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Nahezu alle Kulturpflanzenarden werden von verschiedenen pflanzenparasitdren Nematoden
befallen und geschadigt. Um Verluste zu begrenzen oder durch Verhinderung der Einschlep-
pung von vormherein zu vermeiden, haben Deutschland, die Eurcpdische Union und die meis-
ten anderen Staaten entsprechende Vorschriflen erlassen. Solche Regelungen betreffen na-
tirlich neben Nematoden auch andere Pflanzenschidlinge und -krankheiten. Sie haben teil-
weise unterschiedliche Urspriinge oder verfolgen unterschiedliche Zwecke, wie z. B. die
Pflanzenbeschauverordnung oder die Verordnung zur Neuregeluny pflanzenschutzrechtlicher
Vorschriften zur Bekdmpfung von Schadorganismen der Karleflel. Je nach Ziglsetzung einer
Rechtsvorschiifl kann es erlerderlich sein, fir dieselbe Nematodenart unterschiedliche Unter-
suchungsmethoden anzuwenden. Fir den einzelnen Bearbeiter ist die Entscheidung dartiber
nicht tagliche Routine, so dass fir ihn die Gesamtsituation sehr unibersichtlich wird. Es erfor-
derl gute Fachkenntnisse und viel Erfahrung, die jeweiligen Schaderreger zu kennen und me-
thodisch korrekt zu erfagssen. Nur wenige Pflanzenschutzdienststellen der deutschen Bundes-
lander beschatftigen noch nematologisch geschuite Experten, die alle in diesem Zusammen-
hang betroffenen Kulturen und Nematoden Uberblicken. Bei den Arbeitssitzungen der Fachre-
ferenten for Nematologie gab es daher in den vergangenen Jahren immer wieder Anfragen
und Diskussionen zu dieser Problematik. Das ftihrle schlieflich zu dem Entschluss, eine
Ubersicht und Handlungshilfe zu schaffen, die es dem Verantwortlichen leichter erméglicht,
die richtige Entscheidung zu treffen. Bedeutsam schien dies auch aus jurstischer Sicht im
Hinblick auf die Tatsache, dass in verschiedenen Dignststellen oft sehr unterschiedliche Un-
tersuchungstechniken eingesetzt werden, um einen bestimmten nematologischen Nachweis
zu fihren. Die hier vorgelegten Empfehiungen scllen die Unsicherheit mindern und knnen
vielleicht die Grundlage sein fiir eine insgesamt einheitlichere Methodik. Dabei solten die be-
reits vorliegenden ,EPPO-Diagnostic Protocols” nicht ersetzt werden, sondern die Basis bil-

den.

Wir hoffen, dass unser Ziel, einen Uberblick (ber das Gesamtgehiet zu geben, hinsichtlich der
betroffenen Nemateden- und Kuiturarten zufriedenstellend erreicht werden konnte. Die Uber-
sichistabeilen zeigen auf, bei welchen Kulturen welche Nematedenarten berlcksichtigt wer-

den missen, und es werden jeweils die Rechtsvorschriften dafir genannt. Schwieriger ist es,



Einfubrung

eine definitive Entscheidung fur die geeignete Untersuchungsmethodik zu finden. Flr die Er-
fassung der meisten Nematodenarten stehen unterschiedliche Techniken zur Verfligung. Die
dafir erforderlichen Gerate sind nicht in allen Amtern vorhianden, und die besonders effizien-
ten Methoden erfordern oft viel Erfahrung, damit der angestrebte Erfolg auch erreicht wird,
Haufig kann es daher vertretbar sein. eine Methode xweiter Wahl, die aber sicher beherrscht
wird, weiterhin zu verwenden. In diesemn Sinne missen die Angaben zur Methedik als Emp-
fehlungen verstanden werden, die besonders dern weniger Erfahirenen einen ersten Hinweis
geben, welche Technik iberhaupt in Frage kommt. Die zitierten Literaturstellen geben weitere
und meist detaillierte Auskunft, und die Richtlinien der EPPO, z. B, zur Erfassung von Zysten-

nematoden bei der Wirksamkeitsprifung von Nematiziden, enthalten zusétzliche Hinweise.

In einigen Bereichen geben EPPO- und EG- Richtlinien auch fiir die aufgefiihiten Untersu-
chungsmethoden Rahmenbedingungen an, die eingehaiten werden sollen und die bei den
Empfehlungen beriicksichtigt wurden. Dies gilt insbesondere fiir die bei einigen Nematodenar-
ten bereits vorliegenden .EPPQ Diagnostic Protocols”. Fir die praktische Anwendung bedarf
es aber oftmals exakterer Hinweise, dig wir aus Literaturquellen entmnommen oder auch aus
eigener Erfahrung beschrieben und als Erganzungen und Empfehlungen aufgefiihrt haben.
Andererseits sind sehr kamplexe Techniken, wie motekularbiclogische Methoden, nicht im De-
tail beschrieben worden, da dies den Rahmen sprengen wiirde. Die zitierten Rechtsvorschrif-
ten entsprechen dem Stand des Jahres 2002, zukiinflige Anderungen und Erganzungen sind

entsprechend zu beriicksichtigen.

Anmerkungen:

1. Nachfolgend wird die Pflanzenbeschauverordnung in der derzeit giltigen Fassung vom 10
Oktober 2000, zuletzt gesdndent durch die , Dritte Verordnung zur Anderung pflanzenschutz-
rechtlicher Vorschriften vom 05.12 2002 {BGBI. | Nr. B3 5. 4493) in abgekiirzter Form wie
folgt zitiert:

JLflanzenbeschauvverordnung vom 0512 2002 (BGBI t Nr. 83 5. 4483)".

2. Die Angaben zu den rechtlichen Grundlagen dienen zur information und erheben keinen
Anspruch auf VollstAndigkeit.



schlagen oder gelagert
werden

Anbau innerhalb der der EG-Mitgliedsstaaten;

Richtlimie Nr. 69/465/EWG zur Bekampfung des Karloffel-
nematoden v. 38,12 1963 (Amtisbl. Nr. 28, 5 454/67)

Anbau innerhalb Deutschlands:

WO zur Neurgl. pfl schutzrechil, Varschriften zu Bekampfung
von Schadorganismen der Kadoffel v. 05.06. 2001

(BGEBL 1 5. 1006)

Kulturen Nematodenarten Rechtsvorschriften Methoden Nr.
Kartoffain Glabodera ostochiensis  |Pflanzenbeschauverordnung vom 05,12.2002 {BGEL | Nr. 83 |Zystenextraktion 1
{aile Nulzungsnichtungen) Giobodera paffida 5. 4493) Biolesl 2

