat an der glesdidshden Anzeige der Flowcontrollerbox
kontrolliert wurde, wurden Adsorptionsrohrchen as deladungssystem (unter Beachtung
der Beladungsrichtung Abb. 7) angeschlossen. Ardddhd wurde die Stoppuhr ausgelost
und damit die Beladung gestartet. Jedes Adsorptibnshen wurde mit einem Gasfluss von
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10ml/min und einer Beflllzeit von 2min beladen, warer A-2-Caren Menge von 12ng

entsprach.

3-Wege-Ventil

Adsorptionsréhrchen

Flowcontroler .
I Beladungsrichtung
|

'@ Stoppuhr

—
9000 Flowcontroller Box

Gasflasche mit internem
Standard (A-2-Caren)

Abb. 22: Beladungssystem zur Beladung der Adsorptitsrohrchen mit internem Standard

Die mit internem Standard beftillten Adsorptionsofilen wurden in den Thermodesorber des
GC-Systems eingefuhrt. Hier wurden die Réhrchermgelsizt und die gesammelten VOCs
auf die Trennsaule, eine Quarzkapillarsaule HP-{30s*0,25mm ID; Filmdicke 0,25um)
der Firma Varian (Agilent Technologies, Santa Cl&4, USA) Ubertragen. Die Desorption
war bei einer Temperatur von 260°C auf 60s festgjelad erfolgte im splitless Modus. Als
Tragergas wurde Helium mit einem Fluss von 4ml/mimd einem Druck von 50hPA

verwendet.

Tab. 2: Zielanalyten mit jeweiligen Leitmassen undRetentionszeiten

Zielanalyt Leitmasse Retentionszeit
2-Methyl-3-Buten-2-ol 71 6,18 min.
(-)-a-Pinen 93 13,43 min.
A-2-Caren 93 14,61 min.
cis-Verbenol 109 16,92 min.
(-)-Verbenon 107 17,90 min.

Zur Auftrennung der Gasproben in der Trennsauléestadas Temperaturprogramm bei 40°C
und wurde fir 4min konstant gehalten. AnschlieRguodde die Temperatur mit 20°C/min auf
200°C und dann mit 20°C/min auf 260°C erhoht. Diéseltemperatur wurde fur 1min
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beibehalten. Nach der Messung wurde das Systemirei Temperatur von 50°C und einem
Fluss von 50ml/min gereinigt. Die Analyse der Probevurde mittels zwei
Untersuchungsmodi durchgefuhrt. In einem Hauptseoamen die getrennten Substanzen mit
einem Total-lonen-Strom (Total lon Current, TIC-M3)l erfasst. Hier wurden Massen
zwischen 40 und 220 registriert. Die Zielanalytemrden im sogenannten Single lon Mode
(SIM) analysiert. Hier wurden die Leitmassen-Fragteader Zielanalyten detektiert (Tab. 2).
Die Identifikation der Zielanalyten fand uber dereryleich der Retentionszeiten und
Massenspektren von Referenzsubstanzen statt (Nesgrereze ca. 1ng). Zur Berechnung der
einzelnen Konzentrationen wurde das Programm Datlyais 1.0 der Firma Bruker
Daltonics (Billerica, MA, USA) verwendet.

2.7.2 Flussiginjektions-Gaschromatographie-Massenspektrmetrie

Hexanextrakte der Kafer wurden mit einem VarianuBaR200 GC-MS System der Firma
Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) anayisi Dieses System war mit einer
WCOT Quarzkapillarsaule CP-Cyclodextfin2,3,6-M-19 (50m*0.25mm ID, Filmdicke

0.25um, Agilent Technologies) ausgestattet. Es edyd je Probe mittels eines Injektors bei
200°C auf die Trennsaule gegeben. Als Tragergadevdelium mit einem konstanten Fluss
von 1ml/min verwendet. Detektiert wurden MassenBereich zwischen 40 und 200. Mit
folgendem Temperaturprogramm wurden die Probenegetr 40°C 5min isotherm, mit

5°C/min auf 80°C, 10min isotherm, mit 3°C/min aud01C, mit 20°C/min auf 220°C

Endtemperatur. Alle Zielanalyten wurden Uber derrgiéech der Retentionszeiten und
Massenspektren von Referenzsubstanzen identifildathweisgrenze 0,001nmol/ul). Die
Berechnung der Konzentrationen der einzelnen Sabstafand mit dem Programm MS
Workstation 6.0 der Firma Agilent Technologies (@ablara, CA, USA) statt.
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Steuereinheit GC-Einheit MS-Einheit

Abb. 23: FlUssiginjektions-Gaschromatographie-Massgspektrometrie System Varian Saturn 2200
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

2.8 Statistik

Zur Datenaufbereitung wurde das Programm Exceli¢®f007; Microsoft, Redmond, WA,

USA) verwendet. Alle statistischen Tests wurden $#SS statistics 19 (IBM, Armonk, NY,
USA) sowie mit Genepop 4.0 (Wooet al. 1966) durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der
Normalverteilung der Daten wurde der Kolmogorov-Bmov-Test verwendet. Die

Varianzhomogenitat wurde Uber den Levene-Test ibir@as Signifikanzniveau lag bei

a <0,05.

2.8.1 Statistische Tests

VOC-Emission an befallenen Fichten:

Die Effekte der Faktoren ,Tage nach Befall“, Kanit@mperatur, (-x-Pinenmenge pro mg
Bast auf die Emission von (eHPinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon, sowie die
Beeinflussung der (-)-Verbenon-Emission durch ogsbénol, wurde mittels linearer
Regression bestimmt. Die gemessenen Werte der Blamiavurden hierzu durch Addition
von 1 und Logarithmieren transformiert.
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Die emittierten VOC-Mengen am Vormittag und Nachagt sowie das Verhaltnis von
(-)-Verbenon zu cis-Verbenol bei starkem und sciheat Befall wurden mittels eines

Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen auf Unterschigdpruift.

Tracheale VOC-Emission:

Eine mdgliche tracheale Exhalation von cis-Verbdymb. (-)-Verbenon und die Existenz der
beiden Zielanalyten in Kaferextrakten nach Inkutrati in  einer kinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare wurden mittels Vergleich der Hykafisverteilungen von
unbehandelten und inkubierten Kafern tberpruft.riiewurde ein Chi2-Homogenitatstest

verwendet.

Der Effekt der Inkubation sowie der Effekt des aktGeschlecht auf die VOC-Mengen in
den Exhalatproben wurde durch eine ANOVA bestiminirch einen anschlieenden LSD
post hoc Test konnten die Exhalationseigenschaftewischen den Gruppen
(unbehandelt/Mannchen, unbehandelt/Weibchen, iektiIM&nnchen und
inkubiert/Weibchen) verglichen werden. Der Vergtener VOC-Mengen in Kaferextrakten
wurde mit einem Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBem Dunn-Bonferroni post hoc Test
durchgefuhrt. Zur Analyse der Faktoreneffekte aid WOC-Mengen wurden nur Kéafer
einbezogen, bei denen eine VOC-Exhalation nachzaameivar bzw. bei denen cis-Verbenol
und (-)-Verbenon in den Extrakten gefunden wurde @emessenen Werte wurden durch

Logarithmieren transformiert.

Zur Uberpriifung des Effekts von Kafern, welche au-a-Pinen tracheal aufgenommen
hatten, auf Artgenossen im Y-Rohr, wurde die tdikélce Haufigkeitsverteilung von
angelockten und nicht angelockten Kafern mit eieewarteten Verteilung (50% der
Wahlkaferentscheidungen fir inkubierte Kafer un@oSir unbehandelte Kafer) mit einem
Chi2-Anpassungstest verglichen. Zur UberpriifungEliéskts von Lockkafern auf Wahlkafer
in einem statischen Olfaktometer, wurde eine FrmhANOVA durchgefihrt. Zur
Ermittlung der jeweiligen Attraktivitat der drei WBNnOglichkeiten im statischen
Olfaktometer (leerer Behélter, Behélter mit unbelsdien Kafern und Behalter mit

inkubierten Kafern) wurde ein Dunn-Bonferroni pbet Test angeschlossen.

Bei der Analyse des Einflusses von der Kéferdiehtedie Exhalation und Produktion von

cis-Verbenol und (-)-Verbenon, wurde das Verhaltme emittiertem (-)-Verbenon zu
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cis-Verbenol sowie die cis-Verbenolmengen und Eybdénonmengen nach Inkubation in
einer kunstlichen (-)+=Pinenatmosphare bei drei Kaferdichten (ein Katkei Kafer und

sechs Kafer pro Inkubationsrohrchen) mit einem KaliVallis-Test und anschlieRendem
Dunn-Bonferroni post hoc Test verglichen. Hierzurdan die gemessenen Werte durch

Addition von 1 und Logarithmieren transformiert.

Genetische Untersuchung zur Variabilitdtt der Emissin von cis-Verbenol und
(-)-Verbenon

Zur Untersuchung, ob sich Buchdrucker, welche adranittierter Mengen an cis-Verbenol
und (-)-Verbenon in drei Klassen eingeteilt wer#ennten, auch anhand ihrer individuellen
genotypischen Ausstattung unterscheiden lassendenudie Allelverteilungen tber alle
untersuchten Loci (Tab. 1) zwischen den drei Klass®d dem Geschlecht der Individuen mit

einem exakten G-Test verglichen.
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3 Ergebnisse:

3.1 VOC-Emission an befallenen Fichten

Die VOC-Emission wird wahrend eines Brutzeitraurdesch Faktoren, die sich im zeitlichen
Verlauf verandern, wie die Alterung der Brutbaunaerschiedene Besiedlungsphasen und
durch den Entwicklungsfortschritt der Brut, sowieurch Kambialtemperatur,
Besiedlungsdichte und die Existenz von Vorstufeairfisst. In diesem Versuch wurden in
drei Experimenten die Effekte dieser Faktoren a@fEinission von (-}x-Pinen, cis-Verbenol

und (-)-Verbenon untersucht.
3.1.1 Zeitliche Variabilitdt der VOC-Emission im Tages- und Befallsverlauf

Auf der Versuchsflache GeilRberg wurde die zeitlickariabilitét der Emission von
(-)-0-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon an befalledegenden Fichten untersucht.
Hierbei interessierte die zeitliche Emissionsvalii@ sowohl im Tages- als auch im
Befallsverlauf, aber auch der Effekt der Kambialematur auf die Emission der VOCs, der
Effekt der sich im Befallsverlauf verandernden Bsthchte auf die VOC-Emission und eine
maogliche Korrelation zwischen cis-Verbenol-Emissionnd der Emission von
(-)-Verbenon. Diese wurde aufgrund der Tatsachemutst, dass (-)-Verbenon ein
Oxidationsprodukt von cis-Verbenol ist. Zur Unterisung der Effekte der oben genannten
Faktoren auf die Emission der Zielanalyten wurdensgchs Versuchsbaume (siehe 2.4.1) in
einem wochentlichen Turnus vormittags (zwischer0@QQund 12.00 Uhr) und nachmittags
(zwischen 13.00 und 15.00 Uhr) mit der mobilen V&&nmeleinheit (Abb. 8) beprobt. Der
Versuchszeitraum erstreckte sich vom 14.07.200916i99.2009 und deckte damit den
Zeitraum ab, in dem der Buchdrucker seine F2-Géoaranlegt.

Zur Untersuchung des Tagesgangeffekts auf die V@s$&on, wurden die Konzentrationen
der VOCs der Vormittagsmessungen mit denen am Nistelyrverglichen. Hierbei stellte
sich trotz der geringen Lufttemperaturunterschiedaeschen den beiden Messzeitpunkten
(siehe Tab. 3) heraus, dass die Emission von cabeér®l vormittags hoéher war als
nachmittags (Wilcoxon Test: Z=274, p=0,043, n=42). Die Vormittags- und
Nachmittagsemissionen von @)Pinen und (-)-Verbenon unterschieden sich nichitqd¥on
Test: (-)a-Pinen:Z=501,p=0,536,n=42; (-)-VerbenonZ=272,p=0,153,n=42). Somit wurde
eine zeitliche Variabilitait der Emission im Tagesganur bei cis-Verbenol festgestellt
(Abb. 24).
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Abb. 24: Emittierte VOCs (in ng/l) im Vergleich der Messung am Vormittag (10:00-12:00 Uhr) und
Nachmittag (13.00-15:00 Uhr). Dargestellt sind Medin, obere und untere Quartile, Spannweite und
Ausrei3er. Die Klammern verbinden verglichene Datepaare (Wilcoxon Test, n=42) (n.s.=nicht

signifikant;* p<0,05).

Tab. 3: Mittlere Lufttemperaturen zu den VOC-Emissionsmessungen am Vormittag (10:00-12:00Uhr)
und Nachmittag (13:00-15:00Uhr)

Datum mittlere Lufttemperatur mittlere Lufttemperatur
(10:00-12:00Uhr) (13:00-15:00Uhr)
14.07.2009 25,30 25,80
23.07.2009 31,15 31,85
30.07.2009 23,00 22,30
06.08.2009 22,80 23,35
13.08.2009 17,05 17,30
20.08.2009 28,30 28,55
27.08.2009 23,90 23,90
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Die Aufzeichnung der Emissionen von &Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon wahrend
des gesamten Befallsverlaufs ergab fur jeden deir Alnalyten ein spezifisches zeitliches
Muster. Zunachst konnte festgestellt werden, dgse-Rinen zu jedem Messzeitpunkt im
Vergleich zu cis-Verbenol und (-)-Verbenon mit dgnd3ten Mengen emittiert wurde. Die
Werte der (-)a-Pinen-Emission hatten vormittags eine Spannwette 25-5554ng/l und
nachmittags von 9-5063ng/l. Zum Ende der Datendwnrega wurde ein Einbruch der
(-)-a-Pinen-Emission festgestellt (Abb. 25 und Abb. B cis-Verbenol-Emission war zu
Beginn des Befallsverlaufs am hdchsten und nahrawis Abschluss der Studie ab (Abb. 25
und Abb. 26). Vormittags hatten die Werte eine $pagite von Werten unterhalb der
Nachweisgrenze bis 29ng/l und bei den MessungeMNachmittag bis 6ng/l. Auffallig war
hier eine erhdhte Emission zur Vormittagsmessun@@®8.2009. Die Brut unter der Rinde
befand sich zu diesem Zeitpunkt bereits im Kafelista (Abb. 25). Bei der cis-Verbenol-
Emission am Nachmittag konnte eine erhohte Emisaimnl13.08.2009 festgestellt werden.
Hier befand sich die Brut im Ubergang zwischen demven- und Puppenstadium (Abb. 26).
Im Vergleich zu (-)e-Pinen und cis-Verbenol war die (-)-Verbenon-Enaeswahrend des
gesamten Untersuchungszeitraumes am geringsten gahind Abb. 26). (-)-Verbenon wies
vormittags und nachmittags eine Emissionsspannweitem Werten unterhalb der

Nachweisgrenze bis 3ng/l auf.

In den beiden folgenden Abbildungen sind zusatzigtdem Verlauf der VOC-Emission fur
die jeweiligen Messtage die mittleren Luft- und Kaaltemperturen (jeweils gemittelt aus
den Werten der Vormittags- bzw. Nachmittagsmesswsuayyie die ermittelten Gradtage und
die daraus abgeleiteten Entwicklungsstadien det @&nter der Rinde dargestellt (siehe Abb.
25 und Abb. 26).
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B (-)-g-Pinen /100 ™= cis-Verbenol ™= (-)-Verbenon

mittlere Kambialtemperatur == mittlere Lufttemperatur

Gradtage N
11,2 88,7 136.8 195.,4 2525 316,0 3727

40 = E L L L L/P P/K K - 35,0

35 1 = - 30,0

011 = 250 T
—_ - — = <
= 25 4 B
Eﬂ - 20,0 «3
Q20 A —_ 5
S 150 £

15 S

10 - - 10,0

5 - 5.0

0 - 0,0
14.07.09  23.07.09 30.07.09 06.08.09 13.08.09 20.08.09 27.08.09 10.09.09

Abb. 25: Zeitlicher Verlauf emittierter VOCs (in ng/l) aus liegenden durch den Buchdrucker befallenen
Fichten (n=6). Die senkrechten Linien Uber den Saah markieren die Standardabweichung. Mittlere
Luft- und Kambialtemperaturen an den jeweiligen Prdbenahmetagen zur Messzeit am Vormittag (10:00-
12.00 Uhr) sind durch kurze Striche lber den Saulemargestellt. Der horizontale Pfeil symbolisiert dé
Temperatursumme und die genannten Zahlen markiererdie zu den Messzeitpunkten jeweils erreichten
Gradtage. Die daraus abgeleiteten Enwicklungsstadieder Brut unter der Rinde sind unterhalb der
Gradtage dargestellt (E = Ei, L = Larve, P = PuppeK = Kéfer).

