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Zusammenfassung

Der Asiatische Marienkafer Harmonia axyridis ist als invasive Art in Europa flachen-
deckend verbreitet. In Nordamerika, wo sich der Kafer ebenfalls etablieren konnte,
kam es im Jahre 2001 durch den Kafer zu erheblichen Beeinflussungen des Weinge-

schmacks (Marienkaferton), nachdem diese mit ins Lesegut gelangten.

Als pragende Geruchssubstanz des Marienkafertons im Wein und in der Hdmolym-
phe von H. axyridis konnte 2-Isopropyl-3-Methoxypyrazin (IPMP) mittels gaschroma-
tographischen Analysen identifiziert werden. Anders als in einer friheren Publikation
von Cudjoe et al. (2005) angenommen, haben H. axyridis und der 7-Punkt-
Marienkafer Coccinella septempunctata im Hinblick auf die IPMP-Gehalte in der Ha-
molymphe ein ahnlich hohes Risikopotential den Wein zu verunreinigen. In der vor-
liegenden Studie konnten sowohl in H. axyridis als auch C. septempunctata Gehalte
zwischen 2-12 ng IPMP/ g Kafer gemessen werden. Dabei wurde ein Zusammen-
hang zwischen dem wahrend der Larvalentwicklung aufgenommenen Futter sowie
der Elytrenfarbe von H. axyridis und den IPMP-Gehalten im Kéafer festgestellt.
Schlecht verwertbare Blattlause als Nahrungsquelle fihrten zu geringeren IPMP-
Gehalten als bei einer Ernahrung mit solchen, die ein optimales Futter fur H. axyridis
darstellen. Des Weiteren hatte der orange Morphotyp H. axyridis succinea mit deut-
lich erkennbaren schwarzen Punkten auf den Elytren signifikant hohere IPMP-
Gehalte als der schwarze Morphotyp H. axyridis spectabilis. In der Hamolymphe von
C. septempunctata konnte zusatzlich 2-Isobutyl-3-Methoxypyrazin (IBMP) als weite-
res geruchsintensives Methoxypyrazin neben IPMP gemessen werden. In H. axyridis

kam IBMP in geringerer Intensitat vor.

Gelangt H. axyridis ins Lesegut, spielt vorwiegend das Garverfahren bei der Auspra-
gung des Marienkafertons im Wein eine bedeutende Rolle. Die sensorische Wahr-
nehmungsschwelle (fir 50 % der Testpersonen erkennbar) bei der Traubensorte
,Riesling’ ohne Maischegarung war 5 Kafer/ kg. In der roten Traubensorte ,Pinot noir’
lag die sensorische Wahrnehmungsschwelle in maischeerhitzten Trauben bei 6 Ka-
fer/ kg Trauben und in maischevergorenen Trauben bei 3 Kafer/ kg Trauben. Demzu-




folge kann eine Maischeerhitzung statt Maischegarung der Trauben den Fehlton im
Wein verringern. Losungsansatze zur Reduktion des Marienkafertons sind auch in
weiteren Schritten des Weinbereitungsverfahren zu sehen: Eine kurze Pressdauer
(< 60 min) und ein niedriger Pressdruck (< 2 bar) konnten zu einer Verminderung des
Fehltons beitragen beziehungsweise das Zerquetschen der Tiere in der Weinpresse

reduzieren.

Zum Monitoring des aktuellen Bestandes von H. axyridis in landwirtschaftlichen Kul-
turen eignete sich die Klopfprobe besser als gelbe Leimtafeln. Grol3e Marienkaferar-
ten, wie H. axyridis, konnen sich leichter vom Leim befreien als kleinere Arten und so
kann es durch Leimfallen zu einer Unterschatzung der Populationsgrof3e von H. axy-
ridis kommen und zu einer Uberschatzung der Abundanz kleinerer Marienkéferarten
wie dem 14-Punkt-Marienkafer Propylea quatuordecimpunctata. Dennoch wurde be-
reits in den Jahren 2010 - 2011 H. axyridis im Vergleich zu C. septempunctata und P.
quatuordecimpunctata am haufigsten mit Hilfe von Leimfallen an den Standorten

Siebeldingen und Dossenheim gefangen.

Einen positiven Einfluss auf mit der Blattreblaus befallene Reben hatte H. axyridis im
Spatsommer. Zu dieser Zeit kann er als Antagonist der Reblaus Daktulosphaira vitifo-
liae dienen und damit die Populationsgrofe dieses Schadlings flr den europaischen
Weinbau senken. Dabei stellt die Blattreblaus hinsichtlich der Entwicklungsparame-
ter, wie Entwicklungsdauer und Adultgewicht, kein optimales Futter fur die Art dar. H.
axyridis spielt jedoch somit fur den deutschen Weinbau eine ambivalente Rolle als

Schadling und Nutzling zugleich.
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Summary

The Multicolored Asian ladybird beetle Harmonia axyridis is an invasive species orig-
inating from East Asia. It was introduced to North America and Central Europe as a
biological control agent. H. axyridis has spread all over these countries and has the
capability to become an increasing problem for winegrowers. The Asian ladybird bee-
tle feeds on damaged fruits in late summer and in autumn, especially on grapes. By
being harvested and processed together with the grapes, it causes an off-flavor in the
wine, the so-called ‘ladybird taint’ (LBT), due to the release of hemolymph (containing

mainly methoxypyrazines) into the must.

Sensory trials on wines produced in 2009 with added live beetles of H. axyridis
showed that the LBT is detectable at a threshold level of 5 beetles/ kg where beetles
were added to white ‘Riesling’ grapes. Modifications in wine processing conditions
can reduce the LBT in wines. The sensory detection of LBT depends on the wine-
making practices: the threshold level for crushed must fermented grapes was 3 bee-
tles/ kg of ‘Pinot noir’ grapes compared to a threshold level of 6 beetles/ kg of ‘Pinot
noir’ grapes that were must heat. In addition, the crushing of beetles in the wine
press, and therefore the input of hemolymph into the must, can be reduced at pres-
sures less than 2 bar and duration of pressing shorter than 60 minutes.

Cudjoe et al. (2005) found that H. axyridis has a hundred-fold higher quantity of pyra-
zines in hemolymph than the 7-spot ladybird beetle Coccinella septempunctata. In-
terestingly, in our study, the wines contaminated by 7-spot ladybird beetle showed a
significantly higher intensity of off-flavors then the wines contaminated by H. axyridis.
Further analysis using headspace solid phase micro extraction (HS-SPME), gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS), and GC-olfactometry (GC-O)
showed, that in relation to C. septempunctata, the Multicolored Asian ladybird beetle
had more nitrogen containing compounds in the hemolymph, mainly IPMP and 2-sec
butyl-3-methoxypyrazine (SBMP). IPMP was detected as the main odor-active com-
pound in both ladybird beetle species. 2-isobutyl-3-methoxypyrazine (IBMP), which
occurred at a much lower frequency in H. axyridis, could be identified as a second
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intensive odor-active compound of the 7-spot ladybird beetle. SBMP, the second
highest measured N-compound of H. axyridis, had a lower olfactory active threshold
by GC-O-test. C. septempunctata contained less SBMP in its hemolymph than H.

axyridis.

Concentrations of IPMP in C. septempunctata and H. axyridis were between 2 -12
ng/ g beetle. In field-collected beetles no significant differences between the two spe-
cies could be observed. Thus, concerning methoxypyrazine concentrations, H.
axyridis cannot be regarded as more hazardous for viticulture than C. septempunc-
tata. But we observed an effect of elytral pigmentation on IPMP concentrations. The
succinea 2 type (orange without dots) had the lowest IPMP concentrations in two out
of three feeding regimes compared to the succinea 1 (orange with dots) type. De-
pending on diet, IPMP contents differed in both species leading to higher concentra-
tions in H. axyridis or C. septempunctata. Furthermore, aphid species ingested during

larval development significantly affected IPMP content in adult beetles.

For H. axyridis and C. septempunctata shaking proof is a significantly more efficient
field monitoring method than yellow sticky traps. Due to their body size, both species
are able to escape from yellow cards and the population size might be underrepre-
sented in data sets —also in the presented data in this study. However, in the years
2010 - 2011 H. axyridis were caught at highest abundance in fruit and field crops
compared to other ladybird species. C. septempunctata and the 14-spot ladybird bee-

tle Propylea quatuordecimpunctata were the second most abundant species.

In addition, the invasive species H. axyridis was identified as a possible predator of
grape phylloxera Daktulosphaira vitifoliae, a pest species in viticulture, in the labora-
tory and under field conditions. Even though grape phylloxera cannot be considered
the optimum food for H. axyridis, it may represent a preferable food source if other
food is rare or lacking in late summer. In conclusion, with regards to viticulture, H.

axyridis can therefore have an ambivalent role as beneficial and pest insect.
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1 Einleitung

,Die Vorstellung, unbekannte Wesen drangen in unsere Welt ein, fasziniert und be-

angstigt zugleich“ (Kowarik 2003)

Das Zitat von Kowarik (2003) bezieht sich auf eine zunehmende Globalisierung unse-
rer Welt, die auch vermehrt zu biologischen Invasionen fuhrt. Dies bedeutet, dass
durch menschliche Aktivitaten auch Bestandteile der Flora und Fauna auf andere
Kontinente verschleppt oder eingefuhrt werden und sich schliel3lich in Gebieten aus-
breiten, die sie zuvor nicht erreicht hatten (Kowarik 2003). Inzwischen sind sehr viele
Beispiele hierfur bekannt und es wird von invasiven Arten gesprochen. Dabei kommt
es aber auch verstarkt zu negativen Auswirkungen fiur die heimische Flora und Fau-
na. Da invasive Arten meist sehr konkurrenzstark sind, kann es zu dkologischen (z.B.
Verdrangung einheimischer Arten) aber auch 6konomischen Schaden (z.B. vermin-

derter landwirtschaftlicher Ertrag) kommen.

Ein Beispiel einer biologischen Invasion ist der Asiatische Marienkafer Harmonia axy-
ridis. In der vorliegenden Arbeit wird auf die invasive Art eingegangen und zunachst
der bisherige Stand des Wissens dargestellt. Im Anschluss wird sein Gefahrdungspo-
tential im Hinblick auf 6konomische Schaden fur den Weinbau, aber auch auf 6kolo-
gische Schaden im Bezug auf die einheimische Marienkaferfauna Deutschlands be-
wertet. Doch auch positive Aspekte der invasiven Art werden beleuchtet.




1.1 Stand des Wissens. Untersuchungsobjekt: Der Asiatische Marienka-

fer Harmonia axyridis

1.1.1 Biologie und Okologie der Art

Der Asiatische Marienkafer Harmonia axyridis (Pallas 1773) gehort zur Familie der
Coccinellidae. Diese umfasst insgesamt circa 5000 Arten in sieben Unterfamilien
(Sticholotidinae, Tetrabrachinae, Coccidulinae, Scymninae, Chicorinae, Coccinellinae
und Epilachninae) (Klausnitzer 1971; Sasaji 1971; Lawrence & Newton 1995). In der
Unterfamilie Coccinellinae gehort der Asiatische Marienkafer zur Gattung Harmonia,
die weltweit 15 Arten beinhaltet (Hodek 1973). Wahrend die deutsche Bezeichnung
einheitlich ist, existieren im anglo-amerikanischen Sprachgebrauch mehrere Be-
zeichnungen. ,Harlequin ladybird®, ,Multicolored Asian ladybird® oder ,Halloween
beetle” sind dabei die gebrauchlichsten (Koch 2003).

Die Tiere sind 5-8 mm lang und weisen eine fur Marienkafer typische konvexe Kor-
perform auf (Sasaji 1971; Klausnitzer & Klausnitzer 1997). Die Entwicklung des Asia-
tischen Marienkafers ist wie bei allen Kafern holometabol, d.h. es finden sich alle
Stadien vom Ei zur Larve Uber die Puppe zum adulten Kafer (Hodek 1973;
Klausnitzer & Klausnitzer 1997). Nach der Paarung legen die Weibchen langlich-
ovale, meist leuchtend gelb gefarbte Eier in geschlossenen Gelegen. Aus diesen
schlipfen nach durchschnittlich 2,8 Tagen die Larven, die sich bis zur Verpuppung
insgesamt viermal hauten (Koch 2003). Das erste Larvenstadium ist recht einheitlich
grau-schwarz gefarbt. Die drei alteren Larvalstadien besitzen seitlich auf dem Ru-
cken je einen leuchtend orange gefarbten Streifen, der vom ersten bis zum flinften
Hinterleibssegment reicht. Sie tragen aul3erdem die fur die Gattung Harmonia typi-
schen zwei- bis dreifach gegabelten Dornfortsatze auf dem Rucken. Im letzten Lar-
venstadium konnen die Larven bis zu 1 cm lang werden. Nach der Verpuppung
schlipfen die adulten Kafer. Die Zeitdauer der Entwicklungsstadien wird von der
Temperatur und dem Futter beeinflusst (Pervez & Omkar 2006; Berkvens et al.
2008b).




Die urspringliche Verbreitung des Asiatischen Marienkafers liegt in Nord-Ost Asien,
eingeschlossen China, Korea, Japan und Sibirien (Sasaji 1971). H. axyridis kann
Temperaturen von Uber 30°C leicht Gberdauern (Lamana & Miller 1996). Eine Uber-
winterung ist bei 0 bis -5°C mdglich. Erst ab -20°C kommt es zur Mortalitat der Kafer
(Watanabe 2002).

Die Lebensdauer von H. axyridis betragt bis zu drei Jahren (Savoiskaya 1970). Der
Asiatische Marienkafer ist im Ursprungsgebiet bivoltin, jedoch wurde in den einge-
fuhrten Landern auch Polyvoltinismus festgestellt, bei dem wahrend eines Jahres
drei bis vier Generationen pro Jahr auftreten kbnnen (Wang 1986; Osawa 1991). Ei-
ne obligate Dormanz ist nicht bekannt. Eine fakultative Winterdiapause ist bei Frei-
landtieren zu beobachten. Teilweise konnte eine Quieszenz im Sommer festgestellt
werden (Sakurai et al. 1992). Unter Zuchtbedingungen ist jedoch keine Diapause

notig.

Abbildung 1: Verschiedene Morphotypen des Asiatischen Marienkidfers H. axyridis: a) der
schwarze Morphotyp H. axyridis spectabilis; b+c) der orange Morphotyp mit vielen bzw. ohne

Punkte H. axyridis succinea

Die Farbung des Asiatischen Marienkafers ist sehr variabel (Abbildung 1). Die Ely-
trenfarbe kann orange bis rot mit schwarzen Punkten sein oder auch schwarz mit
orangen bis roten Punkten. Ebenso variiert die Anzahl der Punkte von 0 bis 21 (Koch
2003; Kogel 2010). Charakteristisch fur die Art ist die M-férmige Zeichnung auf dem




Pronotum (Chapin & Brou 1991). Auch bei der Farbung wird davon ausgegangen,
dass es sich um eine Anpassung an Umweltbedingungen handelt: Futter wahrend
der Larvalentwicklung (Grill & Moore 1998) sowie die Temperatur wahrend der Ver-

puppung (Sakai et al. 1974) spielen eine Rolle.

Die Gattung Harmonia gehort innerhalb der Coccinellidae zu der Gruppe von Marien-
kafern, die Erndhrungsgewohnheiten der phytophagen Marienkafer mit jenen reiner
Rauber kombinieren. Als polyphage Art frisst H. axyridis zwar vor allem Blattlause
(aphidiphag) (Hodek 1996; Klausnitzer & Klausnitzer 1997), jedoch werden auch eine
Vielzahl weiterer Beuteorganismen erfasst. So werden Insekteneier, Blattsauger,
Larven anderer Kafer sowie die der eigenen oder verwandten Arten (,intraguild-
predation) und auch Schmetterlingsraupen (Koch et al. 2003; Snyder et al. 2004
Pell et al. 2008; Ware & Majerus 2008) erbeutet. Des Weiteren werden Pollen und
Nektar sowie zuckerhaltige Fruchtsafte als Futter genutzt (Lamana & Miller 1996;
Berkvens et al. 2008a; Galvan et al. 2008a).

Zur Futterfindung kénnen Strecken bis zu 50 km pro Jahr zurickgelegt werden (Len-
teren et al. 2007). Ursprunglich als arborikole Art beschrieben (Hodek 1973; Soares
et al. 2008), erweiterte sich ihr Vorkommen in den neu besiedelten Landern (siehe
Kapitel 1.1.2) auch auf Straucher, krautige Pflanzen, Feldfrichte, Weinberge, Obst-
anlagen und urbane Flachen (Musser et al. 2004; Lucas et al. 2007; Finlayson et al.
2008; Galvan et al. 2008a; Ameixa et al. 2011). Jedoch beschreibt eine neuere Pub-
likation von Osawa (2011) ein Vorkommen der Art in seiner ursprunglichen Umge-
bung auch auf vorwiegend gestorten Flachen wie Agrar- oder urbanen Flachen sowie

Obstanlagen.

Naturliche Feinde von H. axyridis sind in Europa rar. Gegen potentielle Rauber, wie
Baumwanzen (Pentatomidae), Spinnen (Gattung Misumenops), Ameisen (Gattung
Solanopsis) oder andere Marienkaferarten, ist der Kafer offenbar besser verteidigt als
andere Coccinellidae (Cottrell & Yeargan 1998; Dutcher et al. 1999; Yasuda &
Kimura 2001). Auch gegen Mikroorganismen ist H. axyridis besser verteidigt als bei-
spielsweise der in Europa einheimische Coccinella septempunctata (Linné 1758)
(Gross et al. 2010). Ein moglicher Parasitoid ist Dinocampus coccinellae. Doch auch




hier wurde eine geringere Parasitierung bei H. axyridis als bei nordamerikanischen
und europaischen Arten beobachtet (Hoogendoorn & Heimpel 2002; Koyama &
Majerus 2008). Bakterien, die vor allem die Mannchen befallen und zu einer geringe-
ren Befruchtungsrate fuhren, wurden bei H. axyridis wie auch bei nativen Arten ge-
funden (Riddick et al. 2009; Roy et al. 2011).

1.1.2 Einfuhrung und Ausbreitung

H. axyridis wurde bereits im Jahr 1916 erstmals zur Blattlausbekampfung nach Nord-
amerika (Kalifornien), 1982 nach Europa (Sudfrankreich) und 1986 nach Stidamerika
(Argentinien) eingefuhrt (Chapin & Brou 1991; Ongagna et al. 1993; Coderre et al.
1995; Ferran et al. 1996; Lamana & Miller 1996; Brown & Miller 1998; Saini 2004).

Wahrend er sich direkt nach Einfuhrung nicht einblrgern konnte, hat er begonnen,
sich binnen weniger Jahre zuerst in Nordamerika (seit 1988), dann in Europa (seit
1999), in Sudamerika (seit 2001) und schliel3lich in Stdafrika (seit 2004) massiv aus-
zubreiten (Chapin & Brou 1991; Tedders & Schaefer 1994; de Almeida & da Silva
2002; Adriaens et al. 2003; Koch 2003; Majerus & Roy 2005; Stals & Prinsloo 2007).

In Europa hat sich H. axyridis in den Landern von Danemark im Norden bis Frank-
reich im Suden sowie Tschechien im Osten und GroRbritannien im Westen (Brown et
al. 2008) erfolgreich etablieren kdnnen. Auch wurden bereits aus Norwegen, Grie-
chenland und Spanien Freilandfunde gemeldet (Katsoyannos et al. 1997; Brown et
al. 2008; Sathre et al. 2010).

Grinde der starken Ausbreitung in den letzten Jahren sind nicht eindeutig erklarbar.
Die globale Klimaerwarmung als moglicher Beschleunigungsfaktor ist auszuschlie-
Ren, da sich die Art sowohl nach Norden als auch nach Siden ausbreitet. Auch
kommt es verstarkt zu Massenansammlungen in nérdlicheren Breiten im Gegensatz

zu sudlicheren Landern wie Sudfrankreich.

FUr Mitteleuropa sind 96 einheimische Marienkaferarten beschrieben (Klausnitzer &

Klausnitzer 1997). In Deutschland wurden davon bisher 78 native Arten nachgewie-




sen (Klausnitzer & Klausnitzer 1997). Seit 1999 breitete sich H. axyridis in Europa als
zusatzliche invasive Art aus (Klausnitzer 2002). Die ersten Freilandfunde in Europa
stammen aus Belgien und Deutschland, wo er zwischen 1999 und 2001 mehrfach
nachgewiesen wurde (Bathon 2002; Klausnitzer 2002; Tolasch 2002). In Frankfurt
und Hamburg kam es ausgehend von zwei botanischen Garten, wo die Art vermutlich
als Nutzling eingesetzt wurde, 2002 erstmals zu Massenvermehrungen im Herbst.
Seitdem hat sich der Kafer weiter ausgebreitet und ist inzwischen in allen Bundes-
landern vertreten. Wie hoch seine Abundanz in einzelnen Habitaten und Regionen in
Deutschland ist, war bisher nicht bekannt. In der vorliegenden Studie sollen dazu

Ergebnisse geliefert werden.

1.1.3 Bedeutungen als invasive Art

1.1.3.1 Niitzling zur Blattlausbekampfung

Ursprunglich als biologischer Schadlingsbekampfer in andere Lander eingefuhrt, ist
der Asiatische Marienkafer auch weiterhin ein Nutzling bei der Reduktion von Blatt-
lausen. Seit seinem Auftreten in Obstanlagen ist der Befall mit Blutlaus (Eriosoma
lanigerum), der Mehligen Apfelblattlaus (Dysaphis plantaginea) und der Grunen Zit-
rusblattlaus (Aphis spiraecola) deutlich zurickgegangen (Brown & Miller 1998; Brown
& Mathews 2007; Brown & Mathews 2008; Li et al. 2008; Brown 2011). Bei Feld-
frichten wurde eine Reduktion der Hopfenblattlaus (Phorodon humuli) bestatigt
(Weihrauch 2008) sowie von Ostrinia nubilalis und Rhopalosiphum maidis in Mais
(Musser & Shelton 2003; Musser et al. 2004; Koch et al. 2006). Sehr effektiv dezi-
miert H. axyridis die Sojalaus Aphis glycines in Sojafeldern in Nordamerika (Mignault
et al. 2006; Bahlai & Sears 2009; Ragsdale et al. 2011). Der Einfluss von H. axyridis
auf die Reblaus Daktulosphaira vitifoliae, ein bedeutender Schadling fur den deut-
schen Weinbau, war bisher nicht untersucht worden. Eine Antwort auf die Frage, ob
der Asiatische Marienkafer ein Antagonist der Reblaus sein kann, ist Gegenstand
dieser Arbeit.




1.1.3.2 Schédling im Weinbau

Im Weinbau kann der Kafer als wirtschaftlicher Schadling fungieren, wenn er nach
der Lese mit in den Verarbeitungsprozess der Trauben gelangt. Wahrend des Press-
vorgangs kann die Hamolymphe in den Most gelangen. Dies kann zu unerwinschten
Fehlténen im Wein fuhren (Pickering et al. 2004; Galvan et al. 2007). Welchen Ein-
fluss dabei die Rebsorte und das Verarbeitungsverfahren der Trauben haben, war
bisher nur aus einzelnen Studien in Nordamerika und der Schweiz bekannt. Deshalb
wird in Kapitel 2 auf die Auspragung des Fehltones im Wein in Deutschland naher
eingegangen. Des Weiteren sollen erste LOosungsansatze zur Reduktion des Marien-

kafertons im Wein geliefert werden.

Zu wirtschaftlichen Schaden im Weinbau aufgrund des Marienkafertons kam es
erstmals und bisher ausschlie3lich in der Great Lakes-Region, USA/Kanada (Koch &
Galvan 2008; Riesen 2008). Hier trat eine Massenvermehrung von H. axyridis erst
sieben Jahre (im Jahre 2001) nach der Einfuhrung des Kafers (im Jahre 1994;
Tedders & Schaefer 1994; Nalepa et al. 1996; Brown & Miller 1998; Koch 2003) auf.
Uber das Ausmal der wirtschaftlichen Schaden ist aus den USA nur wenig bekannt.
In Kanada wurden 20 % der Weine, was 2,5 Mio. Liter Wein bedeutet, als belastet
gemeldet. Eine Mio. Liter wurde dabei entsorgt und der Rest zu Essig verarbeitet
(Riesen 2008). Ahnliche Ausmale sind in den folgenden Jahren nicht mehr aufgetre-
ten. Vergleicht man diese Verluste mit den Weinmengen in der Weinbauregion Pfalz,
Deutschland, so wurden 2,5 Mio. Liter einen Verlust von 1 % bedeuten, ein Verlust
von 20 % jedoch die Vernichtung von 50 Mio. Liter (253 Mio. Liter in 2007; Stat. Lan-
desamt RLP). 10 Jahre nach dem ersten massenhaften Auftreten von H. axyridis in
Deutschland (im Jahre 2002) blieben bisher Schaden im Weinbau aus. Im Jahre
2009 konnten jedoch zahlreiche Individuen an vorgeschadigten Trauben in Weinber-
gen rund um den Geilweilerhof, Siebeldingen, gefunden werden (Kogel 2010) und
zahlreiche Winzer berichteten von Kafern in ihrer Weinpresse. Ein wirtschaftlicher

Schaden durch den Marienkéaferton ist bisher nicht bekannt.




Somit stellte sich die Frage, welche Faktoren nach bisherigem Kenntnisstand das
Auftreten von H. axyridis und ein Einflug in die Weinberge zur Lesezeit beeinflusst
haben und wie hoch das Gefahrdungspotential fur deutsche Weinbauregionen sein
kénnte. Denn in anderen Weinbaugebieten Nordamerikas, wie dem grof3ten Wein-
baugebiet der USA in Kalifornien, kam es ebenfalls noch zu keinen Schaden oder
Massenansammlungen von H. axyridis im Weinberg, obwohl der Kafer sich auch in
dieser Region seit 1988 ausgebreitet hat (Chapin & Brou 1991). Dieser Fragestellung

wird in Kapitel 4.3 nachgegangen.

1.1.3.3 Konkurrent von einheimischen Arten

Brown et al. (2011) beschreibt einen Ruckgang in den Populationsgro3en von euro-
paischen einheimischen Marienkaferarten. Eine Reduktion innerhalb von drei Jahren
(2006-2008) wurde fur Adialia bipunctata, Coccinella septempunctata und Propylea
quatuordecimpunctata festgestellt, wahrenddessen H. axyridis der haufigste Marien-
kafer wurde (Brown et al. 2011). In Nordamerika wird ebenfalls eine Reduktion ein-
heimischer Marienkaferarten wie Brachiacantha ursina, Cycloneda munda und Chi-
locorus stigma beschrieben (Brown & Miller 1998; Colunga-Garcia & Gage 1998).
Des Weiteren wurde eine Reduktion des Monarchfalters, Danaus plexippus, durch

H. axyridis bewiesen (Koch et al. 2003).

Grunde fur die Reduktion einheimischer Arten sind in der Biologie des Kafers zu fin-
den. Seine hohe Anpassungsfahigkeit an neue Habitate und vielfaltige Nahrungsres-
sourcen (Koch 2003), seine bessere Beutefindung (Pervez & Omkar 2006), langere
Lebensdauer sowie mehr Generationen pro Jahr (Savoiskaya 1970; Klausnitzer &
Klausnitzer 1997) und seine bessere Verteidigung gegen Pathogene und Pradatoren
(Koyama & Majerus 2008; Roy et al. 2008; Gross et al. 2010; Roy et al. 2011) ma-
chen ihn konkurrenzstark. Aber auch das effiziente Fressen von Eiern und Larven
anderer Arten (Yasuda et al. 2001; Snyder et al. 2004; Soares et al. 2004; Burgio et

al. 2005) fuhrten zu einer Dezimierung in der Population einheimischer Arten.




Inwieweit bereits auch in Deutschland einheimische Marienkaferarten durch das Auf-

treten von H. axyridis verdrangt werden, soll in dieser Studie geklart werden.

1.1.3.4 Léstling in Wohngebieten

Bei der Suche nach Uberwinterungsquartieren im Herbst sucht sich H. axyridis vor-
nehmlich Hauser oder geschutzte Bauten aus (Obata 1986; Sakurai et al. 1993;
Nalepa et al. 1996; Riddick et al. 2000; Kovach 2004). Dabei kommt es des Ofteren
zu Massenansammlungen auf Fensterbanken, an Hauserfassaden oder in Rolladen-
kasten (Kdgel 2010). Dringen die Kafer in die Hauser ein, kann es bei Hausbewoh-
nern zu Ekelgefuhlen, aber auch zu leichten allergischen Reaktionen gegen die ge-
ruchsintensive Hamolymphe der Kafer kommen (Yarbrough et al. 1999; Magnan et
al. 2002).

1.2 Untersuchungszeitraum und Untersuchungsgebiet

Alle empirischen Untersuchungen wurden im Zeitraum von September 2009 bis Ja-
nuar 2012 durchgefuhrt. Fur die Freilandversuche im Weinberg standen rund um das
Julius Kahn - Institut (JKI) in Siebeldingen (Deutschland, Rheinland-Pfalz, N 49° 127;
E 008° 3°) Weinberge unterschiedlicher Bewirtschaftung und unterschiedlicher Reb-
sorten-Bepflanzung zur Verfligung. Die Weinausbauversuche wurden ebenfalls am
JKI in Siebeldingen in der Versuchskellerei durchgefuhrt. Auf dem Gelande des JKI
in Dossenheim (Deutschland, Baden-Wurttemberg, N 49° 45°; E 008° 62°) konnten
Freilandversuche in Obstplantagen sowie in kleinen Parzellen mit Feldfrichten
durchgefuhrt werden. Die Laborversuche fanden am JKI fur Pflanzenschutz in Obst-
und Weinbau in Siebeldingen und Dossenheim sowie am JKI fur ékologische Che-
mie, Pflanzenanalytik und Vorratsschutz in Quedlinburg (Deutschland, Sachsen-
Anhalt) statt.




1.3 Zielsetzung/ Leitfragen der Arbeit

In der folgenden Dissertationsschrift sollen grundlegende Fragestellungen zu
H. axyridis als potentiellem Schadling in deutschen Weinbaugebieten aufgegriffen
und geklart werden. Dabei ergaben sich vor dem Hintergrund des geschilderten wis-
senschaftlichen Kenntnisstandes und den sich am JKI bietenden Mdglichkeiten fol-
gende Leitfragen und Hypothesen, die in das Projekt ,Grundlagen fur ein Manage-

ment des Asiatischen Marienkafers im Obst- und Weinbau® eingebunden waren.

1. Wie hoch ist die sensorische Schwelle des Marienkafertons im Wein unter Berlck-
sichtigung verschiedener Sorten und Verarbeitungskonstellationen? Wo befinden

sich Ansatze zur Reduktion des Marienkafertons im Wein bei Kaferbefall im Lesegut?

2. Welche chemischen Substanzen (Methoxypyrazine) in der Hamolymphe von
H. axyridis sind ausschlaggebend fur den Marienkaferton im Wein? Wie unterschei-
den sich diese in ihrer Klasse und Hohe zu denen im einheimischen Siebenpunkt
Marienkafer C. septempunctata? Welche Rolle spielt Futter flr die Methoxypyrazin-

Gehalte im Kafer?

3. Welche speziellen biologischen und okologischen Aspekte konnen fur die Frage
des Schadpotenzials der Art in Deutschland von Relevanz sein? Hierbei sind folgen-
de Teilfragen von besonderer Bedeutung: Wie flgt sich die neue Art in das einheimi-
sche Artengefuge ein? Wo liegen die Aufenthaltsorte und in welchen Kulturen und
Habitaten vermehrt sich H. axyridis am haufigsten? Inwieweit ist aufgrund der Habi-
tatbedingungen fur H. axyridis eine Abschatzung des Gefahrdungspotentials fur den
deutschen Weinbau moglich? Wo stellt H. axyridis sogar ein Nutzling im deutschen

Weinbau dar?
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2 Der ,,Marienkaferton* als Fehlton im Wein

Teile dieses Kapitels wurden bereits in einer international erscheinenden Zeitschrift

veroffentlicht:

Kégel, S., Gross, J., Hoffmann, C. (2012a): Sensory detection thresholds of
ladybird taint’ in ‘Riesling’ and ‘Pinot noir’ under different fermentation and

processing conditions. Vitis. 51 (1), 27-32.

