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Protokoll zur Qualitatsuntersuchung von Nematoden (V. 2)

1. Ausgangspunkt
Nematoden in Verkaufsformulierung (50 Millionen Einheit)

2. Za&hlung

2.1. Tute 6ffnen und Inhalt in 5 Liter Wasser (10 bis 20°C) auflésen (Eimer mit Durchmesser
15 bis 25 cm). Das Zahlen von Stichproben aus der Tite ist nicht empfehlenswert, da die
Nematoden nicht unbedingt gleichméBig verteilt sind.

2.2. Suspension 1 Minute lang heftig riihren und anschlieBend mit Schlauch bellften
(Aquariumpumpe).

2.3. Unmittelbar vor der Probenahme Ursuspension nochmals durchrihren. Aus dieser
Suspension 3 x 100 pl enthehmen und in 3 saubere Reagenzglaschen (6 bis 10 ml
Fassungsvermdgen) fallen.

2.4. Reagenzglaschen mit 4,9 ml (Glaspipette) auf 5 ml auffillen

2.5. Reagenzglaschen gut schiitteln (Offnung mit sauberem (!) Daumen oder Deckel
verschlieBen) und sofort 100 pl als Tropfen auf eine Petrischale geben.

2.6. Vorgang 2.5. wiederholen, bis 5 Tropfen von jedem Reagenzglas aufgetragen sind.

2.7. Es sollten nur lebende Nematoden gezahlt werden: Zur Unterscheidung lebende und
toter Nematoden:

Lebend Tot
e Bewegung e i.d.R langgestreckt, mit
e Ruhefomen: verschrumpelter Oberflache
Steinernema: J-Form (Kopf |e schon langer tote EPN :
oder Schwanz abgeknickt) durchscheinend mit blasigen
S.feltiae: eingerollt (in dieser Auftreibungen im Kérper
Position sind sie = frisch tote EPN sind schwer von
Stressresistenter) lebenden zu differenzieren
= i.d.R fangen die Nematoden an, sich = Tod durch rasches austrocknen: EPN
nach kurzer Zeit im Wasser wieder zu kénnen verschieden Formen
bewegen. Zugabe von einige Kristallen aufweisen, weisen i.d.R aber auch
Zitronensaure kann die Nematoden eine verschrumpelte Oberflache auf
ebenfalls aktivieren.

2.8. Die Nematoden in den 15 Tropfen zahlen und Ergebnisse hier eintragen:

Tropfen 1 Tropfen 2 Tropfen 3 Tropfen 4 Tropfen 5 Summe

Glaschen 1

Glaschen 2

Glaschen 3

TOTAL:

2.9. Die mittlere Anzahl an Nematoden pro 50 Millionen Einheit ergibt sich als
TOTAL x 166667° Nematoden

Aus der Summe der Zahlergebnisse errechnet sich ferner der Korrekturfaktur fiir die
Einstellung der Dosierungen in 3.4:
Korrekturfaktor = TOTAL / 300

* Diese Zahl ergibt sich aus:
50 [Verdiinnung im Reagenzglas] - 5000 [ml Ursuspension] - 10 [100ul Tropfen pro ml] / 15ul [ausgezéhlte Tropfen]
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3. Biotest mit Mehlwirmern

3.1. Trockener Quarzsand (0.1 bis 0.4 mm KorngrdBe) wird durch Zugabe von
Leitungswasser auf 10% Feuchtigkeit eingestellt. Fir jede zu testende
Nematodencharge werden 900 g Sand benétigt (1000 g Substrat = 900 g Sand + 100 g
Wasser).

3.2. Der feuchte Sand wird gut durchmischt und je 200 g in verschlieBbare Plastikschalen
(Grundflache ca. 10 x 10 cm, H6he mindestens 2 cm, z.B. Gefrierdosen) gefullt. Fir jede
Nematodencharge werden 2 (,Praxistest’) bzw. 6 (,wissenschaftlicher Test’) Schalen
bendtigt.

3.3. Die Nematoden werden in 1 ml in die Mitte der Schalen pipettiert. Folgende Dosierungen
sind vorgesehen:

Bei 40 Mehlwirmern/Schale| Dosis 00 Dosis 1. Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4 Dosis 5
Steinernema feltiae 0 80 200 400 800 1600
H. bacteriophora 0 200 400 800 1200 2400
H. megidis 0 200 400 800 1200 2400
Steinernema carpocapsae 0 40 80 200 400 800

Fettgedruckt sind die Dosierungen, die in dem Praxistest eingesetzt werden. Im ausfiihrlichen
Test werden alle Dosierungen getestet.

3.4. Die Suspensionen mit verschiedenen Nematodenkonzentrationen werden aus der
Ursuspension hergestellt: Je 1000 ul aus der Ursuspension wird mit Wasser geman der
folgenden Tabelle aufgefiillt. Die hier angegebenen Zahlen sind mit dem
Korrekturfaktor (siehe 2.9) zu multiplizieren !

Zugabe an Leitungswasser (in ml) zu 1000 pl Ursuspension mit 10000 Nematoden / ml

Bei 40 Mehlwlirmern / Schale] Dosis 0/ Dosis 1| Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4 Dosis 5
Steinernema feltiae - 125,00 50,00 25,00 12,50 6,25
H. bacteriophora - 50,00 25,00 12,50 8,33 4,17
H. megidis - 50,00 25,00 12,50 8,33 4,17
Steinernema carpocapsae - 250,00 125,00 50,00 25,00 12,50

Fettgedruckt sind die Dosierungen, die in dem Praxistest eingesetzt werden. Im ausfihrlichen
Testwerden alle Dosierungen getestet.

3.5. Aus den so eingestellten Dosierungen wird je Schale 1000pl zugegeben. In jede Schale
werden 40 frische lebende Mehlwirmer gegeben. Die Schalen werden verschlossen,
wobei eine Bellftung durch ca. 10 Nadelstich-groBe Lécher gesichert bleiben muf3 und
bei 22 bis 25°C gelagert.

3.6. Nach 7 Tagen werden die Schalen entleert und die Anzahl der toten Larven gezahlt und
in folgende Tabelle eingetragen:

Nematode:

Dosis

Anzahl tote

3.7. Die beobachtete Mortalitat sollte mittels der Mortalitat in der Kontrolle (Dosis 0) korrigiert
werden: My = (Mp-M.)/(1-M,)
M = korrigierte Mortalitat; M.=Mortlitadt Kontrolle (Dosis 0); Mp=beobachtete Mortalitat.
Ist M>= 50% flr Dosis Nr. 3, so ist die Infektivitat gut, bei >=30% zufriedenstellend,
niedrigere Werte sind inakzeptabel

Bezugsquellen fiir Material (Beispielpreise):

Einstellbare Pipetten (Fisherbrand): 50-200 pl Art. Nr. 64890511 101,75 €
Einstellbare Pipette (Fisherbrand): 100 — 1000 pl Art. Nr. 64890510 101,75 €
Spitzen dazu: 1000 Stiick Art. Nr. 64039207 14,32 €
Glaspipette (1ml) Art. Nt. 62752070 2,20 €
Glaspipette (5ml) Art. Nr. 62752075 2,58 €
Pipettierballe Art. Nr. 35494450 6,39 €

Alles bei Fisher Scientific (Tel: 01805-258221; Fax 01805-258223)
Es kann auch mit Arzneimittelspritzen (1ml) gearbeitet werden !
Falls eine genaue Waage (+0.59) verfiigbar ist, kann die Wassermenge auch hiermit abgewogen werden !
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