W= (-)-a-Pinen /100 ™= js-Verbenol ™= (-)-Verbenon

mittlere Kambialtemperatur == mittlere Lufttemperatur

Gradtage R
88.7 136.8 1954 2525 316.0 372.7
40 L L L L/P P/K K o
35 - 30,0
30

- _ 250 5
= 25 - =
g -200 3
o 20 1 g
S - 150 £
&

- 10.0

- 5.0

- 0.0

0 23.07.09 30.07.09  06.08.09 13.08.09 20.08.09  27.08.09 10.09.09

Abb. 26: Zeitlicher Verlauf emittierter VOCs (in ng/l) aus liegenden durch den Buchdrucker befallenen
Fichten (n=6). Die senkrechten Linien Uber den S&ah markieren die Standardabweichung. Mittlere
Luft- und Kambialtemperaturen an den jeweiligen Prabenahmetagen zur Messzeit am Nachmittag (13:00-
15.00 Uhr) sind durch kurze Striche tber den Saulemargestellt. Der horizontale Pfeil symbolisiert dé
Temperatursumme und die genannten Zahlen markiererdie zu den Messzeitpunkten jeweils erreichten
Gradtage. Die daraus abgeleiteten Enwicklungsstadieder Brut unter der Rinde sind unterhalb der
Gradtage dargestellt (E = Ei, L = Larve, P = PuppeK = Kéfer).
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Weiterhin wurde der Einfluss der sich im zeitlichéerlauf verdndernden Befallsdichte auf
die VOC-Emission und damit der Attraktivitat der tdrsuchungsbdume untersucht.
Hintergrund hierflr war die Annahme, dass bei stedgr Befallsdichte die Emission des auf
Artgenossen repellent wirkenden (-)-Verbenon agsteind somit die Attraktivitat der
Untersuchungsbaume abnimmt. Als Repellentsmald wdede Verhaltnis von emittiertem
(-)-Verbenon zu cis-Verbenol eingefuhrt, welches aesnehmender Befallsdichte ansteigen
solite. Das Verhaltnis der beiden Analyten im zdigén Verlauf ist in Abb. 27 dargestellt.
Der Verlauf der Befallsdichte ist in Abb. 28 abddbi. Diese wurde durch
Bohrlochzahlungen auf der Oberfliche der Untersogbibdume an den jeweiligen
Messtagen auf drei zufédllig ausgewahlten Flachert miner Grolle von 100cm?
aufgenommen. Beim Vergleich des Befalls zwischan Messtagen, konnte ein leichter aber
nicht signifikant messbarer Anstieg beobachtet eerdFriedman ANOVA: 4?=8,52,
p=0,289,n=6). Ein Anstieg der (-)-Verbenon-Emission zeiclength nicht ab (siehe Tab. 4).
Die in Abb. 27 dargestellten Anstiege des Repdllmafies am 30.07.2009 ist mafRgebend
durch die cis-Verbenol-Emission beeinflusst.

mmmm Vormittag mmmm Nachmittag
Gradtage -
12 - 112 88,7 136.8 195.4 252.5 316,0 372,7 g
E L L L L/P P/K K

1,0

0,8

0,6

(-)-Verbenon [ng/l] / cis-Verbenol |ng/l]

14.07.09 23.07.09 30.07.09 06.08.09 13.08.09 20.08.09 27.08.09 10.09.09

Abb. 27: Zeitlicher Verlauf des Verhéaltnisses von mittiertem (-)-Verbenon / cis-Verbenol (beide in ng)
am Vormittag und Nachmittag. Der horizontale Pfeilsymbolisiert die Temperatursumme. Die genannten
Zahlen markieren die zu den Messzeitpunkten jeweilsrreichten Gradtage. Unterhalb der Gradtage sind
die zu den Messzeitpunkten erreichten Entwicklungsadien der Brut unter der Rinde dargestellt (E = Ej

L = Larve, P = Puppe, K = Kéfer).
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Abb. 28: Bohrlochanzahl aller sechs VersuchsbaumeesjProbenahmetag (n=6). Je Versuchsbaum und
Probenahmetag wurden an der Basis, in der Mitte undm Kronenbereich Bohrlécher auf einer Flache
von 100cm? auf der Oberseite gezahlt. Dargestelltnsl Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene @tenpaare (Friedman ANOVA) (n.s.=nicht
signifikant).

Die in dieser Studie untersuchte Variabilitdt demigsion von (-)a-Pinen, cis-Verbenol und
(-)-Verbenon wurde maligeblich von dem Fakor , TagehrBefall“ beeinflusst. Je mehr Zeit
zwischen Befall- und Messzeitpunkt lag, desto wenigOCs wurden emittiert (siehe Abb.
29 und Abb. 30). Die Kambialtemperatur konnte reitweise als beeinflussender Faktor
festgestellt werden. Mit ansteigender Kambialteraper erhdhte sich in den signifikanten
Fallen die Emission (Tab. 4).
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1,5+

1,0 o

log ((cis-Verbenol +1) [ng/l])

0 10 20 30 40 50 60
Tage nach Befall

Abb. 29: Lineare Regression von ,Tage nach Befallind emittiertem cis-Verbenol (in ng/l +1 durch log

transformiert) zum Messzeitpunkt am Vormittag zwischen 10:00 und 12:00 Uhr(r2= 0,1, p=0,029).

log ((cis-Verbenol +1) [ng/l])

>0 10 20 30 40 50 60
Tage nach Befall

Abb. 30: Lineare Regression von ,Tage nach Befallind emittiertem cis-Verbenol (in ng/l +1 durch log

transformiert) zum Messzeitpunkt am Nachmittag zwighen 13.00 und 15:00 Uhr (r2= 0,34, p<0,001).
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Tab. 4: Ubersicht der Regressionsanalyse beziigliaes Effekts der Faktoren ,Tage nach Befall* und
.Kambialtemperatur* auf die Emission von (-)-e-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon jeweils zu de
Messzeitpunkten am Vormittag zwischen 10:00-12:00 8 und Nachmittags zwischen 13:00-15:00 Uhr.

Steigung der

Messzeitpunkt Faktor Variable r2 p Regressionsgeraden
Vormittags Tage nach Befall (er-Pinen 0,35<0,001 negativ
Vormittags Tage nach Befall cis-Verbenol 0,10,029 negativ
Vormittags Tage nach Befall (-)-Verbenon 0,0?,065 negativ
Vormittags  Kambialtemperatur (-)-a-Pinen 0,12 0,025 positiv
Vormittags = Kambialtemperatur cis-Verbenol 0,12 0,023 positiv
Vormittags  Kambialtemperatur (-)-Verbenon 0,00 0,867
Nachmittags  Tage nach Befall @Pinen 0,52<0,001 negativ
Nachmittags  Tage nach Befall cis-Verbenol 0,34,001 negativ
Nachmittags  Tage nach Befall (-)-Verbenon 0,380,001 negativ
Nachmittags Kambialtemperatur (-)-a-Pinen 0,05 0,187
Nachmittags Kambialtemperatur cis-Verbenol 0,00 0,970
Nachmittags Kambialtemperatur (-)-Verbenon 0,30 0,001 negativ

Da (-)-Verbenon ein Oxidationsprodukt von cis-Verble ist, wurde eine Korrelation
zwischen emittierten cis-Verbenolmengen und (-)péeonmengen erwartet. Bis auf den
30.07.2009 konnte bei den Messungen am Vormittagli@m Messtagen eine Korrelation
gefunden werden. Eine Erh6hung der cis-VerbenolsBimn fihrte auch zu einer gesteigerten
Emission von (-)-Verbenon. Dieser Effekt lieR sigluch bei der Uberprifung der
Emissionsbeziehung der beiden Analyten zeigen,deei nicht an einzelnen Messtagen,
sondern Uber den gesamten Versuchszeitraum hingg@gftywurde.

Nachmittags hingegen konnte eine signifikante Bemegy zwischen der cis-Verbenol-
Emission und der Emission von (-)-Verbenon nur inergleich Uber den gesamten
Versuchszeitraum nachgewiesen werden. An den je@rilMesstagen selbst wurde keine

signifikante Beziehung der Emission der beiden gteal beobachtet (siehe Tab. 5).
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Tab. 5: Ubersicht der Regressionsanalyse zwischermitiertem cis-Verbenol und (-)-Verbenon pro

Probenahmetag und wahrend des gesamten Probezeitnas zu den Messzeitpunkten am Vormittag und

Nachmittag.

Probenahmetag Messzeitpunkt Faktor Variable r2 p
14.07.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 20,8 0,014
23.07.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 10,9 0,003
30.07.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 10,3 0,254
06.08.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 60,9 0,001
13.08.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 80,9 <0,001
20.08.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 70,6 0,046
27.08.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 10,8 0,015
10.09.2009 Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 00,7 0,039

Probezeitraum gesamt  Vormittags cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,56 <0,001
23.07.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 420, 0,167
30.07.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 490, 0,124
06.08.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 540, 0,095
13.08.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 530, 0,099
20.08.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon - -
27.08.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 570, 0,083
10.09.2009 Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon - -

Probezeitraum gesamt  Nachmittags  cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,36 <0,001

3.1.2 Zeitliche Variabilitat der VOC-Emission im Befallsverlauf in Abhangigkeit zur
Besiedlungsdichte

Im Jahr 2010 wurde auf der Versuchsflache Geil3lmng weitere Untersuchung zur
Variabilitdt der VOC-Emission im Befallsverlauf aingefuhrt. Zielanalyten waren in dieser
Studie ebenfalls (-Pinen, Neben deitliceen

Variabilitat, Die

wirkende

cis-Verbenol und (-)-Verbenon.

wurde hier der Einfluss von zwei Bediungsdichten untersucht.
die

Pheromonkomponente (-)-Verbenon als Oxidationsghbdwon cis-Verbenol, welches

Untersuchung war geleitet von der Fragestellung, repellent

wahrend des Fral3es von Kéafern und Larven als Embgjgprodukt von (-)=Pinen entsteht,
bei hohen Kafer- und Larvendichten vermehrt enmittiwird. Weiterhin interessierte in
diesem Versuch auch der Effekt der Kambialtemperatf die VOC-Emission, die Existenz
Korrelation zwischen der Emissiononv cis-Verbenol und

einer moglichen

(-)-Verbenon, sowie der Effekt der vorhandenen Memgy (-)e-Pinen im Bast auf die
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Emission der drei Zielanalyten. Zur Untersuchungdeu funf liegende Baume schwach und
funf liegende Baume stark besiedelt und zum Zekpder Anlage der F1 Generation vom
11.06.2010 bis 02.08.2010 mit dem mobilen ClosedpL&¥OC-Sammelsystem (Abb. 10)

wochentlich beprobt.

Aufgrund der Vermutung, dass das Verhaltnis destiemien (-)-Verbenon zu cis-Verbenol
die Attrakivitat eines Wirtes beeinflusst (je holder Wert des Verhaltnisses, umso hoher die
repellente Wirkung), wurde dieses Verhaltnis béiveacchem und starkem Befall verglichen.
Die Besiedlungskategorien stark und schwach wurdamhand der entstandenen
Rammelkammern bestimmt. Bei starkem Befall wieseie ®Rindenflachen eine
durchschnittliche Anzahl an Rammelkammern von Hu# Auf 100cm? bezogen entspricht
das einer Rammelkammerzahl von 2,73. Bei schwadbefiadl waren es im Durchschnitt 6,2
(=1,03 Rammelkammern/100cm?). Das Verhdltnis desittierten (-)-Verbenon zu
cis-Verbenol unterschied sich zwischen den beidefialBdichten signifikant (Wilcoxon Test:
Z=267,p=0,013,n=43). Entgegen der Erwartung konnte bei schwachefalBein gro3erer
Wert als bei starkem Befall festgestellt werderl{giAbb. 31).
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20

(-)-Verbenon [ng/min] / cis-Verbenol [ng/min]
KN
ﬁ)

0 schwacher Befall starker Befall

Abb. 31: Verhaltnis (-)-Verbenon / cis-Verbenol (inng/min) bei schwachem (& Rammelkammerzahl=6,2)
und starkem (@ Rammelkammerzahl=16,4) Befall. Darggtellt sind Median, obere und untere Quartile,
Spannweite und Ausreil3er (Wilcoxon Test, n=43) (* £0,05).

Im zeitlichen Verlauf wurde fur jeden der drei Ayteh eine spezifische Emission festgestellt
(Abb. 32 und Abb. 33). Im Vergleich zu cis-Verbenaod (-)-Verbenon wurde (g-Pinen am
meisten emittiert. Die Emissionsspannweite furafRinen reichte hier von 15-859ng/min bei
schwachem Befall und bei starkem von 115-990ng/rBiis. zum 30.06.2010 stieg die
Emission von (-e-Pinen in beiden Féllen an, brach jedoch in degeiodlen Messungen ein
(Abb. 32 und Abb. 33). Cis-Verbenol zeigte einen igonseinbruch zu Beginn der
Larvenentwicklung, jedoch im Verlaufe der Studiegtdie cis-Verbenol-Emission an (Abb.
34). Die Emissionsspannweite von cis-Verbenol bégvegh zwischen Werten unterhalb der
Nachweisgrenze und 10ng/min bei schwachem und Bisg/thin bei starkem Befall.
(-)-Verbenon wurde im Vergleich zu (eHPinen und cis-Verbenol am wenigsten emittiert
(Emissionsspannweite bei schwachem Befall bis lmg/ond bei starkem Befall bis

3ng/min).
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In diesem Experiment wurden ebenfalls Lufttempesatuzu den Messzeitpunkten
aufgenommen. Im Unterschied zur vorherigen Studigden die Kambialtemperaturen
mittels Thermologger, welche in die Rinde der Fecheingebracht waren, gemessen (siehe
2.4.2). Somit konnten Gradtage und der Entwickléongschritt der Brut unter der Rinde
ermittelt werden. Sowohl Gradtage als auch Entwicsstadien zu den Messzeitpunkten
sind in der Abb. 32 fir schwachen Befall und in Abb. 33 flr starken Befall eingetragen.

BN (-)-g-Pinen /100 ™ cis-Verbenol ™= (-)-Verbenon

mittlere Kambialtemperatur === mittlere Lufttemperatur

Gradtage R
70,7 3.4 100 157,7 2334 312,6 3872 4325 4628
E L L L L P K K K
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0 - 2 0,0
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Abb. 32: Zeitlicher Verlauf emittierter VOCs (in ng/min) aus liegenden durch den Buchdrucker schwach
befallenen Fichten (n=5). Die senkrechten Linien tdr den Saulen markieren die Standardabweichung.
Mittlere Luft- und Kambialtemperaturen an den jeweiligen Probenahmetagen sind durch kurze Striche
Uber den Saulen dargestellt. Der horizontale Pfeisymbolisiert die Temperatursumme. Die genannten
Zahlen markieren die zu den Messzeitpunkten jeweilsrreichten Gradtage. Unterhalb der Gradtage sind

die zu den Messzeitpunkten erreichten Entwicklungsadien der Brut unter der Rinde dargestellt (E = Ej

L = Larve, P = Puppe, K = Kéfer).
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BN (-)-g-Pinen /100 = cis-Verbenol ™= (-)-Verbenon

mittlere Kambialtemperatur === mittlere Lufttemperatur

Gradtage 5
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Abb. 33: Zeitlicher Verlauf emittierter VOCs (in ng/min) aus liegenden durch den Buchdrucker stark
befallenen Fichten (n=5). Die senkrechten Linien tdr den Saulen markieren die Standardabweichung.
Mittlere Luft- und Kambialtemperaturen an den jeweiligen Probenahmetagen sind durch kurze Striche
Uber den Saulen dargestellt. Der horizontale Pfeifsymbolisiert die Temperatursumme. Die genannten
Zahlen markieren die zu den Messzeitpunkten jeweilsrreichten Gradtage. Unterhalb der Gradtage sind

die zu den Messzeitpunkten erreichten Entwicklungsadien der Brut unter der Rinde dargestellt (E = Ej

L = Larve, P = Puppe, K = Kéfer).

Der Faktor ,Tage nach Befall* hatte in dieser Séudiinen Effekt auf (-)-Pinen bei
schwachem und starkem Befall und auf cis-Verberal dtarkem Befall (Tab. 6). Mit
wachsendem Abstand zwischen Befalls- und Messz#itpisank die Emission von
(-)-o-Pinen, wahrend diejenige von cis-Verbenol in deeizen Halfte der Untersuchungszeit
wieder deutlich anstieg, entgegengesetzt der Emwgrtdass die Emission von cis-Verbenol
wegen Mangels an Vorstufe (@Pinen) ebenfalls sinken wirde (Abb. 34). Bei stank
Befall konnte fiir cis-Verbenol ein Anstieg der Esnis bei ansteigender Kambialtemperatur
nachgewiesen werden. Entgegen der gangigen Meindags die VOC-Emission bei

steigender Temperatur zunimmt, nahm firoHpinen die Emission ab. Mittels Bastproben,
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welche zu jedem Messzeitpunkt genommen wurden, tkorte jeweilige Menge an
(-)-0-Pinen pro mg Bast (Trockengewicht) festgestelltdea (siehe 2.4.2), welche sich im
zeitlichen Verlauf jedoch nicht signifikant veramie (siehe Abb. 35). Daher konnte keine
Korrelation zwischen dem (¢-Pinengehalt im Bast und der Emission der Zielaealy

festgestellt werden (siehe Tab. 6).