Die Publikation wird im Folgenden zusammenfassend erlautert und in den Kontext zu

anderen Veroffentlichungen gesetzt:

Der Weinfehlton ,Marienkaferton“ wurde erstmals im Jahre 2001 in den USA be-
schrieben, nachdem Massen von adulten H. axyridis in den Weinverarbeitungspro-
zess gelangten. Der Fehlton ruft Veranderungen des Weins im Aroma und Ge-
schmack hervor. Bei Weil3- und Rotweinen (Riesling’, ,Spatburgunder’, ,Chasselat’
und ,Red Bergamais‘) wurden die Geschmacksrichtungen “grines Gemuse”, ,Spar-
gel“, ,Erdnuss® und ,Paprika“ intensiver wahrgenommen als flr die Weinsorte typisch
ist (Pickering et al. 2004; Pickering et al. 2005; Linder et al. 2009; Abbildung 2). Von
Linder et al. (2009) wurde eine Reduktion der Fruchtigkeit, der Saure und der Struk-
tur der Weine beschrieben. Des Weiteren wiesen die mit H. axyridis kontaminierten
Weine eine intensivere Farbe auf (Linder et al. 2009). 2-Isopropyl-3-Methoxypyrazin
(IPMP) wurde als die verantwortliche chemische Substanz, die den Fehlton im Wein
hervorrufen kann, identifiziert (Pickering et al. 2007a). In anderen Studien wurde aber
auch diskutiert, dass 2-Secbutyl-3-Methoxypyrazin (SBMP) dafur verantwortlich ist
(Galvan et al. 2008b; Ross et al. 2010). Beide Substanzen gehéren den Methoxypy-
razinen an, welche zum einen in der Hamolymphe der Insekten vorkommen (siehe
Kapitel 3) und zum anderen in Trauben und somit Weinen auch naturlich vorkommen
konnen. Vor allem die Weine aus ,Sauvignon blanc’, ,Merlot’, ,Cabernet franc’ oder
,Cabernet sauvignon’ weisen hohe Gehalte an Methoxypyrazinen von IPMP, SBMP
und 2-Isobutyl-3-Methoxypyrazin (IBMP) auf (Allen et al. 1996; Sala et al. 2002; Sala
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et al. 2005). Auch diese Weine zeichnen sich durch eine intensive ,griine Note“ aus
(Allen et al. 1990; Allen et al. 1991; Lacey et al. 1991; Noble et al. 1995).

* statistisch slgnitikant
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Abbildung 2: Auspragung des Marienkéafertons bei 1 Kéafer/ L und 10 Kafer/ L im Vergleich zu
Wein ohne Kéaferbelastung (aus Riesen 2008).

In der Literatur wurde der Fehlton ,Marienkaferton® erstmals mit dem Auftreten von
H. axyridis in den Weinbergen und beim Weinverarbeitungsprozess beschrieben.
Doch auch schon in den 70er und 80er Jahren wurde in Deutschland von einem ahn-
lichen Fehlton im Wein berichtet, nachdem der Siebenpunkt-Marienkafer C. septem-
punctata wahrend der Lese in Massen mit den Trauben verarbeitet wurde (Rapp1,

personliches Gesprach).

! professor Dr. Dr. Adolf Rapp; ehemaliger Leiter der Arbeitsgruppe Analytik des Julius Kiihn-Instituts Siebeldin-
gen und an der Universitat Karlsruhe tatig, im Ruhestand
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In den folgenden Versuchen wurde die sensorische Wahrnehmungsschwelle (Kafer
von H. axyridis/ kg Trauben und ng IPMP/ L Wein) fur die Rebsorten ,Riesling’ und
,Spatburgunder’ ermittelt. Bei der Sorte ,Spatburgunder’ wurden die beiden Fermen-
tationstypen Maischegarung und Maischeerhitzung gewahlt, um eine Beeinflussung

dieser Arten der Maischebehandlung auf die sensorische Schwelle herauszufinden.

Weitere mdgliche Lésungsansatze zur Reduktion des Marienkafertons wahrend des
Weinbereitungsverfahrens wurden durch die Veranderung des Pressdruckes und der
Pressdauer der Weinpressen ermittelt.

Die Versuche wurden in den Jahren 2010 und 2011 durchgefuhrt. Als Versuchstiere
wurden wahrend der Weinlesezeit und somit kurz vor den Versuchen adulte
H. axyridis aus dem Freiland in den Weinbergen des JKI Siebeldingen per Hand ge-
sammelt. Die Pressversuche wurden in der Versuchskellerei des JKI in Siebeldingen
durchgefuhrt. Die Weinverkostung fand im Sensorikraum des oben genannten Insti-
tuts mit 10 trainierten Weinprufern statt.

2.1 Sensorische Wahrnehmungsschwelle des Marienkafertons

Zur Ermittlung der sensorischen Wahrnehmungsschwelle (Schwelle, bei der 50 %
der Testpersonen einen Fehlton erkennen) von H. axyridis/ kg der weil3en Traubens-
orte ,Riesling’ wurden je 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 und 20 Kafer/ kg Trauben lebend vor
dem Pressvorgang zu den Trauben (5 kg Gesamttraubenmenge) hinzugegeben. Die
Trauben wurden mit der definierten Kafermenge schlie3lich bei 5 bar gepresst, der
Most nach standardisiertem Mikrovinifizierungsverfahren ausgebaut und 4 Monate
spater verkostet (siehe Kdgel et al. (2012a)).

Jeweils 1, 2, 3, 4 und 10 Kafer/ kg Trauben wurden roten Trauben der Sorte ,Spat-
burgunder zugesetzt. Die geringere Variantenanzahl als bei ,Riesling’ war bedingt
durch die hohere bendtigte Gesamtausbaumenge an Trauben (15 kg). In geringerer
Menge ware in den vorhandenen Garcontainergrof3en keine Maischegarung moglich
gewesen. Die sensorische Wahrnehmungsschwelle von H. axyridis/ kg der roten
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Traubensorte ,Spatburgunder’ wurde in zwei verschiedene Varianten aufgeteilt. Bei
der ersten Variante wurde die Maische bei 65 °C fur 3 h erhitzt. Die zweite Variante
wurde sechs Tage in Garbehaltern bei Kellertemperatur auf der Maische vergoren.
Anschliellend wurde die Maische bei 1,8 bar gepresst, ebenfalls nach standardisier-
tem Mikrovinifizierungsverfahren ausgebaut und vier Monate spater verkostet (siehe
Kogel et al. (2012a)).

Fir die Versuche zur Ermittlung der sensorischen Wahrnehmungsschwelle in ng
IPMP/ L Wein wurde synthetisches IPMP (Sigma Aldrich, Nr. 243132) in H,O ver-
dinnt und zum einen in den Konzentrationen 1, 2, 11, 50, 100 ng/ L in im Jahr 2008
abgeflllten Flaschen ,Spatburgunder’ zugesetzt. Zum anderen wurden die Konzen-
trationen 1, 3, 11, 50 und 100 ng/ L ebenfalls in im Jahr 2008 abgefullten Flaschen
,Riesling’ kunstlich zugesetzt. Die Weine wurden 1 h nach der kunstlichen Kontami-

nierung verkostet.

2.1.1 Sensorische Wahrnehmungsschwelle des Marienkafertons (Kafer/ kg) in

der weilRen Traubensorte ,Riesling’

Die sensorische Wahrnehmungsschwelle zeigte eine Abhangigkeit von dem Weinbe-
reitungsverfahren und der Rebsorte. Die in 2009 und 2010 durchgefuhrten Versuche
zeigten, dass 4-5 Kafer/ kg Trauben in der weil3en Rebsorte ,Riesling’ von 50 % der
Testpersonen wahrgenommen werden konnten (Abbildung 3a). Pickering et al.
(2007a) ermittelten die sensorische Wahrnehmungsschwelle in Riesling bei 0,6 Ka-
fern/ kg Trauben. Dieser geringere Wahrnehmungswert von Pickering et al. (2007a)
im Vergleich zu den eigenen Ergebnissen ist offenbar auf unterschiedliche Ver-
suchsansatze zuruckzufuhren. Bei Pickering et al. (2007a) wurde lediglich eine Vari-
ante unter naturlichen Bedingungen hergestellt und 3 lebende Kafer/ kg Lesegut zu-
gegeben. Aus diesem Wein wurde schlieRlich eine Weinmischung aus belastetem
Wein (3 Kafer/ kg) und unbelastetem Wein hergestellt. Daraus wurde mathematisch
die Schwelle ermittelt. In der vorliegenden Studie wurden lebende Kafer in hoher Va-
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riantenzahl den Trauben vor der Pressung hinzugegeben und aus diesen ausgebau-

ten Weinen die sensorische Wahrnehmungsschwelle ermittelt.

2.1.2 Sensorische Wahrnehmungsschwelle des Marienkafertons (Kafer/ kg) in
der roten Traubensorte ,Spatburgunder’

In der roten Weinsorte ,Spatburgunder’ konnten je nach Fermentationsart der Trau-
ben 3-6 Kafer/ kg Trauben von 50 % der Testpersonen erkannt werden (Abbildung
3b). Bei Maischegarung der Trauben lag die sensorische Wahrnehmungsschwelle
bei 3 Kafern/ kg. Linder et al. (2009) errechneten fur dieselbe Rebsorte und ebenfalls
Maischegarung eine Schwelle von 5 Kafern/ kg. Galvan et al. (2007) beschrieben
5 Kéafer/ kg in der roten Weinsorte ,Frontenac* als sensorische Schwelle. Pickering et
al. (2007a) ermittelten dagegen eine deutlich geringere Wahrnehmungsschwelle (er-
kannt von 75 % der Testpersonen) von 1,26 Kafern/ kg Spatburgundertrauben. Auch
hier hat vermutlich der unterschiedliche Versuchsaufbau einen wesentlichen Einfluss
auf die Differenzen der Wahrnehmungsschwelle gehabt. Pickering et al. (2007a) ga-
ben lebende Kafer (10 Kafer/ L) einem Traubensaftkonzentrat der Sorte ,Spatbur-
gunder’ zu. In dieser Studie und bei Galvan et al. (2007) wurden die Kafer, der Reali-
tat entsprechend, in unterschiedlicher Konzentration direkt den Trauben vor der
Pressung zugegeben. Bei Pickering et al. (2007a) wurde schlieRlich das Trauben-
saftkonzentrat zu Wein ausgebaut. Dieser mit Kafern belastete Wein wurde mit unbe-
lastetem Wein in verschiedenen Konzentrationen gemischt. Somit wurde die Schwel-
le fur Kafer/ kg Trauben lediglich mathematisch errechnet, indem die Traubenmenge,
die fur das Traubensaftkonzentrat verwendet wurde, rickgerechnet wurde. Auch wird
die Eintragsmenge an Hamolymphe der lebenden Kafer direkt in das Konzentrat und
somit im Most hoher sein als wenn die Kafer in einem Schritt vorher den Trauben
zugesetzt werden und anschlieBend in der Presse die Hamolymphe, je nach

Zerquetschung (siehe Kapitel 2.2), nur teilweise in den Most gelangt.

Die sensorische Wahrnehmungsschwelle erhdhte sich auf 6 Kafer/ kg bei maische-

erhitzten Spatburgundertrauben. Dieses Verfahren wurde in friheren Veroéffentli-
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chungen noch nicht zur Ermittlung von Grenzwerten des Marienkafertons genutzt.
Eine Erhdhung der Schwelle von 3 Kafer/ kg bei Maischegarung auf 6 Kafer/ kg bei
Maischeerhitzung ist vermutlich durch mehrere Faktoren bedingt. Zum einen verblei-
ben die Kafer bei der Maischeerhitzung eine kirzere Verweildauer (3 h bei 60 °C
statt 6 Tage bei Raumtemperatur) in der Maische. Da Pyrazine alkoholldslich sind,
I6sen sich vermutlich in der geringeren Zeit weniger Pyrazine in der Maische. Zum
anderen verflichtigen sich vermutlich Pyrazine bei der Erhitzung. Zwar liegt ihr Sie-
depunkt erst bei ca. 120°C, jedoch werden auch schon bei niedrigeren Temperaturen

geruchsrelevante Mengen freigesetzt.
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Abbildung 3 at+b: Sensorische Wahrnehmung des Marienkéfertons von den Panelpersonen [%]
(n=10) bei unterschiedlichen Mengen an Kafer/ kg Rieslingtrauben (a) und Spéatburgundertrau-
ben (b). Beim Spatburgunder sind die unterschiedlichen Garverfahren Maischegirung (rotes
Quadrat) und Maischeerhitzung (orangene Raute) getrennt dargestellt. Der Schwellenwert, bei
der 50 % der Panelpersonen den Ton erkannt haben, ist als Linie gekennzeichnet. Die loga-

rithmische Trendlinie gibt den theoretischen Verlauf an.

Der Einfluss des Garverfahrens ist vermutlich ebenfalls ein Grund, dass weil3e Weine
in der bisherigen Literatur stets hohere sensorische Wahrnehmungsschwellen auf-
wiesen als rote Weine (Galvan et al. 2007; Pickering et al. 2007a; Linder et al. 2009).
Die wei3en Trauben wurden in diesen Studien ebenfalls keiner Maischegarung un-
terzogen, wie es fur Weillweine auch untypisch ware, und die roten Trauben stets
einer mehrtagigen Maischegarung statt Maischeerhitzung. Auch in den Versuchen
der vorliegenden Studie wiesen die weilten Trauben ohne Maischegarung eine héhe-

re sensorische Schwelle auf als die roten Trauben mit Maischegarung (4 Kafer/ kg
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statt 3 Kafer/ kg). Somit liegt der Grund der unterschiedlichen Wahrnehmungs-
schwelle vermutlich nicht in der Weinsorte, sondern in den differierenden Weinberei-
tungsverfahren.

2.1.3 Sensorische Wahrnehmungsschwelle des Marienkafertons (ng IPMP/ L)

in ,Riesling‘ und ,Spatburgunder*

Wird die sensorische Schwelle nicht als Kafer/ kg sondern ng IPMP/ L angegeben, so
lag diese in ,Riesling‘ bei 2 ng/ L und in ,Spatburgunder’ bei 1 ng/ L (Abbildung 4).
Gehalte von 2 ng IPMP/ L wurden auch fur einen roten Cuvéewein (Sala et al. 2004)
und ,Sauvignon blanc’ (Allen et al. 1991) ermittelt. Fur ,Chardonnay’ und ,Ge-
wulrztraminer ermittelten Pickering et al. (2007b) Werte der besten Wahrnehmung
von 0,32 beziehungsweise 1,56 ng IPMP/ L. Bei Pickering et al. (2007b) wurden die
Werte der Wahrnehmung nur orthonasal ermittelt. In der vorliegenden Studie wurden
die Weine sowohl orthonasal als auch retronasal verkostet, was die Wahrnehmungs-
schwelle erniedrigt. In Wasser wurde IPMP mit 2 ng/ L wahrgenommen (Murray et al.
1970; Seifert et al. 1970; Sala et al. 2005). In Traubensaft wurden orthonasale
Wahrnehmungswerte von 0,74 bis 1,11 ng/ L ermittelt (Pickering et al. 2008c). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Weinsorte und die Matrix, in der IPMP vor-
kommt, doch eine Rolle spielen. Dies wirde die Ergebnisse des obigen Abschnittes
nicht bestatigen. Insofern kdnnen auch weitere Bedingungen einen Einfluss haben,
denn bei der Ermittlung sensorischer Wahrnehmungsschwellen sind naturlich vor-
kommende Methoxypyrazine in den Trauben ebenfalls von grofer Bedeutung. In
Riesling- und Spatburgundertrauben kénnen je nach Reifegrad natlrliche Gehalte
von IPMP vorkommen. Unreife Trauben enthalten mehr IPMP als reife Trauben
(Allen & Lacey 1993; Allen 1995). Somit kdnnen Trauben, die noch vor der endgulti-
gen Reife gelesen werden, auch naturlicherweise Methoxypyrazine enthalten.
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Abbildung 4: Sensorische Wahrnehmung des Marienkafertons von den Panelpersonen [%)]
(n=10) bei unterschiedlichen Mengen an ng/ L Rieslingwein (Raute) und Spatburgunderwein
(Viereck). Der Schwellenwert, bei der 50 % der Panelpersonen den Ton erkannt haben, ist als

Linie gekennzeichnet. Die logarithmische Trendlinie gibt den theoretischen Verlauf an.

2.2 Losungsansatze zur Verminderung des Marienkafertons im Wein

Ein erster LOsungsansatz wurde bereits in Kapitel 2.1 genannt. Da sich die sensori-
sche Wahrnehmungsschwelle bei maischeerhitzten Trauben auf 6 Kafer/ kg Trauben
erhdhte (im Vergleich zu 3 Kafer/ kg bei maischevergorenen Trauben) ist es ratsam,
bei Kaferbefall in roten Sorten das Verfahren der Maischeerhitzung zu nutzen statt

eine Maischegarung uber mehrere Tage zu wahlen.

Im Jahr 2010 wurden Versuche zur Ermittlung des Einflusses von Pressdruck und
Pressdauer auf die Mortalitat von adulten H. axyridis durchgefthrt. Fir den Press-
druck-Versuch wurden jeweils 9 lebende adulte H. axyridis in 3 Kg Rieslingtrauben
(entspricht 3 Kafer/ kg) gegeben und bei definiertem Druck (je 1, 2, 3, 4 und 5 bar)
gepresst. Jede Variante wurde 15 min gepresst und anschlieRend die Kafer aus der
Maische per Hand ausgesammelt und auf Mortalitat Gberpruft.

FUr den Pressdauer-Versuch wurden 15 lebende adulte H. axyridis jeweils 15 kg
Rieslingtrauben zugesetzt und fur 90 min bei 2 bar gepresst. Nach 30, 60 und 90 min

wurde die Presse gestoppt. Die Kafer wurden aus der Maische per Hand gesammelt
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und auf Mortalitdt und Quetschungen gepruft. Alle Kafer, unabhangig ob tot oder le-
bend, wurden anschliellend wieder in die Presse gegeben und der Pressvorgang
fortgesetzt.

Durch die Versuche wurden der Pressdruck und die Pressdauer wahrend des Press-
verfahrens als mdgliche Lésungen zur Verminderung des Marienkafertons im Wein
identifiziert. Hierbei spielt die Verringerung des Eintrags der Hamolymphe durch voll-
standige Zerquetschung von H. axyridis in den Most bei der Weinbereitung die be-
deutendste Rolle. Denn alleine das Reflexbluten der Kafer reicht nicht aus, um den
Marienkaferton hervorzurufen (Pickering et al. 2004; Galvan et al. 2007). Eine Pres-
sung zwischen 1 und 2 bar, wie sie auch bereits in der weltweiten Weinbaupraxis
verwendet wird, lie® im Mittel lediglich 50 % der Kafer zerquetschen. Alle Drucke
Uber 2 bar erhdhten die Mortalitat und somit die Zerquetschung der Kafer. Bei 5 bar
lag die Mortalitat bei 95 %. Somit sollten alte Schlauch- oder Spindelpressen, die mit

Dricken Uber 2 bar arbeiten, bei Kaferbefall nicht eingesetzt werden (Abbildung 5a).

Die praxisrelevante Pressdauer betragt 90 min. Bei dieser Pressdauer wurde eine
Mortalitatsrate von 92 % erreicht. Eine Pressdauer unter 45 Minuten bei 2 bar redu-
zierte die Mortalitat der Kafer auf weniger als 50 % (Abbildung 5b).
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Abbildung 5 a+b: Der Einfluss von Pressdruck (a) [in bar] und Pressdauer (b) [in min] auf die

Mortalitdt von H. axyridis [in %] in der Weinpresse. Eine lineare Trendlinie ist eingefiigt.

Bei beiden Faktoren muss zwischen geringerer Mostausbeute durch geringeren
Druck und kurzere Pressdauer und Reduktion des Marienkafertons abgewogen wer-

den. Bei einem Kaferbefall oberhalb der sensorischen Wahrnehmungsschwelle von
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3-6 Kafern/ kg Trauben, wie in Kapitel 2.1, genannt sollte jedoch die Weinqualitat im

Vordergrund stehen.

Weitere Losungsansatze zur Verringerung des Marienkafertons im Wein sind aus der
Literatur bekannt. Synthetische Korkstopfen als Flaschenverschluss sind bei marien-
kaferbelasteten Weinen Naturkorken, Schraubverschlussen und Glasverschlissen
vorzuziehen (Blake et al. 2009; Pickering et al. 2009; Pickering et al. 2010). Ebenso
verringern TetraPak-Kartons anstelle von Glasflaschen als Weinverpackung den Ma-
rienkaferton (Blake et al. 2009; Pickering et al. 2009). Die Lagerungsdauer und
-temperatur sowie die Flaschenfarbe hatten keinen Einfluss auf die Methoxypyrazin-
gehalte im Wein (Pickering et al. 2005; Blake et al. 2010). Bereits wahrend des
Weinausbauprozesses kdnnen Hefen, Holzchips oder Aktivkohle zu einer Verbesse-
rung der Weinqualitat von kaferbelasteten Weinen beitragen (Pickering et al. 2006;
Pickering et al. 2008b).

Die aufgefuhrten LOsungsansatze setzen bei dem Pressvorgang an. Es ist jedoch
wunschenswert, schon bereits den Einflug von H. axyridis in den Weinberg zu ver-
hindern. Hierzu miissen jedoch vorher die Okologie des Kéfers innerhalb bestimmter
Landschaftsstrukturen sowie Fangmethoden bekannt sein. Dazu wurden innerhalb

dieser Dissertation (Kapitel 4) die Grundlagen erarbeitet.
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3 Methoxypyrazine in der Hamolymphe von Coccinelliden

Insekten speichern giftige Wirkstoffe meist nicht in Drisen, sondern in der Hamolym-
phe (Dettner 2010). In der Hamolymphe von Coccinelliden finden sich eine Reihe von
Alkaloiden, die zur Abwehr gegen Fressfeinde eingesetzt werden. An Alkaloiden sind
vor allem Methoxypyrazine enthalten, die zur chemischen Verteidigung dienen und
als Warngeruche fungieren (Dettner 2010). Fur H. axyridis werden drei Methoxypyra-
zine angegeben, die in der Hamolymphe vorkommen. Diese sind IPMP, IBMP und
SBMP (Abbildung 6) (Cudjoe et al. 2005; Cai et al. 2007) und wurden ebenfalls als
verantwortlich flr den Marienkaferton im Wein identifiziert (siehe Kapitel 2). Cai et al.
(2007) beschrieben zusatzlich noch 2,5-Dimethyl-3-Methoxypyrazine (DMMP) als
viertes geruchsaktives Methoxypyrazin in der Hamolymphe. Cudjoe et al. (2005) de-
tektierten einen 100fach hoheren IPMP-Gehalt in H. axyridis als in
C. septempunctata. Fur C. septempunctata nannte Cudjoe et al. (2005) IPMP als
einziges messbares Methoxypyrazin in der Hamolymphe, wahrend SBMP und IBMP
nicht detektiert wurden. IPMP wurde ebenfalls von Abassi et al. (2000) als Aggregati-
onspheromon und Abwehrsubstanz in C. septempunctata beschrieben.

N.. ~OCH, N. _OCH, N_ _OCH,
[ ~ ' [ X * E x> '
IPMP SBMP IBMP

Abbildung 6: Die drei relevanten Methoxypyrazine in der Himolymphe von H. axyridis: 2-
Isopropyl-3-Methoxypyrazin (IPMP), 2-Secbutyl-3-Methoxypyrazin (SBMP) und 2-lsobutyl-3-
Methoxypyrazin (IBMP).

Im Hinblick auf eine Verunreinigung des Weins mit Hamolymphe der Marienkafer
wurde dies bedeuten, dass von einem adulten H. axyridis eine 100fach hohere Ge-
fahrdung ausgeht, den Wein zu verunreinigen, als von dem nativen
C. septempunctata. Dieses Gefahrdungspotential wurde im Rahmen der folgenden
Versuche neu untersucht. Des Weiteren wurden die Diversitat und Haufigkeit der

einzelnen Methoxypyrazine in beiden Arten ermittelt. Um den Einfluss von Futter auf
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Methoxypyrazingehalte im Kafer festzustellen, wurden IPMP-Gehalte bei unter-
schiedlicher Futterung unter Labor- und Freilandbedingungen gemessen. Die unter-
schiedlichen Morphotypen von H. axyridis (siehe Abbildung 1) wurden dabei eben-

falls getrennt betrachtet.

3.1 Etablierung einer Methode zur Messung von Methoxypyrazingehal-

ten in der Hamolymphe von Coccinelliden

Methoxypyrazine sind leicht flichtige Substanzen, die zur Stoffklasse der Alkaloide
gehoren. Die Gaschromatographie wird zur Detektion und Trennung von fllchtigen
Stoffgemischen verwendet (Hesse 2005) und ist somit auch zum Analysieren von
Pyrazinen geeignet. In der Literatur wurden bereits diverse Methoden zur Anreiche-
rung und anschlielenden gaschromatographischen Trennung von Pyrazinen be-
schrieben (Hashizume & Umeda 1996; Sala et al. 2002; Baker et al. 2003; Prouteau
et al. 2004; Sala et al. 2005; Barra et al. 2007; Galvan et al. 2008b; Kotseridis et al.
2008; Pickering et al. 2008a; Schmarr et al. 2010). Neben der Flissigextraktion und
der Festphasenextraktion (SPE) wurde auch eine Probenvorbereitung mittels Dampf-
raum-Festphasenmikroextraktion (HS-SPME) in einigen dieser Publikationen getes-
tet. SPME bietet den Vorteil, aus Fllssigproben definierte leicht flichtige Substanzen
an eine Oberflache mit einem geeigneten Adsorbens (Faser) anzulagern. Dabei wer-
den die Analyten mittels SPME jedoch nicht vollstandig aus der Wasserprobe extra-
hiert. Es stellt sich vielmehr ein Verteilungsgleichgewicht zwischen den im Gasraum
gelésten und an der stationaren Faser adsorbierten Analytmolekilen ein (HS). Dies
garantiert eine maximale Ausbeute an Zielsubstanzen und eine Verdrangung uner-

wulnschter Substanzen.

Je nach Polaritat der Zielsubstanz stehen verschiedene Fasern zur Verfugung.
Galvan et al. (2008b) testete zwei Fasertypen auf ihre Effizienz der Pyrazinextraktion,
darunter auch eine Faser mit der Beschichtung Divinylbenzene/Carboxen/ Polydime-
thylsiloxane (Sigma Aldrich; DVB/Carboxen/PDMS - Faser, Produkt-Nr.: 57328-U). In
der vorliegenden Studie wurde dieser Fasertyp fur die Analysen gewahlt. Die Faser
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zeigte zwar eine hohe Empfindlichkeit bei kleinsten Veranderungen der Methoden-
aufbereitung, bietet aber gleichzeitig eine effiziente Anlagerung von IPMP, SBMP
und IBMP bei einer vergleichsweise kurzen Extraktionszeit von 30 min (Galvan et al.
2008b). Die exakte und standardisierte Probenvorbereitung ist die somit wichtigste

Bedingung fur HS-SPME-Analysen, um quantitative Aussagen treffen zu kdnnen.

Die folgende Methode ist eine Mischung bereits vorhandener Pyrazinanalytikmetho-
den, die jedoch auf eine schnelle (< 60 min) und einfache Probenvorbereitung und
GC-Analyse modifiziert wurde. Je ein Kafer wurde stets in 10 mL H,O bidest mit ei-
nem Morser zerkleinert. Die Lésung wurde in 20 mL- Probengefalde gegeben und mit
einer Schraubkappe mit Septum (Silikon-Polytetrafluorethylen-Mischung) verschlos-
sen. Zu der 10 mL Wasser-Kafer-Losung wurde vor der Analyse 3 g/10 mL NaCl so-
wie ein interner Standard der Konzentration 1 ng/10 mL zugegeben. Als interner
Standard diente 3-Isopropyl-2-Ethoxypyrazin (IPEP). Ein interner Standard ist ein
Hilfsmittel bei quantitativen Analysen zur Erkennung von Fehlern wahrend des Ana-
lyseverfahrens. Er dient als relative Bezugsgrofe, der den Einfluss des Verfahrens
auf das Ergebnis abbilden und eine Einschatzung der Qualitat des Verfahrens erlau-

ben soll.

Da die Beladung der Faser nur Uber die Dampfphase erfolgte, wurden die Proben
20 min im Wasserbad bei 40 °C vorgewarmt und dabei mit einem Magnetrihrfisch
geruhrt. Dies garantierte eine optimale Gleichgewichtsherstellung der Substanzen
zwischen der Flussig- und Gasphase bei gleicher Salzsattigung der Flussigkeit. Zur
Adsorption der Zielsubstanzen wurde die Faser im Dampfraum der Probe fur 30 Mi-
nuten, ebenfalls bei 40 °C und bei gleichmaRigem Rulhren, beladen. Zur anschlie-
Renden Analyse wurde die Probe mit dem GC-Massenspektrometer (GC-MS) unter-
sucht. Die Injektionszeit, bei der die angereicherte Faser im Einlass des GC bei 270
°C desorbiert wurde, betrug 2 min. Fur weitere 3 min wurde die Faser anschlie3end
bei einem Durchfluss von 10 mL/min zur Reinigung im Einlass belassen. Das Ofen-
programm des GC wurde folgendermallen programmiert: 45 °C fur 5 min; dann Er-
hoéhung der Temperatur mit 15 °C/min bis 100 °C; dann mit 3 °C/min bis 160 °C; mit
25 °C/min bis 200 °C; 200 °C fur 5 min halten. Als Saule wurde eine DB-Wax (30 m
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Lange, 0,25 mm Durchmesser, 0,5 uym Filmdicke, von J&W Scientific, Santa Clara,

CA, USA) eingesetzt. Das Tragergas war Helium.

Zur Erhéhung der Sensitivitat des MS fur die gesuchten Zielsubstanzen wurde der
SIM-Modus des MS verwendet. Dabei werden definierte Massenzahlen, die charak-
teristisch fur die Substanzen sind, ausgewertet. An Massenzahlen wurde flir 2-
Isopropyl-3-Methoxypyrazin (IPMP) 137 und 152 verwendet. 2-Isobutyl-3-
Methoxypyrazin (IBMP) dagegen mit 124 und 151 und 2-Secbutyl-3-Methoxypyrazin
mit 124 und 137. Fir den internen Standard wurden die Massenzahlen 137 und 151
gewahlt. Mittels dieser Probenvorbereitung und GC-MS-Analyse ist eine klare Tren-
nung der Methoxypyrazine mdglich und die Chromatogramme bilden eindeutige
Peaks ab (Abbildung 7).

SBMP
IBMP

IPMP

m—————— |PEP

Peakflache

Retentionszeit [min)

Abbildung 7: Chromatogramm einer H,O-Lésung gemischt mit den Reinsubstanzen IPMP,
IPEP, SBMP und IBMP. Die Probenvorbereitung fand mittels hs-SPME statt und die Trennung
mit einem GC-MS.

Die Auswertung der erhaltenen Chromatogramme erfolgte mit dem Programm
ChemStation D.03.00.611 von Agilent Technologies. Zur Qualifizierung der Daten-
peaks dienten die Datenbank NIST und die Referenzsubstanzen IPMP, SBMP und
IBMP (SIGMA Aldrich Nr. 297666, Nr. 243132 and Nr. 243116). Zur Quantifizierung
der Datenpeaks wurde der Peak ins Verhaltnis zum internen Standard gesetzt. Dazu
wurde vorher jeweils eine Kalibrierungsgerade fur IPMP, SBMP, IBMP und den inter-
nen Standard IPEP ermittelt.
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3.2 Geruchsrelevante Methoxypyrazine in der Hamolymphe von

H. axyridis und C. septempunctata

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in einem internationalen Journal publiziert (sie-

he Anhang):

Kégel, S., Hoffmann, C., Gross, J., Ulrich, D. (2012b): Diversity and frequen-
cies of methoxypyrazines in hemolymph of Harmonia axyridis and Coccinella
septempunctata and their influence on the taste of wine. European Food Re-
search and Technology. 234: 399—-404

Die Arbeit wird im Folgenden zusammengefasst.