LUntersuchung der 3
Knollenanhangerde
Anbau innerhalb der EU-Mitgliedsstaalen: Z‘:.I'SIEHEXTI'EK[IDI'I t
Anbau innerhalb Deutschlands: E:gﬁf;phmese i
Richtlinie Nr. €9/465/EWG 2ur Bekédmpfung des Karofel- (PCR}
nematoden v. 08121960 (Amtshl, Nr. 28, 5 454/67} Knoflenanhangerde 3
Verordnung zur Neuregelung pllanzenschulzrachtlhcher
Verschriflzn zur Bekampfung von Schadorganismen der
Kartcffel v. 05.06. 200 1{BGEBI | 5, 1006}
Pflanzkartoffeln Globodera rostochiensis  |Vermehrung innerhadt Deutschlands: Zystenextraktion 1
Globodera palfida Pflanzkartoffelverardnung v, 21.01.1586 (BGBIL 1 5. 182) Biotest 2
Elektrophorese 4
{FCRY
kKrnollenanhangerde 3
Kartaffeln fhtylenchus destructor Fllanzenbeschauverordnung vom 05,12 2002 (BGBI. | Nr_ 83 |Knollenuntersuchung B
{Speise- bew. Fllanzkartoffein)  Meloidogyne chitwood! 3. 44463); Knolenschmtt &
Pflanzkartoffelverordnung v. 21.01.1986 {BGBI. 1 5. 1932)
Flichen mit Pflanzen, die zum |Giobodera rostochiensis  |Pllanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGBI. | Nr. 83 [Knollenuntersuchung 1
Werpflanzen angebaut, einge- |Globodera pattida 5. 44583) 2
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Kulturen Nematodenarten Rechtsvorschriften Methoden Nr.
Holz Pflanzenbeschavverordnung vom 0512 2002 (BGBI | Nr. 83
Madelholz Bursapheienchus 5. 4483) Holzprobenunter. 7
xylophitus suchung
Werpackungsholz Bursaphelenchus Entscheidung der EU-Kommisgion (2001/219/EG) Gber visiefle Bontur
xyloohitus befristete Sofortmainahmen v. 12.03.01 Hotzprobenunter- &
suchung
Rindernhumus, Kuitur- Pflanzenparasitére Antage 1.2 und 4; im Boden freilebende Substratproben, 9
substrate, bewurzelte Pflanzen|Mematoden Quarantanenematoden sowie schadliche Nematoden Bodenuntersuchuryg
mit anhaftender Erde allgemain Wurzeluntersuchung
Blumenzwiebel, Chtylenchus dipsaci, Pllanzenbeschauverordnung vem 05122002 (BGBL | Mr. 83 ¢ Zwiebeluntersuchung | 10
Kiichenzwiebel Ditylenchus destructor 5 44073
Saatgut PHanzenbeschauverordriung vom 0512 2002 (BGBI | Nr. 83
5. 4483)
Kiachenzwiebel, Luzerne, Ditylenchus dipsaci Anlage 2, A3, Saatgut Saatgutuntersuchung A
Schalolte, Schnitttauch
Reis Aphetenchoides hesseyi  1Anlage 2, A3, Saatgut Saztgutuntersuchung 12
Ackerbohnen und Erbsen Ditytenchus dipsaci Saatyutverardnung: Dritte Anderung der Saatgulverordnung,  [Saatgutuntersuchung 13
Bundesgesstzblatt 1989, Teil 1 5. 2029
Erdbeerpflanzen Aphefenchoides besseyi |Pllanzenbeschauverordnung vam 03,12 2002 (BGBL 1 Nr 83 PHanzenherzunter- 14
5. 4483} suchung
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Kulturen Nematodenarten Rechtsvorschriften Methoden Nr.
Zierpftanzen Pflanzenbeschauverordnung wvom 045.12.2002 (BGEBI. | Nr. 83
5. 4493)
Araceae, Marantaceae, Radopholus simifis Anlage 2, A 2 Pflanzen aulter Samen Bodenuntersuchung 9
Musaceae Radopholus eifrophifus {Anlage 4, Obst und Zierpflanzen Wurzeluntersuchung
Zierpflanzen, bewurzelt mit Erde (G, rostochiensis Anlage 1 his 4 Zystenexiraktion 1
Tapfpfianzen, evtl. zum G. paflida Q . : Bodenuntersuchung g
uarantanenematoden allgennein
Auspfianzen bestimmi Mealowdogyne chitwoods g Wurzeluntersuchung 15
Metaoidogyne fallax
Xiphinema amercanum
Xiphinema califormcum
Longidorus diadecturus
MNacobbus aberrans
Bonsai Pllanzenparasitire Entschetdung 2002/887FEG der Kommission vom Bodenuntersuchung 168
Hematoden 08.11.2002 Wurzeluntersuchung
Holzuntersuchung
Reben 17
Vermehrungsanlagen (Edelreis- | Xiphinema index Rebanpflanzgutverordnung, § 7. Abs. 2 Bodenuntersuchung
ung Unterlagen-Schnittgdren, auf virusitherragende
Rebschulen) Mematoden
andere virusibertragen- [Rebenpflanzgutverordnung, § 7, Abs. 2 Bodenuntersuchung 17
de Nematodenarten auf virusiberragende
Mematoden
nur Rehschulen virusibertragende Rebenpflanzgutveraordnung. § 7, Abs. 2 Machweis der Var- 18

Nematodenarten

Rultur, dann evll. kemns
Bedenuntersuchung
notwendig
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Zystenextraktion aus Bodenproben bei Globodera rostochiensis
und G. pallida

Die Zystenextraktion aus Bodenproben ist erforderlich bei Flachen aller Nutzungsrichtungen
von Kartoffeln sowie bei (Baumschul-)Fl&chen, auf denen Pflanzen angebaut, eingeschlagen
oder gelagert werden, die zum Verpflanzen vorgesehen sind.

a)

at

ad)

a 3}

Rechtliche Grundlaqe:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.12.2602 {BGBI. | Nr. 83 5. 4493):

§ 5: ,Diein Anlage 4 Teil | Spalte 1 aufgeflhrten Pflanzen, Pilanzenerzeugnisse und
sonstigen Gegenstande diden aus einem Dnttland nur eingefihr werden, nachdem
festgestellt ist, dass sie den in Spalte 2 jeweils aufgefihrlen Anforderungen entspre-
chen."

Anlage 4 Teil I; 1.1.54: Kartoffelknollen: ,Die Knellen missen ferner von einer Anbaufla-
che stammen, die als frei vom Goldenen Karoffelnematoden {Globodera rostochiensis
{Wollenweber {Behrens)) und vom Weillen Karoffelnematoden {Globodera palfida
{Stone) Behrens) festgesteilt worden ist."

§ 13h: , Die in Anlage 4 Teil H aufgefuhrten Pflanzen und Pilanzenerzeugnisse dirfen
innergemeinschaftlich nur verbracht werden, wenn sie den in Spalte 2 jeweils aufgefihr-
ten Anforderungen entsprechen.”

Anfage 4 Teil 1!, 1.1.5.3 ¢): Kartoffelknollen: ,Die Knollen mtssen ferner von einer An-
bauflache stammmen, die als frei vom Goldenen Karloffelnematoden {Globodera rosto-
chiensis (Wollenweber {Behrens)) und vom Weilken Karloffelnematoden (Globodera pal-
lida (Stone) Behrens) festgesielit worden ist.”

Richtlinie 69/465/EWG des Rates v. 08.12.1969 {(Amtshlatt Nr. 28 v. 17.02.1967,

S. 454):

Arlikel 2: , Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass PflanzkartoFein, die gewerbsmaBig in
den Verkehr gebracht werden sollen, nur auf Flachen erzeugt werden diren, bet denen
in amilicher Prifung festgestellt worden ist, dass sie nicht von Kadoffelnematoden befal-
len sing.”

Ariket 3., Wird ein Aufireten des Kartoffelnematoden festgestellt, so grenzen die Mit-
gliedsiaaten die befallzne Flache ab.”

Arikel 4 a): , Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass auf den befallenen Flachen keine
Karloffeln angebaut werden dirfen.”

Arniket 4 b): |, Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass auf den befallenen Flachen keine
Pflanzen, die zur weiteren Anpflanzung hestimmt sind, angebaut, eingeschlagen oder
gelagert werden darfen.”

Verordnung zur Neuregelunyg pflanzenschutzrechtlicher Vorschriften zur Bekdmp-
fung von Schadorganismen der Kartoffe! v. 05.06.2001 (BGBI, | S, 1006):

§ 3 (&), Die zustandige Behorde stellt fest, welcher Rasse {...) die KarloHelnematoden
auf der befallenen Flache angehdren und teilt dies den Verlligungsberechtigten und den
Besitzern der in der Sicherheitszone geleganen Grundstiicke mit.”

§ 2 {1} , Wird auf einer Anbauflache das Aufireten eines Schadorganismus nach § 1
Abs. 1 [Anm.. in diesem Fall Karntofelnematoden] festgestellt, so grenzt die zustandige
Behdrde eine Sicherheitszone ab.”



Methode 1

a4

b)

10

& 3 (1) 1. Inder Sicherheitszone diren keine Kartcfleln angebaut werden " [Anm.:
Ausnahmen in § 3 (3). Die Vermehrung von Pflanzkarlefleln auch in Ausnahmeféllen ist
nicht gestatiet .

& 3 (1) 2. . Inder Sicherheitszone diiffen bei KarcHeinematoden keing Pflanzen, die
zum Verpflanzen auf andere Flachen bestimmt sind, angebaut, eingeschlagen oder ge-
lagert werden.”

Pflanzkartoffelverordnung v. 21.10.1986 {BGBI. | 5. 182):

§ 8 (1) ,.Die Anforderungen an den Feldbestand ergeben sich aus Aniage 1..."

Anlage 1 Nr. 4:,Der Feldbestand darf einen Befall der Vermehrungsflache mit Kartoflel-
nematoden nicht erkennen {assen.”

§ 9 (2): , Die Feldbesichtigungen werden nur durchgefiihd, wenn der Anerkennungsstel-
ie oder der von ihr bestimmten Stelle oder Person durch Vorlage einer Bescheinigung
der zustdndigen Behdrde nachgewiesen wird, dass diese einen Befall mit Karlofeinema-
toden auf der Vermehrungsfliche nicht festgestellt hat....”