1,5-

log ((cis-Verbenol +1) [ng/min])

0 10 20 30 40 50 60
Tage nach Befall

Abb. 34: Lineare Regression von ,Tage nach Befall‘und cis-Verbenol (in ng/min +1 durch log
transformiert) bei starkem Befall (r2=0,12, p=0,02].
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Abb. 35: Zeitlicher Verlauf gemessener (-x-Pinenkonzentrationen aus Baststanzen (in ng pro mg
Trockengewicht) unbefallener Regionen der Versuchstume aus dem Versuch, der im Jahre 2010 auf
dem GeilRberg im Bayerischen Wald durchgefiihrt wurdgsiehe 2.4.2). Dargestellt sind Median, obere und

untere Quartile, Spannweite und Ausreil3er. Die Klamrmern verbinden verglichene Datenpaare (Friedman

ANOVA) (n.s.=nicht signifikant).
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Tab. 6: Ubersicht der Regressionsanalyse beziiglictes Effekts der Faktoren ,Tage nach Befall,

.Kambialtemperatur* und ,(-)- a-Pinengehalt im Bast* auf die Emission von (-p-Pinen, cis-Verbenol

und (-)-Verbenon jeweils bei schwachem und starkerefall.

Steigung der

Befallsstarke Faktor Variable r2 p Regressionsgeraden
schwach Tage nach Befall @Pinen 0,11 0,030 negativ
schwach Tage nach Befall cis-Verbenol 0,084,175
schwach Tage nach Befall (-)-Verbenon 0,083,259
schwach Kambialtemperatur @Pinen 0,09 0,045 negativ
schwach Kambialtemperatur cis-Verbenol 0,068,103
schwach Kambialtemperatur (-)-Verbenon 0,083,294
schwach (-)e-Pinen im Bast (-p-Pinen 0,00 0,758
schwach (-)e-Pinen im Bast cis-Verbenol 0,000,795
schwach (-)e-Pinen im Bast (-)-Verbenon 0,030,307

stark Tage nach Befall (e-Pinen 0,37<0,001 negativ
stark Tage nach Befall cis-Verbenol 0,112,021 positiv
stark Tage nach Befall (-)-Verbenon 0,0D,085 negativ
stark Kambialtemperatur (e-Pinen 0,19 0,003 negativ
stark Kambialtemperatur cis-Verbenol 0,20,002 positiv
stark Kambialtemperatur (-)-Verbenon 0,0D0,446
stark (-)e-Pinen im Bast (-p-Pinen 0,00 0,926
stark (-)e-Pinen im Bast cis-Verbenol 0,050,150
stark (-)e-Pinen im Bast (-)-Verbenon 0,020,373

Wie schon in der vorherigen Untersuchung wurde aueh eine Korrelation zwischen der

Emissionen von cis-Verbenol und (-)-Verbenon eretartHierbei wurde bei schwachem

Befall eine signifikante Beziehung der beiden Zielgten wahrend des Larven- und des

Puppenstadiums der Brut sowie bei der Analyse deisgonsbeziehung tGber den gesamten

Versuchszeitraum hinweg festgestellt (siehe TabDi® Emission von (-)-Verbenon stieg bei

einer Steigerung der cis-Verbenol-Emission an.
Bei starkem Befall wurde solch ein Effekt nur aeidvlesstagen (15.06.2010, 23.06.2010 und
30.06.2010) nachgewiesen. Die Brut befand sichiesed drei Messtagen im Larvenstadium
(siehe Abb. 33). Bei der Analyse der Emissionstiemg der beiden Analyten Uber den

gesamten Versuchszeitraum hinweg, konnte eine katioa gefunden werden (siehe Tab. 7).
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Tab. 7: Ubersicht der Regressionsanalyse zwischermitiertem cis-Verbenol und (-)-Verbenon pro

Probenahmetag und wahrend des gesamten Probezeitnas bei starkem und schwachem Befall.

Probenahmetag Befallsstarke Faktor Variable r2 p
11.06.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,51 ,17®
15.06.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,82 0,035
23.06.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,98 0,001
30.06.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,97 0,002
08.07.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,95 0,005
14.07.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,96 0,018
21.07.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,65 ,099
28.07.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,00 ,96D
02.08.2010 schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,36 ,28D

Probezeitraum gesamt schwach cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,51 <0,001
11.06.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,64 08,1
15.06.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,92 0,009
23.06.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,83 0,032
30.06.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,84 0,028
08.07.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,55 58,1
14.07.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,59 32,1
21.07.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,62 10,1
28.07.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,65 99,0
02.08.2010 stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,58 38,1

Probezeitraum gesamt stark cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,32 <0,001

3.1.3 Zeitliche Variabilitat der VOC-Emission im Befallsverlauf unter

Laborbedingungen

In einem dritten Experiment wurde die Variabilitder Emission von (-=Pinen, cis-
Verbenol und (-)-Verbenon aus Brutsystemen im izbgin Verlauf unter Laborbedingungen
untersucht. AuRerliche Storfaktoren wie schwankeremmperaturen und Niederschlag sollten
vermieden werden. Auch in diesem Versuch interdssieine mogliche Beeinflussung der
Emissionen von (-)-Verbenon durch die von cis-Vadie In diesem Experiment wurden
Rindenstiicke mit einer Flache von 20*20cm in sogaten Sandwiches (Abb. 16) kinstlich
besiedelt und mit dem mobilen Closed-Loop VOC-Saftayséem (Abb. 17) beprobt.
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Auch unter Laborbedingungen konnte fir jeden dezi dtielanalyten ein spezifischer
zeitlicher Emissionsverlauf festgestellt werden-ofPinen, welches anfangs die hdchste
Emission aufwies (8-102ng/min), zeigte bis zum ehsende einen stetigen Rickgang der
Emission. Bei cis-Verbenol (Emissionsspannweite Bigg/min) konnte wahrend der
Konstruktion von Rammelkammern und Muttergdngerchiyarentale Kafer eine erhdhte
Emission beobachtet werden. Wahrend der EntwickllgrgBrut im Ei- und Larvenstadium
ging die cis-Verbenol-Emission zurick, stieg jedgelgen Ende des Versuchs stark an. Die
Brut hatte zu diesem Zeitpunkt grof3tenteils daseksdihdium erreicht. (-)-Verbenon wurde
bereits zu Versuchsbeginn in geringen Mengen eartittEmissionsspannweite bis 1ng/min).
Im Verlauf der Studie nahm die (-)-Verbenon-Emissikontinuierlich ab (Abb. 36). In
diesem Experiment wurde im Vergleich zu der vorgaggenen Untersuchung im Freiland
die geringste Besiedlungsdichte mit durchschnitti¢52 Brutsystemen pro 100cm? erreicht.

BN (_)-g-Pinen /100 W cis-Verbenol ™= (.)-Verbenon

3 319
pK pK E L L/P P/K

30 7

25 1

15 1

VOC [ng/min]

0 - 11.05.11 13.05.11 19.05.11 25.05.11 01.06.11 08.06.11

Abb. 36: Zeitlicher Verlauf emittierter VOCs (in ng/min) aus kinstlich besiedelten Sandwiches (n=16).
Die senkrechten Linien Gber den Sdulen markieren @ Standardabweichung. Oben in der Grafik sind die
zu den Messzeitpunkten erreichten Entwicklungsstaéin der Brut dargestellt (pK = parentale Kéfer, E =

Ei, L = Larve, P = Puppe, K = Kéfer).
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Der Faktor ,Tage nach Befall* hatte einen signifiten Effekt auf alle untersuchten VOCs

(Tab. 8). Die Emission von (¢-Pinen und (-)-Verbenon nahm mit der Zeit ab, wgkten

die Emission von cis-Verbenol anstieg (Abb. 37).

1,5

g
6

log ((cis-Verbenol+1) [ng/min])

0 10 20 30
Tage nach Befall

Abb. 37: Quadratische Regression von ,Tage nach Ba&f‘ und cis-Verbenol (in ng/min +1 durch log
transformiert) (r2=0,74, p<0,001).

Tab. 8: Ubersicht der Regressionsanalyse beziiglidtes Effekts des Faktors ,Tage nach Befall* auf die

Emission von (-)e-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon.

Steigung der

Faktor Variable r2 p Regressionsgeraden
Tage nach Befall (-0=Pinen 0,43 <0,001 negativ
Tage nach Befall cis-Verbenol 0,74 <0,001 -
Tage nach Befall (-)-Verbenon 0,27 <0,001 negativ

Bei der Analyse der mdglichen Korrelation zwischagr cis-Verbenol-Emission und der

(-)-Verbenon-Emission konnte, bis auf den 01.06120&in Effekt an allen Messtagen

nachgewiesen werden. Auch hier fuhrte eine Stemgeder cis-Verbenol-Emission zu einer

gesteigerten Emission von (-)-Verbenon. Die Analyber den gesamten Versuchszeitraum
hinweg ergab kein signifikantes Ergebnis (siehe. Dab
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Tab. 9: Ubersicht der Regressionsanalyse zwischermitiertem cis-Verbenol und (-)-Verbenon pro

Probenahmetag und wahrend des gesamten Probezeitnas unter Laborbedingungen.

Probenahmetag Faktor Variable r? p
11.05.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,84 <0,001
13.05.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,84 <0,001
19.05.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,74 <0,001
25.05.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,79 <0,001
01.06.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,06 0,343
08.06.2011 cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,28 0,035

Probezeitraum gesamt cis-Verbenol (-)-Verbenon 0,02 0,214

3.2 Tracheale VOC-Emission

Durch die Untersuchung der raumlichen Ausbreiturogn emittierten VOCs konnte die
Existenz von (-)-Pinen in der Waldluft nachgewiesen werden. Digsggebnis bestatigt die
friheren Beobachtungen von Janson (1993) und zeéags!. typographusauch wahrend
seines Dispersionsfluges einer ¢-JRinenatmosphare ausgesetzt ist. Aufgrund dieses
Tatbestandes und der Tatsache, dass tracheal aofgenes (-p-Pinen zu cis-Verbenol
oxidiert wird, wurde die Hypothese aufgestellt, slas-Verbenol im Zuge der notwendigen
Respiration auch wieder freigesetzt wird. Dies welidoedeuten). typographuskonnte
Pheromonkomponenten bereits wahrend des Flugesvondlem Einbohren abgeben. In
Laborexperimenten sollte zunéchst geprift werdénl. aypographusin der Lage ist, cis-
Verbenol ohne Fral3 an einem Wirt freizusetzen. Bdstandteil des Pheromonbouquets des
Buchdruckers und als Oxidationsprodukt von cis-¥ead) sollte zusatzlich die Freisetzung

von (-)-Verbenon untersucht werden.
3.2.1 Tracheale Emission von cis-Verbenol und (-)-Verbero

Zur Uberpriufung der Hypothese, dass/pographusn der Lage ist, sowohl cis-Verbenol als
auch (-)-Verbenon uber das Tracheensystem zu exéaliwurden die Versuchstiere (n=147)
individuell in einer kinstlichen Atmosphére der-¥isrbenol-Vorstufe (--Pinen mit einer
Konzentration von 0,48ul/ml GefaRvolumen fir 24hkuipiert. Mit Ausnahme der Zugabe
von (-)a-Pinen war die Behandlung der Kontrollindividuen=145) identisch (2.5.1).
Anschlieend wurden die Exhalationsprodukte dereKdhit einem Closed-Loop VOC-
Sammelsystem (Abb. 13) in Adsorptionsréhrchen gebpe und per Thermodesorption und
GC-MS analysiert.
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Ein erster Auswerteschritt zeigt die Anzahl der éfafdie cis-Verbenol (Abb. 38) bzw.
(-)-Verbenon (Abb. 39) oberhalb der Nachweisgrefreessetzen. Beide Analyten konnten
auch bei unbehandelten Kontrollkafern festgestetden. Allerdings war die Anzahl an
cis-Verbenol und (-)-Verbenon exhalierenden KateenIndividuen hdher, welche zuvor mit
(-)-0-Pinen inkubiert worden waren (Chi-Quadrat-Homotisiest bei cis-Verbenol:
x3=14,72,p<0,001,n=292; Abb. 38 und bei (-)-Verbenop=23,11,p<0,001,n=292; Abb.

39). Hierbei ist zu beachten, dass der Anteil ahabdelten Individuen, bei denen die
emittierten VOC-Mengen unterhalb der Nachweisgrebhieben, bei der Analyse der
cis-Verbenol-Exhalation geringer war als bei deraime zur (-)-Verbenon-Exhalation. Im
ersten Fall wurden bei 27 von 147 behandelten idden VOC-Mengen unterhalb der

Nachweisgrenze nachgewiesen, im zweiten Fall wasest von 147.

*kk

M cis-Verbenol Exhalation
120

cis-Verbenol Exhalation
unter Nachweisgrenze

100
80—

60—

Kiferanzahl

40

20

0= unbehandelt inkubiert

Abb. 38: Anzahl an Individuen, die cis-Verbenol exhlierten, und Individuen, deren cis-Verbenol
Exhalation unterhalb der Nachweisgrenze lag, im Veagleich von unbehandelten und in einer kiinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare inkubierten Buchdruckern (Chi-Quadat-Homogenitatstest) (*** p<0,001).
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wRR

120 [ (-)-Verbenon Exhalation
O (-)-Verbenon Exhalation
unter Nachweisgrenze

100

80

60—

Kiferanzahl

40

20—

0= unbehandelt inkubiert

Abb. 39: Anzahl an Individuen, die (-)-Verbenon exhlierten, und Individuen, deren (-)-Verbenon
Exhalation unterhalb der Nachweisgrenze lag, im Veagleich von unbehandelten und in einer kiinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare inkubierten Buchdruckern (Chi-Quadat-Homogenitatstest) (*** p<0,001).
Nachdem sich grundsatzlich die Moglichkeit der lieaden Emission von cis-Verbenol und
(-)-Verbenon nach trachealer Aufnahme vonoffinen herausstellte, wurde als zusatzliche
Absicherung die cis-Verbenol bzw. (-)-Verbenon-Rikttbn nach trachealer Aufnahme von
(-)-o-Pinen durch Extraktion der Kafer gepruft. Hierzurden die Versuchstiere, nachdem
die Exhalationsprodukte gesammelt worden warefjeran extrahiert und die Extrakte per
GC-MS hinsichtlich des VOC-Gehalts Uberprift. Dantéil an cis-Verbenol enthaltenden
Extrakten war bei Extrakten inkubierter Kafer hoh@05 Extrakte) als bei Extrakten
unbehandelter Kéafer (11 Extrakte) (Chi-Quadrat-Hgemotatstest: y>=95.53, p<0.001,
n=235, Abb. 40). Somit konnte die cis-Verbenol Pidohn nach trachealer Aufnahme von
(-)-0-Pinen nachgewiesen werden. Die (-)-Verbenon Prboluknach Inkubation mit
(-)-0-Pinen wurde ebenfalls nachgewiesen (Chi-Quadratdtenitatstest: »>=80,62,
p<0.001, n=235, Abb. 41). Hier wurden in 102 Extrakten vorkuhierten Individuen
(-)-Verbenon nachgewiesen, wobei bei unbehandekétiern in nur 14 Extrakten

(-)-Verbenon nachzuweisen war.
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M cis-Verbenol Produktion
120 cis-Verbenol Produktion
unter Nachweisgrenze
100
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40
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0= unbehandelt inkubiert

Abb. 40: Anzahl an Individuen, die cis-Verbenol praluzierten, und Individuen, deren cis-Verbenol

Produktion unterhalb der Nachweisgrenze lag, im Vegleich von unbehandelten und in einer kiinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare inkubierten Buchdruckern (Chi-Quadat-Homogenitatstest) (*** p<0,001).

120 B (-)-Verbenon Produktion
O (-)-Verbenon Produktion
unter Nachweisgrenze
100
= 80
[
=
£
D
= 60
M
40—
20—

0= unbehandelt inkubiert

Abb. 41: Anzahl an Individuen, die (-)-Verbenon praluzierten, und Individuen, deren (-)-Verbenon
Produktion unterhalb der Nachweisgrenze lag, im Vegleich von unbehandelten und in einer kiinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare inkubierten Buchdruckern (Chi-Quadat-Homogenitatstest) (*** p<0,001).
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Die detaillierte gaschromatographische Analyse Eidralationsprodukte von Buchdruckern
ergab weiterhin, dass beide Geschlechter zur Etbalaon cis-Verbenol und (-)-Verbenon
in der Lage sind (Abb. 42 und Abb. 43). Besondeftdig waren hier inkubierte mannliche
Individuen, welche die gré3ten Mengen an cis-Veobenit Maximalwerten von 34000ng
exhalierten. Insgesamt wurde eine hohe Variabildét individuellen VOC-Freisetzung
beobachtet. Sie betrug auf unterschiedlichen Nis¥€aB Zehnerpotenzen unabhéngig von der
Behandlungsvariante und dem Geschlecht. Im Velgleéer exhalierten cis-Verbenolmengen
zwischen unbehandelten und inkubierten Individuweurden gréf3ere Mengen bei inkubierten
Kafern gemessen (ANOVAE=44,31,df=1, p<0,001,n=209, LSD post hoc Test; Abb. 42).
Die exhalierten (-)-Verbenonmengen unterschiedarh siicht (ANOVA: F=0,8, df=1,
p=0,373,n=137; Abb. 43).