Zur Klarung der Fragestellung, inwieweit H. axyridis aufgrund seiner héheren IPMP-
Gehalte in der Hamolymphe als C. septempunctata (Cudjoe et al. 2005) ein hdheres
Gefahrdungspotential hat, den Wein zu verunreinigen, wurde eine Weinprobe durch-
gefuhrt. Die fur die Weinbereitung verwendeten Insekten stammten aus einer Labor-
zucht des JKI Dossenheim. Die Kafer wurden unter kontrollierten Bedingungen in der
Klimakammer (wechselnde Temperaturen wahrend einer Woche (168 h): 100 h bei
25 °C, 68 h bei 20 °C; 16:8 h L/D, 60% LF) und definiertem Futter (Erbsenblattlaus
Acyrthosiphon pisum) gezichtet. Jeweils 8 bzw. 16 adulte Kafer von H. axyridis und
C. septempunctata wurden in je 10 mL H,O gemorsert und anschlieRend zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde Wein der Sorte Riesling (1 L) aus 2009 zugegeben und
der Ansatz in je 0,5 L-Flaschen abgefullt und verschlossen. Als Kontrollwein diente
Riesling aus dem Jahr 2009 ohne jegliche Kaferbelastung. Auf Marienkaferton im
Wein trainierte Prufer (n=10) bekamen die drei Varianten (H. axyridis-Wein, C. sep-
tempunctata-Wein und Kontrollwein) parallel zur Verkostung. Jede Person musste
die drei Varianten nach der Intensitat des Marienkafertons einordnen: 0 = kein Mari-
enkaferton erkennbar; 1= geringster Gehalt an Marienkaferton; 2 = mittlerer Gehalt
an Marienkaferton; 3 = am starksten mit Marienkaferton belastet. Die Verkostung

wurde zweifach wiederholt.
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Die sensorische Weinprobe zeigte eine signifikant hdhere Rangsumme der maxima-
len Intensitat des Marienkafertons bei den Weinen, die mit C. septempunctata-
Hamolymphe versetzt waren (80 % maximale Intensitatsrate), als bei den Weinen mit
H. axyridis (50 % maximale Intensitatsrate). Die Variante 16 Kafer/ L wurde dabei
starker wahrgenommen als die Variante mit 8 Kafer/ L (Abbildung 8). In beiden Fallen
bestanden signifikante Unterschiede in der Wahrnehmung des Marienkafertons zwi-
schen C. septempunctata-Wein und H. axyridis-Wein (T-Test nach Student; p <
0,05).

100
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60
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40
30

20

erkannter MKT durch Panelpersonen [%)]

10

C. septempunctata H. axyridis

Abbildung 8: Rangsumme (in % der maximalen Intensitidt an MKT (Marienk&ferton) im Vergleich
zur Kontrolle) von Weinen belastet mit H. axyridis bzw. C. septempunctata (8 bzw. 16 Kafer/ L)

ermittelt durch eine Weinprobe mit 10 Panelpersonen. Die Standardabweichung ist angegeben.

Das Ergebnis der Weinprobe entsprach nicht den auf Cudjoe et al. (2005) basieren-
den Erwartungen. Bei einem 100fach hoheren Gehalt an IPMP, wie ihn Cudjoe et al.
(2005) beschrieb, hatte der mit H. axyridis versetzte Wein hohere Rangsummen er-
halten mussen als C. septempunctata-Weine. Unsere Versuche zeigten jedoch das
gegenteilige Ergebnis. Zur Klarung und besseren Deutung des Weinprobenergebnis-
ses wurden im Anschluss gaschromatographische Analysen (GC; Agilent 6890) von
Kafern durchgefuhrt. Diese sollten Klarheit Uber die Inhaltsstoffe in der Hamolymphe
der beiden Arten und deren Geruchsaktivitat bringen. Auch bei diesen Versuchen
waren alle untersuchten Kafer Zuchtkafer, die unter kontrollierten Bedingungen am
JKI in Dossenheim gezuchtet wurden (siehe oben). Die gaschromatographische Ana-
lyse wurde mittels GC-Massenspektroskopie (MS; Agilent 5870B), GC-Stickstoff-
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Phosphor-Detektor (NPD; Agilent 6890) und GC-Olfaktometrie (O; Gerstel ODP3)
durchgefuhrt. Die genauen Analysenparameter sind in Kapitel 3.1 sowie bei Kogel et
al. (2012b) angegeben.

Die Analysen der drei haufigsten Methoxypyrazine IPMP, IBMP und SBMP von je-
weils 50 Kafern einer Art mit dem GC-MS zeigten folgendes Bild: IPMP konnte in
beiden Arten und in jedem Kéafer detektiert werden (100 %). SBMP wurde in 36 %
aller Kafer von C. septempunctata gefunden und IBMP in 60 % der Kéafer. Bei
H. axyridis zeigte sich ein kontrares Ergebnis: SBMP wurde in 87 % aller Kafer de-
tektiert und IBMP in 32 % aller Kafer (Abbildung 9). Diese Ergebnisse bestatigten ein
erhdhtes und dominantes Vorkommen von IPMP in der Hamolymphe beider Kaferar-

ten.
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Abbildung 9: Haufigkeit [%] der Methoxypyrazine IPMP, SBMP und IBMP in der Hamolymphe
von C. septempunctata und H. axyridis (jeweils n=50).

Um den Einfluss der drei detektierten Methoxypyrazine auf den Wein beurteilen zu
konnen, musste deren Geruchsaktivitat geklart werden. Die Geruchsaktivitat der ein-
zelnen Hamolymphsubstanzen beider Arten wurde mit dem GC-Olfaktometer (GC-
O) ermittelt. Als Sensorikpanel wurden sieben Personen (6 Frauen und 1 Mann) im

Alter von 25 bis 52 Jahren ausgewahlt und geschult.

In beiden Arten wurden sechs geruchsaktive Substanzen erkannt, die bezuglich ihrer
Geruchsbeschreibung im Zusammenhang mit dem Marienkaferton im Wein standen
(-grun®, ,Spargel®, ,muffig®, ,Kartoffel, ,Keller®, ,herb®, siehe Kapitel 2). IPMP wurde
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in beiden Arten von allen Testpersonen mit der hdochsten Geruchsintensitat wahrge-
nommen. In C. septempunctata wurde zusatzlich IBMP von 100 % der Testpersonen
wahrgenommen, in H. axyridis beschrieben lediglich 29 % den Geruch von IBMP
(Abbildung 10). Von 71 % der Testpersonen wurde eine weitere Substanz in C. sep-
tempunctata mit ,grun“ und ,muffig“ beschrieben. Diese Substanz konnte jedoch

nicht mit Hilfe von Datenbanken identifiziert werden.
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Abbildung 10: Haufigkeit der erkannten geruchsaktiven Substanzen (NIF = Nasal Impact Fre-
quency) [%] in der Hamolymphe von H. axyridis (A) und C. septempunctata (B) mit Marienkafer-
ton-dahnlicher Beschreibung bei definierten Retentionszeiten im GC-O. Die drei Methoxypyrazi-
ne IPMP, SBMP und IBMP sind gekennzeichnet.

Parallele GC-MS und GC-NPD-Analysen der gleichen Extrakte zeigten den hdchsten
Peak bei IPMP (Retentionszeit: GC-NPD: 18,8 min; GC-O: 9,98; Abbildung 11). In
C. septempunctata konnten weiterhin SBMP und IBMP detektiert werden. Im Chro-
matogramm von H. axyridis fehlte ein messbarer IBMP-Peak, was die GC-O-
Ergebnisse bestatigte. Jedoch wurde bei H. axyridis SBMP mit zweitgrof3ter Peakfla-
che hinter IPMP analysiert.
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Abbildung 11: Chromatogramm der Hamolymphen von C. septempunctata (A) und H. axyridis
(B) mit GC-NPD. Alle Peaks bei definierter Retentionszeit [min] mit einer Flache > 10.000 pA
sind nummeriert. Die Peaks der Methoxypyrazine IPMP, SBMP und IBMP sind beschriftet. (aus
Kogel et al. 2012b)

Die Vermutung, dass nicht IPMP, sondern SBMP die pragende Substanz des Mari-
enkafertons ist (Galvan et al. 2008b; Ross et al. 2010), konnte durch die vorliegen-
den Ergebnisse nicht bestatigt werden. IPMP wurde in den GC-O-Analysen orthona-
sal am starksten wahrgenommen und hatte die groRte Peakflache in GC-MS und
GC-NPD-Analysen. Des Weiteren wurde IPMP in 100 % aller untersuchten Kéafer
mittels GC-MS detektiert. SBMP konnte in H. axyridis zwar detektiert werden, jedoch
war die sensorische Wahrnehmungsschwelle dieser Substanz zu gering fur die Pru-
fer. Ein Einfluss der Ergebnisse durch die Hamolymphmatrix ist nicht auszuschlie-
Ren, denn in anderen Matrices wie Wasser kann SBMP durchaus in geringen Men-
gen von 2 ng/ L geruchlich wahrgenommen werden (Sala et al. 2002).

Diese Ergebnisse der Weinprobe und das Vorhandensein von IPMP, IBMP und

SBMP in der Hamolymphe von H. axyridis bestatigten jedoch, wie bereits in friiheren
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Studien beschrieben, dass H. axyridis den Weingeschmack hinsichtlich des Marien-
kafertons verandern kann (Pickering et al. 2004; Cai et al. 2007; Galvan et al. 2008b;
Linder et al. 2009; Kogel et al. 2012a). Eine starkere Beeinflussung des Weines hin-
sichtlich des Fehltons Marienkaferton durch C. septempunctata war bisher nicht be-
kannt. In den 70er und 80er Jahren wurde zwar nach Einflug von C. septempunctata
in den Weinberg eine Beeinflussung des Weingeschmacks vermutet (Rapp, personli-
ches Gesprach), jedoch existieren keine schriftlichen Berichte zu dieser Beobach-
tung. Bei einer Belastung mit C. septempunctata ist der Wein nicht nur sehr stark mit
IPMP belastet, sondern auch mit IBMP, welches eine hohe Geruchsaktivitat im GC-O
zeigte. In H. axyridis wurde die zweite sehr geruchsaktive Substanz IBMP nur in sehr
geringer Menge gerochen und befand sich im GC-NPD unter der Detektionsgrenze.
Die bisherige Aussage nach Cudjoe et al. (2005), dass ein adulter H. axyridis durch
seine IPMP-Gehalte in der Hamolymphe den Weingeschmack um den Faktor 100
starker verdirbt als C. septempunctata konnte durch die Weinprobe sowie GC-O und
GC-NPD-Ergebnisse widerlegt werden. Auch eine neue Studie von Botezatu and
Pickering (2010) zeigte, dass sowohl mit C. septempunctata als auch mit H. axyridis
belastete Weine ahnliche IPMP-Gehalte im Wein aufwiesen. Cudjoe et al. (2005)
analysierte bei seinen Versuchen gefrorene Kafer. In der vorliegenden Studie und bei
Botezatu and Pickering (2010) wurden stets frische Kafer fur die Versuche verwen-
det. Darin liegt vermutlich ein entscheidender Unterschied. Jedoch kénnen Pyrazin-
gehalte in Kafern auch nahrungsabhangig sein (Kdgel et al. (2012c), siehe Kapitel
3.3). Regionale sowie saisonale Unterschiede der Pyrazingehalte im Kafer konnen
ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Weitere Forschung dazu ist unerlasslich.
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3.3 Der Einfluss von Futter auf die IPMP-Gehalte in der Hamolymphe

von H. axyridis und C. septempunctata

Diese Arbeit wurde in einem internationalen Journal veroffentlicht (siehe Anhang).

Teile dieser Arbeit werden im Folgenden zusammenfassend erlautert.

Kégel, S., Eben, A., Hoffmann, C., Gross, J. (2012c): The influence of diet on
fecundity, immune defense and 2-isopropyl-3-methoxypyrazine content of

Harmonia axyridis Pallas. Journal of Chemical Ecology. 38: 854—864

Wie in Kap. 3.2 beschrieben, konnten keine Unterschiede in der Haufigkeit des Vor-
kommens, in der Peakflache und in der Geruchsintensitat von IPMP zwischen den
beiden Arten H. axyridis und C. septempunctata festgestellt werden (Kogel et al.
2012b). Zur Klarung, inwieweit jedoch Futter bei der Auspragung von Methoxypyrazi-
nen in beiden Marienkaferarten eine Rolle spielen konnte, wurden weitere Versuche
durchgefuhrt. Auch wurden damit exakte Werte von IPMP-Gehalten pro Kafer ermit-
telt. In der Literatur sind zwei Publikationen zu IPMP-Gehalten in H. axyridis erschie-
nen. Cai et al. (2007) gaben Gehalte zwischen 1,2 und 29,4 ng/ g adulter H. axyridis
mit oranger Elythrenfarbe (orange Kafer mit Punkten) an. Im Mittel waren dies 8,1 ng/
g adulter H. axyridis. Fur Kafer mit gelber Elytrenfarbe (orange Kafer ohne Punkte)
wurden Gehalte zwischen 0,35 ng/ g und 0,47 ng/ g Kafer gemessen. Im Mittel waren
dies 0,41 ng/ g fur H. axyridis mit gelber Elytrenfarbe. Cudjoe et al. (2005) nannte
IPMP-Gehalte von 810 000 ng/ g Kafer fur H. axyridis und 8 000 ng/ g Kafer fur C.

septempunctata.

In den eigenen Laborversuchen wurde ebenfalls die unterschiedliche Elytrenfarbe
von H. axyridis bei den Gehaltsmessungen berlcksichtigt und die Kafer nach orange
ohne Punkte, orange mit vielen Punkten (beides Morphotyp H. axyridis succinea) und
schwarz mit vier Punkten (Morphotyp H. axyridis spectabilis) unterteilt (siehe Abbil-
dung 1). Die fur die Laborversuche eingesetzten Marienkafer waren Zuchttiere, die

unter konstanten Bedingungen in der Klimakammer am JKI Dossenheim gezichtet
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wurden. Dabei wurden die Tiere unter drei verschiedenen Fltterungsvarianten ge-
zuchtet. Gruppe 1 bekam als Nahrung die Erbsenblattlaus, Acyrthosiphon pisum, die
auf Bohnen gezuchtet wurde, Gruppe 2 bekam ebenfalls Erbenblattlause und zusatz-
lich wurde den Kafern noch Traubensaft angeboten. Gruppe 3 wurde lediglich mit
Eiern der Mehlmotte Ephestia kuehniella gefuttert. Zusatzlich standen allen Gruppen

Wasser und Pollen zur Verfigung.

Im September 2011 wurden im Freiland jeweils 50 Tiere von H. axyridis und
C. septempunctata an Trauben in einem Weinberg des JKI Siebeldingen abgesam-

melt und anschlieRend im Labor auf ihre IPMP-Gehalte untersucht.

Des Weiteren wurden rund um das JKI Siebeldingen und das JKI Dossenheim im
April 2011 Puppen von H. axyridis auf Prunus persica, P. cerasus, P. spinosa, P.
domestica, P. mahaleb, Malus domestica, Acer platanoides, Hedera helix, Sambucus
nigra und Corylus avellana gesammelt. Dabei konnte davon ausgegangen werden,
dass die Tiere wahrend ihrer Larvalentwicklung eine definierte Futterquelle zur Ver-
fugung hatten. Als Lause auf den Wirtspflanzen wurde Myzus varians auf P. persica,
Brachycaudus helichrysi auf P. domestica, Dysaphis plantaginea auf M. domestica,
Drepanosiphon platanoides auf A. platanoides, Aphis hederae auf H. helix, und A.
sambuci auf S. nigra identifiziert. Die Lause auf den restlichen Pflanzen konnten nicht
bestimmt werden. Die adulten Tiere wurden nach Schlupf nicht geflttert und nach 3
Tagen auf ihre IPMP-Gehalte analysiert. Ob die Futterung als adultes Tier eine zu-
satzliche Rolle spielt, wurde getestet, indem eine Gruppe fur 5 Tage nach dem
Schlupf mit dem selben Futter gefuttert wurde wie zur Larvalentwicklung.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen der Elytrenfarbe und den IPMP-Gehalten im
Kafer nachgewiesen werden. H. axyridis spectabilis hatte in einer Futterungsvariante
signifikant geringere Gehalte als H. axyridis succinea mit Punkten. H. axyridis succi-
nea ohne Punkte hatte in zwei von drei Futterungsvarianten signifikant geringere
IPMP-Gehalte (Least Significance Difference (LSD); p<0,05; Abbildung 12). Dieses
Ergebnis bestatigte die Daten von Cai et al. (2007). Die IPMP-Gehalte von H. axyri-
dis succinea mit Punkten lagen je nach Futter zwischen 4,2 ng IPMP/ g Kafer und 12
ng IPMP/ g Kafer. Im Mittel bedeutete das 8,1 ng IPMP/ g Kéafer. Dies entspricht
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exakt demselben Wert wie Cai et al. (2007) fur die Kafer mit oranger Elytrenfarbe,
also ebenfalls H. axyridis succinea mit Punkten, beschrieben haben. H. axyridis mit
oranger Elytrenfarbe ohne Punkte wies je nach Futter mittlere IPMP-Gehalte zwi-
schen 2,8 und 3,8 ng/ g Kafer auf, H. axyridis spectabilis Mittelwerte zwischen 2,5

und 5,1 ng / g Kafer.

Zwischen H. axyridis succinea mit Punkten und C. sepftempunctata konnten signifi-
kante Unterschiede in den IPMP-Gehalten festgestellt werden (LSD; p<0,05; Abbil-
dung 12). Lagen die Werte von H. axyridis bei Futterung mit A. pisum um ein dreifa-
ches hoher, so waren sie bei einer Futterung mit A. pisum und Traubensaft im Mittel
um das 2-fache niedriger (LSD; p<0,05). Bei den im Freiland auf Trauben gefange-
nen Tieren konnten keine Unterschiede in den IPMP-Gehalten zwischen H. axyridis

und C. septempunctata gemessen werden (Mann-Whitney-U-test; p>0,05).
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Abbildung 12: IPMP-Gehalte von H. axyridis (unterteilt in die Morphotypen H.a. succinea mit
Punkten, H.a. succinea ohne Punkte und H.a. spectabilis) und C. septempunctata bei drei ver-
schiedenen Futterungsvarianten (A. pisum, A. pisum + Traubensaft und E. kuehniella-Eier). Die
GroBbuchstaben geben signifikante Unterschiede einer Art zwischen den Fitterungsvarianten
an. Die Kleinbuchstaben zeigen signifikante Unterschiede zwischen den beiden Arten bzw.

Morphotypen innerhalb einer Fiitterungsvariante (p<0,05).
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Die Nahrung hatte somit einen Einfluss auf die IPMP-Gehalte der beiden Arten. Sig-
nifikante Unterschiede konnten flur alle Elytrenfarben von H. axyridis zwischen den
Varianten A. pisum und E. kuehniella gemessen werden (LSD; p<0,05). Bei
C. septempunctata hatten die mit A. pisum und Traubensaft gefutterten Tiere signifi-
kant hohere IPMP-Gehalte als die beiden anderen Futterungsgruppen (LSD; p<0,05).
Auch bei den Freilandtieren bestatigte sich eine Beeinflussung der IPMP-Gehalte
durch das Futter. Individuen von H. axyridis, die M. varians als Futter nutzten, hatten
signifikant hohere IPMP-Gehalte als Tiere, die A. sambuci oder B. helichrysi gefres-
sen hatten (LSD; p<0,05; Abbildung 13). Wurden die Kafer nach dem Schlupf weiter-
hin mit den Lausen gefuttert, konnte kein signifikanter Unterschied in den IPMP-
Gehalten im Vergleich zu den ungefutterten Tieren festgestellt werden (Mann-
Whitney-U-Test; p<0,05).
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Abbildung 13: IPMP-Gehalte (ng/ g Kafer) von H. axyridis +/- Standardfehler als Puppe auf den
angegebenen Pflanzen mit definierten Lausen (M. varians auf P. persica (n=5); B. helichrysi auf
P. domestica (n=7); D. plantaginea auf M. domestica (n=9); D. platanoides auf A. platanoides
(n=5); A. hederae auf H. helix (n=5); A. sambuci auf S. nigra (n=5); Unbekannte Lausarten auf
P. spinosa, P. mahaleb, P. cerasus und C. avellana (n=5)) gesammelt und 3 Tage nach Schlupf
ohne weiteres Futter analysiert. Die GroBbuchstaben geben signifikante Unterschiede an (LSD-
Test; p <0,05).
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Die Ergebnisse widerlegen die Aussage von Cudjoe et al. (2005), dass H. axyridis
100fach héhere IPMP-Gehalte als C. septempunctata besitzt. Die IPMP-Gehalte wa-
ren maximal zweifach hoéher in H. axyridis als im einheimischen Siebenpunkt-
Marienkafer. Diese Ergebnisse bestatigen die in Kapitel 3.2 genannten Resultate und
auch die Studie von Botezatu & Pickering (2010), dass es nur geringe Unterschiede
in den IPMP-Gehalten der beiden Arten gibt. Da jedoch das Futter wahrend der Lar-
valentwicklung einen Einfluss auf die IPMP-Gehalte im Kafer hat, konnen, je nach
Verwertbarkeit des Futters, signifikante Unterschiede zwischen den beiden Arten auf-
treten. Ein Futter, welches im Allgemeinen als nicht optimal fur H. axyridis bewertet
werden kann, lieferte bei den Freilandtieren niedrige IPMP-Gehalte: M. varians, eine
verwandte Blattlaus zu M. persicae ist aus der Literatur als bevorzugte Futterlaus fur
H. axyridis beschrieben worden (Soares et al. 2004; Finlayson et al. 2010). A. sam-
buci ist dagegen aus der Literatur als nicht-optimales Futter fur H. axyridis bekannt
(Ungerova et al. 2010) und ist sogar toxisch fur andere Marienkaferarten wie
C. septempunctata (Nedved 2008). Auch wenn bisher wenig Uber die Wechselwir-
kung zwischen der Aufnahme von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen durch A-
phididennahrung und andere Insekten bekannt ist (Francis et al. 2000; Alhmedi et al.
2008), so kann dies ein wesentlicher Grund fur die unterschiedlichen IPMP-Gehalte
sein. Eine hohere Energieaufwendung zur Detoxifizierung der Pflanzeninhaltsstoffe
ist fur H. axyridis zwar mdoglich, lasst vermutlich jedoch eine geringere Produktion
von IPMP in der Hamolymphe zu. Bei H. axyridis spielte des Weiteren die Elytrenfar-
be bei der Auspragung der IPMP-Gehalte eine Rolle. Fur die gelben Morphotypen
wurde dies bereits von Cai et al. (2007) angegeben. Bezzerides et al. (2007) be-
schrieb den schwarzen Morphotyp von H. axyridis ebenfalls als schlechter verteidigt
gegenuber Pradatoren als den gelben Morphotyp. Die Griunde fur diese Unterschiede
sind nicht eindeutig erklarbar. Schwarze Morphotypen haben eine hohere Aktivitats-
rate bei niedrigeren Temperaturen (Bezzerides et al. 2007; De Jong et al. 1996; De
Jong & Brakefield 1998; Gross et al. 2004; Mitchie et al. 2010). Dies kann ihr Defizit
hinsichtlich der geringeren Verteidigung mit Alkaloiden bei geringen Temperaturen

ausgleichen.
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Anders als bisher angenommen, aufgrund der Publikation von Cudjoe et al. (2005),
haben H. axyridis und C. septempunctata im Hinblick auf die IPMP-Gehalte in der
Hamolymphe ein ahnlich hohes Risikopotential den Wein hinsichtlich des Marienka-

fertons zu verunreinigen.

3.4 Die geruchsrelevante Substanz des Marienkafertons im Wein

Nachdem die Verteilung der Methoxypyrazine in der Hamolymphe von H. axyridis
bereits getestet wurde, blieb die Frage offen, ob es zu Umsetzungsprozessen wah-
rend der Garung beim Wein kommen kann. Damit konnte zwar das oben beschrie-
bene IPMP in der Hamolymphe von H. axyridis am geruchsintensivsten sein, im Wein
jedoch eine andere Substanzkonstellation den Weingeschmack verandern. Zur Kla-
rung dieser Fragestellung wurden weitere GC-O-Versuche durchgefuhrt (fur die Me-
thodik vergleiche Kapitel 3.2 und Kogel et al. (2012b)). Zum einen wurde ein Kon-
trollwein der Sorte ,Riesling’ ohne jegliche Kaferbelastung von sieben Testpersonen
einem sensorischen Test unterzogen und die Geruchssubstanzen wurden beschrie-
ben. Zum anderen wurde ein Riesling’ mit Kaferbefall (= Kaferwein) geschnuffelt. Der
Kaferwein stammte aus den Versuchen im Jahr 2010 (siehe 2.1). Dort wurden dem
Lesegut 10 H. axyridis/ kg Trauben zugegeben und der Wein anschliellend nach
standardisiertem und gangigem Kellerverfahren vergoren und ausgebaut (siehe
Kdgel et al. (2012a).

Insgesamt konnten mehr Geruchssubstanzen im Kaferwein erkannt werden als im
Kontrollwein. Wahrend 12 Substanzen von mehr als 3 Testpersonen im Kontrollwein
beschrieben wurden, wies der Kaferwein 21 geruchsaktive Substanzen auf
(Abbildung 14). Die einzige Substanz, welche von 100 % der Testpersonen gerochen
wurde und nur im Kaferwein und nicht im Kontrollwein vorkam, war das Methoxypy-
razin IPMP. Das Pyrazin IBMP wurde in beiden Weinen erkannt. Im Wein mit H. axy-
ridis-Befall war die Geruchswahrnehmung im Vergleich zum Kontrollwein lediglich um

14 % hoher. Hier war vermutlich IBMP naturlicherweise in den Trauben vorhanden.
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Abbildung 14: Haufigkeit der erkannten geruchsaktiven Substanzen (NIF = Nasal Impact Fre-
quency) [%] in Kontrollwein (A) und Kéaferwein (10 H. axyridis/ kg Trauben) (B) bei definierten

Retentionszeiten im GC-O. Die zwei Methoxypyrazine IPMP und IBMP sind gekennzeichnet.

Wird H. axyridis mit den Trauben gepresst, so ist auch im Wein eine deutliche Wahr-
nehmung von IPMP festzustellen. Dies unterstitzt das Ergebnis aus Kapitel 3.2, in
dem IPMP ebenfalls in der Hamolymphe des Kafers die geruchsaktivste Substanz-
klasse war. Auch Pickering et al. (2007a) und Botezatu and Pickering (2010) nannten
IPMP als die relevante Substanz zur Verursachung des Marienkafertons im Wein.
Dies widerspricht Ergebnissen von Ross et al. (2010), die IPMP sowohl in der Kon-
trolle als auch im Kaferwein mit gleicher Sensitivitat erkannten. Inwieweit jedoch die
unterschiedliche chemische Zusammensetzung von Traubensaft und Wein eine Rolle
spielt, muss weiter geklart werden. Die Garung des Weines konnte die Wahrneh-
mung von Geruchen verandern. Daneben sind offenbar weitere, in der vorliegenden
Studie jedoch nicht identifizierbare Substanzen in geringerer Auspragung fur den Ma-
rienkaferton verantwortlich. So wurden ebenfalls bei Ross et al. (2010) mehr Sub-
stanzen in marienkaferbelastetem Traubensaft mittels GC-O entdeckt als in der Kon-
trolle. Des Weiteren beschrieben Ross et al. (2010) Phenole als relevante Substan-
zen, die den Marienkaferton pragen konnten. In dieser Studie konnten leider nicht
alle zusatzlichen Peaks im Kaferwein identifiziert werden. Weitere Forschung dazu
ware notig, um das Zusammenspiel der einzelnen Geruchskomponenten zu verste-

hen.
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4 Das Vorkommen von Harmonia axyridis in unterschiedlichen

Kulturen innerhalb von Siid-West-Deutschland

Die Ergebnisse der Kapitel 4.1 und 4.2 werden nach Abschluss des Projektjahres im
Jahr 2012 als ,Research note” eingereicht. Hierdurch kann noch ein drittes Freiland-
jahr in die Daten mit aufgenommen werden. Im Folgenden werden bereits die Daten
der ersten beiden Jahre 2010 und 2011 dargestellt.

Laut Literatur wurde H. axyridis nicht offiziell nach Deutschland zur biologischen
Schadlingsbekampfung verkauft. Jedoch bestehen begrindete Vermutungen (C.
Hoffmann?, personliches Gesprach), dass er im Palmengarten in Frankfurt und in
einem botanischen Garten in Hamburg zur Blattlausbekampfung eingesetzt wurde.
Die ersten Freilandfunde wurden 1998 gemacht (Bathon 2002; Klausnitzer 2002;
Tolasch 2002). In den Jahren 2000 und 2002 kam es schlieBlich zu ersten Massen-
vermehrungen in Frankfurt und Hamburg (Tolasch 2002). Inzwischen gilt der Asiati-
sche Marienkafer als flachendeckend verbreitet. Auch die klimatischen Bedingungen
schlieBen ein Vorkommen in Deutschland nicht aus (Bidinger et al. 2010). Uber das
Vorkommen von H. axyridis in deutschen Weinbaugebieten war bisher wenig be-
kannt. Das Klima begrenzt jedoch eher das Vorkommen von Reben als das Vor-
kommen von H. axyridis. Selbst in kalten Gebieten, wo Weinbau nicht mehr moglich
ist, wie Norwegen und Schweden, wurde der Asiatische Marienkafer bereits gesichtet
(Brown et al. 2008; Sathre et al. 2010). Der Kafer ist adaptiert an Temperaturen unter
dem Gefrierpunkt und Uber 30 °C (Lamana & Miller 1998). 2009 wurde der Kafer
erstmals fressend an vorgeschadigten Trauben in einem Weinberg in Siebeldingen
beschrieben (Kogel 2010). Eine Umfrage im Jahr 2010 unter 400 Winzern sollte ei-
nen ersten Anhaltspunkt zum Auftreten von H. axyridis in deutschen Weinbergen ge-
ben. Befragt wurden die Winzer zu dem Auftreten von H. axyridis in ihren Wein-
bergsanlagen und im Lesegut. Zusatzlich wurde nach der Bewirtschaftung der Anla-

gen, der Leseform (Handlese oder Vollernter) und den umgebenden landwirtschaftli-

? Leiter Zoologie, Julius Kithn-Institut, Institut fiir Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau, 76833 Siebeldingen
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chen Kulturen gefragt. In der Pfalz beantworteten 53 Winzer und aus der Weinbau-

region Mosel 50 Winzer den Fragebogen.

Dabei fanden 80 % der antwortenden Winzer in der Pfalz und 50 % an der Mosel H.
axyridis im Weinberg. Im Lesegut registrierten bereits 52 % der Winzer in der Pfalz
und 28 % an der Mosel den Asiatischen Marienkafer (Abbildung 15). Ein Zusammen-
hang zwischen der Bewirtschaftung, Leseform oder umgebenden Kultur und dem

Auftreten der Kafer konnte durch die Antworten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 15: Auftreten von H. axyridis [%] zum einen im Weinberg und zum anderen in der
Presse in den Weinbauregionen Pfalz und Mosel. Umfrageergebnis von je 50 Weinbaubetrie-

ben.

Die Umfrage bestatigte, dass H. axyridis durchaus bereits in deutschen Weinbauge-
bieten vorkommt und dadurch auch mit in den Weinverarbeitungsprozess gelangen

kann.

Zahlen zum absoluten Vorkommen von H. axyridis in einzelnen Habitaten waren bis-
her nicht bekannt. Auch fehlten Informationen Uber die Abundanz der invasiven Art
im Verhaltnis zu den einheimischen Marienkaferarten. C. septempunctata und der
14-Punkt-Marienkafer Propylea quatuordecimpunctata galten bisher als die haufigs-
ten einheimischen Marienkaferarten in Deutschland (Zahradnik 1985). Auch diese
beiden Arten sind polyphag und nutzen eine Vielzahl an Habitaten (Klausnitzer &
Klausnitzer 1997). Um die Fragen zu klaren, wie haufig H. axyridis im Vergleich zu
den einheimischen Arten vorkommt und welche Kulturen er dabei bevorzugt, wurden

in den Jahren 2010 und 2011 Freilandversuche durchgefihrt.