Probenahme und Untersuchungsmethode:

Probenahme:

Die Probenahme erfolgt nach einer wissenschaftlich anerkannten Methode (s. EPFPO
Standard PM 3/30), die reprasentative Ergebnisse erzielt. Beispiele: 1} Entnahme von
regetmaligen Bodenproben {4 oder 8 Mischproben je ha bei 400 Einstichen je ha mit
einem Bodenprobenstecher n. GOFFART {1958). 2) Die Einstichzahl wird auf die Flachen-
gréfle bezogen; Entnahme, auch mitlels Speziaimaschinen wie z. B. GPS-gestiilzter
Probeneninahmegerate. Ebenfalls maglich ist die Entnahme von Bodenproben nach
regelmafligem Raster und Abfuillen auf Biotestgefalle {Verfahren n. BEHRINGER, 1969
oder STELTER & TROMMER, 1983). Auf Konsumkartoffelflachen kann auch ein formge-
bundener Probenahmeweqg angewandt werden. Zur allgemeinen Problematik der Probe-
nahme s. z. B. BEEN & SCHOMAKER (1986}

Zystenisclierung:
Die Zystenexiraktion gliedert sich in drei Schritle:
1) Vorbereitung der Bodenproben durch Trocknen
2} Mechanische Trennung der Zysten und gleich groler Partikel von der um-
gebenden Bodenmatrix und
3} weitere Trennung der Zysten von den restlichen Bodenpartikeln.

Zu 1} Vorbereitung der Bodenproben durch Trocknen:

Durch die Trocknung wird erreicht, dass Zysten in ihrem spezifischen Gewicht herabge-
setzt und leichter als die meisten Bodenpartikel werden, weshalb sie sich dann in Flotati-
onsverfahren durch Aufschwimmen isofieren lassen. Die Trocknung erfolgt in der Regel
in Brut- oder Trockenschrinken flir zwei Tage bei einer Trocknungstemperatur von 30 —
35 °C: Feuchte Zysten Gberstehen dies ohne Beeintrachtigung der infektiositat, hohere
Temperaturen aber nicht.

Zu 2) Mechanische Trennung:

Fir die mechanische Trennung kommen verschiedene Flotationsgerate in Frage, wie
Z. B. die Fenwick-Kanne {FENWICK 1940), die Costenbrink-Kanne (O0OSTENBRINK 1830,
zit. n. HaHN, 1954) , die Schuiling-Zentrifuge {CLAYDEN et al. 1985} oder dig Geréate des

FPollahne-Systems.



Methode 1

Zu 3} Weitere Trennung:

Eine kritische Phase bei der Anwendung der Flotationsmethoden ist das Aussuchen der
Zysien nach dem Spllvorgang aus der verbleibenden Menge an Bodenresten.
QOOSTENERINK {1950, zit. n. HaHN 1854) fihrte als Erteichterung die Verwendung einer
weilten Porzellanschiissel ein, in die der Siebinhalt mit Leitungswasser eingespult wird.
Durch Zugabe einiger Tropfen eings Spllmittals wird die Oberflachenspannung des
Wassers herabgesetzt, so dass die meisten Zysten am Rand der Schale aufgefunden
werden kénnen.

Ebenfalls maglich ist die Nutzung von anderen Hilfsmitteln wie weaitere Verleilung des
gewonnenen Materials auf rechteckige Siebe oder auf mit Markierungen versehene
Zahlschalen. ScHUILING entwickelte zusatzlich zur Zentrifuge einen Flotationseparator
{CLAYDEN et al. 1985), der in einem Folgeschritt nach dem Prinzip der Fenwick-Kanne
eine weitera Trennung ermaglicht. Die Zysten werden dabei nach dem Austauf auf Fil-
terpapier gesammelt.

Die Schritle 2) und 3) sollten in einem maglichst kurzen Zeitraum ausgeflibrt werden,
weil die Zysten sonst wieder Wasser aufnrehmen und absinken. Als zusdtzlicher Arbeits-
schnitt ist gine Abtrennung der Zysten in Aceton oder Alkohol méglich (5. 2. B. SOUTHEY
1974). Dieser Schritt erfordert aber aus Griinden der Arbeitssicherheit geeignete Ab-
sauganiagen {Explosionsgefahr).

Literatur:

Been, T. & ScHomarer, C. (1992} Sampling strategies for the detection of potato cyst nema-
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Beczhie Bal, Bundesanst Land. Forsbeertsgn Bragnpcheed:n 12003 621 5394 Methode 2

Biotest mit Bodenproben oder mit inokutierten Zysten von Globodera
rostochiensis und G. pallida

Bictestverfahren nutzen die Reproduktion schiupfbereiter Individuen an den Wurzeln von
wWirtspflanzen fur den quantitativen und qualitativen Nachweis, Biotests werden u. a. einge-
setzt als Mittel

a1}

a 2}

a 3}

b)

1. des aligemeinen Befallsnachweises,

2. der Bestimmung der Aren- und Pathotypenzugehdrigkeit von Kanoffel-
nematoden,

3. for Spezialzwecke {Resistenzpriifung, Uberpriifung der Wirksamkeit vorherge-

gangener Bekampfungsmalinahmen usw. ).

Rechtliche Grundlage:

Allgemeiner Befallsnachweis: s. Methode 1

Bestimmung der Arten- und Pathotypenzugehdrigkeit von Kartoffeinematoden:
Verordnung zur Neuregelung pflanzenschutzrechtlicher VYorschriften zur Bekampfung
von Schadorganismen der Kartoffel v. 05.08.2001(BGBI. | 5. 1008).

§ 3 (5., Die zustandige Behorde stellt fest, welcher Rasse {...) die Karloffelnematoden
auf der befallenen Flache angehdren und teilt dies den Verligungsberechtigten und den
Besitzern der in der Sicherheitszone gelegenen Grundsticke mit”

fir Spezialzwecke: z. B. nach Saatgutverkehrsrecht

Probenahme und Unfersuchungsmethode:

Probenahme:

Fir den allgemeinen Befallsnachweis

Die Probenahme erfolgt nach einer wissenschafllich anerkannten Methode (s. EPPO-
Standard PM 3/30 }, die reprasentative Ergehbnisse erzieien kann. Beispiele: 1) Entnah-
me von regelmiligen Bodenproben (4 oder § Mischproben je ha bei 400 Einstichen je
ha mit einem Bodenprobenstecher n. GOFFART {1958} 2) Die Einstichzahl wird auf die
Flachengrifie bezogen, Entnahme auch mitteis Spezialmaschinen wie z. B. GPS-
gestitzter Probenentnahmegerite . Auf Konsumkartoffeiflachen kann auch ein formge-
bundener Probenahmeweg angewandt werden.

Die Art der Probenahme ist i. d. R. in den Bundeslandern per Dienstanweisung geregeit.
Fiir Baden-Witrttemberg gilt z. B.; 8 Bodenproben je ha, je angefangene 12,5 ar 1 Bo-
denprobe, bestehend aus ca. 200 cm® Boden a ca. 40 Einstiche. Es werden nur die
obersten 5 cm beprobt. Der Boden einer Probe wird direkt in die Biotestgefalie gefllll,
(Dienstanweisung des MLR vom 08.12.95).

Fiir dig Bestimmung der Aren- ungd Pathotypenzugehtrigkeit

Fur diese Zwecke liegen in der Regel hereits isolierte Zysten vor. Es ist auch mdglich,
z. B. Proben aus Befallsherden zu ziehen und direkt auf die Biotestgefale abzuflllen.
Diese Prohenahme erfolgt situationsbedingt. Einheitliche methodische Vorschriften gibt

es nicht.
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Biotest:
Verwendet werden (standardisierte) Gefille von ainem VYolumen bis ca. 300 ml. Am

besten bew&hrl haben sich bisher die eckigen Vierkammergefalle nach BEHRINGER, die
alierdings nicht mehr hergestellt werden, ersatzweise kénnen auch andere Plastikbehal-
ter wie z. B. Einkammergefalte aus mdglichst hartem und klaren Material verwandt wer-
den, die am Boden mit Wasserablaufdfinungen {z. B. mit einem L&tkolben gebrannt)
versehen sind. In diese Gefalte wird entweder a) die auf dem Acker gezogene Boden-
probe oder b) sterilisierte Einheitserde abgefillt. Im Fall b} wird eine Suspension mit de-
finierter Zahl an Eiern und Larven oder mit unverlelzten 2ysten eingespilt oder auf an-
derem Wege in die Erde eingebracht,

Hinweis: Der Inhalt frischer Zysten ist nicht sofort und im vollen Umfang schlupfbereit,
Besonders dann, wenn die Zysten vorher vom Yersuchsanstelter vorvermehrl wurden,
hat sich eine ,Ruhe- und Reifezeit" von ca. sechs Monaten vor der Eingabe in die Bio-
testgefalle als notwendig erwiesen. Wenn die Gefaie im Gewachshaus weiter betreut
werden sgllen, ist es zweckmalig. die Versuche wegen dann besseren und homogene-
ren Pflanzenwachstums zu geeigneten Zeitrdumen anzuselzen, z. B. November — Mai.
Bei der langen Zeit der Aufstellung {minimal sechs Wochen) kommt es im Gewdchshaus
aulien und innen in den Gefalen regelmalig zu Algen- und Moosbildung, wenn nicht
geeignete Gegenmalnahmen ergriffen werden. Diese grunen Schichten erschweren die
prazise Zystenzdhiung erheblich und sollten unbedingt vermieden werden, z. B. durch
Einsteilen der Gefalie zwischen Styroporplatten, Abdeckung mit schwarzer Folie mit
Stanzlochem o. &

Nach der Eingabe des Nematodenmaterials werden Augenstecklinge der ausgewahlten
Testsoren {mit Stechléffel aus der Knolle ausgestochen) aufgelegt und angedriickt.