*
*
*

5 r ] B Weibchen
* [ IMinnchen

n.s.

log (cis-Verbenol [ng/Kiifer])
('S
I

|

desiesk

Aok ok

unbehandelt inkubiert

Abb. 42: Mengen an exhaliertem cis-Verbenol (in ngpro Kéafer durch log transformiert) von
unbehandelten und inkubierten Kafern. Dargestellt ;id Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und AusreilBer. Die Klammern verbinden verglichene Rtenpaare (ANOVA, LSD post hoc Test)
(n.s.=nicht signifikant; ** p<0,01; *** p<0,001).
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n.s.
4— f Y Y ! B Weibchen

[ ]Miinnchen

o]e]

log ((-)-Verbenon [ng/Kéfer])

unbehandelt inkubiert

Abb. 43: Mengen an exhaliertem (-)-Verbenon (in ngpro Kafer durch log transformiert) von
unbehandelten und inkubierten Kafern. Dargestellt ;9d Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene @Rtenpaare (ANOVA, LSD post hoc Test)
(n.s.=nicht signifikant).

In Extrakten unbehandelter und inkubierter Kaferdeuebenfalls sowohl cis-Verbenol als
auch (-)-Verbenon bei beiden Geschlechtern gefuiidbh. 44). Wie schon bei der Analyse
der Exhalate festgestellt wurde, waren die gemesseis-Verbenolmengen in Extrakten der
Kafer bei inkubierten Individuen groRer (Kruskal-W&a Test: H=58,51, df=3, p<0,001,
n=138, Dunn-Bonferroni post hoc Test). Im Gegengzatder Analyse der Exhalate konnte
bei der Extraktanalyse zur Produktion von (-)-Vexre ein deutlicher Effekt der Inkubation
mit (-)-a-Pinen gezeigt werden. In Extrakten inkubierter d¢afvurden signifikant héhere
Mengen an (-)-Verbenon festgestellt (Kruskal-Wallsst: H=54,72,df=3, p<0,001,n=138,
Dunn-Bonferroni post hoc Test).
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Abb. 44: Mengen an cis-Verbenol (in ng pro Kafer dech log transformiert) in Extrakten von
unbehandelten und inkubierten Kafern. Dargestellt ;id Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene @tenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni

post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant; *** p<0,00).
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Abb. 45: Mengen an (-)-Verbenon (in ng pro Kéfer duch log transformiert) in Extrakten von
unbehandelten und inkubierten Kafern. Dargestellt ;9d Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene @tenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni

post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant; *** p<0,00).
3.2.2 Pheromonproduktion toter Kafer

Die im vorherigen Versuch dargestellten Ergebnigsggten, dass der Buchdrucker
insbesondere nach einer, aber auch ohne eine \arbkimg mit (-)e-Pinen in der Lage ist,
cis-Verbenol zu emittieren. Es ist jedoch nicht geruszuschlie3en, dass cis-Verbenol durch
maogliche Autoxidation und/oder durch die Aktivitébn anhaftenden Mikroorganismen an
der Oberflache der Kafer entsteht. Es sollte dgkeriift werden, inwieweit fir die Emission
von cis-Verbenol Kéafer mit intaktem Atmungs- undzmsystem notwendig sind. Hierzu
wurden in der Kélte getotete Kafer in einer kiekin (-)e-Pinenatmosphare inkubiert und
anschlieRend in Hexan gewaschen sowie extrahierbehhndelte tote Kontrollindividuen

dienten hier als Vergleich.
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Diese Experimente zeigten, dass eine Produktion cmiVerbenol durch tote Kafer nicht
maoglich ist, bzw. unterhalb der Nachweisgrenzehbblddurch Waschung in Hexan konnte
kein cis-Verbenol von der Kaferoberflache gelostdea (Tab. 10). Auch in Kaferextrakten
wurde kein cis-Verbenol nachgewiesen (Tab. 11). Keante nur die zur Inkubation
verwendete Vorstufe (9-Pinen und in Extrakten bei funf Individuen auch-\(erbenon
festgestellt werden. Die StichprobengrofRe betrudp&Ceinem Geschlechterverhéltnis von 9
Mannchen zu 11 Weibchen.

Tab. 10: Existenz der Zielanalyten (-)a-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon in Hexan-Probn nach

Oberflachenwaschung unbehandelter und inkubierter Kafer

Waschung
Anzahl

produzierender Konzentration

VOC Behandlung Individuen [ng pro Kafer]
(-)-a-Pinen unbehandelt 0 0
cis-Verbenol  unbehandelt 0 0
(-)-Verbenon  unbehandelt 0 0
(-)-a-Pinen inkubiert 20 109-981
cis-Verbenol  inkubiert 0 0
(-)-Verbenon inkubiert 0 0

unbehandelten und inkubierten Kafern

Tab. 11: Existenz der Zielanalyten (-)a-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon in Hexan-Extakten von

Extraktion
Anzahl
produzierender Konzentration
VOC Behandlung Individuen [ng pro Kafer]
(-)-a-Pinen unbehandelt 1 82
cis-Verbenol  unbehandelt 0 0
(-)-Verbenon  unbehandelt 1 180
(-)-a-Pinen inkubiert 20 1117-13297
cis-Verbenol  inkubiert 0 0
(-)-Verbenon inkubiert 4 60-150

3.2.3 Attraktivitat von Buchdruckern, die mit (-)- a-Pinen inkubiert wurden

Dieser Versuch sollte die Attraktivitdt von in ein&lnstlichen (-)a-Pinenatmosphére
inkubierten Buchdrucker auf Artgenossen Uberprifefierzu wurde der Effekt von
inkubierten und unbehandelten Kafern (Lockkaferf)\&ahlkafer in zwei Wahlexperimenten
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getestet. Um einen Effekt der jeweils verwendetestdrenen auf die Kéfer auszuschliel3en,
wurden Tests mit zwei unterschiedlichen Arenen ligetiihrt. In beiden Tests konnte eine

Praferenz der Wahlkafer fur inkubierte Lockkéafestfgstellt werden.

In einem ersten Experiment wurde der Effekt vonKkéidern auf Wahlkéafer in einem Y-Rohr
(Abb. 19) Uberprift. Im Y-Rohr konnte gezeigt werdelass die Kaferzahl und damit die
Menge an emittierten VOCs die anlockende Wirkung ldeckkaferkollektive beeinflusst

(Abb. 46). Somit fiel die Entscheidung fur inkulieet ockkafer nur bei einer Kollektivgréie
von funf Lockkéfern signifikant aus y¥4.8, p=0,03, n=30). Die beiden anderen
Lockkaferkollektive mit einem und drei Lockkafereigten keine signifikante anlockende
Wirkung (ein Lockkafery?=0,2,p=0,66,n=20; drei Lockké&fery?=3,33,p=0,07,n=30).

n.s. n.s. *
25— B unbehandelt
[Jinkubiert
20
|
&
Ho
—
5 15—
=
=
=
N
g 10-
5—.
0— 3 —
Anzahl LockKifer

Abb. 46: Attraktivtat von unbehandelten und inkubierten Lockkéferkollektiven, mit einer GréRe von
einem, drei und finf Kafern, auf Wahlkafer in einem Y-Rohr (Chi-Quadrat-Anpassungstest) (n.s.=nicht
signifikant;* p<0,05).
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In dem zweiten Experiment konnten Lockkafer in eingtatischen Olfaktometer (Abb. 20)
zwischen zwei GréRen von Lockkéaferkollektiven soeieem leeren Behélter wahlen. Eine
anlockende Wirkung von inkubierten Kafern konnteredo mit dem statischen Olfaktometer
nachgewiesen werden (Abb. 47). Inkubierte Kaferamer Kollektivgréf3e von drei und funf
lockten signifikant mehr Wahlkafer an, als unbeleigdKafer oder leere Becher (Friedman
ANOVA, Dunn-Bonferroni post hoc Test: drei Lockkéfg?=27,37,p<0,001,n=30; funf
Lockkafer: »?=26,67, p<0,001, n=30). Bei jeder Versuchswiederholung konnte jedoch
festgestellt werden, dass der grof3ere Anteil an IMdédrn sich nicht entschieden hat oder
aufgrund von Ruckenlage an aktiver Fortbewegungngeit war. Diese wurden in der

Analyse nicht berlcksichtigt.
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Abb. 47: Attraktivitat von unbehandelten und inkubierten Kéferkollektiven, mit je drei und funf Kafern ,
und leeren Bechern auf Artgenossen in einem statisen Olfaktometer. Dargestellt sind Median, obere
und untere Quartile, Spannweite und Ausrei3er. DieKlammern verbinden verglichene Datenpaare
(Friedman ANOVA, Dunn-Bonferroni post hoc Test) (ns.=nicht signifikant; ** p<0,01; *** p<0,001).

3.2.4 Einfluss der Kaferdichte auf die tracheale Emissiorvon VOCs

Im Rahmen der Untersuchung zur trachealen Emissmm VOCs konnte neben einer

Emission von cis-Verbenol auch eine Abgabe vonVéidbenon festgestellt werden. Bei
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hohen Kéaferdichten, wie sie wahrend eines Masseiftnguf einen Wirt vorkommen, wird
eine vermehrte Abgabe des repellent wirkenden érp¥non erwartet. Als
Kaferdichteanzeiger wirden bei einem Massenangeklen olfaktorischen auch taktile und
visuelle Signale mdglich sein. Daher sollte in dreStudie der Effekt der Kaferdichte auf die
VOC-Emission unter Laborbedingungen mit der Médtmihvon olfaktorischen, taktilen und
visuellen Interaktionen der Versuchstiere unterswetrden. Hierzu wurden Kafer in drei
Kollektivgrol3en (ein Kafer, drei Kafer und sechs fé&® in einer kinstlichen
(-)-a-Pinenatmosphéare inkubiert und anschlielend didtienen VOC-Mengen der drei

Kollektive verglichen.

Bei dieser Untersuchung konnte herausgefunden wed#ss eine Erhéhung der Kaferdichte
den Wert des Verhaltnisses des emittierten (-)-&eols zu cis-Verbenol erhéht (Anstieg der
repellenten Wirkung) (Abb. 48, Kruskal-Wallis Tebt=11,65,df=2, p=0,003,n=20, Dunn-
Bonferroni post hoc Test). Der héchste Wert deh&misses wurde bei der Kaferdichte mit
sechs Kafern pro Inkubationsrbhrchen erzielt. Diaesgerschied sich signifikant von den
erzielten Werten der beiden anderen Kéaferkollektive
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Abb. 48: Verhaltnis exhalierter (-)-Verbenonmengen/ cis-Verbenolmengen (in ng pro Kaferkollektiv)
nach Inkubation von Buchdruckern in einer kinstlichen (-)-w-Pinenatmosphare bei drei Kaferdichten.
Zur Berechnung des Verhéltnisses wurde die gesamteon den jeweiligen Kaferkollektiven emittierte
Menge an VOC berucksichtigt. Dargestellt sind Media, obere und untere Quartile, Spannweite und
Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene Datepaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni post
hoc Test) (n.s.=nicht signifikant;* p<0,05; ** p<001)

Zur Einzelbetrachtung der beiden Zielanalyten, etk mittlere emittierte VOC-Menge pro
Kafer berlcksichtigt. Hier konnte fur cis-Verberkealine signifikante Emissionserhéhung bei
groRBerer Kaferdichte beobachtet werden (Abb. 4skal-Wallis Test:H=3,27, df=2,
p=0,195,n=27, Dunn-Bonferroni post hoc Test).
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Abb. 49: Exhalierte cis-Verbenolmengen (in ng pro Kfer +1 durch log transformiert) nach Inkubation
von Buchdruckern in einer kinstlichen (-)«a-Pinenatmosphéare bei drei Kaferdichten. Dargestelltsind
Median, obere und untere Quartile, Spannweite und Asreil3er. Die Klammern verbinden verglichene
Datenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant)

Die exhalierte mittlere (-)-Verbenonmenge stiegdirer Erhéhung der Kaferdichte an (Abb.
50, Kruskal-Wallis TestH=18,26,d=2, p<0,001,n=27, Dunn-Bonferroni post hoc Test). Bei
einer Kéaferdichte von sechs Kafern exhaliertenKhder signifikant mehr (-)-Verbenon als

bei den Kaferdichten mit drei oder einem Kéafer.
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Abb. 50: Exhalierte (-)-Verbenonmengen (in ng pro Kfer +1 durch log transformiert) nach Inkubation
von Buchdruckern in einer kinstlichen (-)u-Pinenatmosphéare bei drei Kéferdichten. Dargestelltsind
Median, obere und untere Quartile, Spannweite und Asreier. Die Klammern verbinden verglichene
Datenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni pcst hoc Test) (n.s.=nicht signifikant; ** p<0,01; **
p<0,001)

In Extrakten der anschlielBend an die Untersuchugrg Ekhalationsprodukte extrahierten
Kafer, konnte kein Unterschied des Verhéltnisses \-Verbenons zu cis-Verbenol
zwischen den drei Kéferdichten gefunden werden (Adh Kruskal-Wallis TestH=4,03,
df=2, p=0,133,n=22, Dunn-Bonferroni post hoc Test).
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Abb. 51: Verhéltnis von (-)-Verbenonmengen / cis-\ibenolmengen (in ng pro Kaferkollektiv) in
Kéaferextrakten nach Inkubation von Buchdruckern in einer kunstlichen (-)-w-Pinenatmosphére bei drei
Kéaferdichten. Zur Berechnung des Verhaltnisses wurd die gesamte von den jeweiligen Kaferkollektiven
emittierte Menge an VOC berticksichtigt. Dargestelltsind Median, obere und untere Quartile, Spannweite
und Ausreil3er. Die Klammern verbinden verglichene @tenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bonferroni

post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant)

Auch die mittleren cis-Verbenolmengen in den Exeakunterschieden sich zwischen den
drei Kéaferdichten nicht (Abb. 52, Kruskal-Walliedt: H=4,7, df=2, p=0,095,n=30, Dunn-

Bonferroni post hoc Test).
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n.s.
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Abb. 52: Cis-Verbenolmengen (in ng pro Kafer +1 duch log transformiert) in Kéferextrakten nach
Inkubation von Buchdruckern in einer kunstlichen (-)-a-Pinenatmosphéare bei drei Kaferdichten.
Dargestellt sind Median, obere und untere Quartile Spannweite und Ausreil3er. Die Klammern verbinden
verglichene Datenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bnferroni post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant)
Jedoch die in den Extrakten gefundene Mengen aWefenon nahm mit zunehmender
Kaferdichte ab (Abb. 53, Kruskal-Wallis Testi=18,99, df=2, p<0,001, n=30, Dunn-
Bonferroni post hoc Test). Hier gab es signifikabdiengenunterschiede zwischen den

Kaferdichten mit sechs Kafern und drei Kafern beimem Kafer.
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Abb. 53: (-)-Verbenonmengen (in ng pro Kéafer +1 duch log transformiert) in Kéferextrakten nach

Inkubation von Buchdruckern in einer kunstlichen (-)-a-Pinenatmosphéare bei drei Kaferdichten.
Dargestellt sind Median, obere und untere Quartile Spannweite und Ausreil3er. Die Klammern verbinden
verglichene Datenpaare (Kruskal-Wallis Test, Dunn-Bnferroni post hoc Test) (n.s.=nicht signifikant; *
p<0,05; *** p<0,001)

3.3 Genetische Untersuchung zur Variabilitat emittiertee VOCs

Die in dieser Arbeit analysierten Mengen an cisbéaol wiesen eine grol3e Spannweite auf
und erreichten in der Untersuchung zur trachealemidiunikation ein Maximum von
34613,45ng pro Kafer, bei einer Beprobungszeit ¥6min in einem Closed-Loop System.
Der Mittelwert lag hier bei 2775,13ng pro Kafer.n&iim Vergleich dazu geringere aber
dennoch groBe Spannweite konnte bei (-)-Verbenmtgdstellt werden. Hier lag der
maximale Wert bei 3131,72 ng pro Kéfer (Mittelwer@9,51). Aufgrund dieser
Beobachtungen sollte in dieser Arbeit untersuchtdes, ob die hohe Variabilitdt eine
Entsprechung in der genetischen Populationsstrukidet. Hierzu wurden 200 Kafer wie
unter 2.5.1 beschrieben in einer kinstlicheno{Pienatmosphére inkubiert, anschlieRend
extrahiert und die Mengen an cis-Verbenol und fbBénon bestimmt. AnschlieRend wurden
die Kafer nach den in den Extrakten gefundenen Merapn VOC in drei Klassen eingeteilt
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und per Isoenzymelektrophorese auf Unterschieds dgenotypischen Ausstattung Gberpruft.

Ein besonderes Augenmerk lag hier auf Kafern welegsonders viel VOC produzierten.

In diesem Experiment konnte flr cis-Verbenol prde&in maximaler Wert von 6881 ng bei
einem Mittelwert von 1244,26ng gemessen werden.(Bé&ferbenon lag das Maximum bei
5618,23ng und der Mittelwert bei 1181,63ng. Somitde auch bei diesen Kafern eine grole

Spannweite gemessen.
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Abb. 54: Mengen an cis-Verbenol und (-)-Verbenon i ng pro Kafer) in Extrakten inkubierter Kafer.
Dargestellt sind Median, obere und untere Quartile, Spannweite und Ausreil3er. Die Klammern
markieren die Klassen, nach denen die Kafer beziigl ihrer Menge an produzierten VOCs eingeteilt
wurden (Klasse 1: geringe VOC-Produktion, Klasse 2mittlere VOC-Produktion und Klasse 3: hohe
VOC-Produktion).