39



Freilandergebnisse bezlglich der Abundanz von verschiedenen Arten mussen je-
doch stets unter dem Aspekt der Fangigkeit von Fallen bewertet werden. Der Fanger-
folg von Arten kann von Farbe, Form oder Position der Falle beeinflusst werden
(Mondor & Warren 2000; Musser et al. 2004; Stephens & Losey 2004). Die Wahl von
Fallentyp und Fallenfarbe ist somit sehr entscheidend. Deshalb wurde die Fangigkeit
der Arten mit gelben Leimfallen im Vergleich zur Klopfprobe untersucht (Kapitel 4.1).
Die anschlieRende Fragestellung der Abundanz der verschiedenen Marienkaferarten
wird daraufhin im Folgenden in Kapitel 4.2 in Ansatzen beantwortet. Inwieweit die
Habitatspraferenzen von H. axyridis zur Abschatzung maoglicher Einflugsprognosen in
deutsche Weinberge genutzt werden konnen, wird in Kapitel 4.3 erlautert. Zusatzlich
ergab sich im Rahmen der Freilanduntersuchungen eine weitere Fragestellung. Da
H. axyridis bei den Bonituren im Weinberg verstarkt an Reben mit Reblausbefall vor-
gefunden wurde, sollte mittels Labor- und Freilandversuchen geklart werden, ob H.
axyridis auch als Antagonist der Reblaus Daktulosphaira vitifoliae fungieren kann
(Kapitel 4.4).

4.1 Einfluss der Fallenfarbe und Fangmethode auf den Fangerfolg von

H. axyridis, C. septempunctata und Propylea quatuordecimpunctata

Zur Bewertung der Fangigkeit der Fallen im Bezug auf die Fallenfarbe wurden im
Jahr 2010 und 2011 funf Leimfallen gleichen Typs (gekreuzte Leimtafeln mit vier
rechtwinklig angeordnete Flachen, 15 x 25 cm, Eigenbau), aber unterschiedlicher
Farbe (funf Farben: gelb, grun, blau, rot und weif3), in den Weinbergen des JKI in
Siebeldingen aufgehangt und von Anfang April bis Ende Oktober wochentlich auf das
Vorkommen von Coccinellidae untersucht. Die Wiederholungen (n=5) wurden an
verschiedenen Standorten ausgebracht, um Standorteffekte zu minimieren. Alle funf
Fallenfarben wurden jedoch nebeneinander platziert. Die Fallen mit unterschiedli-
chen Farben wurden in den jeweiligen Wiederholungen randomisiert aufgehangt, um
aullerdem kleinrdumige Seiteneffekte auszuschliel3en. Alle 6-8 Wochen wurden die

Fallen neu beleimt (Temmen GmbH, Insektenleim, Artikel-Nr. 201).
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Des Weiteren wurden die zwei Fangmethoden, gelbe Leimfallen und Klopfprobe, auf
ihre Fangigkeit fur die drei Arten, H. axyridis, C. septempunctata und P. quatuorde-
cimpunctata gepruft. Dazu wurden am JKI in Dossenheim in einer Apfelanlage der
Sorte ,Topaz® (integrierte PflanzenschutzmalRnahmen) von Mitte Marz bis Ende Ok-
tober neben dem Ausbringen von Gelbtafeln auch wéchentlich Klopfproben durchge-
fihrt. Bei der Klopfprobe wurden 10 Aste pro Baum mit jeweils drei Schlagen pro Ast
geklopft und im Fangtrichter (66 x 46 x 61 cm) die Anzahl an Coccinelliden gezahilt.
Als Gelbtafeln dienten im Jahr 2010 einseitige Leimtafeln (n=5) der GroRe 22 x 25
cm (Bio-Colortrap, Artikel-Nr.: 256; Temmen GmbH). Im Jahr 2011 wurden gekreuzte
Leimtafeln (n=10) verwendet (Typ Rebell amarillo, 21 x 15 cm, Andermatt Biocontrol
GmbH). Die Leimtafeln wurden wochentlich im Feld auf das Vorkommen von Cocci-
nellidae gepruft. Sobald der Leim nur noch eine schlechte Haftung zeigte, wurden die

Fallen gegen neue Gelbtafeln ausgetauscht.

ERGEBNISSE

Fur H. axyridis und C. septempunctata wurden keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Farben festgestellt (Abbildung 16). Eine Praferenz fur gelbe Leimfallen
zeigte sich jedoch bei dem einheimischen Marienkafer P. quatuordecimpunctata: die-
se Art wurde signifikant haufiger auf den gelben Fallen gefangen als auf den griinen,
roten und blauen Leimtafeln (LSD; p<0,05). Bei dem Vergleich der Arten zeigte sich,
dass auf den Farben Rot und Blau signifikant weniger Individuen von C. septem-
punctata und P. quatuordecimpunctata als H. axyridis gefangen wurden (LSD;
p<0,05; Abbildung 16).
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Abbildung 16: Anzahl an Kafern pro Falle [5 Fallen/Woche/6 Monate] gefangen auf Leimfallen
des gleichen Typs, aber mit unterschiedlicher Farbe (gelb, griin, rot, blau, weiB) in einem
Weinberg in Siebeldingen in den Jahren 2010 und 2011. Die Kleinbuchstaben zeigen signifikan-
te Unterschiede zwischen den Arten innerhalb der Farbe an. Signifikante Unterschiede zwi-
schen den Farben sind mit GroBbuchstaben gekennzeichnet. ANOVA LSD-Test p<0,05. Ange-

geben sind der Median und der Quartilsabstand.

Im Hinblick auf die Fangmethode wurden im Jahr 2010 signifikant mehr Individuen
pro Falle und Woche von H. axyridis und C. septempunctata mittels Klopfprobe ge-
fangen als mit Gelbtafeln (Mann-Whitney-U-test; p<0,05; Abbildung 17). Fur C. sep-
tempunctata waren die Unterschiede auch im Jahr 2011 signifikant unterschiedlich
(Mann-Whitney-U-test; p<0,05). Fur P. quatuordecimpunctata konnte kein Einfluss in
der Fangmethode festgestellt werden. Die Fangigkeit mittels beider Methoden war
gleich (Mann-Whitney-U-Test; p>0,05) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Individuen von H. axyridis, C. septempunctata und P. quatuordecimpunctata
(MW/ Woche/ 20 Wochen) gefangen in einer Apfelanlage der Sorte ,,Topaz“ in 2010 (unterer
Balken) und 2011 (oberer Balken) am JKI Dossenheim zum einen mittels Klopfprobe und zum
anderen mittels Gelbtafeln (die Daten der Gelbtafel sind identisch zu den Daten in Abbildung 18
und werden nur zur besseren Visualisierung nochmal dargestellt). Die Buchstaben geben sig-
nifikante Unterschiede zwischen den Fangmethoden aber innerhalb einer Art und eines Jahres
an (Mann-Whitney-U-test, p<0,05).

DISKUSSION

Mondor and Warren (2000) beschrieben gelb als die attraktivste Fallenfarbe fur
H. axyridis. Dies konnte in eigenen Versuchen nicht bestatigt werden. Signifikante
Unterschiede zwischen den Farben wurden nicht festgestellt. Bei der Etablierung ei-
ner Falle fUr H. axyridis sollte zum Ziel gesetzt werden, die Beifange anderer Arten
(vor allem auch anderer Marienkaferarten) gering zu halten. Da keine Unterschiede
fur H. axyridis zwischen den Farben festgestellt werden konnten, sind die Farben rot
oder blau den anderen Farben vorzuziehen. Bei diesen Farbfallen war der Beifang
sowohl von C. septempunctata als auch von P. quatuordecimpunctata signifikant ge-

ringer.

Wahrend bei der Fallenfarbe keine Praferenz von H. axyridis und C. septempunctata
festgestellt werden konnte (Abbildung 16), hatte die Fangmethode einen bedeuten-

den Einfluss auf die Fangergebnisse (Abbildung 17). Bereits Stephens and Losey
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(2004) betrachteten die unterschiedliche Fangigkeit von H. axyridis mittels Gelbta-
feln, Sichtbonitur und Netzfang. Auch in deren Ergebnissen waren Sichtbonituren
und Netzfang effektiver als Gelbtafeln, die langer als 10 Tage im Feld verblieben.
Eine Erklarung der in der vorliegenden Studie ermittelten Unterschiede und denen
bei Stephens and Losey (2004) ist vermutlich in der GroRe und Starke der Marienka-
fer zu sehen. Den gréReren Arten H. axyridis und C. septempunctata, ist es, im Ver-
gleich zu dem kleineren P. quatuordecimpunctata, leichter mdglich, sich vom Leim
der Gelbtafeln zu befreien. Dabei kann H. axyridis noch besser von Leimtafeln ent-

kommen als C. septempunctata (Stephens & Losey 2004).

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass es durch gelbe Leimfallen zu einer Un-
terreprasentierung bei den Abundanzergebissen der Arten H. axyridis und C. sep-

tempunctata im Vergleich zum Vorkommen von P. quatuordecimpunctata kommt.

4.2 Abundanz der Marienkaferarten H. axyridis, C. septempunctata und

P. quatuordecimpunctata in Obst- und Feldkulturen

Die Versuche wurden an zwei verschiedenen Standorten durchgefihrt. Als Standort
A diente das Versuchsfeld des JKI in Dossenheim welches mit unterschiedlichen
Obstkulturen bepflanzt ist und als Standort B das JKI-Gelande in Siebeldingen das
vorwiegend aus Weinbergen besteht. An Standort A wurden gelbe Leimfallen in eine
integriert bewirtschaftete Apfelanlage der Sorten ,Topaz‘ und ,Jonagold‘ in 190 cm
Hohe gehangt. Zusatzlich wurden gelbe Leimtafeln (2010: n=5; 2011: n=10) in einer
Pfirsichanlage (verschiedene Sorten) in 120 cm Hohe ausgebracht. Die Gelbtafeln
wurden wochentlich auf das Vorkommen von Coccinellidae gepruft. Fur die genaue
Beschreibung der Leimtafeln und Methodik siehe Kapitel 4.1. Der Versuchszeitraum

fur die Obstkulturen war von Marz bis Ende Oktober.

Des Weiteren wurde an Standort A wdchentlich die Abundanz an Coccinellidae auf
gelben Leimtafeln in zu diesem Zwecke angelegten Sudangras-, Mais- und Sonnen-

blumenfeldern ermittelt. Im Folgenden die Flachengrole der Felder: Sudangras: Fla-
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che 4300 m? Mais: Flache 1926 m? ; Sonnenblumen: Flache 1269 m?. Aussaatzeit-
punkt war jeweils Ende April. Bewassert wurde nach der Einsaat Anfang Mai und
nach dem Auflaufen der Saat bei ca. 30 cm Hohe jeweils ca. 10 mm/m?. Danach
wurde nicht mehr beregnet. Pflanzenschutzmallnahmen wurden nicht durchgefihrt.
Vor Auflauf der Saaten wurden die Flachen mit Stomp und Spectrum gegen Unkrau-
ter behandelt. Die Gelbtafeln (einseitig in 2010 und gekreuzte Fallen in 2011; siehe
Kapitel 4.1) wurden in einer Hohe von 1,90 m angebracht und sobald der Leim nur
noch schlechte Haftwirkung zeigte, ausgetauscht. Aufgrund der Wachstumszeit der

Feldfriichte war der Boniturzeitraum hier von Anfang August bis Ende Oktober.

An Standort B wurde die Abundanz von H. axyridis und anderen Marienkaferarten
ebenfalls mittels Fallenfang in Rebanlagen bonitiert. Dazu wurden im Jahr 2010 ein-
seitige Leimgelbtafeln und im Jahr 2011 gekreuzte gelbe Leinfallen verwendet (n=7;
Material siehe Kapitel 4.1). Wochentlich wurden die Tafeln auf Coccinellidae gepruft.
Die Rebparzelle wurde ohne PflanzenschutzmalRnahmen bewirtschaftet. Zusatzlich
wurde im September 2011 an Standort B innerhalb dieser Rebparzelle die Haufigkeit
von H. axyridis an Trauben bonitiert. Dazu wurde diese Parzelle mit 3000 Rebsto-
cken per Sichtbonitur auf Marienkafer kontrolliert. Zusatzlich wurden die Krankheiten
der jeweiligen Traube (Botrytis, Essigfaule, Schwarzfaule und Grinfaule), auf denen

H. axyridis gefunden wurde, bonitiert.

ERGEBNISSE

Insgesamt konnten an beiden Standorten zusammen im Jahr 2010 per Fallenfang
286 adulte H. axyridis, 141 adulte C. septempunctata und 137 adulte P. quatuorde-
cimpunctata gefangen werden. Im Jahr 2011 konnten héhere Gesamtfangzahlen er-
mittelt werden: 341 Individuen von H. axyridis, 279 Individuen von C. septempunctata
und 334 adulte P. quatuordecimpunctata wurden gefangen. Pro Falle waren dies
0,02 bis 0,6 Individuen pro Kultur und pro Woche. Alle drei Arten konnten in allen
untersuchten Kulturen nachgewiesen werden. P. quatuordecimpunctata zeigte eine
Praferenz fur Pfirsichanlagen. In beiden Jahren wurde er dort signifikant ofter gefan-
gen als C. septempunctata und H. axyridis (Mann-Whitney-U-test; p<0,001; Abbil-
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dung 18). Im Weinberg war H. axyridis zahlenmallig der haufigste Marienkafer in
beiden Jahren. In 2011 war H. axyridis signifikant haufiger im Weinberg zu finden als
P. quatuordecimpunctata und 2010 zusatzlich signifikant haufiger als
C. septempunctata (Mann-Whitney-U-test; p<0,05; Abbildung 18). Des Weiteren war
H. axyridis im Jahr 2010 in Rebanlagen signifikant haufiger vertreten als in Apfel- und
Pfirsichanlagen (Mann-Whitney-U-test; p<0,05), 2011 konnten jedoch keine Unter-
schiede zwischen den Kulturen festgestellt werden (Mann-Whitney-U-test; p>0,05;
Abbildung 18). In Rebanlagen wurden im Jahr 2010 die meisten Individuen von H.
axyridis im Frahjahr (April-Mai) gefangen. Im Herbst befanden sich kaum H. axyridis
in den Fallen. Im Jahr 2011 wurden dagegen nur wenige adulte H. axyridis im Fruh-
jahr mittels Fallenfang gefangen und erst ab Juli kam es zu einem Einflug in den

Weinberg. Dieser erreichte seinen Hohepunkt im August.
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Abbildung 18: Individuen von H. axyridis, C. septempunctata und P. quatuordecimpunctata pro
Falle (Mittelwert aus 5 Fallen in 2010 bzw. 10 Fallen in 2011/Woche in 26 Wochen) in einer Pfir-
sichanlage (orange), Apfelanlage (griin) und im Weinberg (blau) in 2010 und 2011. Die Klein-
buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen den Kulturen innerhalb einer Art und
eines Jahres an. Die GroBbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Arten innerhalb einer Kultur und eines Jahres. LSD-test p<0,05.

Bei der Bonitur der reifen Trauben im September 2011 wurden 99 Individuen von

H. axyridis und lediglich 2 Individuen von C. septempunctata gefunden. Insgesamt
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waren an 54 von 3000 bonitierten Rebstocken Marienkafer zu finden. Die Trauben,
auf denen H. axyridis gefunden wurde, waren durch Risse sowie Pilz- und Bakterien-
befall vorgeschadigt. Vornehmlich an Trauben, die mit Essigfaule (87 %) und Botrytis
(61 %) befallen waren, wurde H. axyridis fressend beobachtet (Abbildung 19). An

gesunden Trauben wurde kein Marienkafer gefunden.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil von Krankheiten an Trauben, an denen H. axyridis fressend

beobachtet wurde. n = 54 Rebstocke.

In den Feldfrichten fanden sich ebenfalls alle drei Arten. C. septempunctata wurde
2011 signifikant mehr in Sonnenblumen gefangen als die beiden anderen Arten und
ebenfalls signifikant mehr als in Sudangras und Mais (Mann-Whitney-U-test; p<0,05;
Abbildung 20). H. axyridis wurde ebenfalls in grolRer Abundanz im Sonnenblumenfeld
gefangen. Sein Vorkommen war dort signifikant héher als in den beiden anderen
Feldkulturen (Mann-Whitney-U-test; p<0,05; Abbildung 20). In 2010 war diese Prafe-
renz jedoch nicht erkennbar.
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Abbildung 20: Individuen von H. axyridis, C. septempunctata und P. quatuordecimpunctata pro
Falle (Mittelwert aus 5 Fallen in 2010 bzw. 10 Fallen in 2011 / Woche in 12 Wochen) in einem
Sudangrasfeld (braun), Sonnenblumen (gelb) und in Mais (griin) in 2010 und 2011. Die Klein-
buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen den Kulturen innerhalb einer Art und
eines Jahres an. Die GroRbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Arten innerhalb einer Kultur und eines Jahres. ANOVA LSD-test p<0,05.

Neben den drei am haufigsten gefangenen Arten wurden weitere Marienkaferarten
bestimmt. So konnten Adalia decimpunctata, Adalia bipunctata, Calvia quatuorde-
cimguttata, Coccinella quinquepunctata, Exochomus quadripustulatus, Chilorus reni-
pustulatus, Halyzia sedecimguttata, Vibidia duodecimguttata, Stethorus puntillum und

Psyllobora vigintiduopunctata in den Kulturen nachgewiesen werden.

DISKUSSION

Um Fehlinterpretationen zu vermeiden sollte bei der Bewertung von Abundanzer-
gebnissen unterschiedlicher Arten stets die Fangmethode beurteilt werden. Denn
Aussagen uUber Abundanzen sind nur dann zulassig, wenn die verwendete Fangme-
thode fur alle Arten eine ahnliche Fangigkeit aufweist. Fur die Versuche in der vorlie-
genden Studie wurden stets gelbe Leimtafeln verwendet. Da dieser Fallentyp, wie in
Kapitel 4.2 beschrieben, zu einer Uberschatzung der Aktivitat und Haufigkeit von

P. quatuordecimpunctata und eine Unterschatzung der Populationsgro3e von
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H. axyridis und C. septempunctata fuhren kann, muss die folgende Diskussion unter

diesem Aspekt bewertet werden.

Dennoch bestatigen die vorliegenden Ergebnisse Studien aus Belgien, Tschechien,
England und der Schweiz, in denen berichtet wurde, dass H. axyridis einer der hau-
figsten 10 Marienkaferarten in Europa geworden ist (Adriaens et al. 2008; Brown et
al. 2008; Ameixa et al. 2011; Brown et al. 2011). Wie in England (Brown et al. 2011)
war er auch in dieser Studie der am haufigsten gefangene Marienkafer. Und da fir H.
axyridis eher von einer Unterschatzung der Population aufgrund der Fangmethodik
ausgegangen werden kann, bestatigt sich dieses Ergebnis. Griinde der erfolgreichen
Etablierung vor anderen Arten sind wahrscheinlich in der Biologie des Kafers zu se-
hen. Im Vergleich zu C. septempunctata und P. quatuordecimpunctata weist H. axy-
ridis eine geringere Wintersterblichkeit und hohere Fekunditat auf (Bazzocchi et al.
2004). Des Weiteren ist er besser gegenuber Krankheitserregern (Gross et al. 2010)
und Pradatoren verteidigt (Cottrell & Yeargan 1998; Dutcher et al. 1999; Yasuda &
Kimura 2001) und naturliche spezifische Antagonisten sind bisher nicht bekannt.
Auch durch eine hohere Generationenzahl pro Jahr, einer hdheren Lebensdauer und
der Fahigkeit zur Nutzung von nicht optimalen Nahrungsressourcen (Savoiskaya
1970; Koch 2003; Bazzocchi et al. 2004; Pervez & Omkar 2006; Ungerova et al.
2010; siehe auch Kapitel 4.4) kann er sich offenbar besser als andere Arten vermeh-

ren und ist konkurrenzstarker.

Brown et al. (2011) beschrieb auch erstmals einen Populationsriickgang der dort
heimischen Marienkaferarten Adalia bipunctata, P. quatuordecimpunctata und
C. septempunctata in GroRRbritannien. Da durch eine zweijahrige Freilandstudie, wie
in dieser Arbeit, noch keine eindeutigen Aussagen Uber Populationsriickgange von
Arten mdglich ist, kann nur die Tendenz festgestellt werden, dass H. axyridis Habi-
tatplatze einheimischer Arten besetzt. Und da C. septempunctata und P. quatuorde-
cimpunctata Arten sind, die aufgrund ihrer Habitatpraferenz und Biologie den groften
Uberlappungsbereich mit H. axyridis aufweisen (Pervez & Omkar 2006; Osawa
2011), ist ein Populationsrickgang dieser Arten in den nachsten Jahren nicht
auszuschlieBen. Fir P. quatuordecimpunctata ist von einer Uberschatzung der A-

bundanz in den vorliegenden Daten auszugehen, da sowohl gelb die attraktivste
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Farbe fur die Art darstellte als auch ein Entkommen fiur die Art von den Leimtafeln

schwieriger war als fur die anderen beiden Arten (siehe Kapitel 4.1).

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von H. axy-
ridis und Traubenzustand festgestellt werden. Galvan et al. (2006) zeigten bereits
einen Zusammenhang zwischen Traubenzustand und Befall mit H. axyridis. In deren
Studie in Weinbergen von Minnesota wurden vorwiegend Trauben von H. axyridis
angeflogen die bereits durch Risse sowie Insekten- oder Vogelfral® beschadigt wa-
ren. Auch in der vorliegenden Studie wurden Trauben bevorzugt, die bereits mit Es-

sigfaule oder Botrytis befallen waren.

4.3 Einfluss der landwirtschaftlichen Kulturbedingungen auf das Auftre-

ten von H. axyridis in den Weinbergen

Vornehmlich zwei Faktoren kénnen die Wahrscheinlichkeit des Auftreten von H. axy-
ridis in den Weinbergen zur Lesezeit erhéhen (Bahlai et al. 2008): da in kiihigema-
Rigten Weinbauregionen die Traubenreife erst im Spatherbst abgeschlossen ist und
somit zu einem Zeitpunkt, an dem Blattlauskolonien in anderen Kulturen rar werden,
sind diese Weinbauregionen starker fur Aggregationen von H. axyridis in Trauben
gefahrdet als andere Weinbauregionen. Als zweiter wesentlicher Faktor ist die um-
gebende Kulturart rund um die Weinberge zu nennen: In Kulturen mit hohen Blatt-
lausdichten in der Flugdistanz rund um die Weinberge kann es im Sommer zu einer
Massenvermehrung von H. axyridis kommen. Werden diese Kulturen kurz vor der
Weinlese geerntet, fehlt eine Futterressource flr H. axyridis und ein Abwandern in
Weintrauben, zum Aufnehmen zuckerhaltiger Flussigkeit als weitere Energiereserve,

ist bevorzugt mdglich.

Weshalb diese Bedingungen im ,Problemjahr® 2001 (siehe Kapitel 1.1.3.2) in der
Great Lakes-Region, jedoch nicht in anderen Weinbaugebieten (Napa Valley) Nord-
amerikas, zutrafen, wird im Folgenden erlautert. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen

werden die landwirtschaftlichen Bedingungen fur das deutsche Weinbaugebiet Pfalz
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im Hinblick auf sein Gefahrdungspotential fur einen Einflug von H. axyridis in den
Weinberg beurteilt.

In der Great Lakes-Region dominiert Landwirtschaft die Landnutzung (Abbildung
21a). Lediglich 10 % Wald findet sich auf der Niagara-Halbinsel (OMAFRA 2007). 78
% der gesamten Nutzungsflache wird fur die landwirtschaftliche Produktion genutzt.
Auf der Niagara-Halbinsel werden darin zu 33 % Sojabohnen als Hauptfrucht ange-
baut. Auch wenn die Niagara-Halbinsel das grof3te Weinanbaugebiet Kanadas dar-
stellt und 80 % der Weinproduktion liefert, macht die Traubenmenge darin lediglich 6
% der gesamten landwirtschaftlich genutzten Flache aus (Abbildung 21b).
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Abbildung 21 a+b: Die Landnutzung in den Weinanbaugebieten Pfalz (Deutschland), Niagara
Peninsula (Great Lakes-Region, Niagara-Halbinsel, Nordamerika) und Napa Valley (Kalifornien,
Nordamerika) als Anteil an der gesamten Landflache (a). Der Anteil einzelner Kulturen inner-
halb der landwirtschaftlich genutzten Flache ist in (b) dargestellt.

Optimale Bedingungen zum Aufbau einer hohen Populationsdichte fand H. axyridis
im Jahr 2001 auf der Niagara-Halbinsel in Sojafeldern. Eine Korrelation zu dem Auf-
treten in Sojafeldern und Trauben wurde von Bahlai & Sears (2009) untersucht und
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konnte als Tendenz bestatigt werden. Ein Grund dieser Korrelation und der hohen
mdglichen Vermehrungsrate von H. axyridis in Sojabohnen liegt offenbar in der Ein-
schleppung einer neuen Blattlausart aus Asien, Aphis glycines. |hr massenhaftes
Auftreten wurde im Jahr 2000 das erste Mal auf der Niagara-Halbinsel festgestellt
(Ragsdale et al. 2011). Im Jahr 2001 kam schlieRlich es zu dem massenhaften Auf-
treten von H. axyridis in den Weinbergen, nachdem der Kafer an der Sojablattlaus
fressend gesichtet wurde. Vor dem Jahr 2000 spielten Blattlause an Sojapflanzen
eine untergeordnete Rolle (Blackman & Eastop 1984). Die Sojalaus verbreitet sich
massenhaft und ist offenbar eine geeignete Futterquelle fur H. axyridis (Fox et al.
2004; Landis et al. 2004), was sich auch in einer hoheren Fekunditat zeigt (Mignault
et al. 2006). Seit die Applikationsmenge an Insektiziden zur Bekampfung von A. gly-
cines von 2001 bis 2006 um das 130-fache im Vergleich zu dem Jahr 2001 angestie-
gen ist, hat sich eine Massenvermehrung von H. axyridis und ein Einflug in die Wein-
berge nicht in dem gleichem Ausmal wie im Jahr 2001 wiederholt (Bahlai 2007 aus
(Bahlai & Sears 2009)). Dennoch tritt H. axyridis jedes zweite Jahr in hdherer A-
bundanz auf (Bahlai & Sears 2009). Doch auch in anderen Kulturen in der Great La-
kes-Region kann es zu einer Massenvermehrung von H. axyridis kommen. H. axyri-
dis préaferiert Blattlause als Nahrung. Uberall dort, wo groRe Abundanzen an Aphiden
auftreten, kann auch haufig H. axyridis gefunden werden (Evans 2003). Mais wird
ebenfalls in groReren Mengen angepflanzt, ist haufig mit Blattldusen befallen und
wird meist kurz vor der Weinlesezeit geerntet. Auch wenn die Anbauflache von Mais
insgesamt nur 6 % der Gesamtnutzflache ausmacht, ist hierin ein Populationsaufbau
von H. axyridis moglich. Koch et al. (2006) berichteten von einem verstarkten Auftre-
ten von H. axyridis in Mais. Das Fressen der potentiellen Beute in Mais (Ostrinia nu-
bialis) wurde ebenfalls bestatigt (Musser & Shelton 2003).

In anderen Weinbaugebieten Nordamerikas, wie im Napa Valley, dominiert Grasland
mit 43 % Anteil an der Gesamtnutzflache (USDA 2007; Abbildung 21a). Da sich H.
axyridis als urspringlicher Strauchbewohner ungern auf Grasern aufhalt (Ameixa et
al. 2011), ist hier ein starker Populationsaufbau als unwahrscheinlich zu beurteilen.
Wald und landwirtschaftliche Flache machen zusammen weniger als 40 % aus. Der
Weinbau dominiert dabei die landwirtschaftlich genutzte Flache mit tber 90 % (Abbil-
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dung 21b). Getreide, Mais oder Sojabohnen werden nicht in der Nahe von Weinber-
gen angepflanzt. Das Gefahrdungspotential fur den Weinbau aufgrund landwirt-
schaftlicher Strukturen ist somit geringer einzuschatzen. Masseneinflige von H. axy-

ridis in den Weinberg wurden bisher nicht beobachtet.

Ein Vergleich der landwirtschaftlichen Kulturen rund um die Weinberge der deut-
schen Weinbauregion Pfalz zeigt ein hoheres Gefahrdungspotenzial fir ein Auftreten
von H. axyridis in den Weinbergen als im nordamerikanischen Napa Valley, jedoch

ein geringeres Potential als in der Great Lakes-Region.

Der landwirtschaftlich genutzte Anteil in der Pfalz wird mit 34 % der Gesamtflache
angegeben (Statistisches Bundesamt 2007, Abbildung 20a). An landwirtschaftlichen
Kulturen, die in manchen Jahren hohe Blattlausmengen haben und kurz vor der
Weinlese geerntet werden, kommen Mais, Zuckerriben und in nassen Jahren auch
andere Getreidearten wie Weizen oder Gerste in Frage. Wie in Kapitel 4.2 beschrie-
ben, konnte bereits ein Vorkommen von H. axyridis in Maisfeldern in Std-West-
Deutschland bestatigt werden. An Lausen treten in Zuckerriben vornehmlich Aphis
fabae und Myzus persicae von Mai bis August auf (BISZ 2009). M. persicae wurde
bisher als praferiertes Futter fir H. axyridis beschrieben (Alyokhin & Francis 2005;
Seko & Miura 2008; Finlayson et al. 2009). Somit ware ein Populationsaufbau von H.
axyridis in Zuckerruben kurz vor der Weinlese theoretisch moglich. Die fur die Great
Lakes-Region vermuteten ausschlaggebenden Faktoren wie grole Sojafelder wer-
den jedoch in der Region Pfalz nicht angepflanzt und auch eine neue Blattlausart aus
Asien, die als optimales Futter dienen konnte, ist bisher in Deutschland nicht be-

kannt.

Des Weiteren dominiert in der Region Pfalz der Wald mit einem Flachenanteil von
45 % an der Gesamtflache (Abbildung 21a). Die urspringliche Habitatpraferenz von
H. axyridis wird im nativen Gebiet als aborikole Art angegeben (Koch 2003). Auch in
Tschechien wurde H. axyridis, verglichen mit anderen Kulturen, verstarkt auf Baumen
beobachtet (Ameixa et al. 2011). Ebenfalls Wang (1986) beschreibt eine Reduktion
von Aphididen in Kiefernforsten durch den Asiatischen Marienkafer. Dementspre-

chend konnte auch der Wald neben deutschen Weinbaugebieten einen potenziellen
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Vermehrungsort darstellen. Aphidide in Waldern haben jedoch die Tendenz, auch
noch spater im Jahr in Massen aufzutreten. Dadurch konnte ein Abwandern in die
Weinberge verhindert werden.

Ein Vergleich der drei Weinanbaustandorte lasst somit die Tendenz erkennen, dass
die Landnutzung fur das Massenauftreten von H. axyridis im Weinbau eine Rolle
spielt. Fehlen landwirtschaftliche Kulturen mit hohem Blattlausvorkommen im Som-
mer, ist eine Massenvermehrung und spateres Auftreten in Weinbergen unwahr-
scheinlicher. Grofde Blattlausdichten kdnnen sich bei warmen Temperaturen gut ent-
wickeln. Starke Hitze oder Feuchte hemmen jedoch viele Kolonien. Ein Vergleich der
Temperaturen in der Great Lakes-Region mit denen im deutschen Weinbaugebiet
Pfalz zeigen kaltere Winter und heiRere Sommer auf der Niagara-Halbinsel
(OMAFRA 2007, DLR Agrowetter). Im Hinblick auf die klimatischen Bedingungen fur
Blattlausvermehrungen und die 6kologischen Anspriche von H. axyridis finden sich
aber sowohl in der Great Lakes-Region als auch in deutschen Weinbaugebieten ge-
eignete Moglichkeiten fur Massenvermehrungen. Infolge der Einfuhrung neuer Arten,
auch neuer Aphididen, besteht aber generell eine Gefahr, dass sich das Ereignis aus
dem Jahre 2001 in der Great Lakes-Region auch Uberall anders wiederholen koénnte
und eine Massenvermehrung von H. axyridis, wie es durch das massenhafte Auftre-

ten der Beutetierart A. glycines moglich war, stattfinden konnte.