Die Gefdlle werden an geeigneter Stelle aufgestelit und feucht gehalten. Nach ¢a. 6-8
Waochen werden die Pflanzenstangel abgeschnitlen und die neugebildeten Zysten wer-
den an den von aullen erkennbaren Wurzeln je Gefalk zahlenmalig erfasst. Falls erfor-
deriich, kann auch der Wurzelballen ausgewaschen und alle Wurzein optisch bonitiert
sowie die Erde ausgeschlammt und bonitied werden. Die Bonitur erfolgt zweckmalig mit
optischen Hilfsmitleln {Leuchtiupe ¢. &.).

Literatur:

BEHRINGER, P. (1967} Lebenduntersuchung auf Kartoffelnematoden in Einweggefalien

Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. {Braunschweig) 18 {2), 21-23.

BERRINGER , P. {1869); Feststellung zystenbildender Nematoden mit dem Biotest

im Vierkammergefa. Mitt. Biol. Bundesanst. 136, 5-7.

EPPO Standard PM 3/30 {1988): Globodera paflida & G. rostochiensis soil sampling

methods.

KORT, J., Ross, H., RUMPENHORST, H.J. & STONE, A.R. (1977} An international

scheme for identifying and classifying pathotypes of potato cyst nematodes Globodera
rastochiensis and G. paffida. Nematologica 23, 333-339.
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Zystenextraktion aus Knollenanhangerde bei Globodera rostochiensis und
G. pallida

Die Zystenextraktion aus Knollenanhangerde ist eine Mallnahme. die van einigen Imporllan-
dern geforded wird {Exporipariie ochne vorhergehenden Nachweis von Befall auf der Produkti-
onsflache}, bei imporlkontrolien an den Grenzen zu Nichtmitgliedstaaten durchgefihrt wird
und letztlich die Kontrolle einzelner Chargen auch im Handel innerhalb der EU zulasst. Die
Nachweisverfahren entsprechen denen der Anlage 1, Unterschiede ergeben sich tediglich bei
der Probenahme.

a) Rechtliche Grundlage:

a 1) PRlanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGBI. i Nr. 83 S. 4493):§ 5:
.Die in Anlage 4 Teil | Spalte 1 aufgefihrien Planzen, Pflanzenerzeugnisse und sonsti-
gen Gegenstdnde difen aus einem Dritlland nur eingefithn werden, nachdem festge-
stellt ist, dass sie den in Spalte 2 jeweils aufgefihrien Anforderungen entsprechen.”
Anlage 4 Teil |; 1.1.54: Karloffelkncllen: Die Knollen milssen ferner von emner Anbau-
flache stammen, die als frei vom Goidenen Kartoffeinematoden {Glohodera rostochien-
sis (Wollenweber {Behrens)) und vom Weillen Karlofelnematoden {(Globodera paflida
{Stone) Behrens) festgestellt worden ist."
§ 13b: , Die in Anlage 4 Teil H aufgefthrten Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse dirfen
innergemeinschaftlich nur verbracht werden, wenn sie den in Spalte 2 jeweils aufgefihr-
ten Anforderungen entsprechen.”
Antage 4 Teii Hl, 1.1.5.3 ¢): Kartoffelknollen: ,Die Knollen mussen ferner von einer An-
bauflache stammen, die als frei vom Goldenen Kanoffelnematoden {(Globodera rosto-
chiensis {(Wollenweber (Behrens)) und vom Weillen Kartoffeinematoden (Globodera
paflida {Stone) Behrens} festgestelit worden ist.”

a 2) Richtlinie 69/465/EWG des Rates v. 08.12,1969 {Amtsbl, Nr, 28 v. 17.02.1967,
5. 454):
Artikel 2: , Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass Pflanzkaroffeln, die gewerbsmaliig
in den Yerkehr gebracht werden sollen, nur auf Flachen erzeugt werden dirfen, bei de-
nen in amtlicher Prifung festgestellt worden ist, dass sie nicht von Kartoffelnematoden

befallen sind.”
Artikel 3: , Wird ein Auflreten des Kartoffelnematoden festgestellt, so grenzen die Mit-

gliedstaaten die befallene Flache ab."
Artikel 4 a}. , Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass auf den befallenen Flachen keine

Kartoffeln angebaut werden dirfen.”
Arikel 4 b). , Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dass auf den befallenen Fl&chen keine

Pflanzen, die zur weiteren Anpflanzung bestimmt sind, angebaut, eingeschlagen oder
gelagent werden durfen.”

b) Probenahme und Untersuchungsmethode:

Probenahme:

Das Ziel der Probenahme ist es, soviel Anhangerde zu gewinnen, dass sich Hinweise
darauf ergeben kdnnen, ob mit der Lieferung infektidses Nematodenmaterial verschieppt
wird. Eine standardisierte systematische Methode kann wegen der unterschiedlichen
Sauberkeit der Chargen und der Transportbehalter (von gewaschen und gebiirstet bis
hin zu annahernd ungereinigt) nicht genannt werden. Je nach Zustand der Karloffel-
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charge ist eine angepasste Methode der Erdgewinnung anzuwenden: Zusammenfegen
von Erdresten auf dem Boden von Containern, Abbirsten von Knollen mit anhafender
Erde, Ausschitten von Sacken usw. Die gewonnene Erdmenge ist dann je nach zur Ver-
figung stehender Zeit weiter zu untersuchen.

Zystenisolierung:
Die Extraktion der Zysten gliedert sich in drei Schritte:
1) Vorhereitung der Erdproben durch Trocknen,
2) mechanische Trennung der Zysten und gleich grolker Parlikel von der um-
gebenden Bodenmatrix und
J) weitere Trennung der Zysten von den restiichen Bodenparlikeln,

Zu 1) Vorbereitung der Erdproben durch Trocknen

Durch die Trocknung wird erreicht, dass Zysten meistens in inrem spezifischen Gewicht
herabgesetzt und leichter als die Bodenparlikel werden, weshalb sie sich dann in Flotati-
onsverfahren durch Aufschwimmen isolieren lassen. Die Trocknung erfolgt in der Regel
in Brut- oder Trockenschranken fir zwei Tage bei einer Trocknungstemperatur von

30 - 35° C: Feuchte Zysten Uberstehen dies ohne Beeintrichtigung der Infektiositat,
h&here Temperaturen aber nicht.

Zu 2} Mechanische Trennung

Fiir die mechanische Trennung kommen verschiedene Fictationsgerate in Frage wie
z. B. die Fenwick-Kanne (FENwICK 1940), die Qostenbrink-Kanne {Q0sTENBRINK 1850,
zit. n. HaHN 1954) |, dig Schuiling-Zentrifuge (CLAYDEN et al. 1885) oder die Gerate des
Poltahne-Systems.

Zu 3) Weitere Trennung

Eine kritische Phase bei der Anwendung der Fictationsmethoden ist das Aussuchen der
Zysten nach dem Spitvorgang aus der verbleibenden Menge an Bedenresten.
OOSTENBRINK (1850, zit. n. HAHN 1954) fiihrte als Erleichterung die Verwendung einer
weilen Porzellanschissel ein, in die der Siebinhalt mit Leitungswasser eingespilt wird.
Durch Zugabe einiger Tropfen eines Splimittels wird die Oberflichenspannung des
Wassers herabgesetzt, so dass die metsten Zysten am Rand der Schale aufgefunden
werden kénnen.

Ebenfalis méglich ist die Nutzung von anderen Hilfsmitieln wie weitere Verleilung des
gewonnenen Materials auf rechteckige Siebe oder auf mit Markierungen versehene
Zahlschalen, ScHUILING entwickelte einen Flotationseparator (CLaYDEN et al, 1885}, der
nach der Arl der Fenwick-Kanne eine weitere Trennung erméglicht. Die Zysten werden
dabei nach dem Ausiauf auf Filterpapier gesammelt,

Die Zeitdauer, in der die Schritte 2} und 3) ausgefUhrt werden, sollte sc kurz wie mdglich
sein, weil die Zysten sonst wieder Wasser aufnehmen und absinken. Als zusétzlicher
Arbeitsschritl ist eine Abtrennung der Zysten in Aceton oder Alkohol mégiich. Dieser
Schritl erforderl aber aus Grinden der Arbeitssicherheit geeignete Absauganlagen
{Explosionsgefahr).