Die elektrophoretische Untersuchung der Kafer ergalss sich die drei Klassen (Klasse 1.:
geringe VOC-Produktion, Klasse 2: mittlere VOC-Rikiibn und Klasse 3: hohe VOC-

Produktion) anhand ihrer genotypischen Ausstattumgerscheiden lassen. Signifikante

Unterschiede wurden zwischen wenig und mittel aesbénol produzierenden weiblichen
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Kafern gefunden (Tab. 12). Bei der Klassifizieruragh der produzierten (-)-Verbenonmenge
unterschieden sich Weibchen und Mannchen der vaiyzierenden Klasse (Tab. 13). Eine
klare Unterscheidung der Klasse 3 von den beideleran Klassen konnte sowohl bei der
Klassifizierung nach der cis-Verbenolmenge als abeh der Klassifizierung nach der

(-)-Verbenonmenge nicht gefunden werden.

Tab. 12: Darstellung der Unterschiede der genotypihen Ausstattung im Vergleich zwischen wenig

(Klasse 1), mittel (Klasse 2) und viel (Klasse 3)issVerbenol produzierenden Kéafern (Exakter G-Test,
n=200).

Klassifizierung nach cis-Verbenolmenge

Klassifizierung/Geschlecht Klassifizierung/Geschldd chiz df p

1/w 2/w 33,37916 0,007
1/w 3w 13,31816 0,649
2/w 3w 4,82212 0,964
1/m 2/m 2,16712 0,999
1/m 3/m 6,87414 0,939
2/m 3/m 12,31214 0,581
1/w 1/m 5,15112 0,953
2/w 2/m 10,46712 0,575
3w 3/m 6,61514 0,949

Tab. 13: Darstellung der Unterschiede der genotypihen Ausstattung im Vergleich zwischen wenig
(Klasse 1), mittel (Klasse 2) und viel (Klasse 3}){Verbenon produzierenden Kéafern (Exakter G-Test,
n=200).

Klassifizierung nach (-)-Verbenon
Klassifizierung/Geschlecht Klassifizierung/Geschlda chiz df p

1/w 2/w 21,76718 0,243
1/w 3w 20,96014 0,103
2/w 3w 16,80716 0,398
1/m 2/m 3,01214 0,999
1/m 3/m 5,02710 0,889
2/m 3/m 21,66914 0,086
1/w 1/m 4,81812 0,964
2/w 2/m 18,09418 0,449
3w 3/m 19,46910 0,035
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4 Diskussion:

4.1 VOC-Emission an befallenen Fichten

Die auf Buchdrucker wirkende Attraktivitat von dhrértgenossen befallenen Fichten wird
durch die Emission attraktiver oder repellenter \8Ogesteuert. Wie in der Arbeit von
Birgersson und Bergstrom (1989) bereits festgestalirde, unterliegt die Emission von
attraktiven bzw. repellenten Kommunikationsstoffgner zeitlichen Dynamik. Die beiden
Autoren untersuchten die Emission von VOCs an iddeilen Bohrléchern wahrend der
ersten Befallswoche. Hierbei konnten sie eine deghdmission des attraktiv wirkenden
cis-Verbenols wéahrend der ersten beiden Tage &atdls feststellen, sowie ein Anstieg der
Emission des repellent wirkenden (-)-Verbenons gdfjede der ersten Befallswoche. Diese
Beobachtung zeigt, dass die Attraktivitat befallelRiehten wahrend der initialen Phase eines
Befalls variiert. Wie sich die Attraktivitat befather Fichten, gemessen an emittierten VOCs,
Uber die erste Befallswoche hinaus verhalt, isthnacht geklart. Es gibt noch keine Studien,
die die Emission wahrend eines kompletten Befatlaués im Freiland untersucht haben.
Jedoch sollten auch nach der ersten Befallswoch€sv/@mittiert werden und damit die
Attraktivitat der Baume beeinflussen. Das fur diéfé¢ ab bestimmten Konzentrationen
giftige Harzterpen (--Pinen (Bohlander 1996) wird von den Parentalkaigémrend der
Anlage der Brutsysteme, von Larven wéahrend desdmdraf3es und von den Filialkafern
wahrend des Reifungsfral3es aufgenommen. Mit Ausaales Zeitraumes, in dem sich die
Brut im Puppenstadium befindet, findet somit eire3bedingte Aufnahme von @}Pinen
wahrend des gesamten Befallsverlaufs statt. Dien&@uwuhe von (-p-Pinen fihrt zu dessen
Oxidation, die durch Enzyme aus der Cytochrom P2&ilie katalysiert wird (Renwiclet

al. 1976; Whiteet al. 1979; Klimetzek und Francke 1980; Whéeal. 1980; Blomquiset al.
2010). Das Oxidationsprodukt ist cis-Verbenol. Aufgd der Synthese von cis-Verbenol, die
unter anderem stark durch die vorhandene-f)nenkonzentration im Wirtsbaum beeinflusst
wird (Byers 1981; Birgerssoet al. 1988; Birgersson 1989), sollte auch eine Freisgjzu
stattfinden. Auch das Oxidationsprodukt von cisbérol, das repellent wirkende

(-)-Verbenon (Blomquisgt al.2010), misste emittiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunachstHiipothese Uberprift, dass cis-Verbenol
und (-)-Verbenon auch nach der initialen PhaseseBefalls emittiert werden. Auf3erdem
interessierte die zeitliche Variabilitdt der Emissi Da (-)e-Pinen die Vorstufe von

cis-Verbenol ist und es zumindest in Kombinationt (#)-Limonen einen attraktiven Effekt
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auf das Anflugverhalten von Buchdruckern hat (Filleteal. 1991; Reddemann und Schopf
1996), wurde auch dessen Emissionsverlauf untetsuch

Zur Untersuchung der Emission der drei Zielanalyteinden an befallenen liegenden Fichten
im Freiland (siehe 2.4.1 und 2.4.2) und von bef@ieRindenstiicken im Labor (siehe 2.4.3)
emittierte VOCs gesammelt und per TD-GC-MS (siel#e12 analysiert. Weiterhin wurden
folgende Faktoren als emissionsbeeinflussend ethgézt und zur Analyse der Hintergriinde
fur die zeitliche Emissionsvariation verwendet: Beldlem Faktor der voranschreitenden Zeit,
der hauptséachlich durch die Alterung der Wirtsbaumeé durch den Entwicklungsfortschritt
der Brut beeinflusst und im folgenden als ,Tage m&efall* bezeichnet wird, wurden
Tagesgang, Befallsdichte, Kambialtemperatur und &@shandensein von Vorstufen
bertcksichtigt.

In allen drei Experimenten konnten die drei Zielgtem in dem emittierten Duftbouquet
wahrend des gesamten Befallsverlaufs nachgewiesetiew. Aul3erdem zeigte jeder Analyt
ein spezifisches Emissionsmuster (siehe Abb. 2%. &6, Abb. 32, Abb. 33 und Abb. 36),
welches sich  durch Dbrutsysteminterne  Vorgange, wium Beispiel der
Entwicklungsfortschritt der Brut, aber auch durai3érliche Faktoren, wie Temperatur und

der Zeitpunkt der Brutanlage im Jahr, erklarendass
4.1.1 (-)-a-Pinen-Emission

An befallenen liegenden Fichten konnte zunachst Asmstieg der (-)a-Pinen-Emission
beobachtet werden, der von einem pl6tzlichen Eomsginbruch gefolgt wurde (siehe Abb.
25 und Abb. 26 sowie Abb. 32 und Abb. 33). Die Gedperstellung der an den jeweiligen
Messtagen erreichten Kaferstadien der Brut unteRdede und der beobachteten ¢-Rinen-
Emission fuhrte zu der Vermutung, dass der mitEwicklung der Brut verknipfte Frafd
malf3geblich flr das beschriebene Emissionsmustesintveortlich ist. Die zu Beginn
zunehmende (4-Pinen-Emission spiegelt den Fral3 der Larven wiéhigr Entwicklung
wieder. Der hierbei zunehmende Grad an Bastvergeu fihrt zu einem erhéhte Harzfluss,
was eine Steigerung der Freisetzung des HarzterpgnasPinen zur Folge hat. Der
fraBbedingte Aufschluss von Harzkanalen sowie dnhdifung von Bohrmehl fuhren zu
OberflachenvergroRerungen, die die Verflliichtigund die Emission von («-Pinen durch
Offnungen in der Borke wie zum Beispiel an Bohriéchund Lentizellen (Rosner und
Kartusch 2003) verstarken. Auf das Larvenstadiunigtfomit dem Puppenstadium
anschlieend eine Phase ohne Fral} im Bast. DaegerdPhase dem Bast keine weiteren

Verletzungen zugefuhrt werden, kommt es zu eineeilest Abfall der Emission von
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(-)-o-Pinen. Erst im Jungkaferstadium wird erneut eialdm Bast durchgefihrt. Aufgrund
neu auftretender Bastverletzungen kénnte hier nonemeuter Anstieg der Emission von
(-)-a-Pinen vermutet werden, welcher in der vorliegendebeit jedoch nicht beobachtet
wurde (siehe Abb. 25 und Abb. 26 sowie Abb. 32 Abb8. 33). Dies lasst sich mit dem zum
Versuchsende vorherrschenden hohen Grad an Basweren (FralRgange von Kafern und
Larven sowie die Schnittflache der Versuchsbaumdden, die an den betroffenen Flachen
zur Verflichtigung des (<)-Pinens fihrten. Das zeitliche Muster dero-pinen-Emission
im Laborversuch unterschied sich von den MustemFteilandversuche (siehe Abb. 36).
Hier wurde wahrend des Larvenstadiums der Brut Reistieg der Emission von (g-Pinen
festgestellt. Auch der in den Freilandversuchetgéstellte Einbruch der Emission konnte im
Laborversuch nicht reproduziert werden. Als Ursafilvedas unterschiedliche (eHPinen-
Emissionsmuster wird hier die Verwendung von Risdealwiches vermutet. Die in den
Sandwiches verwendeten Rindenstlicke wiesen durclsdenitt bedingt grof3e Verletzungen
auf, die zu einer Verflichtigung des (WPinens gefiihrt haben. Dies bestatigt der Vergleich
der gemessenen (eHPinen-Konzentrationen in dem zweiten Freilandvens{siehe Abb. 32
und Abb. 33) und dem Laborversuch. Die Konzentreiowaren im Labor am geringsten
(siehe Abb. 36). Aufgrund des durchgangig niedrigdarzgehaltes in den Rindenstiicken,
wurde keine durch FralRverletzungen verursachteheghBmission bzw. ein Einbruch der
Emission von (-j-Pinen festgestellt.

Bei der Analyse der emissionsbeeinflussenden Feaktstellte sich heraus, dass der Faktor
»1age nach Befall“ einen Effekt auf die @Pinen-Emission hat. Mit voranschreitender Zeit
nahm die Emission von (¢-Pinen signifikant ab. Dieses Ergebnis bestatigh dden
beschriebenen Emissionsverlauf vonoHpinen, der durch den Frald der Brut und der hiermit
beschleunigten Alterung der Versuchsbaume malRgebkeinflusst wurde. Der Vergleich
der (-)a-Pinen-Emission am Vormittag und der am Nachmitagab keinen signifikanten
Unterschied (siehe Abb. 24). Die Lufttemperaturéie, in der Literatur im Tagesgang als
emissionsbeeinflussend beschrieben werden (Jan888),1unterschieden sich bei den
Messungen am Vormittag und Nachmittag nur geringhé Tab. 3), so dass dieser
mangelnde Temperaturunterschied als Ursache fuhi@eriehlenden Effekt des Tagesganges
auf die Emission von (9-Pinen angenommen wird. Auch die gemessenen
Kambialtemperaturen zeigten keine versuchsuibeegrad interpretierbare Beeinflussung der
Emission von (--Pinen. Es konnte beobachtet werden, dass hohenpératuren einerseits
einen emissionssteigernden (siehe Tab. 4) und arsd#s einen emissionsreduzierenden

Effekt (siehe Tab. 6) haben. Dieses widerspriichliEngebnis fuhrt zu der Hypothese, dass
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der Emissionsverlauf von (g-Pinen hauptsachlich durch den Fral3 der Brut medulind
der Effekt der Kambialtemperatur dadurch Uberlagart. Trotz des vermuteten starken
Zusammenhanges des ¢Rinengehalts im Bast mit der Emission vonoHpinen konnte in
dieser Studie kein Zusammenhang festgestellt ~werdeDie  gemessenen
(-)-o-Pinenkonzentrationen aus Baststanzen, die beir jddessung aus unbefallenen
Regionen der Versuchsbaume des Freilandversuchesdemm Jahre 2010 (siehe 2.4.2)
genommen wurden, zeigten keinen Effekt auf die Eimoms von (-)e-Pinen. Obwohl die
Emission von (-x-Pinen mit der Zeit zurtick ging, blieben die Konzationen in den
Baststanzen uber den Versuchszeitraum gleich (g\ke 35). Fehlende Vernetzungen der
Harzkanale zwischen befallenen und unbefallenenidReg der Baume kdnnen hier als
Ursache angesehen werden. Die Harzkanadle von Rickted nicht flachendeckend
miteinander verbunden und unter Umstanden entstabhegrst bei Verletzungen (Baier 1996;
Nagy et al. 2000; Franceschi 2005). Diese Kenntnisse lassenuten, dass hier Messungen
an nicht vernetzten Regionen durchgefihrt wurded 8o auch keine Beeinflussung
nachweisbar war. Die Emission von ¢Rinen scheint somit hauptsachlich durch den Frafl3
der Brut bedingt zu sein.

4.1.2 Cis-Verbenol-Emission

Das Emissionsmuster von cis-Verbenol unterschield ish zeitlichen Verlauf nicht nur von
den Mustern der beiden anderen Zielanalyten, sandech zwischen den durchgefuhrten
Versuchen.

Bei dem Versuch, der zum Zeitpunkt der Anlage d&rGeneration durchgefiihrt wurde
(siehe 2.4.2), konnte eine erhohte cis-VerbenolsSion zu Beginn der Untersuchung
festgestellt werden, die im weiteren Verlauf etstahm, dann jedoch erneut anstieg und zum
Teil sogar das zu Beginn gemessene Emissionsnifearschritt (siehe Abb. 32 und Abb.
33). Dieses Emissionsmuster glich dem beobachidtester aus der Untersuchung im Labor
(siehe Abb. 36). Es unterschied sich jedoch von Nerster, das wahrend der Anlage der F2-
Generation beobachtet wurde. Hier nahm die anfartgéhte Emission von cis-Verbenol mit
voranschreitender Zeit im Mittel ab (siehe Abb.u2l Abb. 26).

Die zu Beginn der Untersuchungen beobachtete eghimission von cis-Verbenol steht im
engen Zusammenhang mit der Paarungspartnerfindungrdang eines Befalls. Dies zeigt
die Beobachtung von Birgersson und Kollegen inrif8audie aus dem Jahr 1984, bei der
Darmextrakte von Ka&fern aus verschiedenen Befadsph analysiert wurden. Bei

unverpaarten Mannchen konnten hier héhere Konzeriem von cis-Verbenol als bei
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verpaarten nachgewiesen werden. Fur den jeweiligemlen beiden Freilandversuchen
beschriebenen Rickgang der cis-Verbenol-Emissiam kdemnach davon ausgegangen
werden, dass zu diesem Zeitpunkt eine erfolgreidrpaarung erfolgt war. Die Berechnung
der Entwicklungsstadien mittels der Gradtagmethbdstétigt diese Hypothese, da zum
Zeitpunkt der Messung sogar bereits die Eiablagehddie Weibchen stattgefunden hat
(siehe Abb. 25 und Abb. 26 sowie Abb. 32 und AbB). a nun der Fral? und damit die
Aufnahme von (--Pinen durch die Parentalkafer reduziert war, wweaiger (-)e-Pinen

zu cis-Verbenol umgesetzt, was dessen Emissiorzietel

Weiterhin kann vermutet werden, dass die Photogerenen Einfluss auf die Emission von
cis-Verbenol hat. Eine photoperiodische Beeinflagskionnte die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Emissionsmusterunterschiede erkiBxam es wird davon ausgegangen, dass
die Photoperiode eine mal3gebliche Rolle bei deuktion der Diapause der Kéafer spielt
(Schopf 1985; Schopf 1989; Dolezal und Sehnal 208Wie einen Einfluss auf das
neuroendokrine System hat (Pener 1992). Eine Bassiing der Juvenilhormonbildung
kénnte nun fur die Regulierung der Produktion unaid€Sion von cis-Verbenol verantwortlich
sein. Juvenilhormon wird in der Literatur als moger Regulator der Pheromonproduktion
angegeben (Hughes und Renwick 1977; Tittigteal. 1999; Bearfieldet al. 2009; Blomquist
et al. 2010). In der Arbeit von Hughes und Renwick (19Wi)d Juvenilhormon Il als
produktionssteigernd fur cis-Verbenol erwahnt. Fidividuen, die photoperiodisch auf
Diapause eingestellt werden, wirde dies bedeutass ddie Produktionsaktivitat von
cis-Verbenol heruntergefahren wird, was sich in danission an befallenen Baumen
widerspiegeln misste. Wie oben bereits beschrigbante in der vorliegenden Arbeit solch
ein Rickgang der cis-Verbenol-Emission an Fichteablachtet werden, in denen sich F2-
Brut entwickelte (siehe Abb. 25 und Abb. 26). Aud&sn sollten Individuen, die nicht auf
Diapause ,programmiert* sind, eine erhéhte Produtiéi von cis-Verbenol aufweisen. An
Fichten, in denen sich Individuen aus der F1l-Geimeraentwickelten, konnte die soeben
beschriebene erhohte cis-Verbenol-Produktion antgerdEmission gezeigt werden (siehe
Abb. 32 und Abb. 33).