54



4.4 H. axyridis als Antagonist der Reblaus Daktulosphaira vitifoliae

Teile dieser Arbeit werden in einem internationalen Journal veroffentlicht und im Fol-
genden zusammengefasst. Die eingereichte und zur Publikation angenommene Ori-

ginalarbeit ist dem Anhang angeflgt.

Kégel, S., Schieler, M., Hoffmann, C. (2013): The ladybird beetle Harmonia axyridis
(Coleoptera: Coccinellidae) as a possible predator of grape phylloxera Daktulosphai-
ra vitifoliae (Hemiptera: Phylloxeridae). European Journal of Entomology. Zur Publi-

kation angenommen.

Die Reblaus Daktulosphaira vitifoliae (Fitch 1854) wurde Ende des 19. Jahrhunderts
von Nordamerika nach Europa eingeschleppt. Seitdem ist sie in Europa eine der be-
deutendsten Schadlinge an Reben. Die Reblaus gehort zur Familie der Zwerglause
(Phylloxeridae). Es wird zwischen der Wurzelreblaus und der Blattreblaus unter-
schieden. Hierbei handelt es sich nicht um zwei Arten, sondern lediglich um ver-
schiedene Lebensformen der Art (heterogener Generationswechsel). Der Befall mit
Wurzelreblausen, ausschlielllich Weibchen, die sich parthenogenetisch vermehren,
ist fir die europaische Vitis vinifera-Rebe von groRem Schaden. Durch die Saugta-
tigkeit der Laus an den Wurzelspitzen entstehen Nodositaten an den jungen Reb-
wurzeln. Dies fuhrt zu verminderter Wasser- und Nahrstoffaufnahme der Rebwurzel
und somit zu einer Schwachung der Reben. Die Tuberositat fuhrt letztlich zum Ab-
sterben (Schruft 2000). Zusatzlich haben Pilze und Viren die Mdglichkeit leichter ein-

zudringen und konnen dadurch ebenfalls zu einer Schadigung der Reben beitragen

Ein Befall mit der Blattreblaus ist leicht sichtbar an krugformigen Gallen auf den Blat-
tern. An der Blattoberseite befindet sich der Eingang der Gallen und an der Blattun-
terseite der Gallenkdorper (Schruft 2000). Im Friahjahr schlipft die sogenannte Maigal-
lenlaus, die durch ihre Saugtatigkeit erste Blattgallen hervorruft und darin kontinuier-

lich Eier ablegt. Aus den Eiern schlupfen Junglause, die wiederum je eine Blattgalle
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bilden und darin Eier ablegen. In Europa treten 4 bis 5 Generationen im Jahr auf. Die

letzte Generation schlipft im Spatsommer (Forneck & Huber 2009).

Bisher waren keine naturlichen Antagonisten der Reblaus bekannt. Die Bekampfung
der Reblaus erfolgt Uber die Verwendung von Unterlagsreben. Dies bedeutet, dass
Pfropfreben angebaut werden, die aus einer wurzelreblauswiderstandsfahigen Ame-
rikaner-Unterlagsrebe und einem aufgepfropften, blattreblausresistenten Edelreis
einer Europaer-Rebsorte besteht (Schruft 2000). Damit wird die Reblaus jedoch nicht
bekampft, sondern lediglich in eine nicht-schadigende Daseinsform unterdruckt.

Seit Beginn der 90er Jahre werden wieder verstarkt Reblause auch auf Pfropfreben
beobachtet (Mohr 2005). Zur Verringerung des Risikos einer erneuten Gradation ist
es ratsam, die Reblauspopulation so gering wie moglich zu halten. Dabei kdnnte ein
natlrlicher Antagonist hilfreich sein. Marienkafer als effiziente Lausvertilger konnten
bei der Reduktion der Blattreblaus eine Rolle spielen (Mohr 2005). Bisher lagen dazu
jedoch keine Ergebnisse vor. Im Jahr 2009 konnte verstarkt H. axyridis an Reben mit

Rebgallen beobachtet werden (Kogel, eigene Beobachtung).

Um die Pradation der beiden haufigsten Marienkaferarten im Weinberg, H. axyridis
und C. septempunctata, an der Reblaus zu testen, wurden Labor- und Freilandversu-

che durchgefluhrt. Dabei stellten sich vorab folgende Fragen:
- Ist die Reblaus ein geeignetes Futter fir die beiden Marienkaferarten?

- Wie viele Reblauseier kdnnen von H. axyridis und C. septempunctata konsu-

miert werden?

- Nutzen die beiden Arten die Reblaus auch als Futterressource unter Freiland-
bedingungen?

Zur Klarung dieser Fragen wurde in einem Laborversuch die Fralleistung der beiden
Arten an Reblauseiern untersucht. Des Weiteren wurden die Tiere ab dem ersten
Larvenstadium exklusiv mit Reblausen gefuttert und die Fitnessparameter Entwick-
lungsdauer, Mortalitatsrate und adultes Frischgewicht ermittelt. Ein Freilandversuch

wurde jeweils in den Jahren 2010 und 2011 durchgefuhrt. Dabei wurde das Vor-
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kommen von H. axyridis und C. septempunctata auf Reben mit Reblausgallen im
Vergleich zu Reben ohne Gallen verglichen.

Zur Ermittlung der Fral3leistung beider Arten wurden Petrischalen mit definierter An-
zahl an Reblauseiern bestuckt. Anschliellend wurde ein Kafer einer Art in die Pet-
rischale gesetzt und nach 24 h die Anzahl an gefressenen Eiern gezahlt. Alle ver-
wendeten Insekten wurden in einem Saubohnenfeld (Vicia faba) am JKI in Siebeldin-
gen gefangen und 24 h vor den Versuchen ohne Futter in der Klimakammer gehal-
ten. Beiden Arten wurden zu Beginn 100, 200 und 500 Eier pro Kafer angeboten.
Infolge des Resultats wurden fur H. axyridis weitere Varianten mit 1000, 2000, 3000
und 4000 Eier pro Kafer durchgefuhrt. Fur C. septempunctata wurden daraufhin die
zusatzlichen Varianten 10, 20 und 50 Eier pro Kafer gewahlt.

Im Laborversuch zeigte sich H. axyridis als effizienter Pradator von Reblauseiern. C.
septempunctata konsumierte signifikant weniger Eier als H. axyridis (Mann-Whitney-
U-Test; p<0,05; Abbildung 22). Wahrend H. axyridis auch noch 1000 angebotene
Eier innerhalb von 24 h zu 94 +/- 6 % konsumierte, fral} C. septempunctata selbst die
niedrigste Anzahl an Eiern (10) nur zu 52 +/- 9 %.
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Abbildung 22: FraBleistung [%] von H. axyridis (grau) und C. septempunctata (rot) innerhalb
von 24 h von einer definierter Anzahl an D. vitifoliae Eiern (100, 200, 500, 1000, 2000, 3000 und
4000 Eier/Petrischale fiir H. axyridis beziehungsweise 10, 20, 50, 100, 200, 500 Eier/Petrischale
fur C. septempunctata)
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Diese Ergebnisse wurden unterstltzt durch die Ergebnisse der Fitnessparameter. In
einem weiteren Versuch wurden Petrischalen (Durchmesser = 15 cm) mit jeweils
zwei Rebblattern entweder mit oder ohne Reblausgallen bestuckt. In einer weiteren
Variante wurden gefrorene Ephestia kuehniella-Eier (500 g) in der Petrischale als
Futter angeboten. Pro Petrischale wurde eine Larve des ersten Larvenstadiums zu-
gegeben. Alle 24 h wurde die Entwicklung bonitiert. Alle zwei Tage wurden die alten
Blatter entfernt und frische Blatter beziehungsweise frische Eier in die Petrischale
gegeben. Dieser Versuchsansatz wurde sowohl fur C. septempunctata als auch fur
H. axyridis gewahlt.

Fiar C. septempunctata konnte D. vitifoliae nicht als alleiniges Futter zur Entwicklung
genutzt werden. Wahrend C. septempunctata sowohl auf Reben mit und ohne Reb-
lausgallen bereits im 2. Larvenstadium eine 100 %ige Mortalitat aufwies, konnte sich
H. axyridis vom 1. Larvenstadium bis zum adulten Tier an Reben mit Reblausgallen
entwickeln. Die Entwicklungsdauer betrug hierbei 20,5 +/- 3,9 Tage. Das Adultge-
wicht lag bei 15 +/- 4 mg. Daraus resultierte ein ,suitability parameter (SL)* (= Ent-
wicklungsdauer/Frischgewicht) von 0,6 +/- 0,2. An Reben ohne Reblausgallen wies
H. axyridis eine 100 %ige Mortalitat auf. Wurde H. axyridis mit E. kuehniella-Eiern
geflttert, lag die Mortalitat bei lediglich 13,3 %. Die gesamte Entwicklung dauerte
14,7 +/- 0,7 Tage. Das Adultgewicht erhohte sich auf 24,7 +/- 2,5 mg und der SL auf
2,5 +/- 0,4. Die Fitnessparameter bei einer Futterung mit E. kuehniella-Eiern waren
damit signifikant besser als bei einer Futterung mit D. vitifoliae (Mann-Whitney-U-test,
p<0,05).

Auch wenn H. axyridis sich an Reblausen entwickeln kann, so ist das Futter als nicht
optimales Futter anzusehen. Der SL war geringer als bei einer Futterung mit
E. kuehniella, welche aus der Literatur als optimales Futter beschrieben wurden (Ab-
del-Salam et al. 1997, Specty et al. 2003). Bei Futterungsversuchen mit Aphiden wie
Aphis philadelphi, A. fabae oder Dysaphis plantaginea lag der SL >1,5 (Ungerova et
al. 2010). Sogar bei einer Futterung mit A. sambuci, der Holunderlaus, war der SL bei
1,1 (Ungerova et al. 2010). A. sambuci ist bekannt als eine nicht-optimale Futterlaus
fur H. axyridis und sogar toxisch flr C. septempunctata (Omkar & Srivastava 2003;
Nedved & Salvucci 2008).
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Ein geringer SL deutet auf eine lange Entwicklungsdauer und ein geringes Adultge-
wicht hin. Ein Vergleich dieser beiden Parameter mit Werten bei anderer Fltterung
bestatigte die Vermutung, dass es sich bei D. vitifoliae um ein nicht-optimales Futter
handelt. So resultiert eine Futterung mit Acyrthosiphon pisum oder Ephestia kuehni-
ella-Eiern in eine kurzere Entwicklungsdauer von 14-17 Tagen und Adultgewichten
zwischen 25 und 35 mg (Specty et al. 2003). Auch die Uberlebensrate ist hdher mit
80 % im Vergleich zu 47 % in dieser Studie. Ein direkter Vergleich bei einer Futte-
rung mit E. kuehniella unter gleichen Zuchtbedingungen in dieser Studie bestatigte
diese Literaturdaten. Temperatur- und Lichtbedingungen sowie die Grolde der Zucht-
behaltnisse kdnnen einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklungsparameter
haben (Ungerova et al. 2010). Laborversuche zur Pradation spiegeln jedoch meist
nur bedingt die Realitat wider. Oftmals verzerren kleinrdumige Versuchsbedingungen
die Ergebnisse (O'Neil 1997). Deshalb wurde zusatzlich eine Felderhebung durchge-
fuhrt.

Die Freilanddaten wurden am JKI Standort in Siebeldingen in einer abgesteckten
Rebparzelle mit 3000 Rebstdocken (verschiedene Genotypen mit unterschiedlichen
Resistenzen gegenuber der Reblaus) ermittelt. Die Rebparzelle wurde ohne Pflan-
zenschutzmalnahmen bewirtschaftet. Jeweils 20 Rebstdcke mit und ohne Rebgallen
wurden innerhalb dieser Parzelle in 2010 markiert. In 2011 wurden im selben Feld
jeweils 50 Rebstdocke mit und ohne Rebgallen markiert. Dabei wurde darauf geachtet
mogliche Standorteffekte auszuschlieRen. Die Sichtbonitur der markierten Rebstocke
erfolgte wdochentlich auf Coccinellidae. Innerhalb der Rebstdécke mit Reblausgallen,
wurde weiter kategorisiert und die Befallsstarke der Reben ebenfalls wochentlich bo-
nitiert. Die Befallsstarke mit Reblausgallen wurde nach den Richtlinien des Bun-
dessortenamts beurteilt (Anonym 1989). Dabei wurden folgende Kategorien zusam-

mengefasst:

Kat. 1-2 = keine oder nur sehr wenige (<10 % pro Stockflache) Reblausgallen. Keine

Larven, keine Reblauseier (Abbildung 23a)

Kat. 3-5 = wenige Blattgallen (10-40 %), erwartungsgemal} einzelne Larven und kei-
ne Eier (Abbildung 23b)
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Kat. 6-7 = leicht erkennbare und viele Blattgallen (40-80 %), erwartungsgemal viele

Eier und einige Larven (Abbildung 23c)

Kat. 8-9 = viele grol3e Blattgallen (80-100 %) erwartungsgemalf} mit sehr vielen Eiern
und Larven (Abbildung 23d)
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Abbildung 23a-d: Infizierung der Blatter mit Blattgallen von D. vitifoliae. Einteilung in Katego-
rien nach den Richtlinien des Bundessortenamts beurteilt: Kat. 1-2 (a); Kat. 3-5 (b); Kat. 6-7 (c)
und Kat. 8-9 (d).

Die Ergebnisse zeigten signifikante Unterschiede des Vorkommens von H. axyridis
an Reben mit und ohne Reblausgallen (Mann-Whitney-U-test; p<0.001; Abbildung
24). Zwischen den Kat. < 6-7 und den Reben der Kat >= 6-7 bestanden ebenfalls
signifikante Unterschiede (Kruskal-Wallis-H-test; p< 0,05; Abbildung 24). In 2010
wurden 59 adulte H. axyridis an Reben mit Rebgallen der Kat. >= 3-5 gefunden. In
2011 waren es 575 adulte Kafer innerhalb dieser Kategorien. An Reben der Kat. 1-2
wurden im Jahr 2010 lediglich 5 Kafer gesichtet und 19 Kafer im Jahr 2011. Diese
Unterschiede der Abundanz an Reben mit und ohne Rebgallen lassen vermuten,
dass H. axyridis auch unter Freilandbedingungen D. vitifoliae als Nahrungsquelle
nutzt. Andere Beute an den Reben durfte eine untergeordnete Rolle spielen, da alle
bonitierten Rebstocke mit gleichen PflanzenschutzmalRnahmen behandelt wurden
und die gleichen Standortbedingungen aufwiesen. Somit kdnnen die Randbedingun-

gen als gleich betrachtet werden.
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Abbildung 24: Anzahl an Individuen von H. axyridis pro Woche (bonitiert iiber 12 Wochen im
Jahr 2011) auf Reben mit den einzelnen Reblauskategorien 1-2, 3-5, 6-7 und 8-9 innerhalb einer
Rebparzelle am JKI Siebeldingen. Die Kleinbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschie-

de zwischen den Kategorien. Der Median Quartilsabstand sind dargestelit.

Die maximale Anzahl an Individuen von H. axyridis wurde Anfang August auf Reben,
die mit Reblausgallen befallen waren, beobachtet. Zu dieser Zeit wurden auch die
héchsten Infizierungsgrade der Rebblatter bonitiert (Abbildung 25). Dies bestatigt
Literaturangaben, wonach die Reblaus zu diesem Jahreszeitpunkt ihre letzte Genera-
tion ausbildet und mit hochster Abundanz im Weinberg zu erwarten ist (Forneck &
Huber 2009). Ende August wandern die Reblause in die Wurzeln und nur wenige
Lause verbleiben in den Gallen. Ende August sank auch die Zahl an gesichteten In-
dividuen vom H. axyridis an Rebblattern mit Rebgallen. Diese Korrelation zwischen
Abundanz an Reblausgallen und Abundanz an H. axyridis-Individuen liel3e ebenfalls

den Schluss zu, dass H. axyridis D. vitifoliae als Beute nutzt und gezielt aufsucht.
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Abbildung 25: Anzahl gefangener Individuen von H. axyridis [in % an insgesamt gefangenen
Individuen] (Rauten; Y-Achse) und bonitierter Befall von Reblausblattgallenanzahl [MW der
Befallsstiarke, Kategorien 1-9] (Quadrate; z-Achse) pro Fangtag im Zeitraum von Juli bis Sep-

tember 2011. Die Kategorieneinteilung ist Abbildung 23 zu entnehmen.

Sowohl die Laborergebnisse als auch die Freilandergebnisse zeigen, dass
H. axyridis ein Antagonist von D. vitifoliae ist und damit die Blattreblauskolonien re-
duzieren kann. Bisher sind Ertragsanlagen meist blattresistent, wenn nicht im Spat-
sommer von angrenzenden Weinbergsbrachen, Drieschen oder Halden mit verwil-
derten Rebstdcken, Reblauslarven massiv in den Randbereich von Ertragsweinber-
gen einwandern. Insofern sind momentan eine Reduktion der Reblaus und ein ge-
zielter Einflug von H. axyridis vor allem in diesen Randgebieten zu erwarten. Dabei
ist H. axyridis gefraldiger als der einheimische C. septempunctata. Auch lassen die
Ergebnisse vermuten, dass H. axyridis ein gro3eres Beutespektrum nutzen kann als
einheimische Arten. Hieraus ergibt sich das Potenzial, hohe Populationsdichten auf-

zubauen und daraufhin einheimische Arten verdrangen zu konnen.
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5 Schlussfolgerung

Der Asiatische Marienkafer Harmonia axyridis hat sich erfolgreich in Deutschland
etablieren konnen. Auch in den Weinbauregionen Pfalz, Mosel und Franken wird der
Kafer jahrlich gesichtet, wie Umfrageergebnisse bestatigen. Dabei tritt er bisher in
schwankenden Populationsgroen auf. Wahrend im Jahr 2009 sehr viele Individuen
von H. axyridis in Weinbergen an Trauben und in der Weinpresse anzutreffen waren
(laut Umfrage und eigener Beobachtung), wurden zur Lesezeit in den Jahren 2010
und 2011 kaum Kafer im Weinberg gefunden. Dennoch wurde H. axyridis in den bei-
den Jahren als haufigster Marienkafer auf Feld- und Obstkulturen mittels gelber
Leimfallen bonitiert. C. septempunctata und P. quatuordecimpunctata waren die
zweithaufigsten Marienkaferarten. Zwar konnte wegen des lediglich zweijahrigen Un-
tersuchungszeitraumes keine Verdrangung von Arten bewiesen werden, ein Gefah-
renpotenzial fur andere Arten ist jedoch, aufgrund der im Vergleich zu einheimischen
Marienkaferarten hohen Populationsdichte von H. axyridis, nicht auszuschliel3en.

Die Fangmethode zur Beurteilung der Abundanzen einzelner Marienkaferarten spiel-
te eine bedeutende Rolle. Die groieren Arten wie H. axyridis und C. septempunctata
konnten sich leichter von Leimfallen befreien als kleinere Arten. Die Klopfprobe stellte
sich fur diese beiden Arten als geeignetere Fangmethode dar. Durch den Einsatz von
Leimtafeln kann es so zu einer Unterschatzung der Populationsgrofde von H. axyridis
und C. septempunctata und einer Uberschatzung kleinerer Marienkaferarten kom-
men. Werden dennoch Leimfallen eingesetzt, so ist die Fallenfarbe ,rot’ zu bevorzu-
gen. Mit dieser Fallenfarbe werden gute Fangerfolge von H. axyridis, bei gleichzeitig

geringem Beifang anderer Marienkaferarten, erzielt.

In Weinbergen des JKI Siebeldingen trat H. axyridis in den Jahren 2010 und 2011 im
Sommer als Antagonist der Blattreblaus in Erscheinung. Dabei suchte der Kafer ge-
zielt Reben mit Rebgallen von D. vitifoliae auf. Diese positive Bedeutung von H. axy-
ridis fur den Weinbau war bisher unbekannt. Den Ergebnissen nach kann H. axyridis

somit auch als ein Nutzling fur den Weinbau betrachtet werden.
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Zum anderen kann H. axyridis aber auch als Schadling im Weinberg angesehen
werden: Eine Beeinflussung des Weingeschmacks durch H. axyridis konnte bestatigt
werden. Die sensorische Wahrnehmung liegt in ,Riesling‘ bei 5 Kafer/ kg Trauben. In
der roten Sorte ,Spatburgunder’ veranderte sich die sensorische Wahrnehmungs-
schwelle je nach Fermentationstyp bei der Weinbereitung. Wahrend bei einer Mai-
schegarung (6 Tage bei Raumtemperatur) der Trauben die sensorische Wahrneh-
mung bei 3 Kafer/ kg Trauben lag, erhohte sich die Schwelle auf 6 Kafer/ kg Trauben
bei Maischeerhitzung (3 h bei 65 °C). Folglich kann die sensorische Wahrnehmungs-
schwelle im Wein bei roten Traubensorten durch Maischeerhitzung statt Maischega-

rung erniedrigt werden.

Innerhalb dieser Arbeit konnten weitere Mal3nahmen identifiziert werden, um den
Marienkaferton im Wein zu verringern: Die Pressdauer sowie der Pressdruck in der
Weinpresse sind gering zu halten (<2 bar; <60 min), um die Zerquetschung der Kafer

und somit den Eintrag von Hamolymphe in den Most zu reduzieren.

Doch nicht nur H. axyridis, sondern auch C. septempunctata kann den Weinge-
schmack verandern. Die gleiche Anzahl an Kafern von C. septempunctata verursach-
te einen intensiveren Fehlton als H. axyridis. Als Grund dafiur konnte das zusatzlich
erhohte Vorkommen des Methoxyprazins IBMP neben IPMP in der Hamolymphe des
Siebenpunkt-Marienkafers identifiziert werden. Dieses war bei H. axyridis in nur ge-
ringer Menge nachweisbar. IPMP wurde in beiden Kafern als die Substanz mit der

hochsten geruchlichen Relevanz in Bezug auf den Marienkaferton identifiziert.

Im Hinblick auf die IPMP-Gehalte in der Hamolymphe von H. axyridis geht von H.
axyridis und C. septempunctata ein ahnliches Risikopotential aus. Ein 100fach héhe-
rer Gehalt an IPMP in H. axyridis im Vergleich zu C. septempunctata, wie er von
Cudjoe et al. (2005) festgestellt wurde, konnte nicht bestatigt werden. Die Gehalte
schwankten zwischen 2 und 12 ng IPMP/ g Kafer in beiden Arten. Dies entspricht im
Mittel 0,2 ng/Kafer. Damit ergeben die Pyrazingehalte in einem Kafer und die senso-
rische Wahrnehmungsschwelle im Wein ein passendes Bild. Funf Kafer pro 1 kg
Trauben in der Presse mit jeweils 0,2 ng IPMP/Kafer kbnnen den Wein mit der sen-

sorisch wahrnehmbaren Geruchsschwelle von 1 ng IPMP/ L verunreinigen.
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Futter wahrend der Larvalentwicklung konnte als ein Einflussfaktor auf die IPMP-
Gehalte beider Arten identifiziert werden. Schlecht verwertbare Blattlause als Nah-
rungsquelle fuhrten zu geringeren IPMP-Gehalten als solche, die ein optimales Futter
fur H. axyridis darstellen.

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen den IPMP-Gehalten in H. axyri-
dis und der Elytrenfarbe festgestellt werden. Der gelbe Morphotyp H. axyridis succi-
nea mit deutlich erkennbaren schwarzen Punkten auf den Elytren hatte signifikant

héhere IPMP-Gehalte als der schwarze Morphotyp H. axyridis spectabilis.

Zusammenfassend stellt H. axyridis durchaus ein Gefahrungspotenzial flir den deut-
schen Weinbau dar. In Jahren, in denen er sich im Herbst von Traubensaft ernahrt
und in den Weinverarbeitungsprozess gelangt, kann er den Weingeschmack veran-
dern. Dabei ist das hohere Risikopotenzial durch H. axyridis jedoch nicht auf hdhere
Methoxypyrazingehalte im Vergleich zu einheimischen Marienkafern wie
C. septempunctata zurlckzufihren, sondern auf die Biologie des Kafers. Wahrend C.
septempunctata den Wein durch seinen zusatzlich zu IPMP erhohten Gehalt an
IBMP in der Hamolymphe in noch starkerem Malde verunreinigen konnte als H. axy-
ridis, so sind die Populationsdichten dieses einheimischen Marienkafers im Vergleich
zu H. axyridis jedoch meist geringer und das Vorkommen im Weinberg signifikant
niedriger. Eine gezielte Bekampfung von H. axyridis zur Lesezeit mit Fallen oder Re-
pellentien sollte vor einer generellen Bekdmpfung im Vordergrund stehen, da er auch
an Reben zur Spatsommerzeit als Antagonist der Reblaus D. vitifoliae, einem bedeu-

tenden Schadling fur die Rebe, fungieren kann.
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Sensory detection thresholds of "ladybird taint" in 'Riesling' and 'Pinot Noir'
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Summary

The Asian ladybird beetles Harmonia axyridis feed
on damaged fruits in late summer and in autumn, es-
pecially on grapes. By getting harvested and processed
together with the grapes, they cause an off-flavor in the
wine, the so-called "ladybird taint" (LBT). Depending
on fermentation conditions of red wine variety 'Pinot
Noir', panelists recognized the LBT at different con-
centrations: Fewer beetles were required in the non-
heated treatment to elicit LBT. The sensory detection
threshold for LBT in must fermented wines was about
3 beetles-kg! of grapes and in must heated wines it was
about 6 beetles'kg" of grapes. In the white wine variety
'Riesling', the sensory detection threshold for LBT was
at 4 beetles-kg™' of grapes.

The main olfactory active compound causing LBT,
2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP), was detected
by 50 % of panelists at a threshold of 1 ng-L! in 'Ries-
ling' and 2 ng-L" in 'Pinot noir'. Thus, a threshold of
five beetles with a specific amount of IPMP each in
hemolymph processed within 1 kg of grapes can reach
the human detection limit of 1-2 ng IPMP-L"! of wine.

Modifications in wine processing conditions can re-
duce the LBT in wines. The mortality of beetles in the
wine press can be reduced at pressures less than 2 bar
and duration of pressing shorter than 60 minutes.

Key words: Harmonia axyridis, ladybird taint, wine
processing, sensory detection threshold.

Introduction

Since 2001, the invasive species Harmonia axyridis
has caused problems in temperate climate viticulture in
the USA and Canada (Kochn 2003). During the last years,
this species has also started occurring in Central European
vineyards (KoGeL ef al. 2010). H. axyridis is an extremely
polyphagous predator of insects, but it also has a prefer-
ence for ripened and injured fruits (GALvAN et al. 2006).
When H. axyridis feeds on grapes, it may be harvested
and processed with the grapes, especially during mechani-
cal harvesting. During processing the coccinellids release
their hemolymph in the must by reflex bleeding or crush-
ing. The hemolymph contains remarkable amounts of de-
fensive substances, which can act against microorganisms

(Gross et al. 2010) or as deterrents against natural enemies
(Krausnitzer and Krausnitzer 1997). Additionally, some
compounds may act intraspecifically as aggregation phe-
romones (AL ABassi et al. 1998). These substances cause
a specific off-flavor in wine called "ladybird taint" (LBT).
This flavor can be described as "bell pepper", "burned pea-
nut butter" or "green vegetables" (PICKERING ef al. 2004,
2005). The LBT of wine was first described in the USA
when millions of individuals of H. axyridis feeding within
grapes were harvested. It is probably caused by several
methoxypyrazines (PICKERING et al. 2005, GALVAN et al.
2008, Ross et al. 2010).

Methoxypyrazines are well known from wines proc-
essed from grapes of varieties like 'Cabernet Sauvignon',
'Merlot' or 'Sauvignon Blanc'. In typical German varieties
like 'Riesling' or 'Pinot Noir' these substances are undesir-
able because of altering the typicity of wines (PICKERING
et al. 2005, LINDER ef al. 2009). Studies by PICKERING et al.
(2005, 2008 a) described 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
(IPMP) as the main component causing this off-flavor. In
hemolymph of H. axyridis IPMP was detected with high-
est sniffing intensity compared to other methoxypyrazines
(KoGeL et al. 2012). According to Car et al. (2007), the
hemolymph of the invasive ladybird beetle contains [IPMP
in an average concentration of 0.16 ng-beetle™.

PIcKERING et al. (2007 b), LINDER ef al. (2009) and GaL-
VAN et al. (2007) determined or estimated sensory detec-
tion thresholds (SDT) of the LBT in several varieties. For
'Riesling', PICKERING et al. (2007 b) extrapolated a SDT of
around 1.5 beetles-kg™! of grapes (that 75 % of test persons
had detected) for blended wines (Control: LBT-wines). The
LBT in 'Pinot Noir' was reviewed by LINDER ef al. (2009),
estimating a SDT of 1 beetle-kg™ of grapes.

Must fermentation is the traditional and desired way
to process red wine. In Central Europe a second type of
processing, the so-called must heating, is often used. The
wine processing conditions which may affect the develop-
ment of LBT during the first steps of processing have only
been analyzed by a few publications. It has been found that
reflex bleeding of live beetles had a lower impact on LBT
than total crushing and death of beetles (PICKERING et al.
2007 b, GALvaN et al. 2007). Other factors that can influ-
ence the LBT or methoxypyrazines, respectively, in infest-
ed wine are as follows: the type of bottle closures (PiCKER-
ING et al. 2010, 2009, BLAKE et al. 2009), the type of pack-
aging and storage conditions (PICKERING et al. 2009, BLAKE
et al. 2009). Several yeast strains (PICKERING ef al. 2008 b)
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or treatments with oak chips or activated charcoal (PiCKER-
ING et al. 2006), may improve the taste of wine. PICKERING
et al. (2007 b) announced that processing variables such
as maceration technique, pressing regime or must heating
may also affect IPMP transfer from the ladybird beetle into
the wine. Until now, no further studies were conducted in-
vestigating the influence of these processing conditions on
LBT in wine.

Therefore, in this study, both processing types (must
heating and must fermentation) as well as pressing dura-
tion and pressure were compared with regards to their pos-
sible impact on LBT in wines from H. axyridis infested
grapes. Also solutions for the reduction of LBT in wine at
the beginning of processing are suggested and the sensory
detection threshold of LBT in German wines spiked with
methoxypyrazines and live adults of H. axyridis is speci-
fied. The sensory detection thresholds of methoxypyrazines
and adult beetles for two common German wine varieties
'Riesling' and 'Pinot Noir' in dependence of different fer-
mentation conditions are defined. Unlike previous studies,
the data in this study were not extrapolated or estimated,
but measured by adding live beetles to the grapes in dif-
ferent amounts.

Material and Methods

Insects: H. axyridis adults were collected during
September 2009 in vineyards located close to the Julius
Kiihn-Institute in Siebeldingen. The beetles were kept at
9 °C in plastic jars in a refrigerator without food or water
for one week. Twenty-four h prior to the experiments, the
beetles were kept at 22 °C under daylight conditions.

Beetle mortality as a function of
pressure: Nine adult H. axyridis were added to 3 kg of
grapes ('Riesling'). The grapes were pressed in a pneumatic
press (Type 6030, Willmes, Lorsch, Germany) at pressures
between 1-5 bar. The variants at 2 and 5 bar were repeated
5 times to check the possible variation between the press-
ing procedures. Experiments at 1, 3 and 4 bar were repeated
twice. All experiments were done using destemmed grapes,
respectively. Beetles were collected out of the wine press
by hand after pressing (15 min) and examined for mortality
or damage. As ladybird beetles are known to feign death
(thanatosis) when they have been disturbed, the individuals
supposed dead checked again for locomotion activity for
24 h by aligning them upside-down in petri dishes. Those
who had moved were considered alive. Those who stayed
upside-down aligned were considered dead.

Beetle mortality as a function of
pressing time: 15kg'Riesling' grapes were infested
with 15 live beetles. The grapes were pressed for 90 min
at 2 bar. After 30, 60 and 90 min the mash was mixed,
the press stopped and the beetles inside the press were ex-
amined for mortality and injuries. Before continuing the
pressing procedure, the predamaged beetles were reintro-
duced into the mash.