Steht nur wenig Zeit zur Verfugung {z. B. bei Grenzkontrollen), so wird auch auf die oben
genannten Schritte verzichtet und nach dem Siebschl&mmyverfahren gearbeitet. Zwel
Stecksiebe {oben 1 mm Maschenweite, unten 0,25 mm Maschenweite)} werden zusam-
mengeflgt, die gewonnene Erde auf das obere Sieb gegeben und der Siebsatz dann mit
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einer Handbrause gespilt, bis keine Parlikel mehr ausgewaschen werden. Die Rick-
stande werden (Siebe umdrehen, aufspilen) in einer weillen Forzellanschissel o, &

gesammelt und optisch unter einer Leuchtlupe oder einem Sterepskop auf Zysten ge-
mustert.

Literatur:

CLaypeN, J.J., TURNER, 5.J. & Marks, R.J. (1985): Comparison of the Fenwick can
and Schuiling centrifuge methods for the extraction of potate cyst nematodes from soil.
ERPO Bull. 15, 285-287.

Fenwick, DWW (1940): Methods for the recovery and counting of cysts of Heteradere schachtii
from soil. J. Helminth, 27 {3/4), 118-128,

GoFFART, H. {1958). Methoden zur Bodenuntersuchung auf zystenbildende Nematoden.
Nachrichtenbl Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 10 {4}, 49-53,

HaHN, 5. {1954): Untersuchungsmethoden zum Nachweis des Kantoffalnematoden.
Machrichtenbl. Deut. Pflanzenschuizd. {Braunschweig) 8, 183-18%.
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Elektrophorese zum Arten- und Pathotypennachweis bei Globodera rosto-
chiensis und G. pallida

Wiahrend der Biotest aus biologischen Griinden eine nicht verkirzbare Bearbeitungsdauer
von mindestens sechs Wochen erforderl, kann es aus sachlichen Grinden {Exportuntersu-
chungen o. 4.) erforderlich sein, mittels biochemischer Verfahren eine schnellere Bestimmung
durchzufdhren {1-2 Tage}. Sclche Verfahren kénnen z. B, sein; Elektrophorese, lsoelekirische
Fokussierung, serologische Methoden oder PCR. Die folgenden Ausflihrungen beziehen sich
auf die zweidimensionale Gelelektrophorese der Proteine. Einschrankend muss festgehalten
werden, dass mit biochemischen Verfahren auch nur biologisch voneinander eindeutig abge-
grenzte Organismengruppen zd trennen sind. Der Aufleilung der Karoffelnematoden in Arten
liegt eine solche klare Differenzierung zugrunde, nicht aber der Aufteilung in alle Pathotypen.

a}) Rechtliche Grundlage:

Verordnung zur Neuregelung pflanzenschutzrechtlicher Vorschriflen zur Bekampfung
von Schadorganismen der Kartoffel v. 05.06 2001 (BGBL | S. 1006):

§ 3 (5): ,0Die zustandige Behdrde stellt fest, welcher Rasse {...) die Karloffelnematoden
auf der befallenen Flache angehdren und teilt dies den Verigungsberechtigten und den
Besitzern der in der Sicherheitszone gelegenen Grundstiicke mit."

b} Probenahme und Untersuchungsmethode:

Probenahme:
Venwendet werden k&nnen nur bereits isolierte und gesauberte Einzefzysten.

Methode: 5. Literatur

Literatur:

BakKeER, J. & GOMMERS, F.J. (1982): Differentiation of the potato cyst nematodes Globodera
rostochiensis and Globodera pafida and of two Globodera rostochiensis pathetypes by
means of two-dimensionaf electrophoresis. Proc. Kon. Nederl. Akad. v. Wetensch,,
Series C 85 (3), 309-314,

Odms, J.P. & HeEncke, D. (1585): Pathotypen der Karoffelnematoden. |l. Bestimmung der
Rassen von Globoders rostochiensis durch die Mikro-20-Elektrophorese von Einzelzys-
ten. Z. Pflanzenkrankh. Pflanzenschutz 92 {3), 225-232.

STEGEMANN, H. & RuMmPENHORST, H.J. (1982): Differenzierung der Nemateden Globodera

rostochiensis und G. palfida durch ein- und zweidimensionale Elektrophoresen ihrer
Froteine. Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. {Braunschweig) 43 (1), 1-7.
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Untersuchung von Kartoffelknollen {Pflanzkartoffein) auf Befall mit
Kartoffelkratzeadlchen (Ditylenchus destructor)

a}

b}

Rechtliche Grundlage:

PAanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 {(BGBI. | Nr. 83 5. 4453):

Anlage 2: Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Drittland
und innergemeinschaftliiches Verbringen bei Befall mit bestimmten
Schadorganismen verboten ist.

Az Pflanzen auter Samen

Pflanzkartoffelverordnung v. 21.10.1986 (BGBI. | 5. 192}:

§ 13, § 18 Beschaffenheitsprifung bzw. Prifung auf Knollenkrankheiten und duitere
Mangel

Probenahme und Untersuchungsmethode:

Fir dig hier dargestellte Vorgehensweise bei Probenahme und Untersuchung existiert
noch keine etablierle Methode. Folgende Techniken erscheinen geesignet:

Beschaffenheitsprufung durch vereidigte Probenehmer der Saatgutanerkennungs-
stelle (LUFA):

Bei der Prifung auf aufiere Mangel einer Fflanzkarloffelpartie ist auf folgende Symptome
zu achten:

Dicht unter der Schale von befaitenen Knollen bilden sich zundchst kleine weilte Flecke.
Biese sinken spater ein, vergroBern sich und verfarben sich Uber grau zu braun oder
schwarz. Bei fortgeschrittenem Befall wird die Schale papierartig dinn und reifdt fetztlich
auf. Darunter ist eine korkarlige, kriimelige, trockenfaule Masse sichtbar. Befallene Knol-
ien schrumpfen wahrend der Lagerung ein und kédnnen sekundar van Faulniserregern
befallen werden (BRaascH 1582),

Crer Befall in den Knolien und damit auch die Symptomauspragung nimmt bei iangerer
Lagerdauer zu, erste Befallssymptome sind zundchst noch unauffallig und Kaum zu er-
kennen. Da sich der Befall wahrend der Lagerung von Knolle zu Knolle aushreiten kann,
sind in der Regel alle Stadien der Symptomauspragung in einer betrofenen Partie zu
finden.

Probenahme:

Werden verdachtige Knollen festgestellt, so sind 5 - 10 Knolten im Plastikbsutel verpackt
und mit einem Probenbegleitschreiben mit den entsprechenden Angaben zur Probe um-
gehend der zustandigen amtlichen Untersuchungsstelle zu {iberbringen.

Untersuchung:

Fir die Laboruntersuchung werden die verdachtigen Gewebesticke aus der Kartoffel-
knolle herausgeschnitten und zerkleinert. In befallenem Knollengewebe sind alle Stadien
von Ditylenchus destructor vorhanden und kédnnen mit der Baermann-Trichter-Methode
(GoFFART 1958) gewonnen werden. Auf einen Baermann-Trichter nicht mehr als 30 g
Knollenmaterial auftragen, da sonst die Starkekdrner die mikroskopische Auswertung
behindern. Nach 48 h werden die evtl. vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas ab-
gelassen. Absetzen der Nematoden (iber mehrere Stunden durch Schwerkraft
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(Kihlschrank} oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswerlung und
Bestimmung der adulten Tiere sowie der Larven nach HoorPeER (1873},

Literatur:

BRAaaSCH, H. (1992): Dityfenchus destructor. BBA Informationsblatt Nr. 002 (2/94).

EPPO. Ditvlenchus destructor — Data sheets on quarantine pests,

GOFFART, H. (1959} Methoden zur Bedenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden.
MNachrichtenbl. Deut. Planzenschutzd. {Braunschweig) 11, 49-54.

HOOPER. D.J. (1973). Difylenchus destructor. C.I H. Descriptions of Flant-parasitic Nematodes
Set 2, No. 21
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Untersuchung von Kartoffelknollen {Pflanz- und Konsumkartoffeln) auf
Befall mit Wurzelgallenalchen (Mefoidogyne chitwoodi und Mefoidogyne
fallax)

a)

b)

Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 {BGBIL. | Nr, B3 8. 4433):

Anlage 1: Schadorganismen, deren Einfuhr aus einem Driltland und innergemein-
schaftliches Yerbringen verboten ist.

Anlage 4. Teil 1; Pflanzen, Pflanzenerzeugnisse und sonstige Gegenstande mit
Ursprung cder Herkunft aus einem Dritlland.