AulRerdem kann davon ausgegangen werden, dass dieenMenge an cis-Verbenol von
der Anzahl an emittierenden Individuen abhangig Bies zeigt der Vergleich der
festgestellten cis-Verbenol-Konzentrationen derdéei hier gewahlten Befallsdichten. Bei
hoherer Dichte war auch die cis-Verbenol-Emissidiokt (siehe Abb. 32 und Abb. 33). So

kann die die Anzahl der Parentalkafer UbersteigeAdeahl an Nachkommen fiur die
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beobachtete Uberschreitung der anfangs beobachtistarerbenol-Emission verantwortlich
sein.

Zusatzlich zu dem bereits beschriebenen Rickgangisi&/erbenol-Emission zu Beginn der
Untersuchungszeit waren in dem zweiten Freilandwtrzwei weitere Emissionseinbriiche
auffallig (siehe Abb. 33 am 08.7.2010 und 28.070Ursachlich fur den am 08.07.2010
beobachteten Emissionseinbruch war der UbergangBdet vom Larvenstadium zum
Puppenstadium. Der fehlende Fral3 verpuppter Ingend fuhrte zu einer reduzierten
Emission von cis-Verbenol. Der Einbruch am 28.0I®0war vermutlich durch die
Temperatur bedingt. Die mittlere Luft- bzw. Kambémhperatur betrug an diesem Tag
weniger als 15°C. Bei Temperaturen unter 15°C timédeh Wermelinger und Seifert (1998)
beim Buchdrucker kein Reifungsfrald statt und sawmd weniger (-)e-Pinen aufgenommen.
Dies fuhrte zu einer geringeren Produktion bzw. $5min von cis-Verbenol.

Bei der Analyse der emissionsbeeinflussenden Fakt&onnten zwei Effekte des Faktors
.rage nach Befall* beobachtet werden. Zum einergstilie cis-Verbenol-Emission bei
voranschreitender Zeit an (siehe Tab. 6) und zuder@m nahm sie ab (siehe Tab. 4). Diese
Ergebnisse bestatigen die oben beschriebenen Bmassrlaufe, bei denen eine
photoperiodische Steuerung vermutet wird. Als weiteFaktor wurde der Einfluss der
Kambialtemperatur auf die cis-Verbenol-Emissionrpbi@t. Hierbei wurde kein genereller
Effekt nachgewiesen. Es wird davon ausgegangers di&s Kambialtemperatur nur dann
einen Einfluss auf die cis-Verbenolemission hatpmvsie die physiologische Aktivitat der
Kafer beeintrachtigt. Dies scheint wahrend der éeid-reilandversuche nur punktuell
eingetreten zu sein. Zum Beispiel wurde, wie obmvébnt, in dem zweiten Freilandversuch
bei einer Temperatur von unter 15°C eine geringex-d/erbenol-Emission festgestellt (siehe
Abb. 33) und dies mit einem reduzierten Reifundsfi@/ermelinger und Seifert 1998)
begrundet. Wie bereits bei der Uberpriifung desliEsés des ({-Pinengehalts im Bast auf
die Emission von (-)+Pinen kein Effekt nachgewiesen werden konnte, gglauch keine
Beeinflussung der cis-Verbenol-Emission durch dena{Pinengehalt. Auch hier wird
angenommen, dass die gefundeneru{Pienkonzentrationen in den Baststanzen (welche
sich wahrend der Untersuchung nicht signifikantanelerten, siehe Abb. 35) nicht den
Konzentrationen entsprachen, die den Kafern beial Fals Vorstufe von cis-Verbenol
vorlagen. Dies kann wie bereits oben beschriebechdiehlende Vernetzung der Harzkanéle
(Baier 1996; Nagyet al. 2000; Franceschi 2005) sowie durch Terpenmusteti@ren

entlang der Versuchsbdume (Fuheeal. 1991) bedingt worden sein.
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4.1.3 (-)-Verbenon-Emission

In der Literatur wird (-)-Verbenon als Pheromonkamente beschrieben, die mit ihrer
repellenenten Wirkung einen regulierenden Effektdie Befallsdichte am Wirt hat (Bakke
1981; Schlyteret al. 1989; Byers 1993). Hierbei ist weder vollstandgystanden, welche
Faktoren die Emission von (-)-Verbenon steuernhnstder genaue Wirkungsradius bekannt
(Schlyteret al.1989):

Als moglicher Faktor, der die Emission von (-)-Venon beeinflussen kdnnte, sollte in der
vorliegenden Arbeit zunachst der Effekt der beredshandenen Kaferdichte an einem Wirt
Uberpruft werden. Hierbei wurde davon ausgegandgss eine Steigerung der Kaferdichte an
einem Wirt zu einer Erhdhung der (-)-Verbenon-Emisguhrt. Dieses konnte jedoch in den
oben beschriebenen Freilandversuchen nicht gezeigten. Eine grofR3ere Kaferdichte fihrte
hier zu keinem Anstieg der (-)-Verbenon-Emissiaal{s Tab. 4 und Tab. 6). Dies kann daran
gelegen haben, dass die zu den jeweiligen Messwaydrerrschenden Befallsdichten nicht
grofl3 genug waren und sie so zu keiner konkurremagesh Erhéhung der Emission von
(-)-Verbenon fuhrten.

Um weitere Effekte zu tberprufen, die Aufschluseridie Emission von (-)-Verbenon geben,
wurde mittels linearer Regressionsanalyse Uberpaolifitdie Faktoren ,Tage nach Befall”,
Kambialtemperatur sowie die (eHPinenkonzentration im Bast einen Einfluss habemchA
hier zeichnete sich keine sich in den drei Versnche&derholende Abhéngigkeit ab, was
einen Effekt der genannten Faktoren in Frage stellt

Weiterhin wird in der Literatur eine mogliche Pré&ton von (-)-Verbenon durch
Autoxidation bzw. durch Mikroorgansimen in dem diifer umgebenden Bast aus
cis-Verbenol beschrieben (Leufvehal. 1984; Huntet al. 1989; Hunt und Borden 1990). Die
blo3e Existenz von (-)-Verbenon bzw. der Verlauf Bmission muss somit nicht unbedingt
einen okologischen Hintergrund haben, wie zum Belsigonkurrenzdruck, sondern kann
dadurch begriindet sein, dass eine Metabolisierumy cis-Verbenol stattgefunden hat.
Demnach kdnnte es einen Zusammenhang zwischen isi¥fedenol-Emission und der
(-)-Verbenon-Emission geben. In der vorliegendenbe#tr wurde dieser mdgliche
Zusammenhang der beiden antagonistisch wirkendeadlyfem pro Messtag und Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum Uberprft (siehe Fabab. 7 und Tab. 9). Die Analysen
pro Messtag lassen kein sich in den drei Versushiederholendes Muster erkennen. Nur
Uber den gesamten Zeitraum gesehen scheint eslelr@agigkeit der (-)-Verbenon-Emission
von der cis-Verbenol-Emission zu geben, was disddhte bestatigt, dass cis-Verbenol die

Vorstufe von (-)-Verbenon ist.
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Die in dieser Arbeit nicht kongruent nachweisbakdfekte von Befallsdichte, ,Tage nach
Befall*, Kambialtemperatur und (¢-Pinenkonzentration im Bast sowie des nicht
versuchsibergreifend gefundenen Zusammenhangescisidferbenol und (-)-Verbenon-
Emission, kénnte als Hinweis gedeutet werden, dessinen weiteren, vielleicht sogar
kéaferinternen Steuerungsmechanismus zur Emissior§-y&/erbenon gibt, der die méglichen

Effekte der getesteten Faktoren Uberlagert.

Zum Wirkungsradius von (-)-Verbenon wird vermuigaiss er generell eher kleinraumig ist.
Niemeyer und Kollegen (1995) beobachteten einerk¥igsbereich von 2m, in der Arbeit
von Jakuset al. (2003) wird ein Wirkungsradius von nur 1m erwatdie im Vergleich zu
cis-Verbenol (Siedepunkt: 88°C) und ¢Pinen (Siedepunkt: 155°C) geringe Flichtigkeit
von (-)-Verbenon (Siedepunkt: 227°C) unterstreidudem die Vermutung des eher
kleinrdaumigen Wirkungsbereiches von (-)-Verbenonie Dgeringe Flichtigkeit von
(-)-Verbenon fuhrt zu einer geringeren Emission uddmit zu einem nur Kkleinen
Ausbreitungsbereich bzw. Wirkungsbereich. In dediggenden Arbeit konnte in allen drei
Versuchen nur eine geringe Emission von (-)-Verbefestgestellt werden (siehe Abb. 25
und Abb. 26 sowie Abb. 32, Abb. 33 und Abb. 36).

(-)-Verbenon koénnte somit fir die Steuerung derinoplien Befallsdichte direkt am Wirt

verantwortlich sein.
4.1.4 Schlussfolgerung zur VOC-Emission an befallenen Rnten

Wie sich in den Versuchen zur VOC-Emission an lefi@in Fichten herausstellte, scheint die
Emission von (-)-Pinen mafRgeblich durch den Frald der Brut und deritdverbundenen
Freisetzung von (-)-Pinen an geschadigtem Bastgewebe moduliert zuemerd

In der Arbeit von Vanderwel (1994) werden zwei gh@gende Faktoren erwéahnt, die die
Produktion bzw. Emission von Pheromonen bei K&féeeinflussen: Einerseits die
Verfugbarkeit von Vorstufe und andererseits einertumelle Steuerung der beiden Prozesse.
Erstere trifft auf die Emission von cis-Verbenokcluden Buchdrucker ebenso zu (Renwick
et al. 1976; Klimetzek und Francke 1980; Birgerssbmal. 1988; Birgersson 1989). Von einer
hormonellen Steuerung der Produktion und Emission #is-Verbenol wird ausgegangen
(Hughes und Renwick 1977; Birgerssenal. 1984), dies ist jedoch noch nicht vollstandig
untersucht. In der vorliegenden Arbeit zeigte siaidss die Emission von cis-Verbenol einer
jahreszeitlichen Dynamik unterliegt. Urséchlich &ten hierfur die photoperiodisch

beeinflusste und hormonell gesteuerte Produktian Eznission von cis-Verbenol sein.
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Die Produktion bzw. Emission von (-)-Verbenon igeefalls abhé&ngig von der Verfiigbarkeit
der Vorstufe cis-Verbenol (Blomquist al.2010). Weitere emissionsbeeinflussende Faktoren
wurden in der vorliegenden Arbeit Uberprift, komnjedoch keine gesicherte Hinweise Uber
deren grundlegende Beeinflussung der (-)-Verbenooduktion bzw. Emission liefern.
Jedoch wird davon ausgegangen, dass (-)-Verbenfgruad der beobachteten geringen
Emission sowie den Hinweisen aus der Literatur ifidigeret al. 1995; Jakuset al. 2003)
einen kleinrAumigen Wirkungsradius hat und dadurcin Erreichung einer optimalen
Besiedlungsdichte an einem Wirt beitragt.

Die Ergebnisse der drei oben beschriebenen Untansgen zur Variabilitat der Emission
von (-)-u-Pinen, cis-Verbenol und (-)-Verbenon lassen auf$ardolgende Hypothese zu:
Nachdem Wirtsbaume von im Fruhjahr dispergierend&fern befallen wurden, steigt
zunéchst die Attraktivitdt der befallenen B&umecHueine erhthte Emission von cis-
Verbenol. Dieser als Sekundarattraktion beschriebétraktivitatsanstieg dient unter
anderem der Anlockung von Paarungspartnern (Wemngeli2004). Anschlie3end sinkt die
cis-Verbenol-Emission. Solch ein Ruckgang der aesbénol-Emission wird auch in der
Arbeit von Birgersson und Bergstrom (1989) besdimme Auffallig war nun ein erneuter
Anstieg der cis-Verbenol-Emission. Hier kann dieade gestellt werden, welche
Okologischen Auswirkungen dieser Anstiggt. Bedingt durch die attraktive Wirkung von
cis-Verbenol konnte der erneute EmissionsanstiegAtliraktivitat befallener Fichten erneut
steigern. Nun kann dies Kafern dienen, die zur @&sterbrut ausgeflogen sind. Ihnen ist es
durchaus mdoglich eine Geschwisterbrut in Baumenulagen, in denen bereits Kéafer
wéhrend der Frihjahresdispersion eine Brut angeéiagen. Zur Minimierung der Risiken
wahrend des erneuten Ausfluges sind sie sogariaefRheromonquelle in der N&he ihres
Ausflugortes angewiesen (Anderbrant 1989). Weiterhkann die Emission von
Kommunikationsstoffen auch wéahrend der Entwicklyhgse der Brut zu dessen Vortell
sein. Durch den repellenten Effekt der Kommunikadgioffe auf konkurrierende Arten
werden diese von bereits besiedelten Baumen feattgahbzw. auf einem Wirt umgelenkt
und somit durch Verminderung der Konkurrenz dembgklungserfolg der Brut gesteigert.
Solche Phanomene werden zum Beispiell fiiypographusund I. duplicatus(Schlyter und
Anderbrant 1993) oddr pini undD. ponderosa€Rankin und Borden 1991) beschrieben. Als
negative Auswirkung fur die Brut kann es jedoch ctiur die Abgabe von
Kommunikationsstoffen auch zur Anlockung von Antaigten wie Schlupfwespen,

Buntkafern und rauberischen Fliegen kommen (Hedgreh Schroeder 2004; Wermelinger
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2004). Kommt es jedoch nicht zu einem UbermaRigdralionseffekt von Antagonisten,
kann der in der vorliegenden Arbeit festgestelltrgeate Anstieg der cis-Verbenol-Emission,
bedingt durch die Vorteile fur Geschwisterbrut untdarvenentwicklung, ein

Populationswachstum fordern. Dies kann zum Err@ichen epidemischen Kaferdichten in
einem Gebiet beitragen. Das parallel zu cis-Verbeaittierte und repellent wirkende
(-)-Verbenon koénnte durch seinen kleinrAumigen Whidgsbereich die Dichte an
Wirtsbdumen steuern und so einer intraspezifischekifrrenz entgegenwirken. Hierdurch
wurde die Emission von (-)-Verbenon ebenfalls zumwAchsen der lokalen Population

beitragen.
4.2 Tracheale VOC-Emission

Epidemische Kéferdichten kdnnen, nachdem das begtaBrutmaterial (geschwachte oder
durch Sturm geworfene Fichten) aufgebraucht istemem Stehendbefall fuhren. Bei der
Besiedlung von vitalen stehenden Baumen geht maandaus, dass dem Massenbefall ein
zur Pheromonproduktion notwendiger Fra3 am WirtchuPionierkafer vorausgeht. Dies
bringt die effektiven Abwehrmechanismen potentrel/irtsbdume zum erliegen und
ermdglicht so eine Besiedlung (Renwiek al. 1976; Vité und Francke 1976; Byers 1989;
Wermelinger 2004). Bei diesem Besiedlungsszenasieg die Pionierkéfer ein hohes Risiko
ein, da sie direkt mit den effektiven Abwehrmeckamen der Wirtsbdume konfrontiert
werden (siehe Abb. 55). Hierzu zahlen mechanischeh@nismen wie die Beschaffenheit der
Rinde und die Klebrigkeit des Harzes sowie giftigew. letale Konzentrationen von
Harzkomponenten (Nihoul und Nef 1992; Baier 199@h&e 1996; Baiert al. 2002;
Franceschi 2005). Bislang ist nicht vollstdndig stenden wie diese effektiven
Abwehrmechanismen in vitalen stehenden Fichtendem Kafern iberwunden werden und

es zu einem Stehendbefall kommen kann.
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Abb. 55: In Harz verklebter Kafer

Eine Mdglichkeit, das hohe Risiko fur die einzelri@onierkafer wahrend der Besiedlung zu
reduzieren, konnte eine Aggregation von Artgenosseim, die vor dem Fral3 am Wirt
stattfindet. Ein nun moglicher etwa zeitgleicherfdllewtrde die von der Wirtsabwehr
ausgehenden Gefahren auf die Gesamtheit der aewpleii Kafer verteilen und somit fur
einen Vorteil des Individuums sorgen.

Voraussetzungen fur solch eine Aggregation wéaree gacheale Aufnahme der notwendigen
Vorstufe sowie eine tracheale Abgabe des Aggregspioeromons. Eine Aggregation, die
einem Fral3 am Wirt vorausgeht, konnte folgendermafd®daufen: Zunachst nehmen die
Kafer wahrend ihres Dispersionsflugesd-Rinen, welches aufgrund der stdndigen Emission
von Fichten in der Waldluft angereichert ist (Jan$893), Uber das Tracheensystem auf. Der
Aufnahme von (-g-Pinen folgt die Umsetzung zu cis-Verbenol sowissea tracheale
Abgabe. Aufgrund der attraktiven Wirkung von ciseenol auf Artgenossen werden diese
angelockt, was zu einer Aggregation fuhrt. Kéfes der Frihjahresgeneration (F1) konnten
bereits beim Ausflug mit einem gewissen cis-Verlhemmwat ausgestattet sein, da ihre
Produktion von cis-Verbenol wahrend der Reifungfint eingesetzt hat (siehe Abb. 32 und
Abb. 33).