Processing 'Riesling' grapes infest-
ed with different numbers of beetles: In
2009, different numbers of adult beetles (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8,

or 20) were added to each 5 kg of 'Riesling' grapes (n = 2).
Afterwards, grapes and beetles were pressed at 5 bar us-
ing a pneumatic press (Type 6030, Willmes). The must was
filled in 5-L jugs, and sulphur dioxide was added to a final
concentration of 50 mg-L-". The must was inoculated with
yeast (Erbsléh Onoferm Freddo, 10 g-100 L) for fermen-
tation under room conditions (18-20 °C). After fermenta-
tion, an additional 100 mg-L"! sulphur dioxide was added.
After three weeks, the wine was separated from the yeast
and decanted into several 0.5 L-bottles. Sparging with inert
gas before bottling was not necessary due to the sensory
assessment only two month later. The wines were tested by
a sensory panel as described below (organoleptic testing
procedure).

The trials were repeated in 2010 with reduced variants
and amounts of grapes, but higher repetition numbers. 1 kg
of 'Riesling' grapes were infested with 1, 5 and 10 adult
beetles (n = 5). The grapes were pressed (at 5 bar) and the
resulting must filled in 1 L-glass jugs. The further process-
ing was the same as described above. The organoleptic
properties of these wines were tested again by a sensory
panel as described below.

Processing 'Pinot Noir' grapes in-
fested with different numbers of beetles
under different conditions: Due to the high
numbers of live beetles necessary for each experiment,
the trials were not repeated. Each 15 kg of 'Pinot Noir'
were infested with 0 1, 2, 3, 4, or 10 adult beetles per kg
of grapes, and transferred to 20-L-containers. In the first
set of experiments, the must was fermented for 6 d (must
fermentation), while in the second set of experiments the
grapes were heated for 3 h in a water bath adjusted to 65 °C
(must heating). Afterwards, the grapes were pressed with
a pneumatic wine press (UVAmat, custom-made product,
FH Geisenheim) at 2 bar and transferred to 15 L-glass bot-
tles. After 3 weeks the wines were racked (Erbsloh Onof-
erm Freddo, 10 g-100 L") and 100 mg-L! sulphur dioxide
was added to the wine. The wines were tested by a sensory
panel as described in the paragraph "organoleptic testing

procedure".
Determining sensory detection thres-
holds of synthetic pyrazine IPMP in

'Riesling' and 'Pinot Noir' wine. A stand-
ard solution of 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP)
(Sigma Aldrich, Germany, 1 g/mL) was diluted three times
in water-ethanol-solutions (10 pl per standard solution in
9 mL Milli-Q-water + 1 mL ethanol pA) to a final concen-
tration of 10 ng-L' IPMP. Five bottles containing one year
old 'Riesling' wine (filled in 2008) were inoculated with
2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP) in concentrations
of 1, 2, 11, 50 and 100 ng-L"'. Five bottles containing one
year old 'Pinot Noir' were inoculated with IPMP in con-
centrations of 1, 3, 11, 50, and 100 ng-L'. The wines were
tested by a sensory panel as described below.
Organoleptic testing procedure: Apan-
el of ten persons (age 26-53 years; 2 females and 8 males;
regularly winesensory trained) tasted in three tasting ses-
sions (orthonasal and retronasal) the wines artificially in-
fested with ladybird beetles (white wine from 2009 and
2010, and red wines from 2009) and the wines spiked with
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synthetic pyrazines (see above) in order to identify the
special taste caused by methoxypyrazines or live beetles.
The wines, presented in standard wine tasting glasses, were
evaluated with the three-alternative forced choice (3-AFC)
test in March 2010 and 2011 in the sensory evaluation room
at Geilweilerhof, Siebeldingen under daylight conditions.
Between the wine sets panelists were able to drink water
and eat bread to neutralize the taste. Labeling of the un-
covered glasses was done by numerical sets. The panelists
were trained before the session with labeled control wine
and labeled wine infested with the maximum number of
beetles-kg™! of grapes or the maximum amount of synthetic
IPMP-L" in the trials. When 50 % of panel individuals had
identified the altered taste, it was defined as sensory detec-
tion threshold (SDT; after definition of Br and Ennis 1998).
It could be read from the diagram at the point the quadratic
function curve crosses the 50 %-threshold line.

Results

Beetle mortality as a function of
pressure: An increase in pressure increased the mor-
tality of H. axyridis. A pressure of 2 bar caused a mortality
of 50 % (SD 5.6 %) of beetles. A reduction under 2 bar was
not effective in reducing the mortality (still 50 %). At 3 bar,
beetles were heavily crushed and the mortality increased
to 60 %, at 4 bar 75 %. A maximum pressure of 5 bar re-
sulted in 92 % (SD 5.8 %) mortality of the ladybird beetles
(Fig. 1). The five-fold repetition showed that the pressing
procedure in relation to the mortality of beetles was nearly
constant (Fig. 1).

Beetle mortality as a function of
pressing duration: A shorter pressing period re-
duced the mortality of beetles. It was 33 % after the first
30 min of the pressing and only a few beetles got crushed.
After 60 min, the mortality of the beetles increased to 70 %
and after 90 min the mortality rate was 96 % (Fig. 2). The
trend shows a linear relation between mortality of beetles
and pressing duration.

Sensory detection threshold (SDT) of
'Riesling' grapes spiked with different
numbers of beetles: The SDT of LBT in 'Ries-
ling' wines from 2009 and 2010 was similar. 6 beetles-kg!
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Fig.1: Beetle mortality [%] in a pneumatic press at different pres-
sures [1-5 bar]. 5 kg grapes were pressed for 15 min. The means
and standard deviations (n = 5) are given.
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Fig. 2: Beetle mortality [%] after 30, 60 and 90 min in a pneu-
matic press at 2 bar in a two-fold repetition. Grapes and beetles
were mixed every 30 min. A trend line is given.

of grapes were detected by 72 % of test individuals, while
only 21 % detected 1 beetle/kg (trial 2009). In 2010 the
LBT caused by 1 beetle-kg! of grapes was detected by 38 %
of panelists. 52 % could detect 5 beetles-kg™!, 89 % could
detect 10 beetles'kg! and 100 % detected 20 beetles-kg™
(Fig. 3). The mean of both years resulted in a SDT of LBT
at 4 beetles-kg'.
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Fig. 3: Percentage of members of a sensory panel who detected
"ladybird taint" (LBT) in 'Riesling' infested with different num-
bers of H. axyridis per kg of grapes in the years 2009 and 2010
(average of both years). The sensory detection threshold line is
set at 50 %.

SDT of 'Pinot Noir' grapes infested
with different numbers of beetles: The
SDT of LBT in must fermented 'Pinot Noir' was lower in
comparison to must heated wines using the same numbers
of beetles per kg of grapes. This means that 3 beetles-kg™!
of grapes were detected by 50 % of panelists in must fer-
mented wines. This threshold increased to 6 beetles'kg! of
grapes when the grapes were must heated. The upper limit
was also different: the must fermented wines infested with
10 beetles'kg! of grapes were detected by nearly 100 %
of panel persons. Only 70 % of panel individuals detected
LBT in must heated wines infested with same number of
beetles (Fig. 4).

SDT of synthetic pyrazine in 'Ries-
ling' and 'Pinot Noir' wine: The SDT of the
synthetic methoxypyrazine IPMP determined for 'Riesling'
was lower than for 'Pinot Noir'. In 'Pinot noir', 58 % of
the panelists detected 2 ng IPMP-L"!, while 51 % detected
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Fig. 4: Detected LBT in 'Pinot Noir' infested with different num-
bers of H. axyridis beetles per kg of grapes under different fer-
mentation conditions (must heating vs. must fermentation). The
sensory detection threshold line is set at 50 %.

as little as 1 ng IPMP-L! in 'Riesling'. 11 ng IPMP-L! or
more were detected by all panelist in both varieties. 100 %
detected already 3 ng IPMP-L"! in 'Riesling'. 1 ng [IPMP-L"!
in 'Riesling' was only detected by 10 % of panel persons
(Fig. 5).
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Fig. 5: Concentrations (1, 2, 11, 3, 50 and 100 ng-L") of syn-
thetic 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP) in wine cultivars
'Riesling' and 'Pinot noir'detected by panelists [%]. The sensory
detection threshold line is set at 50 %.

Discussion

Reducing the LBT by reducing the
mortality of ladybird beetles: Crushing of
ladybird beetles resulted in higher amounts of hemolymph
in the must, while reflex bleeding alone does not affect
LBT in a detectable way (PIcKERING et al. 2004, GALVAN
et al. 2007). Therefore, it is desirable that H. axyridis bee-
tles do not get crushed during wine processing. Between
1 and 2 bar, no difference in mortality could be detected,
but the number of crushed beetles increased at pressures
higher than 2 bar. Additionally, pressing durations shorter
than 60 min at 2 bar reduced the mortality of the beetles
(Fig. 2). Pressing related damage may thus be responsible
for their death and loss of hemolymph. The beetles may
survive the pressing procedure for some time by hiding
themselves interstitially between berries and stems.

Older wine presses like pipe presses and screw presses
reaching pressures higher than 3 bar are rarer in big win-
eries. Modern wine presses like pneumatic presses reach
only 1-2 bar. Lower pressures reduce tannin contents but
also enable high must volume. The pressing duration is the
second important point to optimize pressing procedures.
Short time pressing is preferable in order to reach high
must profits which increase economic efficiency and fast
vintage. The average pressing duration for modern presses
is mostly about 90 min. The aim of new pneumatic presses
is a reduction of pressing power and duration — which co-
incides with the aim to reduce the amount of hemolymph
of ladybird beetles in must.

After careful consideration of common wine process-
ing conditions and the resulting mortality of beetles, it can
be concluded that grapes highly infested with H. axyridis
should be processed at very low pressure and over a short
time with regard to grape quality. In order to obtain good
wine tastes a reduction of must yield might be reasonable.

Sensory detection threshold (SDT)
of LBT (number of beetles/kg of grapes
or ng IPMP-1'! wine, respectively) in
'Riesling' and 'Pinot Noir': Forboth the white
wine variety 'Riesling' and the red wine variety 'Pinot Noir'
(processed with must heating), the SDT was determined to
be at 4 respective 6 beetles-kg' of grapes, as this number
was detected by 50 % of the panel individuals (Fig. 4). In
variants with 1-4 beetles-kg' of grapes, the LBT was more
readily detected in 'Pinot noir' than in 'Riesling'. The SDT
of LBT in 'Riesling' in this study is higher than the SDT
of 'Riesling' extrapolated from data published by Picker-
ING et al. (2007 b). This might be due to a methodological
difference between the studies as PicKErRING et al. (2007
b) analyzed wine spiked with 3 beetles-kg' of grapes and
diluted it in different amounts in a control-wine without
beetles. As 75 % of panellists detected the blend 51:49
LBT-wine:control wine, PICKERING ef al. (2007 b) calcu-
lated that 51 % of three beetles refer to 1.53 beetles-kg!
of grapes. Our trials were carried out with beetles starved
for one week prior to pressing procedure and a pressure of
5 bar. These facts may influence the SDT. For analysis of
the red wine variety 'Red Bergamais' the same method was
used with a second important difference between the stud-
ies, namely that the beetles were added to grape juice con-
centrate and not to the grapes. The extrapolated SDT re-
sulted in 1.26 beetles-kg! of grapes. PICKERING et al. (2007)
themselves cautioned that the estimated tolerance level for
red wine could be less robust than for white wine because
of different trial designs. But the data match the results of
GALVAN et al. (2007), who estimated that the STD (50 % of
panelists) was about 5 beetles-kg'! of grapes. LINDER et al.
(2009) confirmed these data for 'Chasselas' and 'Pinot noir'
grape varieties.

The difference between our data and the SDT in 'Red
Bergamais' calculated by PickerING ef al. (2007 b) could
mainly be explained by the differing trial design: their
wine was prepared by adding live beetles into a grape juice
concentrate and not into the grapes before pressing, as seen
in their trial design for 'Riesling' and in the presented study.



Sensory detection thresholds of "ladybird taint" 31

Thus, the SDT was only estimated by correlating the weight
of grapes required to produce the grape juice concentrate
with the number of H. axyridis/kg of grapes (PICKERING et
al. 2007 b). This should result in a higher SDT because
the beetles were not crushed. Evidently, at a given pres-
sure the SDT of LBT apparently depends on the number
of beetles-kg! of grapes. A saturation curve is imaginable,
indicating that the saturation is reached at an amount of
maximum 20 beetles/kg of grapes (Figs 3 and 4).

Many studies describe 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
(IPMP) as main component causing LBT in wine (over-
view in KoOGEL et al. 2012, PickErRING et al. 2005). There-
fore, the difference in IPMP intensity was measured and
calculated in two wine varieties, too. The sensory intensity
of added IPMP in this study was 1 ng-L"! in 'Pinot noir', and
2 ng'L"! in 'Riesling' (Fig. 5). In 'Chardonnay', PICKERING
et al. (2007 a) obtained group best estimated thresholds
at 0.32 ng'L"!, for 'Gewuerztraminer' 1.56 ng-L", and for a
red wine blend at 1.03 ng-L! (all only orthonasal). Other
studies estimated the threshold at 2 ng-L"! for red wine (see
in SALA ef al. 2004) and for Sauvignon blanc (ALLEN et al.
1991). In two different types of grape juices ('Concord' and
'Niagara'), PICKERING et al. (2007 a) detected an orthonasal
threshold of IPMP between 0.74 and 1.11 ng'L"". In water,
IPMP can be detected at a threshold of 2 ng-L"! (MURRAY
et al. 1970, SALA et al. 2005, SEIFERT ef al. 1970). All these
data assume that SDT is influenced by medium and in the
case of wine by its style (see also PICKERING et al. 2007 a).
Finally, IPMP is detectable in all tested media at low levels
between 0.32-2 ng-L". Car et al. (2007) determined an av-
erage IPMP content in the hemolymph of adult H. axyridis
of 0.16 ng per adult beetle, but the contents varied between
the specimens. Provided that from 1 kg of grapes in aver-
age 800 ml must could be processed, about 6 beetles-kg' of
grapes would infest the resulting wine with about 1 ng-L"!
IPMP. This corresponds with the detection threshold for
LBT in wine in this study. (Fig. 5).

In 'Pinot noir' wine the LBT was detected when at least
6 beetles had infested 1 kg of grapes, while a concentration
of 2 ng-L"! synthetic IPMP was detectable. These values
may correspond when the beetles contain higher IPMP
amounts than average. Further explanations for diverging
SDTs in different studies might be due to annual differences
in grape conditions, or the use of different methods during
viticulture and viniculture, e. g. the use of different yeasts
(P1ckERING et al. 2006, 2008b). PICKERING ef al. (2007a) re-
ported, that detection thresholds for IPMP in grape juices
'Niagara' and 'Concord' were strongly influenced by grape
variety, and concluded that the human detection threshold
for IPMP in wine could be influenced significantly by wine
style and evaluation mode. Grape varieties like 'Cabernet
Sauvignon' or 'Sauvignon Blanc' contain pyrazines natu-
rally in odour active amounts without any prior contact to
ladybird beetles. In these grape varieties ripening, sun light
exposure, irrigation or plantation density also influence
methoxypyrazine contents (HAsHIZUME ef al. 1999; SALA et
al. 2004, 2005). Therefore, a very wide range of methox-
ypyrazine levels can be found in grapes (KOTSERIDIS et al.
1999). Normally 'Riesling' and 'Pinot Noir' have very lit-

tle pyrazine contents but they can occur in low amounts
depending on grape growth conditions. Perhaps 'Pinot
Noir' used in this trial had naturally less IPMP content than
'Riesling'. We are currently conducting studies to evaluate
several factors which may influence the methoxypyrazine
contents of H. axyridis.

Reducing the LBT by using different
types of fermentation: In Central Europe two
types of wine processing, the must fermentation and must
heating, are commonly used in vinification. Must heat-
ing is mainly used for red grapes contaminated with grey
mold caused by Botrytis cinerea. As compared to other
wine growing regions, this approach is mostly used in cool
climate viticulture (JakoB 1980). Must fermentation is the
classic way to get the red colour out of grape skin and into
must. Common duration of fermentation is between two
to 30 d depending on fermentation temperature and de-
liberate wine style (DippEL 2000). We calculated a SDT in
must heated 'Pinot Noir' at 6 beetles-kg'. The SDT in 'Pinot
Noir' decreased to 3 beetles'kg! when the must had been
fermented (Figs 3 and 4).

After one day of maceration, SaLa et al. (2004) rec-
ognized an increase of natural IBMP content in grapes of
'Cabernet sauvignon', but after racking, no further increase
was observed. The present results suggest that there was an
increase in IPMP during maceration when grapes are in-
fested by H. axyridis. This could be due to the high extrac-
tion of pyrazines, the probable main compounds responsi-
ble for the LBT (PickERING ef al. 2005; GALVAN et al. 2008),
in alcohol. In contrast, the contact to alcohol is very low
in the must heated variant. There might be a loss of meth-
oxypyrazines by warming in the must-heated experiment
and therefore possible volatilization of pyrazines. There-
fore, the type of fermentation used in previous studies also
plays an important role and may have resulted in the wrong
conclusion that red wines generally had lower SDT than
white wines. LINDER et al. 2009 observed a lower SDT in
must fermented red wine 'Pinot noir', than in non-must
fermented white wine variety 'Chasselas'. Also PICKERING
et al. (2007 b) used must-fermentation for the grape juice
concentrate of 'Red Bergamais' instead of no must-fermen-
tation for the white wine variant.

Finally we can conclude that the fermentation type
influenced the LBT which could be reduced by using the
must heating technique instead of must fermentation during
vinification. A short-term analysis is necessary which will
take into consideration the common harvest and processing
conditions with regard to higher economic efficiency and
lower LBT.
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Abstract The study focuses on the odor-active intensity
and occurrence of three methoxypyrazines in ladybird bee-
tles, Harmonia axyridis, invasive in Europe and the USA,
and Coccinella septempunctata, native in Europe, but inva-
sive in the USA. It is known from previous studies that
H. axyridis has negatively influenced the taste of wine in
the USA because of releasing their hemolymph in must during
harvesting. In relation to C. septempunctata, H. axyridis
had more nitrogen containing compounds in its hemolymph
and 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP) and mainly
2-sec-buthyl-3-methoxypyrazine (SBMP) in higher amounts.
The compound IPMP was detected as the main odor-active
compound in both ladybird beetle species. Wines infested
with hemolymph of C. septempunctata were more readily
detected as altered wine with a ‘ladybird taint’ than wines
infested with H. axyridis. 2-isobuthyl-3-methoxypyrazine
(IBMP) could be identified as second intensive odor-active
compound of C. septempunctata, which occurred in a much
lower frequency in H. axyridis. SBMP, the second highest
measured N-compound of H. axyridis, had a lower olfactory
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active threshold in gas chromatography—olfactometry test.
C. septempunctata contained less SBMP in its hemolymph
than H. axyridis. This study objected that besides H. axyridis
also C. septempunctata can influence the taste of wine in a
detectable way.

Keywords IPMP - SBMP - IBMP - Ladybird taint -
Gaschromatography

Introduction

The seven-spot ladybird beetle Coccinella septempunctata
(Linné 1758) is native to Europe but invasive in the USA.
The Multicolored Asian Ladybird beetle Harmonia axyri-
dis (Pallas 1773) is an invasive species in both countries. It
was introduced to North America and Central Europe as a
biological control agent. To increase their chances of sur-
vival during winter time, some carnivorous ladybird bee-
tles, especially H. axyridis, feed on sugar-containing grapes
in late autumn. This feeding behavior decreased their mor-
tality compared to beetles without fruit feeding [1].

After the establishment of H. axyridis in the USA,
altered wines had occurred. In 2001, US winegrowers
suffered from big economic losses after processing millions
of beetles with the grapes [2]. When H. axyridis feeds on
grapes, it is possible that it will be harvested with the fruits,
especially when using mechanical harvest. During process-
ing, the beetles release their hemolymph in the must by
reflex bleeding or getting crushed. The hemolymph of lady-
bird beetles contains several methoxypyrazines [3]. It is
known that these chemical compounds are responsible for a
specific alteration of the smell and taste of wine called
‘ladybird taint’ (LBT), which was described firstly from
H. axyridis [4, 5]. Until now, the major compounds
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responsible for LBT are not completely identified. A study
describes 2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP) as main
olfactory active component causing the off-flavor [6]. In
contrast, in a more recent study, 2-sec-butyl-3-methoxy-
pyrazine (SBMP) was identified therefore [7].

Ladybird beetles are generally welcome in the landscape
because they feed on pest insects and reduce aphids also
around vineyards [8]. But in the 1970s—1980s, the wine
quality in German wine-growing regions suffered also from
a contamination with chemical compounds from C. septem-
punctata, which at that time was not yet considered as a
possible hazard (Rapp, personal communication).

Cudjoe et al. [9] found that H. axyridis contains a hun-
dredfold higher quantity of IPMP in its hemolymph than
C. septempunctata. Therefore, it was expected that the
risk potential of C. septempunctata to deteriorate wine
quality is lower than that of H. axyridis. Up to now it is
unknown whether there is a difference in the sensory per-
ception of LBT influenced by both species, even though
three pyrazine compounds (IPMP, SBMP and 2-isobuthyl-
3-methoxypyrazine (IBMP) were detected in its hemolymph
[9, 10].

In this study, the following issues were addressed in
three trials: (1) the impact of the two species H. axyridis
and C. septempunctata on the sensory property of wine was
investigated. (2) The diversity and frequency of the three
pyrazines (IPMP, SBMP and IBMP) in adults of H. axyridis
and C. septempunctata were measured. (3) The three vola-
tile pyrazines were quantified in relation to other volatiles
in H. axyridis and C. septempunctata.

Materials and methods

Insects: Imagines of H. axyridis and C. septempunctata
were reared under controlled conditions in a climate chamber
(24 °C, 60% humidity, 16:8 h/L:D) in glass-rearing cages
(40 x 30 x 30 cm) at the Julius Kiihn-Institut, Dossenheim.
The beetles were fed a diet of pea aphids (Acyrthosiphon
pisum) raised on beans (Vicia faba), pollen (Ullmann,
Erlensee, Germany) and water ad libidum.

Winemaking

Control wine (trial 1 and 3): 5 kg of grapes (variety
‘Riesling’) in the year 2009 were pressed at 5 bar in a pneu-
matic press (Fa. Willmes, Lorsch, Type 6030). The resulting
must was filled into 5-L-jugs, and sulfur dioxide was added
to a concentration of 50 mg/L. Next, the must was inocu-
lated with yeast (Erbsloh Onoferm Freddo, 10 g/100L).
After fermentation, again 100 mg/L sulfur dioxide was
added, and the wine separated from the yeast and filled into
0.5 L bottles.

@ Springer

Spiked wine (trial 1): 8 beetles/L and 16 beetles/L of
either H. axyridis or C. septempunctata were crushed with
10 mL doubly distilled water in a mortar cup and centri-
fuged (1 min, 3,000 U/min, Hettrich, Tuttlingen). Bottled
wines (0.5 L) of control wine (variety Riesling) from 2009
were then inoculated with the supernatant (10 mL) either of
the two ladybird species.

SGHSOI'y assessment

Wine sensory assessment by discrimination test (trial 1):
Panelists were trained prior to session with control wine
and wine infested with 20 H. axyridis adults/kg of grapes
made in an earlier trial design in 2009. The spiked wines
were compared to the control wine in sensory sessions
using a panel of 10 persons. Every person was asked to
evaluate the intensity of the variants “C. septempunctata-
wine”, “H. axyridis-wine” and “control wine” with numbers
of 0 for no LBT sensation and 1 (lowest LBT sensation) to
3 (highest LBT sensation). Each variant was tested in a
twofold repetition (2 x 0.5 L bottles).

Training for gas chromatography—olfactometry (GC-O)
(trial 3): A sensory panel of seven persons was trained
prior to the trials in the following way: At first, all persons
had to describe the pure substances that consisted of
focused pyrazines (IPMP, IBMP and SBMP) in a solution
of 10 ng/L on strips in a group session (descriptive sen-
sory). After that every person had to characterize the pure
substances (orthonasal) separately under red light condi-
tions in a sensory cabin on their own. The sensory training
was repeated three times.

GC-0O: The trained people were then invited to the
GC-runs with an included olfactory detection port (see
below). They had to detect and, if possible, to characterize
the smell of all sensation of the extract of H. axyridis and
C. septempunctata. Between the sniffing of the samples, a
time lag of 24 h was included in order to regenerate nose
perception.

Sample preparation for headspace-SPME-GC-MS

Extract of beetles (trial 3): 50 adults of H. axyridis were
crushed in 100 mL Milli-Q-water with a mortar in a mortar
cup. The solution was centrifugated (3,000 U/min, 1 min,
Hettrich, Tuttlingen), and the supernatant aliquoted in
10 mL samples into 10 round-bottom vials (20 mL). 3 g of
sodium chloride and a magnetic stirring bar were added and
each vial closed with gas tight magnetic screwing caps.

Extract of beetles (trial 2): One beetle of each species was
put in 10 mL. Milli-Q-water and crushed with a mortar in a
mortar cup. The experiments were repeated 50 times per spe-
cies. Before use, the beetles were weighed and their sex
determined. The sample was then transferred to a 20 mL
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round-bottom glass headspace vial that contained 3 g of
sodium chloride and a magnetic stirring bar.

HS-SPME

The volatile compounds were extracted using headspace-
solid phase micro-extraction (HS-SPME). The headspace
was sampled using a divinylbenzene/carboxen/polydimeth-
ylsiloxane fiber (Sigma AldrichNr. 57328-U) and manual
fiber assembly. The sample vial was heated up to 40 °C in a
water bath for 20 min before fiber exposure for headspace
equilibration. After 30 min of fiber exposure in the sample
headspace with a constant temperature of 40 °C and stir-
ring, the fiber was thermally desorbed splitless in a GC
injection port at 250 °C for 2 min and further thermally
cleaned for 3 min with 10 mL/min split flow.

GC-methods

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS, Agilent,
6890): Volatiles were separated on a DB-Wax column
(30 m length, 0.25 mm 1.D., 0.50 um film; J&W Scientific,
Santa Clara, CA, USA) by increasing the temperature. The
temperature program started at 45 °C, was held for 5 min
and then raised by 10 °C/min to 210 °C. The final tempera-
ture was held for 15 min. The carrier gas was helium with a
flow of 1.1 mL/min. Detection was carried out by flame
ionization detector (FID) for 12 min and then switched to
MS. For measuring the frequency of methoxypyrazine com-
pounds, MS was set to SIM mode (selected mass channels
were m/z 137 and 152 for 2-isopropyl-3-methoxypyrazine
(IPMP), 124 and 151 for 2-isobutyl-3-methoxypyrazine
(IBMP) and 137 and 94 for 2-sec-buthyl-3-methoxypyra-
zine (SBMP)). For qualification, MS was set to scan mode.
Authentic reference substances namely IPMP, IBMP, and
SBMP (SIGMA AldrichNr. 297666, Nr. 243132 and Nr.
243116) were analyzed in a water solution at a concentra-
tion of 10 ng/L for identification.

GC-O/GC-FID (ODP3, Gerstel, Germany): Volatiles
were separated using a DB-Wax column (15 m length,
0.320 mm L.D., 0.50 um film; J&W Scientific) and helium
(2 mL/min) as carrier gas by increasing the temperature
after an initial heating at 45 °C (held for 5 min) with a ramp
of 10 °C/min to 210 °C. A final step of 210 °C was hold
for 15 min. Monitor runs of all samples were first done
by GC-FID. Afterwards, the same column was switched to
the sniffing port (GC-O).

Gas chromatography-nitrogen phosphor detector
(GC-NPD, Agilent 6890): Volatiles were separated by increas-
ing the temperature from 45 °C (held for 5 min); 5 °C/min
to 210 °C; 210 C was hold for 15 min. The column was a
DB-Wax (30 m length, 0,250 mm 1.D., 0.50 pm film J&W
Scientific). The carrier gas was helium (1.1 mL/min).

Data processing and statistics

Trial 1: Common for wine tastings the statistical analyses
were done using rank sum analysis.

Trial 2+3: Data peaks of GC-MS were integrated with the
program ChemStation (D.02.00.611, Agilent Technolo-
gies). Peak identification was done by library search
(NIST). Peak areas under 100000 counts were set as zero.
Because of the natural diversity in the pyrazine pattern, the
detection frequency was a reliable indicator instead of indi-
vidual semiquantitative values.

GC-O and GC-NPD data peaks were integrated with Chem-
Station software (Rev.B.03.02 [341], Agilent) and resulting
peak areas compared between the samples. Analysis of
GC-0O methods was carried out as described by Grosch and
Ulrich [11]. All odors detected by more than two persons
were assumed as representative.

Correlation between the different gas-chromatogratic
instruments

Correlation of retentions times between GC-MS and GC-
NPD was done using a reference solution consisting of
eight N-containing substances and a hydrocarbon. For cor-
relation between GC-MS and GC-O, a so-called boiling
point sample in a concentration of 0.001 (v/v) was used.

Results

Impact of the two different species H. axyridis
and C. septempunctata on the sensory properties of wine

The wines that contained C. septempunctata were detected
as altered wines from more persons than the wines infested
with hemolymph of H. axyridis. All ten persons of the
panel ranked the wines inoculated with hemolymph of
C. septempunctata to be highly contaminated with ladybird
taint (more than 80% of maximum intensity). In both types,
the variants with 16 beetles/L wine reached higher values than
the variants with 8 beetles/L. wine. H. axyridis-wines were
ranked with 50% of maximum intensity as ladybird-wines.
Additionally, it was observed that C. septempunctata-
inoculated wines were more intense in wine color than those
wines containing H. axyridis (Fig. 1).

Frequencies of IPMP, IBMP and SBMP in adults
of H. axyridis and C. septempunctata (GC-MS)

IPMP was detectable in the hemolymph of all specimens of

both species (100%). The frequency of IBMP in C. septem-
punctata was greater (60%) than in H. axyiridis and SBMP
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Fig. 1 Rank sum (in % of maximum intensity) of a sensory test of
wines with added hemolymph of C. septempunctata (C.s.) or H. axyri-
dis (H.a.) (8 beetles/L and 16 beetles/L) by 10 panel persons in relation
to control wine
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Fig. 2 Frequence (in %) of the pyrazines IPMP, IBMP and SBMP
detected by GC-MS (SIM) in beetles of H. axyridis (H.a.) and C. sep-
tempunctata (C.s.) (n = 50 for each species) above GC-area counts of
100 000

was detected in smaller frequence, respectively (36%).
H. axyridis was characterized by a different pyrazine
pattern. SBMP was more often detectable than IBMP, it
occurred in 87% of the beetles (Fig. 2).

Identification of pyrazines from H. axyridis
and C. septempunctata (GC-NPD, GC-MS, GC-0O)

In total, in the extracts of H. axyridis adults 12 N-contain-
ing peak compounds were detected compared to 11
in C. septempunctata. Three peak compounds differed
between both species. One peak compound that occurred
only in C. septempunctata was identified as one of the three
focused pyrazines, IBMP. Six peaks detected in H. axyridis
samples had larger areas than peaks detected in samples of
the seven-spot ladybird beetle. In H. axyridis, mainly IPMP
(RT 20.00 min/18.48 min) and high peaks of SBMP (RT
22.00 min/20.47 min) were detected by GC-MS and GC-
NPD. In extracts of C. septempunctata, the peaks of IPMP
were the highest and the peak area similar to the peak area
of IPMP found in H. axyridis. SBMP and IBMP had similar
but smaller peak areas than IPMP (Fig. 3a, b).

In GC-O-analyses of the same extracts, the panelists
detected six odors in C. septempunctata and H. axyridis
(Table 1) with a relation to ladybird taint. IPMP (RT
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Fig. 3 a, b Chromatograms of extracts of C. septempunctata (TIC a)
and H. axyridis (TIC b) with GC-NPD. IPMP was detected in all vari-
ants; SBMP in extract of C. septempunctata and H. axyridis and IBMP
only in extracts of C. septempunctata

9.98 min) was clearly detected by all panel individuals in both
species in highest strength. In addition, all panelists identified
the typical odor of IBMP (cooked potato and green peas) in
C. septempunctata (RT 11.20 min). In H. axyridis, IBMP
was only detected by two panelists. A third odor was described
from the seven-spot ladybird beetle by 71% of panelists as
muffy and green. The other odorants were only smelled by less
than four persons and with less strength in nose (Table 1).