Anlage 4. Teil 2; Pflanzen, Pflanzenarzeugnisse und sonstige Gegenstiande mit

Ursprung in der Gemeinschafl.

Stammen die importierten Knollen aus einem Gebiet, in dem das Auftre-
ten von M. chifwoodi bzw. M. fallax bekannt ist, muss anhand von La-
borlests, visuellen Kontrollen und Schneiden der Knollen auf evtl. Befalt
untersucht werden,

Pflanzkartoffelverordnung v. 21.10.1986 (BGBI. | 5. 192):
§ 13, § 18: Beschaffenheitsprifung bzw. Prifung auf Knollenkrankheiten und dulle-
re Mange!

Anliasse fir Untersuchungen: Deutschland ist zur Zeit noch befallsfrei. Kantrolliert und
tlabortechnisch untersucht werden muss daher nur die Ware, die aus einem Befallslang
{z. B. Niederlande) importiert wird. Da nicht auszuschlielen ist, dass M. chitwoodi bzw.
M. faftax nach Deutschland eingeschleppt werden kdnnte, solite bei der Beschaffen-
heitspriofung im Rahmen der Priffung auf duere Mangel auch auf die von den Wurzel-
gallenalchen verursachten Symptome geachtet werden.

Beschaffenheitspriifung durch vereidigte Probenehmer der Saatgutanerken-
nungsstelle (LUFA):

Bei der Prifung auf aullere Mangel einer Pflanzkartoffelparie ist auf folgende Sympto-
me zu achten:

Typische Befallssymptome sing unregelmalige Anschwellungen an den Kartoffelknollen
sowie braune Lasionen in der Schale. Verddchtige Knollen herausnehmen und durch-
schneiden. Bei befallenen Knoilen ist das Gewebe bis ca. 1 ¢cm Tiefe braunlich bzw.
nekrotisch, in diesem Bereich sind die weillen Weibchen sichtbar, Das innere Gewebe
ist symptomlos. Oie dullerlichen Symptome sind sehr variabel. Kartoffelknollen kdnnen
auch stark befallen sein, ochne dass auffallige auBere Symptome vorhanden sind. Kon-
troflen mit Schnitiproben einzelner Knollen sind bei Importen aus Befallsldandern auch
ohne sichibare Schadsymptome durchzufuhren.

Probenahme und Untersuchungsmethode:

Fiir die hier dargestellte Vorgehensweise bei Probenahme und Untersuchung existiert
noch keine etablierte Methode. Folgende Techniken erscheinen geegignet:

21



Methode 6

Probenahme:

Werden verdachtige #nollen festgestellt, so sind 5 — 10 Knolien im Flastikbeutel ver-
packt und mit einem Frobenbegleitschreiben mit den entsprechenden Angaben zur Fro-
be umgehend der zustandigen amtlichen Untersuchungsstelle zu Uberbringen.

Untersuchung:

Fur die Laboruntersuchung werden verdachtige Gewebesticke aus der Kartoffelknolie
herausgeschnilten. Aus dem Knollengewebe kénnen die weillen Weibchen mitsamt
deren Eipaketen direkt herausprapariert werden, Nach Praparation der Hinterenden der
Weibchen kann das Perinealmuster zur Artbestimmung verwendet werden {(JEPSON 1883
und KarSSEN 1998). Die Larven schlopfen, wenn die Eimassen fir einige Tage bel
Raumtemperatur in Wasser aulbewahr werden {(BRAASCH 1984). Mikroskopische Be-
stimmung der Larven nach JEPSOMN {1935} und KaRSSEN (1996}

Wenn eine Sprihanlage nach SEINHORST {(1950) vorhanden ist, kann darin befalienes
Knollengewehe untersucht werden. Die Larven schlipfen nach wenigen Tagen aus den
Eimassen.

Die Unterscheidung zwischen M. chitwoodi und M. faffax ist morphologisch schwierig.
Unterschiede treten aber im Bandenmuster bei der Elektrophorese auf, die eine eindeu-
tige Andifferenzierung zulassen. Zudem sind Unterschiede im Wirtspflanzenspektrum
vorhanden (EFPO Data Sheets).

Literatur:
BraascH, H. {1994} Meloidogyne chifwoodi. BBA Informationsblatt Nr. 007 (1/94).
EPPO: Meloidogyne chitwaodi und M. fallax — Data sheets on quarantine pests.

(GOFFART, H. {1959): Methoden zur Bedenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden.
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. {Braunschweig} 11, 49-54.

JersoN, B. J. {1985): Mefoidogyne chitwoodi. C.|.H. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 8, No. 108.

KarsseN, G. {1996): Description of Mefoidogyne falfax n.sp. (Nematoda: Heteroderidae},
a root-knot nematode from the Netherlands. Fundamental and applied Nematology 19,
583-589,

SEINHORST, J.W. (1850} De betekenis van de {oestand van de grond voar het optreden van
aantasting door het stengelaaltje {Difylenchus dipsaci (Kithn)Filipjev). Tijdschr, Planten-
Ziekten 56, 231-294,
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Barchta Brol Bundesans! Land- Farstwirtssn Boagrgcmeenq (2703; 131 73,24 Methode 7

Untersuchung von Nadelholz {(auller in Form von Schnitzeln, Spanen,
Holzabfall oder Holzausschuss, Verpackungskisten, Lattenkisten, Fassern,
Paletten, Kistenpaletten, Stauholz} mit Ursprung in China, Japan, Kanada,
Korea, Taiwan oder den USA auf Bursaphefenchus xylophilus sowie seiner

Vektoren (Monochamus spp.)

Beispiel Impornt von Blockhausern aus den USA oder Kanada

aj

b)

Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05,12,2002 (BGBI, 1 Nr. 83 8. 4483):

Anlage 1. Schadorganismen, deren Einfuhr aus einem Dritlland und innergemein-
schaftliches Verbringen verboten ist (Monochamus spp.).

Anlage 2: Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Driltland
und innergemeinschaftliches Verbringen bei Befall mit bestimmten Schador-
ganismen verboten ist.

Anlage 4 Besondere Anforderungen fur die Einfuhr aus einem Drltiand und das
innergemeinschaftiiche Verbringen von Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen und
sonstigen Gegenstanden.

Teil 1: mit Ursprung in oder Herkunfl aus einem Dritlland:

E Forstpflanzen, 2.2 Holz, Absatz 2.2.4.%;

- Holz von Nadelbaumen {Coniferales) mit Ursprung in China, Japan,
Kanada, Korea, Taiwan oder den USA aulier Thuja:

Das Holz muss 30 Minuten auf eine Kerntemperatur von mindestens 56 °C
erhilzt worden sein (Hitzebehandlung}. Die Ofentrocknung kann mit einer in-
ternational anerkannten Kennzeichnung { Kiln-dried" oder K.0."} nachge-
wiesen werden,

- Holz von Thuja muss entrindet und frei von Wormléchern sein, die gréler
als 3 mm im Durchmesser sind und den Fralt von Monochamus-Arten an-

Zeigen.

Probenahme und Untersuchungsmethode:

Visuelle Kontrolle der Importware auf Austrittsidcher der Kafer { = 3 mm Durchmesser),
vorhandene Rindenreste und (oder) Blaufaule an mindestens 5 % der Holzoberflache
einer Sendung, Stichprobenuntersuchungen auch bei unauffiligem Holz. Bei unregel-
manigkeiten in den Begleitpapieren (fehlende Hitzebehandlung) muss eine Probe ent-

nommen werden:

Probenahme:

Die Probenahme kann mit einem Handbohrer {Schlangenbohrer, Forstner-Bohrer), einer
Siage oder einer Axt erfolgen, wobei eine Erhitzung der Holzspdne unbedingt vermieden
werden muss. In den Containern bzw. Waggons ist die zu konirollierende Ware oitmals
nur schwer zuganglich, tber die Probenahme muss daher in Abhangigkeit der jeweiligen
Situation entschieden werden. Der Probenumfang sallte pro Einheit mindesten 300 g
Holz betragen. Aufbewahrung und Transperl der Mischproben in Plastikbeuteln.
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Methode 7

Untersuchung:

Zerkleinerung der groben Holzstlicke mit einer Schneidmihle auf Parlikel von maximal 1
cm Lange, Pro Mischprobe Untersuchung von mindastens 150 g zerkleinerem Holz fur
48 Stunden nach der Baermann-Trichter-Methode {GOFFaRT 1834) oder in der Sprithan-
lage {SEINHCORST 1850). Sammein des Ablasses von den Trichtern einer Probe in einem
Gefall. Absetzen der Nematoden uber mehrere Stunden durch Schwerkrafi {Kiihl-
schrank) oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswerlung und Be-
stimmung. Diagnose mit Hilfe des ,EPPO Diagnostic protocol” flir Bursaphelenchus xy-
fophitus sowie des EPPO Data Sheet Bursaphelenchus xylophilus and its vectors
Monochamus alfternatus and Monochamus carolinensis'.