Diese tracheal eingeleitete Aggregation ermdgldagrt oben genannten risikominimierenden
zeitgleichen Befall eines potentiellen Wirtes.

4.2.1 Tracheale Emission von cis-Verbenol und (-)-Verbeno

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die teadd cis-Verbenol-Emission nach
trachealer Aufnahme von (eHPinen Uberprift. Hierzu wurden einzelne Kafer inee
kunstlichen (-)e-Pinenatmosphare inkubiert und anschlieRend diedeonKafern emittierten

VOCs gesammelt und via TD-GC-MS analysiert (sielte1?. Als Kontrolle dienten Kéafer
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die keine Behandlung mit (¢-Pinen erfahren hatten. Bei dieser Analyse konnite e
signifikant hohere Anzahl an cis-Verbenol emittreten Kafern bei den Individuen gefunden
werden, die mit (-p-Pinen inkubiert worden waren (siehe Abb. 38). Bigsem Ergebnis
kann davon ausgegangen werden, dass eine traclAdgabe von cis-Verbenol nach
trachealer Aufnahme von (eHPinen moglich ist. Als repellent wirkende
Pheromonkomponente sowie als Oxidationsprodukt aisfWerbenol interessierte auch die
tracheale Emission von (-)-Verbenon. Auch hier wiher Anteil an Individuen, die
(-)-Verbenon emittierten, bei den behandelten Kafeiher (siehe Abb. 39). Dieses Ergebnis
wirde ebenso eine tracheale Emission von (-)-Venberermuten lassen. Zusatzlich zu der
Analyse der emittierten Substanzen der Kafer wurdBe Kafer, nachdem deren
Exhalationsprodukte gesammelt worden waren, in Heggtrahiert. Bei Extrakten von
Kéafern, die mit (-)e-Pinen inkubiert wurden, war der Anteil an Probdie, cis-Verbenol bzw.
(-)-Verbenon enthielten, signifikant hoher als Betrakten von Kontrollkafern (siehe Abb. 40
und Abb. 41). Die Analyse der Extrakte bestatighgpdass eine tracheale Inkubation mit
(-)-a-Pinen zu einer Produktion von cis-Verbenol uneMeybenon fuhrt. In den Arbeiten von
Klimetzek und Francke (1980), Reddemann (1993) @&uwdhlander (1996) wurde eine
cis-Verbenol-Produktion nach trachealer Aufnahma ¥-a-Pinen ebenfalls erwéhnt. Bei
dem Vergleich unbehandelter Individuen zwischen Hghalationsproduktanalyse (siehe
Abb. 38) und der Extraktanalyse (siehe Abb. 40)rkereine Umkehrung des Verhaltnisses
von Tieren, die cis-Verbenol emittierten bzw. pro@aten, und Individuen, bei denen die
emittierten bzw. produzierten cis-Verbenolkonzetidreen unterhalb der Nachweisgrenze
lagen, festgestellt werden. Hier geht man davon dass unbehandelte Kafer nur geringe
Mengen an cis-Verbenol enthielten und diese wahdamdMessung der Exhalationsprodukte
bereits hauptsachlich verbraucht waren.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit herausgefunderrder, dass eine Behandlung mit
(-)-0-Pinen ebenfalls einen Einfluss auf die emittiertdengen pro Individuum hatte. Bei
inkubierten Individuen wurden pro Kéafer signifikagrbRere Mengen an cis-Verbenol in den
Exhalationsproben gefunden als bei den Kontrolssehe Abb. 42). Zusatzlich stellte sich in
dieser detaillierten Untersuchung der exhaliert€Cg heraus, dass beide Geschlechter zur
Emission von cis-Verbenol beféahigt waren. Jedocliewaménnliche Kafer in der Lage,
grolRere Mengen als Weibchen zu emittieren. In kigrader Kafer konnte nur bei Mannchen
eine erhohte Produktion an cis-Verbenol festgastedirden (siehe Abb. 44). Inkubierte
Weibchen und unbehandelte Kafer beider Geschlechigerschieden sich in den

produzierten cis-Verbenolmengen nicht. Offensichtlikommt hier die gleiche Begriindung
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von oben zu tragen, dass inkubierte Weibchen ubehendelte Kéafer so geringe Mengen an
cis-Verbenol enthielten, dass diese wahrend dersies der Exhalationsprodukte bereits
aufgebraucht waren. Von einer erhéhten Produktiom eis-Verbenol auf mannlicher Seite
wurde auch in der Arbeit von Klimetzek und Fran€k880) berichtet. Da die mannlichen
Kafer beim Buchdrucker das Pioniergeschlecht déest€Birgerssonet al. 1984), kann es
bezuglicher der Attraktion von Paarungspartnermaderfir Mannchen von Vorteil sein,
groBere Mengen an cis-Verbenol freisetzen zu kanrdeben der Fahigkeit, mehr
cis-Verbenol als Weibchen freizusetzen, wurde ebesonders grof3e Spreitung der
mannlichen cis-Verbenol-Emission festgestellt, lolr eine relativ groBe Anzahl an
Individuen nur wenig cis-Verbenol emittierten unar nvenige Individuen gro3e Mengen an
cis-Verbenol freisetzten (siehe Abb. 56). Diesegebnis deckt sich mit Beobachtungen von
Birgersson und Kollegen (1988). Grunde fur solcheeldschiede kdnnen externe Faktoren
wie zum Beispiel der Gehalt an @Pinen im Wirt sein, es kénnen aber auch interne
physiologische Faktoren eine Rolle spielen (Birgenset al. 1984; Birgerssoret al. 1988;
Schlyter und Birgersson 1989).

Eine weitere Erklarung fiur das Auftreten von Indiwen, die in besonderem Malie cis-
Verbenol emittieren kdnnen, wére eine neue Dedinitvon Pionierkafern, die von dem
klassischen Verstandnis der Pioniere abweicht.lasskschen Verstandnis werden diejenigen
Kéafer als Pioniere bezeichnet, die einen geeignéteh ausfindig machen und somit zuerst
am Wirt erscheinen. Diese Tiere wirden sich im &aés Systems Buchdrucker-Fichte
aufgrund der effektiven Abwehrmechanismen der Eichitesonders hohen Risiken aussetzen
und es stellt sich die Frage, welchen evolutionaferteil diese Individuen dadurch erhalten.
Neben dem Vorteil, als erste Individuen am Wirt m@enigend Brutmaterial vorzufinden
und somit den eigenen Bruterfolg zu fordern, sdhgidoch das eingegangene Risiko sehr
hoch. Bei der in dieser Arbeit neu aufgestellterni&irkafertheorie wirden Kafer als Pioniere
bezeichnet werden, wenn sie in der Lage sind, eid®&hol im Vergleich zu Artgenossen in
besonderem Mal3e abzugeben (siehe Abb. 56). Hid¢rduéren diese Individuen befahigt
eine Aggregation von Artgenossen auszuldosen undlemidamit einen Massenangriff auf
einen Wirt ermdglichen, was den Besiedlungserfolglet. Hier stellt sich die Frage, ob es
fur eine Aggregation an einem Wirt ausreicht, dags wenige Individuen cis-Verbenol in
besonderem Mal3e emittieren kénnen. Beispiele auSidavelt bestétigen, dass nur wenige
Individuen, die eine besondere Information habear déihigkeit besitzen, ausreichen um
ganze Gruppen zu steuern. Als Beispiel kann hiefTdez der Honigbiene genannt werden,

bei dem nur einzelne Individuen die Information ribae Futterquelle besitzen und durch
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den Tanz diese Informationen mit vielen anderertgdgmssen austauschen, die anschlielend
die Quelle aufsuchen (Dornhaus und Chittka 200duzéh und Kollegen (2005) behaupten in
Ihrer Studie, dass ein relativ kleiner Anteil anfgrmierten” Individuen ausreicht, um eine
Gruppe zu fuhren. Somit kdonnte der kleine beobaehiateil an Individuen, die sehr grol3e
Mengen an cis-Verbenol freisetzten (siehe Abb. &B)Pionierkafer bezeichnet werden.

Um zu Uberprifen, ob die vorgefundene Spreitung2C-Emission sich in der genetischen
Populationsstruktur wiederspiegelt, wurde in diesArbeit eine Isoenzymanalyse
durchgefuhrt. Hierbei konnten Unterschiede zwisclwenig, mittel und viel produzierenden
Individuen gefunden werden, jedoch liel3en sich adhder Isozymanalyse keine Individuen
identifizieren, die eine besonders hohe VOC-Emissiorwiesen (siehe Abb. 54 sowie Tab.
12 und Tab. 13). Daher wird eine phanotypische ¢brsdir die Befahigung, cis-Verbenol in

besonderem Male zu emittieren, angenommen.
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Abb. 56: Mengen an exhaliertem cis-Verbenol (in ngpro Kéafer) von unbehandelten und inkubierten
Kéafern. Dargestellt sind Median, obere und untere Qartile, Spannweite und Ausrei3er. Ursache fir die
durch die Ellipse markierten Ausreil3er kdnnten Pionerkafer sein, welche besonders befahigt sind, cis-

Verbenol zu emittieren.

-97 -



Diskussion:

Neben der Analyse zur cis-Verbenol-Emission wur@derch die emittierten Mengen an
(-)-Verbenon verglichen. Hier konnten keine sidafiten Unterschiede zwischen den
Behandlungen und den Geschlechtern gefunden wesiksme Abb. 43). Die Emission von
(-)-Verbenon scheint somit nicht alleine durch thkubation mit (-)e-Pinen gesteuert zu
werden. Diese Vermutung verstarkt sich mit dem BEngge der Extraktanalyse. Hier
unterschieden sich Extrakte inkubierter mannlickéfer signifikant von den Extrakten
inkubierter Weibchen sowie von Kontrollextraktemefe Abb. 45). Durch diese Ergebnisse
kann vermutet werden, dass ein Riuckhaltemechanisfiiusdas repellent wirkende
(-)-Verbenon existiert. Eine weitere Erklarung féine nicht induzierbare (-)-Verbenon-
Emission nach trachealer Aufnahme von o{pinen, die ebenfalls einen
Steuerungsmechanismus zur Emission von (-)-Verbeymnaussetzen wirde, ware der
Mangel an Konkurrenz wahrend der Inkubation. Irsde Versuch wurden die Kafer einzeln
inkubiert. Demnach gab es keinen Konkurrenzdruek,zdi einer Emission von (-)-Verbenon
gefuhrt haben kénnte.

Um eine mdgliche Produktion von cis-Verbenol und\erbenon durch Mikroorganismen,
die den Kafern anhaften, bzw. durch AutoxidatiomrHet al. 1989; Hunt und Borden 1990)
auszuschlieBen und damit die tracheale Emissiomeiden Zielanalyten durch die Kafer zu
bestétigen, wurden tote Kafer mit (OPinen inkubiert und durch Waschung und Extraktion
die Produktion von cis-Verbenol bzw. (-)-Verbendmeiprift (siehe 3.2.2). Hierbei konnte
keine Produktion von cis-Verbenol und (-)-Verbenmachgewiesen werden. Somit kbnnen
Autoxidation und Mikroorganismen als Synthesemeidmns bzw. Syntheseort fir die in
den oben beschriebenen Versuchen gefundenen deMar und (-)-Verbenonmengen

ausgeschlossen werden.
4.2.2 Attraktivitdt von Buchdruckern, die mit (-)- a-Pinen inkubiert wurden

Der Nachweis der trachealen Emission von cis-Vesbest der erste Schritt, der eine
Aggregation von Kafern vor der Besiedlung des VEirtemdoglicht. Ein weiterer wichtiger
Schritt ist, dass die emittierten VOCs einen ativak Effekt auf Artgenossen austiben. Dies
wurde in zwei Verhaltenstests Uberprift (siehe 3.5In einem ersten Test konnten
unbehandelte Wahlkafer in einem Y-Rohr (siehe Ab®) zwischen in einer kinstlichen
(-)-o-Pinenatmosphéare inkubierten und unbehandelten K&dekn entscheiden. Es wurden
drei KollektivgroRen von Lockkéafern getestet (eiafér, drei Kafer und funf Kafer). Hier
konnte eine Praferenz fur inkubierte Kafer bei elellektivgro3e von flunf Kafern gefunden

werden (siehe Abb. 46). Es wird vermutet, dassedidtierten cis-Verbenol-Mengen bei den
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beiden anderen KollektivgréRen nicht ausreichtem, einen attraktiven Effekt auf die
Wahlkafer auszutiben. In einem zweiten Experimeliteserneut der Effekt gepruft werden,
den Kafer, die (-p-Pinen tracheal aufgenommen haben, auf Artgenoaseiiben. Hier
konnten sich 12 Wahlkafer pro Versuchsdurchgangcluyteitig auf einem statischen
Olfaktometer (siehe Abb. 20) zwischen einem leeBather, zwischen unbehandelten
Lockkafern und inkubierten Lockkafern entscheidBs. wurden zwei KollektivgréRen an
Lockkéafern getestet (drei und funf Kafer). Die Rr&hz fur inkubierte Kafer wurde in diesem
Experiment erneut bestatigt (siehe Abb. 47). Esakem signifikant mehr Kéfer in den Becher
gefunden werden, in denen sich inkubierte Lockkdfefanden. Es bleibt hier jedoch zu
beachten, dass nur die Kéafer in die Statistik nmgi@egen, die sich auch entschieden hatten.
Ein Grof3teil der Kafer drehte sich wahrend dem Erpent auf den Rucken, so dass ihnen
eine Entscheidung nicht mehr moglich war, oder tda sich bewegungslos am Rand des
Olfaktometers. Trotz dieses groRen Anteils an ,ts@nedenen Wahlkafern* wird in der
Untersuchung davon ausgegangen, dass die inkubiestkkafer einen attraktiven Effekt auf
die Wahlkafer hatten. Die in den Bechern gefundevahlk&afer mussten aufgrund einer
6mm schmalen Offnung, die ein zufalliges Abstirglen Kafer in die Becher verhinderte
(siehe Abb. 20), bewusst und somit nach einer Betdang durch die Offnung krabbeln.
Aufgrund der Notwendigkeit einer aktiven Entscheigukann von einem Effekt der

Lockkafer ausgegangen werden.
4.2.3 Einfluss der Kaferdichte auf die tracheale Emissiorvon VOCs

Mit dem Nachweis, dass die emittierten Substanzzeh reiner trachealen Aufnahme von
(-)-o-Pinen einen attraktiven Effekt auf Artgenossenihes, ist die Voraussetzung fir eine
Aggregation von Artgenossen noch vor einem Fra3\am gegeben. Zur Vermeidung von
zu hohen Kéaferdichten kdnnte auch hier schon einbtEregulierung stattfinden, da nicht nur
das attraktiv wirkende cis-Verbenol, sondern aues depellent wirkende (-)-Verbenon
(Schlyter et al. 1989) freigesetzt wird. Bei einer Dichteregulieguaul3erhalb des Wirtes
konnten neben olfaktorischen Signalen auch taki#ev. visuelle Signale den einzelnen
Kafern als Dichteanzeiger dienen. Visuelle Sigvadeden bereits in dem Review von Byers
(1989) zur Regulierung der Einbohrdichte am Wivtamnt.

In einem weiteren Laborversuch sollte eine mogli@iehteregulierung durch vermehrte
Abgabe von (-)-Verbenon bei hoherer Kaferdichte umdk visueller bzw. taktiler
Interaktionsmadglichkeit untersucht werden. Hierauwraden Kafer in drei Kollektivgrof3en (ein

Kafer, drei Kafer und sechs Kéfer) in einer kisidin (-)e-Pinenatmosphare inkubiert und
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die emittierten VOC-Mengen verglichen (siehe 2.5Hierbei konnte ein Anstieg des in
dieser Arbeit verwendeten RepellentsmalR3es (gemesggrVerbenonkonzentration pro
gemessener cis-Verbenolkonzentration) bei einaclgteitigen Inkubation von sechs Kafern
festgestellt werden (siehe Abb. 48). Dieses Ergelasst sich dadurch erklaren, dass die pro
Kafer emittierte (-)-Verbenonmenge bei dem Kafdeddlv aus sechs Artgenossen
signifikant héher war als bei den beiden anderemetkallektivgroRen (siehe Abb. 50).
Zudem unterschied sich die emittierte cis-Verbemwige pro Kafer zwischen den drei
Kaferkollektiven nicht (siehe Abb. 49). Demnach kit eine Dichteregulierung auch
aul3erhalb des Wirtes stattfinden. Kéafer, die dutiehtracheale Emission von cis-Verbenol
aggregieren, konnten durch olfaktorische aber atattiile und visuelle Signale einen
Stimulus zur Emission von (-)-Verbenon erhaltere Emission von (-)-Verbenon wirde der
attraktiven Wirkung von cis-Verbenol entgegenwirkerd so eine Gberméafige Aggregation
verhindern.