Discussion

In agreement with Galvan et al. [4], Linder et al. [12] and
Pickering et al. [6], this study detected that H. axyridis
influences the taste of wine resulting in the so-called lady-
bird taint (LBT). All panelists recognized this particular
flavor in wines supplied with the hemolymph of this inva-
sive species. Interestingly, the same effect was observed in
wines contaminated with adults of C. septempunctata. It
was reported (RAPp, personal communication) that this spe-
cies had already influenced the taste of German wine in the
seventies and eighties. The concentration of 8 and 16 bee-
tles, respectively, per liter of wine was not relevant for the
sensory description. Already the smell caused by 8 beetles
per L of wine was recognized by nearly all panelists [4, 6,
12]. The saturation when all panelists detect the LBT is
reached at about 10 beetles per kg of grapes [13]. The artifi-
cial wines contaminated with C. septempunctata showed a
stronger LBT as compared to H. axyridis-contaminated
wines. The rank sum of detection was significantly higher.
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Table 1 Described odors of compounds emitted by extracts of H. axyridis and C. septempunctata by panel persons at defined retention times (RT)

and retention indices (RIs)

RT RI NIF C. s. (%) NIF H.a. (%) C. septempunctata H. axyridis

8.11 1,311 29 57 Fungous Fungous

9.98 1,445% 100 100 Old potato Old potato

10.30 1,469 71 29 Mufty, green Mufly, green
10.96 1,522° 29 29 Potato, herbaceous Potato, herbaceous
11.20 1,542¢ 100 29 Cooked potato, green Green, muffy
13.08 1,708 57 - Fermented, wet clothes -

15.02 1,861 - 43 - Bug, green

NIF Nasal impact frequency (%)
 IPMP, ® SBMP, ¢ IBMP

This is a surprising result because Cudjoe et al. [9] stated
that H. axyridis should contain a hundredfold higher
amount of IPMP than C. septempunctata, and according to
Pickering et al. [6], IPMP should be the main olfactoric
active compound causing this specific off-flavor. In con-
trast, Ross et al. [7] and Galvan et al. [14] described SBMP
as the responsible compound. However, more clarity was
expected from the GC-analyses and the measurements of
the frequency of the three important pyrazines (IPMP,
SBMP and IBMP) as described from Cai et al. [3] and
Cudjoe et al. [9] in the two beetle species.

In this study, raw data (peak areas) were used to com-
pare the different contents of pyrazines (so-called relative
amounts). The detected peak areas of IPMP were nearly
equal in both species. Amounts are expected to vary
between seasons, between individuals or in relation to the
food (Kogel et al., submitted.), but in these beetles, which
were reared in laboratory under standardized conditions,
differences of IPMP amounts in respect for both species
could not be detected. The differences in amounts of IPMP
in the two species between Cudjoe et al. [9] and this study
might be due to the use of live beetles in our trials, while
Cudjoe et al. analyzed frozen beetles. All other measured
N-compounds in H. axyridis had higher peak areas than the
same compounds in the seven-spot ladybird beetle—among
others SBMP.

In this study, we want to clarify, which of the different
pyrazine compounds is responsible for the LBT of both
species. Further analysis with GC-O showed differences
between the odor-active compounds in hemolymph of the
two ladybird beetle species. IPMP was the main odor-active
compound, which was detected by all panelists in both spe-
cies. Cai et al. [3] also showed the highest relative intensity
of IPMP in the aromagram from H. axyridis. In C. septem-
punctata, IBMP was sniffable by all panelists instead of
only few who detected this compound in the Multicolored
Asian Ladybird beetle. Although SBMP in H. axyridis
could be measured with high GC-area counts by GC-MS
and GC-NPD, it could not be detected with the sniffing port

in high amounts. We agree with Galvan et al. [14] and Ross
et al. [7] that SBMP is a compound in musts or wine caused
by H. axyridis. But as shown in this study, this compound
was less odor-active than IBMP and IPMP. A earlier study
describe that SBMP in a water solution could be detected
by the human nose at nearly equal amounts than IBMP
[15]. Therefore, these results are in contrast to that previous
study. Water matrices [14], grape juice-matrices [7] and
hemolymph matrices (this study) might have an influence
on sensory characters and might explain the differences of
odor-activity. IBMP is the main olfactory active compound
in wines such as Cabernet sauvignon or Sauvignon blanc.
These varieties have similar tastes of asparagus or green
bell pepper as was described from LBT [5]. C. septempunc-
tata especially had this typical smell of IBMP in its hemo-
lymph. Comparison between all peaks of GC-O in both
hemolymph types showed more odors in C. septempunctata
than in H. axyridis.

Using GC-MS analyses, this study has been able to
underline the olfactory results of hemolymph extracts of
beetles: Cudjoe et al. [9] identified more SBMP in H. axyri-
dis than in C. septempunctata, where it was not found at all.
In this study, peaks of SBMP in the seven-spot ladybird
beetle were found, but less frequently. IBMP was more
apparent in chromatograms of C. septempunctata than in
H. axyridis. IPMP was detectable in every individual of
both species.

These results underline the GC-O-derived data above
and it could be demonstrated that in the case of olfactory
pyrazine compounds, H. axyridis is not more hazardous in
relation to wine taste than C. septempunctata. IPMP domi-
nates in amount and in its odor-active strength; IBMP was
another compound, second to IPMP, emitted in high
amounts, but only from hemolymph of C. septempunctata.
Further studies are necessary to determine the influence of
factors like stress, food or annual seasons on the relation
between pyrazine compounds in the beetles. All beetles
used in the trials were reared in a climate chamber under
constant conditions. Modification in temperature or day-length
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may also influence the amount of pyrazine compounds and
their pattern. As described from Al Abassi et al. [10], [PMP
plays not only a role as an alerting signal for predators but
also as an aggregation pheromone. A dual function might
be possible for IBMP and SBMP too.

Although C. septempunctata showed similar IPMP peak
areas like H. axyridis and contained a second intensive odor
compound (IBMP), its risk potential for winegrowers might
be lower. The population densities of H. axyridis in late
summer are often much higher than of C. septempunctata.
Its life span is only one year instead of possible three years
for H. axyridis [16] and it has normally only one generation
per year compared to four generations produced by H. axy-
ridis [17]. Additionally, the Multicolored Asian Ladybird
beetle is much better protected against pathogenic microor-
ganisms [18]. C. septempunctata is native to Europe, while
H. axyridis is invasive. Thus, specific predators for H. axy-
ridis are rare or absent. For further insight of risk potential,
additional field studies on the biology and ecology of the
two species are necessary.
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Abstract Food type can affect all functional aspects of an
insect’s life. We investigated the effects of different diet
regimes on life history parameters of the ladybird beetle
Harmonia axyridis. Furthermore, we tested the importance
of elytral color, sex, and diet on chemical and immune defense
in this species. We also compared hemolymph from cohorts of
H. axyridis and Coccinella septempunctata (Coleoptera: Coc-
cinellidae) fed different diets to examine effects on the 2-
isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP) content in these beetles.
No effects of diet on the duration of larval development and on
adult weight were found. We detected, however, significantly
higher fecundity and oviposition rates when female H. axyr-
idis were reared on pea aphids than when reared on eggs of
Ephestia kuehniella. Males and females did not differ in their
immune response. Elytral color affected both immune defense
and chemical defense. The antimicrobial activity of the hemo-
lymph differed only when morphotypes were tested against £.
coli. Moreover, we observed an effect of elytral pigmentation
on IPMP content. The succinea 2 type (orange without dots)
had the lowest IPMP content in two out of three feeding
regimes compared to the succinea 1 (orange with dots) type.
Depending on diet, IPMP contents differed in both species
leading to higher contents either in H. axyridis or C. septem-
punctata. Furthermore, aphid species ingested during larval
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development significantly affected IPMP content in adult
beetles. These results implicate new aspects for risk assess-
ment of H. axyridis in viticulture.

Keywords IPMP - Elytral color - Acyrthosiphon pisum -
Aphids - Coccinella septempunctata - Ephestia kuehniella -
Immune system - MIC tests - Coleoptera - Viticulture - Insect
pathogen - Wine - Antimicrobial

Introduction

Ladybird beetles (Coleoptera: Coccinellidae) have a broad
prey range that includes aphids, psyllids, scale insects, lepi-
dopteran eggs, and chrysomelids (Hodek and Honek, 1996).
At high densities, when prey is scarce or of poor quality,
cannibalism is common for some species (Osawa, 1993;
Snyder et al., 2000). Diet has, nevertheless, a significant
impact on the performance of coccinellids (Specty et al.,
2003; Lanzoni et al., 2004, Soares et al., 2005; Berkvens et
al., 2008; Jalali et al., 2009). Despite their polyphagy, cocci-
nellids often are specific with regard to their essential food
(Hodek, 1993). The aphid species preyed upon and the plant
species on which these prey aphids feed can affect larval
developmental time, adult longevity, body weight, and fecun-
dity (Hukusima and Kamei, 1970; Fukunaga and Akimoto,
2007).

The Multicolored Asian ladybird beetle, Harmonia axyr-
idis, is native to northeast Asia. It has been introduced to
different regions of the world (i.e., France or USA) as a
biocontrol agent (Tedders and Schaefer, 1994; Ferran et al.,
1996) and became widely established in Europe and America
(Koch, 2003). In the fall and prior to hibernation, it feeds on
sugar-containing fruits, especially grapes (Galvan et al.,
2008). In contrast, the seven-spot ladybird beetle Coccinella
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septempunctata, a coccinellid beetle native to Europe and
invasive to the USA, is a more aphid-specific predator (Hodek
and Honek, 1996).

Harmonia axyridis is a polymorphic species, and some
phenotypes differ in their fitness. The variable pigmentation
of the elytra in H. axyridis results in more than 100 recog-
nizable color morphs (Soares et al., 2003). Phenotypes can
be divided into five groups: non-melanic succinea (red with
0-19 black dots), melanic conspicua (black with two red
dots), spectabilis (black with four red dots), axyridis (more
than four red dots), and entirely black nigra morphs (Soares
et al., 2001). This striking feature has led to a number of
studies that have examined differences in mating and pred-
atory behavior (Osawa and Nishida, 1992; Seo et al., 2008;
Su et al., 2009; Sloggett, 2010) and physiology (Soares et
al., 2001, 2005; Bezzerides et al., 2007; Berkvens et al.,
2008) for the different phenotypes of this coccinellid spe-
cies. Moreover, a positive relationship of elytral redness
with the content of an alkaloid defense compound (harmo-
nine) in the beetles was reported by Bezzerides et al. (2007).
Contrary to chemical defense against predators and para-
sitoids, immune defense in Coleoptera has received less
attention (Bulet et al., 1991; Gross et al., 2008; Haine et
al., 2008). Armitage et al. (2003) found no evidence for
cuticular melanin content and costs of immune defense in
meal worm beetles (Tenebrionidae). For other insects,
namely Lepidoptera, some studies have shown a correlation
between the amount of cuticle melanization and immune
function, while others have reported a lack of such correla-
tion (Wilson et al., 2001; Lee et al., 2008; Karl et al., 2010).
To date, no study has related elytral color to immune defense
in H. axyridis.

The hemolymph of coccinellid beetles contains defen-
sive substances against natural enemies (Klausnitzer and
Klausnitzer, 1997). Additionally, some of these substances
may act as aggregation pheromones (Al Abassi et al., 1998)
or belong to the beetle’s immune system. For H. axyridis,
Gross et al. (2010) observed stronger antimicrobial activity in
their hemolymph than in C. septempunctata. The main defen-
sive chemicals identified in the hemolymph of H. axyridis and
C. septempunctata are methoxypyrazines (and therein mainly
2-isopropyl-3-methoxypyrazine (IPMP)) (Al Abassi et al.,
1998; Pickering et al., 2004; Cai et al., 2007; Kogel et al.,
2012b). During grape harvesting and processing, beetles often
get crushed or reflex bleed. This causes a specific off-flavor in
wine called “ladybird taint” (Pickering et al., 2004, 2005;
Galvan et al., 2007; Ross et al., 2010; Kogel et al., 2012a).
The influence of food on chemical defense compounds
in coccinellid beetles’ hemolymph is currently unknown.
Thus, this study examined the effect of diet on the
content of 2-isopropyl-3-methoxypyrazine and antimicrobial
compounds in the hemolymph of H. axyridis and
C. septempunctata.

The performance and IPMP content of H. axyridis and C.
septempunctata fed on eggs of Ephestia kuehniella were
compared to beetles reared on pea aphids (Acyrthosiphon
pisum). For this purpose, we evaluated different fitness param-
eters between the beetles fed on either of the two diets in the
laboratory according to Gross et al. (2004a). Additionally, we
investigated the influence of several other aphid species for H.
axyridis on IPMP content in the wild. Finally, we controlled
for correlation of elytral pigmentation and antimicrobial ac-
tivity in the hemolymph of H. axyridis by comparing the
phenotypes prevailing in our laboratory colony against three
different model microorganisms and an insect pathogen.

Methods and Materials

Insects Permanent laboratory colonies of H. axyridis and C.
septempunctata were maintained under controlled conditions
(alternating temperature regime during one week (168 h):
100 h at 25°C, 68 h at 20°C ; 16:8 hLL/D, 60 % rh) in a climate
chamber at the Julius Kiihn-Institute (JKI), Dossenheim, Ger-
many. Groups of about 100 larvae were kept either (1) on a
diet of pea aphids (Acyrthosiphon pisum) that were reared on
beans (Vicia faba, tannin reduced cultivar “Tattoo™), (2) on A4.
pisum and grape juice, or (3) on frozen eggs of meal moths
(Ephestia kuehniella, provided by Koppert Biological Sys-
tems, The Netherlands) until pupation. All cohorts received
water by soaked cotton pads ad libitum. In rearing dishes (50 %
40x12 cm), the larvae were kept from egg hatching until
pupation. Mortality, developmental time, and numbers of
pupae were recorded daily. After emergence, the newly
hatched adults were sexed and weighed on a balance (MC
2108, Sartorius, Germany). The beetles were kept in rearing
cages (40x30x30 cm) and fed the same diet as during the
larval stage until they were used for the analysis of their
hemolymph (antimicrobial activity, [IPMP content). Preimagi-
nal survival was monitored as the number of adults obtained
from the pupae of each cohort. Fecundity and other oviposi-
tion parameters were monitored for a total period of 49 d.
Fifteen pairs of beetles for each food treatment (aphids or E.
kuehniella eggs) were kept individually in Petri dishes (9 cm
diam). The number of eggs and egg clutches were recorded
daily. Males were replaced when they had died.

For some experiments, adult beetles were divided into
three different morphological groups based on elytral color-
ation: 1) melanic spectabilis morphs: black elytra with two
red dots on either elytron, 2) succinea I morph with many
intensively black dots on orange colored elytra, and 3) succi-
nea 2 morphs with none or very few, faint black markings on
orange elytra. These three morphotypes occurred in our labo-
ratory colony and in the field populations found in the vege-
tation surrounding the facilities of the Julius Kiihn-Institut,
Dossenheim.
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Field-collected Beetles For IPMP analysis, pupae of H. axyr-
idis were collected in April 2011 in South Germany (Dossen-
heim, Siebeldingen and surroundings) from leaves of Prunus
persica, P. cerasus, P. spinosa, P. domestica, P. mahaleb,
Malus domestica, Acer platanoides, Hedera helix, Sambucus
nigra, and Corylus avellana. After eclosion, adults were kept
without food (experiment 1) or fed the particular aphid species
found on this specific host plant that had also served as prey
during larval development (experiment 2). Aphids were iden-
tified as Myzus varians on P. persica, Brachycaudus helichrysi
on P. domestica, Dysaphis plantaginea on M. domestica, Dre-
panosiphon platanoides on A. platanoides, Aphis hederae on
H. helix, and A. sambuci on S. nigra. The aphid species on the
remaining plants could not be identified.

In experiment 1, the IPMP contents of the hemolymph of
the adult ladybird beetles were analyzed 3 d after emerging
without providing any food for the hatched adults. In exper-
iment 2, newly hatched adults were fed for 5 d with aphids
obtained from the respective plants where pupae were collect-
ed. After this feeding period, the IPMP content of these beetles
was measured by GC-MS analyses. Additionally, 30 adults
each of H. axyridis and C. septempunctata were collected on
grape berries of several Vitis hybrids from a vineyard around
Geilweilerhof, Siebeldingen (September 2011) and their
IPMP contents were also analyzed.

Microorganisms Gram positive Bacillus subtilis and B.
thuringiensis ssp. tenebrionis (strain 10 Bl 256-82), gram
negative Escherichia coli (K12/D31), and the yeast Saccha-
romyces cerevisiae (DSM 70499) were used as model test
organisms. All strains were obtained from the collection at
the Julius Kiihn-Institut, Dossenheim. Prior to the assays,
liquid Mueller Hinton Broth was inoculated with test bacte-
ria; yeast was cultivated in Sabouraud Dextrose Broth. Pop-
ulation growth of the overnight cultures (28°C) was monitored
through its optical density as absorbance at 600 nm. Prior to
the assays, each culture was diluted to a final concentration of
10° CFU.

Determination of Antimicrobial Activity in the Hemolymph
of Harmonia axyridis The antimicrobial activity in the he-
molymph of adult H. axyridis was evaluated with broth
dilution assays in 96-well microtiter plates (Sarstedt). The
assays to determine the minimal inhibitory concentration
(MIC) of each hemolymph pool were conducted as de-
scribed in Gross et al. (2010). Hemolymph was collected
from live, unchallenged adults. Insects were used for the
assays after they had reached sexual maturity, i.e., after the
onset of oviposition in each cohort. Beetles were separated
by sex, elytral color, and diet. We prepared 40 pl hemo-
lymph solutions at a concentration of 5 pl hemolymph /ml
sterile water. This stock solution was applied to the first well
of a serial dilution plate, and then diluted 1:2 with each of
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the following pipetting steps until the 12th well in each row
of the plate. The amount removed from the last well was
discarded. Aliquots of 100 pl of bacterial or fungal cultures
were added to each of the 96 wells. Depending on the
amount of hemolymph obtained from the beetles for each
hemolymph pool, two or three rows were filled per test
factor and microorganism. All tests were done in four inde-
pendent replications. In each assay, the growth inhibition of
all test organisms was compared to an antibiotic as a posi-
tive reference. Starting concentrations of 50 pg gentamycin/
ml sterile water and of 50 pg nystatin/ml dimethylsulfoxid
were used, respectively, as controls for bacterial and fungal
growth inhibition. Test plates were incubated in a shaker
(160 rpm) at 28°C. After 20 h, growth inhibition was evalu-
ated visually as clear wells. This visual control was confirmed
with a spectrophotometer through changes in absorption at
600 nm (Microplate Reader Fluostar Omega, BMG Labtech,
USA). The minimal inhibitory concentration (MIC) is defined
as the minimal concentration of hemolymph or antibiotic that
causes complete growth inhibition of the microorganism test-
ed (DIN norm 58940). For each sample, the most abundant
minimal inhibitory concentration for the rows from each he-
molymph pool and the four replications was taken as MIC for
the tested factor and microorganism.

Test of Antimicrobial Properties of Methoxypyrazine Com-
pounds In order to test for potential antimicrobial properties
of methoxypyrazine compounds present in the hemolymph of
H. axyridis, we used commercially available 2-isobuthyl-3-
methoxypyrazine (IBMP), IPMP, and 2-secbuthyl-3-methox-
ypyrazine (SBMP) (SIGMA Aldrich Nr. 297666, Nr. 243132
and Nr. 243116) at a concentration of 1 pg/ml, as these
compounds were previously identified in the hemolymph of
H. axyridis (Cai et al., 2007; Cudjoe et al., 2005; Kdgel et al.,
2012b). The solutions were used in MIC assays in concen-
trations of 1 pug/ml and 0.01 pg/ml (diluted 1:100 in a water/
ethanol (1:1) mixture) against the four microorganisms men-
tioned above. Four replications were carried out for each
substance and concentration.

Comparison of Diet Effects on the Chemical Defense (IPMP
content) of H. axyridis and C. septempunctata Beetles were
weighed and sexed prior to the analyses. A single beetle was
subsequently crushed in 10 ml of Milli-Q-water (Millipore
Corporation, USA) in a mortar. The sample then was trans-
ferred to a 20 ml round bottom glass headspace vial. Three g
of sodium chloride and 10 ng of an internal standard (2-
isopropyl-3-ethoxypyrazine (IPEP)) were added. For each
feeding group and beetle species or morphotype, 10 repli-
cations were done.

Headspace-sampling and Chemical Analysis Volatile com-
pounds present in the hemolymph of both ladybird species
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were extracted using headspace-solid phase microextraction
(HS-SPME). Beetle headspace was sampled using a divinyl-
benzene/carboxen/polydimethylsiloxane fiber (Sigma
Aldrich Nr. 57328-U DVB/Carboxen/PDMS) and a man-
ual fiber assembly. The sample vial was heated to 40°C
for 20 min in a water bath before fiber exposure to
request a subsequent headspace equilibration. After ex-
posure in the headspace for 30 min at a constant tem-
perature of 40°C under continuous stirring, the fiber was
thermally desorbed in a GC injection port in splitless
mode (Agilent 6890) at 250°C for 2 min and further
thermally cleaned for 3 min with 10 ml/min split flow.
Coupled gas chromatography—mass spectrometry (GC-
MS) was used for analyses. Pyrazines were separated
by the following procedure: the GC program was started
at 40°C and held for 6 min; then temperature was raised
to 100°C at 15°C/min; at 3°C/min to 160°C; at 25°C/min
to 200°C; and finally temperature was held at 200°C for
5 min. The column was a DB-Wax (30 m length,
0,250 mm 1.D., 0.50 wm film thickness; J&W Scientific).
Helium was used as carrier gas. For the first 12 min, an
FID was used and afterwards the system was switched to
a MS (Agilent 5975B) in SIM Mode. The selected mass
channels were m/z 137 and 152 for IPMP and 137 and
151 for IS.

GC-Data Analysis Data peaks were analyzed using the
ChemStation D.02.00.611 software (Agilent Technolo-
gies). Identification of IPMP in beetles’ hemolymph
was done by comparing mass spectra and retention time
with synthetic IPMP as reference substance. Concentra-
tions of the reference samples were similar to those
found in target samples. Calibration curves were pre-
pared for five concentrations ranging from 0.5, 1.0, 1.5,
2.0 and 2.5 ng of IPMP and IPEP as internal standard
per liter in water solution. Quantification was done by
comparing the peak areas of IPMP and internal standard
in counts. The standard addition method was used to
identify possible matrices effects. Due to equal extraction
methods, absolute and relative quantities of IPMP could
be calculated. The contents are represented as ng [PMP/g
fresh weight of beetles.

Statistical Analysis The numbers of eggs and egg
clutches, adult body weight, and larval development
times were statistically compared between different treat-
ments (food) with Mann—Whitney U-tests (Sachs, 1992).
The sex ratio and percentage preimaginal survival of
beetles reared on different diets were compared by chi’-
tests. Due to normality and homogeneity of data, the
comparisons of IPMP contents between different treat-
ments were analyzed by ANOVA followed by post-hoc-
tests of Least Significant Difference between means

(LSD). Statistical analyses were done with SPSS statis-
tics software 19 (IBM 2011).

Results

Diet Effects on Life History Parameters and Fecundity of
Harmonia axyridis The total duration of the larval develop-
mental time (i.e. four larval stages) was not different for the
two diet regimes (Table 1, Mann—Whitney U test, diet | N=
104 pupae obtained, diet 2 N=166 pupae obtained, P>
0.05). Preimaginal survival (x>=0.09, df=1, P>0.05), adult
weight (Mann—Whitney U test, N>30 beetles per sex and
diet, P>0.05), and sex ratio (x*=0.42, df=1, P>0.05) were
also similar (Table 1). By contrast, all fecundity parameters
differed significantly between aphid and E. kuehniella eggs
diets (Table 1). Aphid fed female H. axyridis laid on average
more than twice the number of egg clutches (Mann—Whit-
ney U test, N=15, P<0.001), and the total number of eggs
doubled the eggs laid by E. kuehniella egg fed females
(Mann—Whitney U test, N=15, P<0.001). Thus, fecundity
(eggs/female) and oviposition rate (eggs/female/day) was
more than twice as high for aphid fed beetles than for egg
fed beetles (Table 1 and Fig. 1, Mann—Whitney U test, P<
0.001). Survival of female beetles in the oviposition trials
did not differ between diets.

Determination of the Antimicrobial Activity in the Hemo-
lymph No difference in the antimicrobial activity of the
hemolymph between female and male beetles was observed.
Thus, data were combined for both sexes in Fig. 2. Inde-
pendent from the diet ingested, antimicrobial activity in the
hemolymph of H. axyridis was most effective against S.
cerevisiae, followed by gram negative E. coli, intermediate
against gram positive B. subtilis, and least effective against
B. t. thuringiensis (Fig. 2). Since differences in MIC values
of one dilution step up or down lay within the normal
variation of this serial dilution test, only differences in
MIC values against the growth of E. coli, spanning
various dilution steps, which were observed for succinea
2 morphs, can be regarded as a true effect of diet. No
other differences in antimicrobial activity between the
two diets or between color morphs were observed. Fur-
thermore, no interactions of elytral color and feeding
regime on antimicrobial activity in the hemolymph was
found. According to DIN norm sheet 58940, a statistical
analysis of MIC values is neither necessary nor possible
(Deutsches Institut fiir Normung, 2010).

H. axyridis succinea 2 fed with aphids had lower MIC
values against E. coli than succinea 1. In general, we ob-
served more variability between morphs in the measurable
growth inhibition for aphid reared beetles than for the bee-
tles reared on E. kuehniella eggs (Fig. 2). Neither of the
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Table 1 Life history parameters
for Harmonia axyridis under
two different feeding regimes.
Larvae and adults were fed ei-
ther live individuals of Acyrtho-
siphon pisum reared on Vicia
faba or frozen eggs of Ephestia
kuehniella. Two generations
were compared for each diet

Data presented are mean values
+/- standard errors. ?, bindicate

A. pisum E. kuehniella
Larval developmental time (d) 12.47+0.41% 11.94+0.74%
Preimaginal survival (%) 94.00* 89.45%
Adult weight (g) male 0.030+0.005" 0.030+0.004"
Adult weight (g) female 0.032+0.005* 0.033+0.004"
Sex ratio (% female) 48.4% 40.2°
Total number of egg clutches 218% 101.5°
Total number of eggs (N=15) 10,885 5,193.5°
Mean number eggs/d 222.2+133.5% 106+73.2°
Fecundity (N=15) (total eggs/female during 49 d) 788.8° 384.5°
Oviposition rate (NV=15) (eggs/female/d) 16.1+£9.3% 7.9+5.5°

significant differences (P<0.05).

pyrazine solutions caused a detectable growth inhibition in
any of the four microorganisms tested.

Differences in IPMP Contents between C. septempunctata
and Morphotypes of H. axyridis within One Feeding
Group The contents of IPMP differed significantly between
the different morphotypes of H. axyridis: H. axyridis succinea
2 and H. axyridis spectabilis contained less IPMP than succi-
nea 1 when fed with A. pisum or on E. kuehniella eggs (LSD;
P<0.05; Fig. 3). C. septempunctata contained significantly
less IPMP than H. axyridis when fed on A. pisum. When fed
additionally on grape juice, the IPMP content of C. septem-
punctata increased significantly (Fig. 3), and was higher than
in all morphotypes of H. axyridis. When fed on E. kuehniella,
no differences could be observed between C. septempunctata
and H. axyridis succinea 1 and H. axyridis spectabilis (Fig. 3).
No differences in [IPMP contents between males and females
of the same feeding group and with the same elytral color were
detected (LSD; P>0.05). Likewise, no differences in IPMP

35.00 -

& A.pisum
* M E.kuehniella
30.00 PS
P * . * o
] L 2
25.00 . *
*
20.00 -

15.00

eggnumber/female/d

10.00 -

5.00 -

days

Fig. 1 Oviposition rate depicted as eggs/female/d laid under two
different diet regimes, either live Acyrthosiphon pisum aphids or frozen
eggs of Ephestia kuehniella, for 15 females of Harmonia axyridis.
Eggs were counted for a total period of 49 days. Mann—Whitney U
test, P<0.001. A linear trend line is given
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contents could be measured between H. axyridis and C. sep-
tempunctata adults collected from grapes in September 2011
(Mann—Whitney-U test; P>0.05).

Differences in IPMP Contents of Morphotypes of H. axyr-
idis and C. septempunctata between the Feeding Groups
and on Different Host Plants In beetles reared in the labora-
tory on A. pisum, A. pisum+grape juice and E. kuehniella
eggs, significant differences in IPMP contents could be mea-
sured (Fig. 3). IPMP contents of all morphotypes of H. axyr-
idis fed with E. kuehniella were higher than when fed on ‘4.
pisum’ or ‘A. pisum+grape juice’ (LSD; P<0.05; Fig. 3). A
diet of A. pisum+grape juice increased the IPMP contents of
C. septempunctata in comparison to other diet treatments
(LSD; A. pisum: P=0.03; E. kuehniella: P=0.016).

Significant differences in IPMP contents could be
detected in adults that emerged from pupae of H. axyridis
previously collected in the field on host plants with specific
aphid prey: Larvae fed with aphids collected on P. domes-
tica (Brachicaudus helichrysi), P. mahaleb (unknown aphid
species), C. avellana (unknown aphid species), and S. nigra
(Aphis sambuci) contained significantly less IPMP than
larvae fed with aphids from P. persica (Myzus varians)
(LSD; P<0.05; Fig. 4). In addition, larvae fed with A.
sambuci (S. nigra) and aphids from C. avellana had lower
IPMP contents than larvae fed on D. platanoides (A. plata-
noides) (LSD; P<0.05; Fig. 4).

No differences were found in IPMP contents when adults
were fed on the respective host aphids for another five days
after eclosion (Mann—Whitney-U-test; P>0.05).

Discussion

Under prevailing conditions in our climate chamber, we found
a significant effect of diet on the fecundity of H. axyridis
females. Fecundity of H. axyridis was higher under a diet of
pea aphids compared to E. kuehniella eggs. Contrary to the
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results reported by Berkvens et al. (2008), we observed no
differences in developmental parameters between the cohorts
reared on either diet. Those authors concluded from their
laboratory data that E. kuehniella eggs were a better food than
live A. pisum aphids. Moreover, they related the observed
differences to the distinct morphotypes. We did not compare
morphotypes in this part of our study. While the preimaginal
survival and fecundity was higher in our study than reported
by Lanzoni et al. (2004), the oviposition rates were similar,
and no differences in sex ratio were found in our experiments.
A previous experiment by Specty et al. (2003) reported higher
adult weight for female beetles after ingestion of E. kuehniella
eggs compared to a diet of live 4. pisum. The authors attrib-
uted their results to different amino acid and lipid contents in
the food. Contrary to these authors, we observed no weight
differences in the newly emerged adult beetles reared on either
diet. Stathas et al. (2001) found similar fecundity and ovipo-
sition rates for Aphis fabae fed H. axyridis females as we did

tested microorganisms

for E. kuehniella eggs fed beetles. However, the fecundity
observed for female beetles fed on pea aphids was twice as
high in our study. McClure (1987) obtained a similar number
of eggs laid per female when the beetles were reared perma-
nently at 27°C with a diet of A. pisum as we did by alternating
rearing temperature between 20 and 25°C. Thus, our data
confirm the observation previously reported by Stathas et al.
(2001) that temperature seems to affect mainly the duration of
the preovipositional period.