Literatur:

EPPO (2001): Bursaphefenchus xylophilus. Diagnostic protocels for regulated pests.
PM 744 (1)

EPPQO; Bursaphefenchus xyfophilus — Data sheets on quarantine pests.

GOFFART, H. {1959): Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoeden.
Nachrichtenbl. Ceut. Pllanzenschutzd. {Braunschweig) 11, 49-54.

SEINHORST, J.W. (1950} De betekenis van de toestand van de grond voor het optreden van
aantasting door het stengelaaltie {Difyfenchus dipsacs (Kihn)Filipjev) Tijdschr, Planten-

2iekten 56, 291-254,
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Banchia Bl Bungasars: Lanc- Forstwnsch Braunschweng (2003) 139, 25-27 Methods 8

Untersuchung von Verpackungsholz auf Bursaphelenchus xylophilus so-
wie seiner Vektoren (Monochamus spp.)

a) Rechtliche Grundlage:

a 1) Pllanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGBI. | Nr. 83 5. 4493):

Anlage 1. Schadorganismen, deren Einfuhr aus einern Drittland und innergemein-
schaftliches Verbringen verboten ist (Monochamus spp.}.

Apnlage 2: Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem DOritlland
und innergemeinschaftliches Verbringen bei Befall mit bestimmten Schador-
ganismen verboten ist.

Anlage 4: Besondere Anforderungen fur die Einfuhr aus einem Drittland und das
innergemeinschaftliche Verbringen ven Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen und
sonstigen Gegenstanden.

Teil1: ... rmit Ursprung in oder Herkunft aus einem Drittland:

E Forstpflanzen, 2.2 Holz, Absatr 2.2.4.3;

- Holz von Madelbdumen (auiier Thuja) mit Ursprung in China, Japan, Ka-
nada, Korea, Taiwan oder dan USA in Form von Verpackungskisten, Lat-
tenkisten, Fassern, Paletten, Kistenpaletten oder anderen Ladeplanken,
Stauholz, Distanzstiicken oder Tragern muss frei von Wurmlschern sein, die
gréfier als 3 mm im Durchmesser sind und den Fralk von Monochamus-
Arlen anzeigen. Feuchtigkeitsgehalt nach Ofentrocknung max. 20 %.

Absatz 2,2.4.4; Holz in Form von Schnitzeln, Spédnen, Holzabfall oder
Holzausschuss mit Ursprung in China, Japan, Kanada, Korea, Taiwan

oder den USA, Das Holz muss wahrend dem Transporl in einem Behaltnis
{Container} entseucht worden sein. Die Behdlter milssen verplombt sein.

Thuja mit Ursprung in China, Japan, Kanada, Korea, Taiwan oder den
USA : Holz muss entrindet und fet von Wurmltchern > 3 mm sein. Keine
Anzeichen von Fra von Monochamus-Aren.

a 2) Entscheidung der EU-Kommission 2001/219/EG vom 12.03.2001 lber:
Befristete Soforimalnahmen in Bezug auf ganz oder teilweise aus unbehandeitern
Madelholz hergestelltem Verpackungsmaterial mit Ursprung in Kanada, China, Japan

und den USA;
Ab dem 1. Oktober 2001 gilt: Verpackungsholz aus China, Japan, Kanada und den USA
mMuss

- eine Hitzebehandlung, 30 min bei 56 °C, oder
- eine Druckimpragnierung nach einem anerkannten Verfahren, oder
- eine Begasung mit einem zugelassenen chem. Mittel (z. B. Methylbromid)
durchlaufen haben.
Jedes Packstick muss mit einer international anerkannten Kennzeichnung versehen
sein, aus der die jeweils durchgefiihite Behandlung eindeutig hervorgeht. Fur Verpa-
ckungsholz aus China ist zusétzlich ein Pflanzengesundheitszeugnis (PGZ) erforderlich.

in Bezug auf Verpackunegsholz aus Nadelholz enweiterl die EU-Enischeidung
2001/219/EG insbesondere mit der Kennzeichnungspflicht die Bestimmungen der
Pilanzenbeschauverordnung und selzt sie damit in diesem Punkt aulier Kraft.
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Methode 8

b)

26

Der Kontrollablauf und Mafnahmen bei Holzverpackungen aus Japan, Kanada, USA
und China nach Entsch. 2001/219/EG sind in einem Ubersichtsblatt von der BBA darge-
stellt worden {BBA, Unger/Pfleilstetter, 30.11.01}.

Wesentliche Kriterien bei der Kontrolle sind dabel:

Nadelholz {ja/nein), die Kennzeichnung (vorhanden oder fehiend) und das evtl. Vor-
handensein von Verdachtsmerkmalen {Bohrltécher > 3 mm, Rinde, Holzfeuchte deutlich
Uber 20 %, frische Blaufdule).

Beij Kontrollen von Holzverpackungen aus Nadelholz ohne Griinde fiir Beanstandungen:
Um die Einhaltung, der auf der Kennzeichnung bzw. dem FGZ angegebenen Malinah-
men zu iberprifen. werden nach Ermessen des Pflanzenbeschauinspektors Stichpro-
ben entnommen. Wird 8. xylophifus nachgewiesen, muss die Vernichtung des Verpa-
ckungsholzes oder eine Behandiung nach einem amtlich zugelassenen Verfahren zur
Abtdtung des Nematoden angeordnet warden,

Probenahme und Untersuchungsmethode:

Kontrotlstellen, Orte fir die Probenahme:

- Grenzeinlassstellen

- Betriebe mit Importen, die Koniferenpackholz aus Befallslandern enthalten
{z. B. Elektronik, Autoindustrie, Granit}

- Lagerplalze fur Packholz

Probenahme:

Werden Verdachtsmerkmale festgestellt, muss eine Beprobung des Holzes erfolgen und
auf den Kiefernholznematoden untersucht werden. Die Art und Yeise der Probenahme
sowie der Umfang muss der jeweiligen Situation angepasst werden. Die Probenahme
sollte nach Méglichkeit an mehreren Stellen erfolgen und karn mit einem Handbohrer
(Schlangenbohrer), einem Akkubohrer {mit Forstner-Bohrer) oder einer Keltensidge er-
folgen, wobei eing Erhilzung der Holzspane unbedingt vermieden werden muss. Der
Probenumfang einer Mischprobe sollte mindesten 300 g Holz betragen.

Untersuchung:

Zerkleinerung des Holzes (wenn erforderlich) mit einer Schneidmihle auf Parlikel von
maximal 1 cm Lange. Untersuchung von mindestens 30 g zerkleinerem Holz pro Verpa-
ckungsstick oder 150 g pro Sendung aus Mischproben fur 48 Stunden in der Sprihan-
lage (SEINHORST 1950) oder nach der Baermann-Trichter-Methode (GOFFART 1858). Ab-
setzen der Nematoden (ber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihlschrank) oder
Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Untersuchung des Exiraktes. Diag-
nose mit Hilfe des .EPFPC Diagnostic protocol” fir Bursaphetenchus xylophifus sowie
des EPPC Data Sheet ,Bursaphetenchus xylophifus and its vectors Monochamus alter-
natus and Monochamus carofinensis”.

Im Verdachtsfall muss eine Bestétigung durch die BBA erfolgen.

Morphologische Referenzuntersuchung im Verdachtsfall:

Versand in gut verschiozsenen Réhrchen in Wasser an die BBASAG/ (Dr. Schrader).

Maolekularbiologische ldentifizierung und Verifizierung:
Mitlels ITS-RFLP durch die BBA/PS/ {(Dr. Burgermeister).




hMethode B

Literatur:

EPPO (2001): Bursaphelenchus xylophilus. Diagnostic protocols for regulated pests.
PM 74 (1),

EPPO: Bursaphelenchus xylfophifus — Data sheets on quarantine pests.

GorFFaRT, H. {1859} Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbitdende Nematoden.
Nachrichienbl. Deut. Pflanzenschuizd. (Braunschweig) 11, 49-54.