Auch in diesem Versuch wurden die Kéaferkollektivegchdem die Exhalationsprodukte
gesammelt wurden, in Hexan extrahiert. Diese Amalggab, dass bei dem Kollektiv aus
sechs Artgenossen die vorhandenen Mengen an (beWen wahrend der
Exhalationsproduktmessung nahezu aufgebraucht wuigiehe Abb. 53), was sich auch in
dem Verhaltnis von produziertem (-)-Verbenon zu\éesbenol widerspiegelte (siehe Abb.
51). Bei den beiden anderen Kollektivgrol3en wark@ebnis genau umgekehrt. Hier konnte
noch (-)-Verbenon in den Extrakten nachgewiesendarer(siehe Abb. 53), da bei der
Exhalationsproduktmessung kaum (-)-Verbenon abgeygeturde (siehe Abb. 50). Diese
Ergebnisse bekraftigen die Vermutung, dass es aer ddichteregulierung aul3erhalb des
Wirtes kommen kann, da es bei allen drei hier vade¢éen Kaferdichten zu einer Produktion
von (-)-Verbenon nach trachealer ¢Pinenaufnahme kam, es jedoch nur bei der hochsten
Kaferdichte emittiert wurde. Dies kann weiterhis &linweis flr eine aktive Steuerung der

(-)-Verbenon-Emission gesehen werden.
4.2.4 Schlussfolgerung zur trachealen VOC-Emission

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur trachealeissitm von VOCs deuten darauf hin,
dass eine Aggregation von Buchdruckern vor dem Bral3Wirt méglich sein kénnte. Die
hier neu definierten Pionierkéfer wirden hierbeiathst durch eine tberméafige Abgabe von
cis-Verbenol Artgenossen anlocken. Da diese aucleimar trachealen Abgabe von cis-
Verbenol nach trachealer Vorstufenaufnahme befasigd, verstarkt sich das attraktive

Signal mit jedem neu hinzukommenden Kafer. Sominkad es zu einer Aggregation von
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Artgenossen und ein etwa zeitgleicher Befall eipesentiellen Wirts kdnnte erfolgen.
Zusatzlich kénnte durch die Abgabe des repellemkemden (-)-Verbenon, dessen Abgabe
offensichtlich dichteabhangig ist, eine Regulataer Kaferdichte bereits wahrend diesen

Stadiums der Wirtsbesiedlung stattfinden.
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5 Zusammenfassung:

Auf die primare Besiedlung geeigneter Wirtsbaums Hachdruckers folgt die sogenannte
Sekundarattraktion. Hier werden durch die Pioninkéolatile Substanzen freigesetzt, die zu
einer Aggregation von Kafern beider Geschlechter \Afint fihren. Als fernwirkender
Lockstoff spielt bei dieser sekundaren Attraktiors-\¢erbenol eine bedeutende Rolle.
Cis-Verbenol entsteht als Oxidationsprodukt ausi{Pinen, das als wesentlicher Bestandteil
des Fichtenharzes von den Kafern wéhrend des FrafieBast oral oder Uber das
Tracheensystem aufgenommen wird. DaafBinen fur die Kafer giftig ist, kann die
Oxidation zu cis-Verbenol auch als Entgiftungspeszieezeichnet werden. Die Oxidation von
cis-Verbenol fuhrt zu (-)-Verbenon, was durch seingpellenten Effekt die Regulierung der
Kaferdichte am Wirt steuert. Bislang gibt es Staddie die Emission volatiler Substanzen an
befallenen Fichten wéhrend der ersten Befallswastiersuchten. Hierbei konnte zu Beginn
des Befalls ein Anstieg der Emission von cis-Vedbdreobachtet werden, die am Ende der
ersten Befallswoche zurick ging. Aufgrund der BEhigg des auch wahrend des
Entwicklungsfralles von Larven und Kéafern aufgenomeme (-)e-Pinens ist davon
auszugehen, dass auch nach der ersten Befallswalibe beiden beschriebenen
Kommunikationsstoffe an befallenen Fichten freigetseerden. Hierzu gibt es jedoch noch
keine Untersuchungen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher Untersugemnzur Emission von (¢-Pinen, cis-
Verbenol und (-)-Verbenon an liegenden befallengmtEn im Freiland und an befallenen
Rindenstiicken im Labor wahrend eines gesamten IBeddlaufs durchgefuhrt. Jeder der drei
Zielanalyten zeigte ein spezifisches Emissionsmustiéir die in dieser Arbeit
Erklarungsanséatze gefunden wurden. Hierbei scheiiet Emission von (-jPinen
hauptsachlich durch den Fraf3 von ParentalkafernLaneen und den hierdurch verursachten
Verletzungen von Harzgefal3en im Bast beeinflusstenden. Bei cis-Verbenol konnten zwei
Effekte beobachtet werden, die die Emission in bédseem Mal3e beeinflussten. Grundlegend
scheint der Entgiftungsprozess wahrend der Frafigdttiin den jeweils vorherrschenden
Entwicklungsstadien fur die Freisetzung von cisbégrol zu sein. Zusatzlich scheinen der
Jahresgang und die hiermit verbundene PhotopernideleEmission von Cis-Verbenol zu
beeinflussen. Denn bei Fichten die wahrend der genlder F1-Generation befallen wurden,
stieg die cis-Verbenol-Emission zum Zeitpunkt dardenentwicklung an. Solch ein Anstieg
wurde ebenfalls in dem Laborversuch beobachtetgétien an Fichten, die von Kéafern zur
Anlage der F2-Generation befallen wurden, nahm HEieission von cis-Verbenol mit

voranschreitender Zeit ab. Somit liegt die Vermgturahe, dass die Brut, die durch die
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Photoperiode auf eine bevorstehende Dispersioresiall ist, ihre Produktion und Emission
von cis-Verbenol erhdht, wohingegen Individuen derene Diapause bevorsteht, ihre
Produktion und Emission von cis-Verbenol auf dadiMigr Entgiftung reduzieren. Die fur
(-)-Verbenon uberpriften emissionsbeinflussendéddfan konnten die in der vorliegenden
Arbeit beobachtete niedrige und relativ gleichbdeitbe Emission von (-)-Verbenon nicht
erklaren. Zu den Faktoren gehéhrten die Befallgdichdie Emission der Vorstufe
cis-Verbenol, die vorhandene Konzentration voru{Pinen im Bast, die Kambialtemperatur
sowie der Tagesgang. Daher wird vermutet, das&niession von (-)-Verbenon durch eine
maogliche autoxidative Produktion sowie durch Mikmganismen bzw. durch einen
physiologischen kaferinternen Emissionsmechanigyegteuert wird.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Frage gestellie Buchdrucker die effektiven
Abwehrmechanismen vitaler stehender Fichten Ube®vinkonnen. Hierzu wurde ein
hypothetisches Szenario entwickelt, dessen Grued&ge Aggregation von Artgenossen
noch vor der Besiedlung des Wirtes mit einem ams@bhden etwa zeitgleichen Befall bildet.
Hierdurch kdnnte das individuelle Risiko wahrendesi Befalls durch die Risikoverteilung
auf die Masse reduziert werden. In Laborversuclemte gezeigt werden, dass Buchdrucker
zuvor tracheal aufgenommenes ¢-Rinen zu cis-Verbenol umsetzen und es auch Uker da
Tracheensystem freigeben. Hierbei wurde eine gno@igiduelle Spreitung der Freisetzung
beobachtet. Nur wenige Tiere waren befahigt bessnge3e Mengen an cis-Verbenol zu
emittieren. Weiterhin stellte sich heraus, das$rteachealer Aufnahme von (@Pinen die
tracheal freigesetzten volatilen Substanzen eitegakéiven Effekt auf Artgenossen haben.
Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fir eine Aggtion von Buchdruckern vor einem
Befall, bei dem die Individuen, die eine besondBefahigung der cis-Verbenol-Emission
besitzen, als Pioniere bezeichnet werden kodnntensid durch diese Beféahigung eine
Aggregation von Artgenossen initiieren. In gendtest Untersuchungen konnte kein Hinweis
fur eine Differenzierung der soeben genannten Brkafer von den restlichen Kafern
gefunden werden. Daher wird eine phéanotypische dbesdiir die Befahigung, cis-Verbenol
in besonderem Mal3e zu emittieren, angenommen. Zugbéstellte sich heraus, dass die
tracheale Emission von (-)-Verbenon durch eine \étdng von Kafern mit mdoglicher
pheromonaler, taktiler sowie visueller Interaktiorgesteigert werden kann. Zum einen kann
dadurch bereits wéahrend der Aggregation vor einefialBeine Dichteregulierung stattfinden
und zum anderen ist diese dichteabhangige Freisgtzon (-)-Verbenon ein weiterer

Hinweis fir einen kaferinternen Freisetzungsmedrauos.
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6 Summary:

The primary infestation of suitable host trees mnper beetles of the European spruce bark
beetle is followed by a secondary attraction phasghis stage, pioneer beetles emit volatile
substances, which lead to an aggregation of botssat the host. In this secondary attraction
process, cis-verbenol plays an important role ag ldistance attractant. Cis-verbenol is an
oxidation product of (-+pinene, a main constituent of European spruce.résio-pinene is
taken up by the beetles orally, and via the tralcegstem while feeding in the phloem. Since
(-)-o-pinene is toxic to the beetles, its oxidation is-werbenol can be described as a
detoxification process. The oxidation of cis-verbleleads to (-)-verbenone, which regulates
the density of arriving beetles at the host byrépellent effect. In previous studies, the
emission of volatile substances on infested tressdieen investigated during the first week of
infestation. These studies described an increasthencis-verbenol concentration at the
beginning of the infestation, followed by a deceeasthe end of the first week of infestation.
Because of the detoxification of @)}pinene in larvae and beetles, the emission of both
communication substances is expected even aftdirsheveek of infestation. However, there
are no previous studies on this subject.

Therefore, | analysed the emission of d-pinene, cis-verbenol and (-)-verbenone during a
full infestation process on felled and infestecsrén field studies, as well as on infested bark
pieces in the laboratory. Each of the describedtsmoces showed a specific emission pattern.
In this dissertation, | provide possible explanasidor each of the patterns:

The main factor for the emission of pinene seems to be the injury to the resin ducts
which the beetles and larvae cause when feeditigeibast.

Concerning the emission of cis-verbenol, two b&sators were observed. On the one hand,
the detoxification process varies with the develeptal state of the beetle and the
corresponding feeding behavior. On the other h#relseasonal changes in the photoperiod
during the year seem to affect the emission ofverbenol. This has been observed on
spruces which were infested by the F1 generatiorthis case, the cis-verbenol emission
increased during the larval development. A sim@fiect could be observed in laboratory as
well. However, on spruces infested by the F2 gdimrathe emission of cis-verbenol
decreased. This suggests that individuals, whiah taggered by the photoperiod for
dispersion, increase their production and emissibris-verbenol. Individuals which are
triggered to go into diapause, decrease their ptomtuand emission of cis-verbenol.

The emission of (-)-verbenone was low and consflm. factors investigated in this study,

namely infestation density, emission of the preaurgis-verbenol, concentration of
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(-)-a-pinene in the phloem, cambial temperature andndiuvariations had no influence on
the (-)-verbenone emission. Therefore, it is pdesthat the emission of (-)-verbenone is
influenced by autoxidative production, microorgamss or controlled by a physiological
emission mechanism in the beetle itself.

Furthermore, | investigated how the European sphack beetle can overcome the effective
defense mechanisms of living spruces. Thereforgevieloped a hypothetical scenario, in
which an aggregation of conspecifics even befofgsa contact with the host enables the
beetles to perform a simultaneous attack. Thisadlect preattack aggregation reduces the
individual risk by distributing it over a large niver of beetles.

Laboratory tests showed that beetles produce clsewel, and release it via the tracheal
system, when incubated in an gpinene atmosphere. There was a high inter-indatidu
variation in the amount of cis-verbenol releasedhaybeetles. Only a few individuals emitted
high amounts of cis-verbenol. Additionally, | obgedl that after a tracheal uptake of
(-)-o-pinene, the tracheally emitted volatile substandesl an attractive effect on
conspecifics. These results provide evidence fergieattack scenario. Individuals with the
ability to emit high amounts of cis-verbenol coaltt as pioneer beetles, because the ability to
release cis-verbenol would enable them to initerteaggregation of conspecifics. Genetic
analyses showed no difference between pioneerdseatid their conspecifics, suggesting a
phenotypical cause for the ability to emit cis-vabl in high amounts.

Additionally, | found that the emission of (-)-vertone increased with higher beetle density,
when the beetles had the opportunity of pheromdaatile and visual interaction. Thus, the
emission of (-)-verbenone could regulate the bedtlesity during the preattack aggregation.
These results provide further evidence for a beeatiernal physiological emission

mechanism.
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Anhang:

9 Anhang:

9.1 Anhang zur Genetische Untersuchung zur Variabilitat emittierter cis-

Verbenolmengen

9.1.1 Homogenisierungspuffer

TRIS
EDTA

pH mit konz. HCL auf 6,8 einstellen

9.1.2 Trennsystem, Enzymsystem und Trennbedingungen

Trennsystem Enzymsystem  Trennbedingungen
LIOH AAT; HK 250V; 70mA; 4h
(Lithium-Citrat-Borat pH 8,3)

TAE 7,4 MDH 180V; 160mA; 4h
(Tris-Apfelsaure pH 7,4)

TBE EST; PGM 250V; 70mA; 4h
(Tris-Borat-EDTA pH 8,0)

TC 7,0 GPI; IDH; FBP 250V; 200mA; 4h

(Tris-Citrat pH 7,0)

9.1.3 System, Elektrodenpuffer und Gelpuffer

Trennsystem Elektrodenpuffer (EP) Gelpuffer (GP)
LIOH Borsaure 11,0 g/ITris 6,06 g/l
(Lithium-Citrat-Borat pH 8,3) LIOH * H20 1,26 g/Fitronensaure*H20 1,68 g/l
EP + GP => 1+9

TAE 7,4 Tris 12,1 g/l EP + H20 => 1+19
(Tris-Apfelsaure pH 7,4) Apfelsaure 13,4 g/l

EDTA 2Na 3,36 g/l

MgCl * 6 H20 2,03 g/l

NaOH ad pH 7,4
TBE Tris 60,6 g/l EP + H20 => 1+9
(Tris-Borat-EDTA pH 8,0) EDTA 2Na 6,7 g/l

Borsaure 40,2 g/l
TC 7,0 Tris 17,0 g/l EP + H20 => 1+2,5
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(Tris-Citrat pH 7,0) Zitronensaure*H20 9,54l

9.1.4 System und Gelrezepte

Trennsystem Gel
EP GP H20 HarnstofStarke
LIOH 2209
(Lithium-Citrat-Borat pH 8,3) 22 ml 198 ml
TAE 7,4 11 ml 209 ml 2209
(Tris-Apfelsaure pH 7,4)
TBE 22 ml 198 ml 2209
(Tris-Borat-EDTA pH 8,0)
TC 7,0 63 ml 157 ml 169 22,09
(Tris-Citrat pH 7,0)
9.1.5 Puffer zur Farbung
Pufferbezeichnung Pufferkomponenten Mengen Kommenta
0,1M Phosphatpuffer pH 6,5 NA;HPO*12 H,0O 28,79/500mlerste Losung vorlegen und 2.
NAHPO*H 0 13,449/700mlL6sung dazugeben bis pH 6,5
0,2M Tris-HCL pH 7,0 Tris 24,29/l HCL ad pH 7,0
EDTA 0,44/l
0,2M Tris-HCL pH 8,0 Tris 24,29/l HCL ad pH 8,0
EDTA 0,44/l
9.1.6 Farberezepte
AAT EC Dimer
0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
L-Asparaginsaure 200 mg
Ketoglutarsaure 100 mg
Pyridoxal-5-phosphat 10 mg
Fast Blue BB, nach 30 Minuten Inkubation in Puffer 50 mg
EST Monomer
0.1M Phosphatpuffer pH 6,5 50 ml
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Anhang:

1-Naphtylacetat in Aceton 12 mg
Fast Garnet GBC-Salz 24 mg
FBP EC 3.1.3.11 Di-/Tetramer
0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
MgCl, 0,5% 3 mi
D-Fructose-1,6-diphosphat 20 mg
NADP 20 mg
2-Mercaptoethanol 1Tr/20mIBD 1Tr
Glucose-6-phosphat-lsomerase 50 units
G-6-PDH 40 units
NBT 1% 0.5 ml
PMS 1% 0.5 ml
GPI EC5.3.1.9 Dimer
0.2M Tris-HCI pH 7.0 50 ml
MgCl 0.5% 1mi
D-Fructose-6-phosphat 40 mg
NAD 1% 2 mi
G-6-PDH 40 units
NBT 1% 0.5 ml
PMS 1% 0.5 ml
HK EC27.1.1 Monomer
0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
a-D-Glucose 500 mg
ATP 80 mg
MgCl 0,5% 1mi
NAD 1% 1mi
MTT 1% 0.5 ml
PMS 1% 0.5 ml
IDH EC1.1.1.42 Dimer
0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
MgCl, 0,5% 1mi
DL-Isocitronensaure 75 mg
NADP 10 mg
NBT 1% 0.5 ml
PMS 1% 0.5 ml
MDH EC1.1.1.37 Dimer
0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
DL-Apfelsaure* 2,0M 5ml
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NAD 1% 3ml
NBT 1% 0.5ml
PMS 1% 0.5ml
*nicht auf TAE-Gel
PGM EC5.4.2.2 Monomer

0.2M Tris-HCI pH 8.0 50 ml
MgCl 0,5% 1mi
a-D-Glucose-1-phosphat 100 mg
NAD 1% 1ml
G-6-PDH 40 units
NBT 1% 0.5ml
PMS 1% 0.5 mil
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