To date, we do not know what contributes to the observed
significant differences in fecundity between the diet regimes
we tested. Specty et al. (2003) detected higher amounts of
lipids and amino acids in meal moth eggs than in aphids, but
higher glycogen content in live aphids than in the eggs. The
authors also found differences in mortality and weight based
on diet, with E. kuehniella eggs being the better diet. Like-
wise, they also found no effect of diet on larval development
time. Interestingly, like Berkvens et al. (2008), they observed
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Fig. 3 Mean IPMP contents (ng/g fresh weight) +/— SE under different
feeding conditions (Acyrthosiphon pisum, A. pisum+grape juice or
Ephestia kuehniella eggs) of three morphotypes of Harmonia axyridis

(H. axyridis succinea 1 (dark grey), succinea 2 (grey), and H. axyridis
spectabilis (light grey) and Coccinella septempunctata (white). Small

significantly higher fecundity of the beetles reared with E.
kuehniella eggs. Our results contradict both of those previous
studies. In comparison to our experiment, however, the study
by Specty et al. (2003) evaluated the fecundity of H. axyridis
females only for a period of 10 days, whereas we followed the
females for a total period of 49 days. For both treatments, egg
laying activity showed strong daily variation (Fig. 1) until the

A. pisum+grape juice

£ kuehniella eggs

letters indicate significant differences between morphotypes of H.
axyridis and C. septempunctata within one feeding group (P<0.05).
Capital letters indicate significant differences of the two species be-
tween the feeding groups (P<0.05). 10 replications were done in every
treatments

end of the observational period. It is striking, that in H.
axyridis fed a diet of A. pisum the average number of eggs
laid per female and day was much higher in the beginning of
the egg laying period compared to a diet of E. kuehniella, and
was then followed by a gradual decrease of egg numbers laid
per female and day until the end of the observational period.
By contrast, under a diet of E. kuehniella, the number of eggs
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Fig. 4 Mean IPMP contents (ng/g fresh weight) +/— SE of three
morphotypes of Harmonia axyridis 3 d after eclosion from field
collected pupae on the respective plant species infested by given aphid
species (Myzus varians on Prunus persica (N=5); Brachycaudus
helichrysi on Prunus domestica (N=17); Dysaphis plantaginea on
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Malus domestica (N=9); Drepanosiphon platanoides on Acer plata-
noides (N=5); Aphis hederae on Hedera helix (N=5); Aphis sambuci
on Sambucus nigra (N=5); Unknown aphids on Prunus spinosa,
Prunus mahaleb, Prunus cerasus and Corylus avellana (N=5)
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laid per female and day started out at a low level and was
followed by a constant increase in egg numbers. Since we have
no data on the hatching rate of these eggs, we cannot conclude
how the age of the beetles and egg quality might be related for
either diet. However, in terms of the number of eggs laid during
the course of our study, A. pisum can clearly be considered a
better diet for H. axyridis females.

Little is known on the influence of host plant secondary
compounds experienced by H. axyridis through prey aphids
(Francis et al., 2000; Alhmedi et al., 2008). As presented in
this paper, larvae fed on Aphis sambuci had lower IPMP
concentrations than larvae fed on other aphid species. A.
sambuci was shown to be toxic for ladybird beetles as C.
septempunctata (Nedved and Salvucci, 2008), but was con-
sumed as non-optimum food by H. axyridis (Ungerova et al.,
2010). Further, it was shown that H. axyridis can survive on a
diet of A. sambuci contrary to C. septempunctata (Francis et
al., 2000). The ability to detoxify plant allelochemicals like
the cyanogenic and phenolic glycosides produced by Sambu-
cus nigra (D’Abrosca et al., 2011) and sequestered by the
aphids might be responsible for this difference in the diet
spectrum of both coccinellid species. Prunus mahaleb is
known for its high levels of coumarins. Those secondary
compounds are supposed to cause feeding deterrence against
Japanese beetles (Popillia japonica) (Patton et al., 1997).
Corylus avellanae contains high concentrations of phenolic
compounds (Amaral et al., 2010) that remain to be tested for
physiological effects on aphids and their predators.

On the plants mentioned above, we collected H. axyridis
pupae that supposedly developed as larvae with a diet of
aphids feeding on the respective host plants. Thus, we con-
clude that lower IPMP content in the beetles emerged from
those pupae compared to beetles fed on aphids from other host
plants (Fig. 4) could indicate an interaction of host plant
compounds sequestered in the aphids and ingested by the
predatory beetles with autogenously produced methoxypyra-
zines. Myzus persica fed on leaves of P. persica was shown to
be the most suitable food for H. axyridis, which preferred this
aphid over A. fabae, Macrosiphum albifrons, M. pseudorosae,
and M. euphorbiae (Soares et al., 2004; Finlayson et al.,
2010). Alyokhin and Francis (2005) described a significant
reduction of M. persicae following the establishment of H.
axyridis. In the present study, the IPMP contents in the hemo-
lymph of H. axyridis were significantly higher when fed a
closely related aphid species (M. varians) than when fed other
species. We hypothesize that H. axyridis may detoxify allo-
mones, but when feeding on chemically defended prey, it can
not invest in high methoxypyrazine contents. Allelochemicals
can thus influence the herbivore — predator relationship and
the outcome of the biological control attempt or the preva-
lence of a predatory species on a certain host. Further studies
on the interactions between chemically defended plants, se-
questering insects and ladybird beetles are needed.

Adults fed for five days on the same prey as the larvae
showed no higher IPMP contents than adults that were not fed
after eclosion. Thus, in our study, larval diet seems to be the
decisive factor for IPMP contents detectable in adult beetles.
Under field conditions, larval mortality has been reported as
the most important factor for the population dynamic of
H. axyridis (Osawa 1993). Higher plasticity of larval
IPMP content might be interpreted with regard to those field
observations.

The results of our assays on the MIC values of the hemo-
lymph of H. axyridis adults show evidence for an impact of
beetle diet on the antimicrobial activity of their hemolymph.
Similar to a previous study (Gross et al., 2010), we observed
the highest susceptibility against the antimicrobial compounds
in the hemolymph of H. axyridis for E. coli and S. cerevisiae.
We found no differences in the antimicrobial activity of the
hemolymph between male and female beetles, regardless of
diet regime and elytral color. From our data, we cannot con-
clude that the three morphotypes of H. axyridis tested differ in
the antimicrobial activity of their hemolymph. We found
evidence, however, that a diet of pea aphids resulted in stron-
ger growth inhibition of the most susceptible bacterium tested,
the gram negative E. coli, when compared to the hemolymph
activity of beetles fed on frozen E. kuehniella eggs. These
results are congruent with the diet effects on fitness parameters
observed here.

Within aphid fed beetles, we also observed higher activity
against the growth of E. coli for the succinea I morphs than
for the less abundant succinea 2 morphs. The spectabilis
morphs had an intermediate growth inhibitory effect on this
microorganism. Barnes and Siva-Jothy (2000) described a
positive correlation of cuticle melanization with parasite re-
sistance for Tenebrio molitor beetles. Since immune-function
and melanin production use the same enzymatic pathway,
increased melanization might interfere with immune defense
(Carton and Nappi, 1997). Our results, however, do not pro-
vide evidence for this hypothesis. Based on our data, we
cannot conclude that the rare melanic spectabilis morphs were
less defended against microorganisms than the prevalent, less
melanic succinea I morphs of H. axyridis. In our assays, a
growth inhibition of B. ¢. tenebrionis was only visible with the
highest concentrations of hemolymph applied.

Furthermore, we found no evidence for antimicrobial
properties of methoxypyrazines in our MIC tests. Thus, we
conclude that the observed growth inhibition through the
hemolymph from H. axyridis must be caused by other sub-
stances that remain to be identified. Pyrazines have long
been described as major compounds in defensive odors
emitted by different insect groups (Rothschild, 1961; Moore
and Brown, 1981). Cudjoe et al. (2005) reviewed that H.
axyridis contained a hundred times higher concentration of
IPMP than C. septempunctata, which was described as the
main compound of a so-called ladybird taint and can alter
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the taste of wine (Pickering et al., 2004; Kogel et al., 2012a).
This hypothesizes that H. axyridis could cause greater dam-
age to viticulture than C. septempunctata. Recent studies
have refuted this hypothesis: by using gaschromatography
and olfactometer tests, it was found that C. septempunctata
had the same amount of IPMP in its hemolymph as H.
axyridis. Additionally, GC-nitrogen-phosphor detector anal-
yses revealed nearly the same peak areas of IPMP in chro-
matograms of hemolymph headspace for both species
(Kogel et al., 2012b). Additionally, Botezatu and Pickering
(2010) described similar IPMP concentrations in wine pro-
duced after the addition of H. axyridis or C. septempunctata
into crushed grapes. The differences in the concentrations of
IPMP measured by Cudjoe et al. (2005), Botezatu and
Pickering (2010), and our study might be due to the use of
live beetles in our and Pickering’s trials, while Cudjoe et al.
(2005) analyzed frozen beetles.

In this study, several factors that may influence production
of IPMP in ladybird beetles were investigated. IPMP contents
of H. axyridis were significantly higher than of C. septem-
punctata in one out of three feeding treatments (4. pisum) in
the laboratory. In one treatment (4. pisum+grape juice),
C. septempunctata had higher IPMP contents than the Multi-
colored Asian ladybird beetle. In beetles fed on E. kuehniella
eggs and in field-collected beetles, no significant differences
between the two species could be observed. Thus, concerning
methoxypyrazine contents, H. axyridis cannot be regarded as
more hazardous for viticulture than C. septempunctata. In
addition to development time, fresh body mass and fecundity,
IPMP content can be used to evaluate food quality (Kalushkov
and Hodek, 2004).

Elytral color apparently has an influence on IPMP con-
tent. Cai et al. (2007) previously described significant differ-
ences between the succinea I and succinea 2 morphs. In our
study, H. axyridis succinea I also contained significantly
higher values of IPMP than succinea 2. Differences between
red and black color morphs were studied before by Bezzer-
ides et al. (2007). They showed that darker beetles were less
defended against predators due to lower alkaloid contents.
Slogett (2010) could not measure this, but they showed
higher predation of non-melanic morphs by an orb-web
spider. In our assays, significant differences in [IPMP content
were observed in one feeding group between the H. axyridis
succinea 1 morphs and H. axyridis spectabilis morphs
(Fig. 4). Grill and Moore (1998) suggested elytral coloration
was an effect of diet. In our experiments, larvae fed on 4.
pisum, E. kuehniella, or other aphid species did not differ in
variation of elytral pigmentation.

Currently, we have no explanations for the differences
detected in methoxypyrazine content in relation to elytral
color. Bezzerides et al. (2007) argued that lower defense levels
in melanic beetles could be balanced by other advantages,
such as increased activity rates through a thermal advantage

@ Springer

during periods with lower temperature. The advantages of
melanic beetles with respect to body temperature, activity
range, and walking speed at lower temperatures have been
shown for leaf beetles and ladybird beetles (De Jong et al.,
1996; De Jong and Brakefield, 1998; Gross et al., 2004b;
Michie et al., 2010).

In summary, our results provide further evidence for the
influence of diet on fitness and defense chemistry in cocci-
nellid beetles. It leads us to conclude that the predicted risk
of a single specimen of H. axyridis for viticulture, with
regard to tainting wine with IPMP, is not higher compared to
specimens of other ladybird beetle species. However, H. axyr-
idis will remain a threat for wine production due to huge
population densities that may develop during some years,
bearing the risk of tainting wine by getting harvested and
processed in high numbers.

Our observations on factors influencing the [IPMP content
in both ladybird species examined show the need of further
tritrophic level studies for H. axyridis. Field observations on
prey species and the size of local sub-populations of this
ladybird species, invasive in many countries, are important
to understand the environmental factors that affect its com-
petitive advantage over native ladybird species (Kindlmann
et al., 2011).
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Abstract. The ladybird beetle Harmonia axyridis (Pallas 1773) has been used for biological control in several countries. However, it
became invasive in some of those countries. Coccinella septempunctata (Linné 1758) is a native species in Europe. It feeds mainly
on aphids and can be very abundant. As far as is known there are no effective natural enemies of the grape phylloxera Daktu-
losphaira vitifoliae (Fitch 1855) in Europe. The potential of the above two ladybird species for reducing the abundance of the grape-
vine pest D. vitifoliae has not been previously investigated. In this study, the consumption and developmental parameters of H.
axyridis and C. septempunctata fed on D. vitifoliae were determined in the laboratory. In a field trial, the occurrence of H. axyridis
on grapevines with or without leaf galls of D. vitifoliae was compared. In contrast to C. septempunctata, H. axyridis was able to
complete its development using D. vitifoliae as a source of food. In addition, adult H. axyridis consumed significantly more D. vitifo-
liae eggs than C. septempunctata. Within 24 h H. axyridis consumed up to 1400 eggs of D. vitifoliae. However, based on the fitness
parameters “developmental time”, percentage “survival” and “adult weight”, this diet was less suitable for H. axyridis than the eggs
of Ephestia kuehniella. During field observations over a period of two years H. axyridis was repeatedly observed feeding on grape
phylloxera leaf galls, which indicates that H. axyridis uses grape phylloxera as prey. H. axyridis was significantly more abundant on
leaves with leaf galls of D. vitifoliae than on leaves without galls. C. septempunctata was rarely found on grape leaves with or
without leaf galls. These results indicate that overall H. axyridis, unlike C. septempunctata, is a predator of D. vitifoliae and could
potentially reduce grape phylloxera numbers in vineyards.

INTRODUCTION al., 2007; Pickering et al., 2007; Kogel et al., 2012b).
Therefore H. axyridis is mainly considered to be a pest in
viticulture. In addition to H. axyridis, C. septempunctata
can also cause this specific off-flavour (Botezatu & Pick-
ering, 2010; Kogel et al., 2012a). Both species can be
found in and around vineyards.

Grape phylloxera Daktulosphaira vitifoliae (Fitch

The Multicoloured Asian ladybird beetle, Harmonia
axyridis (Pallas 1773) (Coleoptera: Coccinellidae), was
introduced from Asia into North America and Europe as a
biocontrol agent (Ferran et al., 1996; Koch, 2003). It has
become an invasive species in these countries. In Central
Europe 96 Coccinellidae species are described as native

(Klausnitzer & Klausnitzer, 1997) of which the abundant ~ 185°) is a gall forming insect infesting roots and leaves of
seven-spot ladybird beetle Coccinella septempunctata grapevine (Vitis vinifera, American species of Vitis and

(Linné 1758) (Coleoptera: Coccinellidae) is one. h.ybri.ds). This p§st is native to North America a.md. inva-
There are numerous studies on consumption rates and ~ S'V® 1nhother regions such as Europe. In the beginning of

. .
life table parameters, such as fecundity, developmental the 20% century, feeding of Phylloxera on nongrafted V.

time, percentage mortality and fresh weight of adults, of vinifera caused considerable damage in Europe. The

both these species of ladybird when fed different species proble?m was sleed by grafting V. vinifera N pto
of aphid (Michaud, 2000; Specty et al., 2003; Seko & American (non-vinifera) rootstocks tolerant to D. vitifo-

Miura, 2008; Finlayson et al., 2009; Xue et al., 2009) liae. Recently, D. vitifoliae has been repeatedly found on
Life tables of Coccinellidae can vary depending on the wild rootstocks in the Yicinity O,f vineyards in Germapy
diet and can be used as an indicator of the fitness of these ~ (Hoffmann, 2011). During a period of three consecutive

insects (Kalushkov & Hodek, 2004). years (2009-2011) we observed H. axyridis feeding
inside the leaf galls of grape phylloxera. We also

observed male and female H. axyridis copulating on vine
leaves with galls, which might indicate that Phylloxera
galls represent a suitable food resource for the reproduc-
tion of this ladybeetle.

In this context we decided to address the following top-
ics:

When aphids become scarce in autumn, H. axyridis is
able to feed on damaged fruit, like grapes (Galvan et al.,
2006), and as a consequence may be accidentally proc-
essed together with the grapes during harvest. Release of
their hemolymph into the must gives the wine a specific
taste called “ladybird taint” or “ladybug taint” (Galvan et
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Fig. 1a—d. Levels of infestation of grapevine leaves by grape phylloxera: category 1-2 (a), category 3-5 (b), category 6—7 (c) and

category 8-9 (d).

—Is H. axyridis able to develop from egg to adult when
feeding exclusively on grape phylloxera?

— How do the rates of consumption of grape phylloxera
by H. axyridis compare with those of C. septempunctata?

— Is the feeding of H. axyridis on phylloxera leaf galls
in vineyards a random phenomenon or of common occur-
rence?

With these questions in mind, we tried to assess the
rates at which H. axyridis and C. septempunctata con-
sumed the eggs of D. vitifoliae under defined laboratory
conditions. In addition, developmental parameters of the
two species feeding on grapevine leaves, with and
without phylloxera leaf galls, were determined and com-
pared to those recorded when fed on a diet of E. kueh-
niella eggs. Furthermore, the association of H. axyridis
with the leaf galls produced by grape phylloxera was
investigated in the field in 2010 and 2011. We used C.
septempunctata as a control species in this study because
it is the second most common species of ladybird in
German vineyards and can also be found hiding in grapes
at harvest time.

The combined results of the laboratory and field experi-
ments should provide information on whether H. axyridis
is an important predator of D. vitifoliae.

MATERIAL AND METHODS

Laboratory study
Prey suitability

The neonate larvae came from laboratory cultures kept in a
controlled climate chamber at the Julius Kiihn-Institute (JKI),
Dossenheim, Germany. One neonate larva of either H. axyridis
or C. septempunctata was placed in each Petri dish (diameter =
15 cm). In each dish there were two leaves of Vitis sp. infested
with leaf galls of D. vitifoliae (cat. 9; see Material and Methods
field trial). In addition, there were 2 control dishes with: (i) two
leaves of Vitis sp. without leaf galls and (ii) eggs of E. kueh-
niella (500 mg).

Water was supplied via a cotton wool pad. The Petri dishes
were placed in a controlled climate chamber (16L : 8D, 24°C,
70-80% RH). Every 24 h the larval stages and pupae were
monitored and their developmental times and mortality recorded
until the adults emerged from the pupae. Every 48 h the leaves
and E. kuehniella eggs were replaced by fresh material. The
newly emerged adults were weighed and their sex determined.
This was replicated twenty times for each species.

Egg consumption by adult ladybird beetles

Adults of C. septempunctata and H. axyridis were collected in
the field 24 h before they were used in this experiment. They
were collected at Siebeldingen (Germany) from a field planted
with field beans (Vicia faba). These beetles were kept in plastic
containers in a climate chamber (16L : 8D, 24°C, 70-80% RH)
without food for 24 h.



TaBLE 1. Developmental time of the larval instars and pupae, fresh mass of newly emerged adults, prey suitability (SL) and per-
centage mortality of the ladybird beetles H. axyridis and C. septempunctata reared on Vitis vinifera leaves with and without leaf
galls of D. vitifoliae, or on a diet of E. kuehniella eggs in Petri dishes in a climate chamber (16D : 8D, 24°C, 70-80% RH).

Species

Mean + SD developmental time [d]

Adult

Food given (N at begin Instars weight  SL+SD Mo[f;a]hty
=20) T o 3 g Puwa Total - pngsgp °
ka
Leaveswith ~ Hoaxridis 2000 39423 38%15 78514 5823 Ao gm0 S33we
leaf galls of - - .
D. vitifoliae ¢ 1.8+04 1.0£0.0 - - - - - - 100%B*2
septempunctata
i H. axyridis  2.0£0.0 - - - - - - - 100%*4
Leaves without
leaf galls ¢ 1.0+£0.0 - - - - - - - 100%*
septempunctata
- 147+ 24.7%a%b ) 5kAxd b
E tuehniella H. axyridis 1.0£0.0 1.9+09 2.0+0.6 48+0.6 48+0.5 0, 7%A%b 125 04 13.3
cges C 159+ 26.5%4 2.4%A b
septempunctata 1.3+£05 2.1+£0.7 2.5+05 5.0+0.6 49+0.7 | %A L 14 103 20.0

*A, B indicates significant differences between the two species (Mann-Whitney-U-test, p < 0.001)
*a_#b indicates significant differences between the diet groups within one species (Mann-Whitney-U-test, p < 0.05)

Grapevine leaves infested with leaf galls of D. vitifoliae were
collected from a vineyard at the Julius Kiihn-Institute in Sie-
beldingen (Germany). In the laboratory, the leaf galls were dis-
sected with a razor blade and the eggs were collected using the
washing method described by Hill & Schlamp (1984). Eggs
were then transferred, using a paint brush, on to a @ 9 cm filter
paper in a Petri dish along with one adult ladybird beetle, which
had been previously weighed and sexed, and then the dish was
put in the climate chamber. Each adult beetle of H. axyridis and
C. septempunctata was provided with either 100, 200 or 500
eggs. Because of differences in their feeding behaviour, H. axy-
ridis was additionally also provided with 1000, 2000, 3000 or
4000 eggs/beetle and C. septempunctata 10, 20 or 50 eggs/bee-
tle. After 24 h the remaining eggs were counted. Hatched
nymphs of D. vitifoliae were counted as eggs. There were ten
replicates of each treatment.

Field study

Field trials were carried out in the same vineyard near Sie-
beldingen in 2010 and 2011 from July through to the end of
September. The vineyard was planted with grapevines of dif-
ferent genotypes (interspecific crossings) and vines were not
sprayed during the course of this study. Grapevines were
marked and sampled as follows: 20 infested vines (including
several categories > cat. 3—5) and 20 vines not infested with leaf
galls of D. vitifoliae (cat. 1-2) in 2010 and the same design was
used with 50 vines each in 2011. For example in 2011, 50
grapevines were marked as uninfested (cat. 1-2), 12 were
marked as cat. 3-5, 19 as cat. 67 and 19 as cat. 8-9. The grape-
vines were of several genotypes in both years and no grapevine
was used twice.

The levels of infestation with grape phylloxera of the selected
vines was ranked, based on the guidelines of the German Fed-
eral Plant Variety Office (“Bundessortenamt”; Anonymous,
1989), into one of 9 categories (cat.):

Cat. 1-2 = no or just a few leaf galls, probably no eggs (Fig.
la)

Cat. 3—5 = few leaf galls (Fig. 1b)

Cat. 6-7 = big and many leaf galls (Fig. 1c)

Cat. 8-9 = big and numerous leaf galls (Fig. 1d)

All marked vines were searched visually weekly for adults of
H. axyridis and C. septempunctata. In addition, all marked vines

were checked for mildew, mites or other possible sources of
food for H. axyridis.

Data analysis

Statistical analyses were performed using SPSS statistics 17
(IBM). Differences in consumption rate and developmental
parameters were analyzed using Mann-Whitney-U-tests. Differ-
ences between the categories 1-2, 3-5, 67 and 89 in the field
trials were analyzed using Kruskal-Wallis-H-tests. The level of
significance was set at oo = 0.05. To check the suitability of D.
vitifoliae as food for the ladybird beetles under laboratory con-
ditions the prey suitability parameter (SL) was calculated as SL
=m/t (m = fresh mass of newly emerged adults in mg; t = days
from hatching of the 1% instar to pupation) (Ungerova et al.,
2010).

RESULTS

Laboratory study
Prey suitability

Unlike C. septempunctata, H. axyridis was able to com-
plete its life cycle from the 1% instar to adult when pro-
vided with only grapevine leaves with leaf galls (Table
1). The percentage mortality of H. axyridis was 53%,
while all the C. septempunctata died in the 1% or 2™
instar. The percentage mortality of the two species dif-
fered significantly (p < 0.001).

Both larvae and adult H. axyridis were observed
feeding on leaf galls. For this the width and structure of
the opening of the gall on the upper leaf surface is likely
to be a critical factor. This opening is protected by hairs,
which bend outwards. Both 1st and 2nd instar larvae were
observed within the leaf galls and are therefore apparently
small enough to pass through the opening. Older imma-
ture stages as well as adult beetles were commonly
observed trying to remove the hairs, either by pushing
them aside with their pronotum or by biting them.

Attempts to rear either H. axyridis or C. septempunc-
tata on grapevine leaves without galls resulted in 100%
of them dying in the first two instars.
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Fig. 2. Consumption (mean %) of D. vitifoliae eggs by H. axyridis (black) and C. septempunctata (white) after 24 h in relation to
egg density (100, 200, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 eggs for H. axyridis and 10, 20, 50, 100, 200, 500 eggs for C. septempunctata),
n = 10. Error bars represent + SE. Small letters indicate significant differences in egg consumption (o = 0.05; p < 0.05; Mann-

Whitney-U test).

When provided with a diet of E. kuehniella eggs both
H. axyridis and C. septempunctata were able to complete
their life cycle. There were significant differences in the
developmental parameters of the H. axyridis fed on leaf
galls compared with those fed E. kuehniella eggs (p <
0.05; Table 1).

Egg consumption by adult ladybird beetles

H. axyridis consumed significantly more grape phyl-
loxera eggs/ 24 h than C. septempunctata (n = 10: 100
eggs: p <0.001; 200 eggs: p < 0.05; 500 eggs: p < 0.001,
Fig. 2). For example a total of 71 £ 14% (mean + SE) of
the 200 eggs was consumed by H. axyridis after 24 h,
whereas only 19 + 4% was consumed by C. septempunc-
tata.

While H. axyridis consumed 94 + 15% of the 1000 eggs
provided within 24 h, this decreased to only 23 + 11%
when 3000 eggs were provided (Fig. 2).

The consumption of eggs by C. septempunctata was
always markedly lower. In the treatment with ten eggs a
mean reduction of 52 + 9% was recorded after 24 h and
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Fig. 3. Number of H. axyridis observed between July and
September 2011 on grapevines with different levels of infesta-
tion with leaf galls of D. vitifoliae (50 grapevines for
category1-2, 12 for 3-5, 19 for 6—7 and 19 for 8-9). See Mate-
rial & Methods for description of categories. Horizontal lines
indicate medians, boxes represent the interquartile ranges and
the standard deviations. Outliers are indicated by an asterisk.
Small letters indicate significant differences between the four
categories (o = 0.05; p < 0.05; Kruskal-Wallis-H-test).

they only consumed 12 £ 3% of the maximum number of
eggs offered (500 eggs; Fig. 2).

Field study

The total numbers of adult H. axyridis on grapevines
with and without leaf galls was significantly different (p <
0.001) in both years. In 2010, an average of 2.95 + 0.88
(mean + SE) adult H. axyridis per vine (in total 59) was
recorded on vines with leaf galls category > 3—5. In 2011,
11.42 + 1.40 adults per plant (in total 575) were counted
on the same categories. In contrast, only 0.25 + 0.08 (in
total 5) and 0.38 £ 0.12 (in total 19) adults of H. axyridis
per plant were found on vines with leaf gall category 1-2
in 2010 and 2011, respectively.

The numbers of individuals of H. axyridis on leaf galls
were significantly different in both years on vines of cate-
gory 1-2; cat. 3-5; cat. 67 and cat. 8-9 (p < 0.05; 2011:
Fig. 3). The highest abundance of H. axyridis was
recorded from the end of July until mid-August, when the
Phylloxera infestation reached a maximum. Leaf galls
were big and abundant during this period. In the fol-
lowing weeks, the number of adults on leaves with leaf
galls decreased (Fig. 4).
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Fig. 4. Counts (total number counted per week) of H. axyridis
(white rhombus) on grapevines (n = 50, cat. > 3-5) infested with
leaf galls of D. vitifoliae together with mean number of galls per
leaf (mean and SE; ranked in categories 1 to 9; black squares).



There was no correlation between the abundance of H.
axyridis and the occurrence of mildew, mites or aphids on
grapevines. During our observations, we recorded only 9
adults of C. septempunctata on grapevine leaves in 2011
and 2 adults in 2010, respectively. Due to the low abun-
dance of this species it was not possible to determine
whether it showed a preference for leaves infested with
grape phylloxera.

DISCUSSION

The laboratory study showed that H. axyridis is able to
complete its life cycle by feeding exclusively on D. vitifo-
liae. There was no other suitable food on grapevine
leaves because all the larvae on leaves without galls died.
However, the developmental time, percentage survival
and fresh weight of newly emerged adults (Hodek 1973;
Gross et al., 2004; Kalushkov & Hodek, 2004; Pervez &
Omkar, 2006) indicate that the quality of D. vitifoliae as
prey for this ladybird is poor. The measure of prey suit-
ability (SL) recorded in the laboratory was 0.6, which is
very low compared to the 2.5 recorded when fed a diet of
E. kuehniella eggs. The prey suitability of aphids like
Aphis philadelphi, A. fabae or Dysaphis plantaginea for
this ladybird is >1.5 (Ungerova et al., 2010). Even A.
sambuci has a prey suitability of 1.1 (Ungerova et al.,
2010), although it is known to be a non-optimum food for
H. axyridis and even toxic for some other ladybird bee-
tles (Omkar & Srivastava, 2003; Nedved & Salvucci,
2008). However, when comparing developmental
parameters it is important that the rearing conditions, like
photoperiod and type of rearing boxes, are identical. For
example, developmental time may be influenced by pho-
toperiod or even the type of rearing box (Ungerova et al.,
2010; Reznik & Vaghina, 2011). The rearing conditions
used by Ungerova et al. (2010) are similar to those used
in this study.

Body weight of adult H. axyridis reared on D. vitifoliae
was significantly lower than that of those fed on E. kueh-
niella eggs. Furthermore, the developmental time was sig-
nificantly longer and percentage survival less (Table 1).
The results obtained in this study for H. axyridis fed E.
kuehniella eggs correspond well with previously pub-
lished data on developmental time (14-17 d), body
weight (25-35 mg) and percentage survival (> 80%)
(Abdel-Salam et al., 1997; Specty et al., 2003; Kdogel et
al., 2012c). Small adults of Adalia bipunctata have a
lower fecundity and their eggs are less fertile than those
of large adults (Hodek, 1973). This might be the same for
H. axyridis.

Unlike H. axyrids, C. septempunctata was not able to
develop on a diet of grape phylloxera as all the larvae that
hatched on leaves with and without leaf galls died.

H. axyridis is able to complete its development feeding
on Toxoptera citricida and Aphis spiraecola, but C. sep-
tempunctata cannot (Michaud, 2000). This and the above
results may indicate that H. axyridis is more of a gener-
alist predator than C. septempunctata. The pronounced
polyphagy of H. axyridis and its use of a wide range of
aphids is already well known (Koch, 2003; Pervez &

Omkar, 2005; Berkvens et al., 2010). When reared on an
optimum diet, such as E. kuehniella eggs, the body
weight, developmental time and percentage mortality of
C. septempunctata were comparable to those of H. axy-
ridis (Table 1). It is also likely that H. axyridis only feeds
and reproduces on grape phylloxera in late summer.

Adults of H. axyridis consumed more D. vitifoliae eggs
per unit time than those of C. septempunctata. Overall, H.
axyridis is also well known to be more voracious in terms
of the range of different species of prey [i.e. generalist (as
mentioned earlier)?] it will eat than C. septempunctata
(Lucas et al., 1997; Finlayson et al., 2009).

At first glance the laboratory results indicate that H.
axyridis could be a predator of D. vitifoliae. However,
laboratory results have a limited value for determining the
extent of predation under field conditions (O’Neil, 1997).
In our study, significantly higher numbers of H. axyridis
were observed in the field on grapevines with leaf galls
than on grapevines without them. This observation might
indicate that this ladybird beetle uses one or more life
stages of D. vitifoliae as prey in the field. Due to no
observed site effects and no plant protection, other pos-
sible food resources for H. axyridis are considered as
widely equivalent in our trial (see trial design). Also we
observed H. axyridis attacking galls in the field. In addi-
tion, the occurrence of H. axyridis was not correlated
with the presence of mildew and/or mites on the grape-
vines. C. septempunctata was rarely found on grape vines
infested with grape phylloxera possibly because it is not
an attractive prey for the seven-spot-ladybeetle.

The maximum numbers of H. axyridis on grapevines
with leaf galls was observed at the beginning of August,
which is the time when the D. vitifoliae leaf galls are most
abundant and the majority contain eggs (Forneck &
Huber, 2008). Subsequently, grape phylloxera migrates to
the roots and few eggs remain in leaf galls and/or the
infested leaves are shed (Bessin, 2003; Powell, 2008).
This possibly accounts for the decline in the abundance of
H. axyridis on leaf galls in autumn. Also aphids on other
crops (sunflower, maize or sudan grass) are abundant at
this time (unpublished data).

H. axyridis has the potential to pollute wine with so
called “ladybird taint”. The risk is greatest when H. axy-
ridis is present in vineyards in late summer when the
grapes are ripe. Possibly the beetles migrate to and feed
on the ripening grapes when nymphs of D. vitifoliae
become scarce in September. This did not occur to any
great extent in 2010 and 2011 but this needs to be studied
in the future.

In conclusion, in the field the invasive H. axyridis is a
possible predator of D. vitifoliae. Even though grape
phylloxera is not the optimum food for H. axyridis, it may
serve as a source of food if other food is rare or lacking in
late summer.
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