SEINHORST, J. WY, {1950} De betekenis van de toestand van de grond voar het optreden van

aantasting door het stengelaaltje (Ditylenchus dipsaci (KOhn) Filipjev) Tijdschr. Planten-
Ziekten 56, 281-294.
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Berichie Sinl Burdesanst Land- Forsteertsch Bmaunschoerg (2002 121, 28-20 Methode B

Untersuchung von Rindenhumus, Kultursubstraten, Pflanzen mit und ohne
Wurzeln sowie anhaftender Erde auf Quarantdnenematoden und schadH-
che Nematoden allgemein

a)

b}

28

Rechtliche Grundlage:

Pllanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGBI. ] Nr. 83 5, 4493);

Betroffen sind die in den Anlagen 1, 2 und 4 der o. g. Verardnung aufgefilhrien Quaran-
tanenematodenarten, die im Boden (Kultursubstraten) freilebend oder in Pflanzen vor-
handen sein kénnen sowie schadliche Nematodenarten, deren Adulte, Larven- und
Crauerstadien (Lysten} im Boden (Kultursubstraten) vorhanden sein kdnnen. Zu beach-
ten sind hierbei auch die Etnfubrverbote von Pilanzen und deren Erzeugnissen in die
Gemeinschafl bzw. das innergemeinschaltliche Verbringen geman der Anlage 3 und die
speziellen Anforderungen fir Einfuhren und Verbringen entsprechend der Anlage 4.

Eine Untersuchung kann erforderlich sein z. B. beim Expor/impor von Kompost-
substraten oder Blumenerden bzw. sonstiger Kultursubstrate, oder auch beim Ex-
port/impont von bewurzelten Planzen. Betroffen ist hiervon vor allemn Baumschuiware fur
Anpflanzungen im Freiland oder im Gewachshaus, aber auch der Handel mit Blumener-
den und Rindensubstraten. Auch Zierpflanzen, die nicht fOr Pflanzungen im Freiland be-
stimmt sind, sind diesen Regefungen unterworfen.

Prebenahme und Untersuchungsmethode:

Proebenahme:
Art und Weise sowie der Umfang der Probenahme sind nicht festgelegt, foigender Min-
destaufwand solite nicht unterschritten werden:

Rindenhumus und Kultursubstrate: Von mehreren Stellen einer Import/Exportsendung
sind mindestens zehn Einzelproben zu entnehmen und zu einer Mischprobe zu verei-
nen. Die Probenmenge einer Mischprobe sotlte 1000 ml nicht unterschraiten.

Pflanzen mit anhaftender Erde: Die Probenahme kann entweder mit einem geeigneten
kieinen Bohrstock oder aber nach Enternen des Topfes durch Entnahme von etwas Er-
de pro Topf erfolgen. Es ist dabei darauf zu achten, dass von den beprobten Pflanzen
auch Wurzeln fir die Untersuchung auf endoparasitisch lebende Nematoden {z. B. Ra-
dopholus spp., Meloidogyne spp. , Pratvfenchus spp.) entnommen werden. Die Wurzeln
kénnen zusammen mit der Badenprobe oder getrennt in Plastikbeuteln verpackt werden.
Die Probemenge solite pro Einheit mindestens 500 mi Erde {Kultursubstrat) betragen.
Die Zah! der untersuchten Pflanzen muss an den Umfang der gesamten Partie ange-
passt werden.

Untersuchung:

Fir die Untersuchung auf Nematoden in Kultursubstraten und Wurzein kann nach dem
EPPO Standard Phytasanitary Procedure ,Testing growing medium and plants in gro-
wing medium” vorgegangen werden. Nachfelgende Ausfihrungen sollen die methodi-
schen Moglichkeiten aus nematologischer Sicht ergdnzen und beschreiben weitere, zum
Teil aufwindigere Extraktionsmdglichkeiten.



Methode §

Bei erforderlicher gleichzeitiger Untersuchung auf zystaenbildende und freilebende Nema-
toden muss die zu untersuchende Mischprobe geteilt werden, Dig Untersuchung auf
Zystennematoden erfolgt dann wie in Methade 1 heschrieben. die auf freilebende Arten
ist abhangig vom Substrat:

Rindenhumus_ungd Kukltursubtrate: Je Mischprobe 300 g Wurzelanhangerde bzw, -substrat
auf mehrere Baermann-Trichter (GOFFART 1959) verteilen, und zwar direkt ohne varherige
Aufbereitung der Proke. Die Erdschicht auf dem Trichter sollte nicht dicker als 5 mm sein.
Sofern die Beschaffenheit der Probe es zulidsst, werden eflektivere Extraktionsmethoden
empfohlen {siehe unten). Sammeln des Ablasses von den Trichtern einer Probe in Rea-
genzglasern. Absetzen der Nematoden {iber mehrere Stunden durch Schwerkraf {(Kihl-
schrank) oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswertung und Be-
stimmung.

Zierpflanzen mit anhaflender Erde: Extraktion der Nematoden aus 250 ml Erde einer
Mischprobe nach einem der folgenden Verlahren:

- 5Sieh-Dekantiermethode + Baermann-Trichter

- Sieb-Schiflelmethode + Baermann-Trichter
{mit Retsch-Laborsiebmaschine, Methode nach KNUTH, 1893)

- Seinharst-Elutriator + Baermann-Trichter
{SEINHORST 1956)

- Qostenbrink-Elutriator + Baermann-Trichter
(OOSTENBRINK 1960)

- Zentrifuge/MgSO.-L8sung
{CAvENESS & JENSEN 1855, Gooris & D'HERDE 1872,
MLLER 198B0)

Wurzeluptersuchung: Mit der Sprihaniage nach SEINHORST {1950} Wurzeln grob zer-
klzinern und das Material auf mehrere Trichter der Sprihanlage verteilen. Nach sieben
Tagen werden die ewvil. vorhandenen Nemaioden in Reagenzglaser abgelassen. Absetzen
der Nematoden Uber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihischrank} ader Konzentra-
tion durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswertung und Bestimmung.

Literatur:

CaveNESS, F. E. & JENsEN, H. J. (1955) Modification of the centrifugal-fiotation technique for

the isolation and concentration of nematodes and their eggs from soil and plant tissue.
Proc. Helminth. Soc. Wash. 2, 87-89.

EPPO Standards: Phytosanitary Procedures

PM 3/60(1); Testing growing medium and plants in growing medium,
FM 3/54{1). Growing plants in growing medium prior to export.

EPFO: Data sheets an quarantine pests.
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Methode 9

GoFFarT, H. {1958): Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbitdende Nematoden.
MNachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig} 11, 48-54.

GooRIS, J. & D'HERDE, C. J. {1972). A method for the quantitative extraction of eggs and
second stage juveniles of Meloidogyne spp. from soil. State Nematalogy and
Entomology Research Station, 8220 Merelbeke, Belgium.

KNUTH, P. (1893). Stengeldlchen (Ditylenchus dipsac) im Saatgut von Ackerbohnen und
Erbsen, Untersuchungern und Ergebnisse der Jahre 1987 bis 1981 in Baden-
Wirttemberg. Gesunde Pitanzen 45, 250-254.

MUOLLER, J. (1880): Ein verbesserles Extraktionsverfahiren fur Heferodera schachii Nachrich-
tenbl. Deut, Pflanzenschutzd. {Braunschweig) 32, 21-24.

CoSTENBRINK, M. (1860): Estimating nematode poputations by some selected methods. in
"Nematology” (Hrsg. Sasser & Jenkins), Univ. North Carolina Press, 83-102.

SEINHORST, J.W. {1850): De betekenis van de toestand van de grond voor het optreden van
aantasting deor het stengelaaltje (Difylenchus dipsaci (KUhm) Filipjev) Tijdschr. Planten-
Ziekten 56, 291-294,

SEINHORST, J. W, {(1956): The quantitative exiraction of nematodes from soil. Nematologica 1,
159-164.
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Aerichte B Hundesanst Lana- Forsteifsch Sraunschwens £2063) 124 51-32 Methode 10

Untersuchung von Blumenzwiebeln und Kiichenzwiebeln, die zum Aus-
pfianzen bestimmt sind, auf Ditylenchus dipsaci und D. destructor

Untersuchungen sind erforderlich z. B. beim Export/Import von Steckzwiebeln. auch innerhialb
der Gemeinschaft,

a)

b)

Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGEJ. | Nr. 83 5. 4493):

Anlage 2. Ffianzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Drittland
und innergemeinschaftiches Verbringen bet Befall mit bestimmten Schad-
grganismen verboten ist.
A 2: Pflanzen, auler Samen:
Blumenzwiebein (in Anlage 2 namentlich aufgefihrt) und Kiichenzwie-
beln milssen fret sein von Ditylenchus dipsaci und teilweise auch von
Ditylenchus destructor

Probenahme und Untersuchungsmethoden:

Flr die hier dargestellte Vorgehensweise bei Probenahme und Untersuchung existiert
noch keine etabliede Methode. Folgende Techniken erscheinen geeignet:

Probenahme:
Je 100 kg Pflanzgut von Zwiebelgewdchsen (Blumenzwiebel und Klichenzwiebel} wird

eine Mischprobe von 25 Zwiebeln gezogen.

Untersuchung:

1. Sprihanlage nach SEINHORST (1950); Von den Zwiebeln werden die Hlliblatler ent-
fernt, die Zwiebeln zerkleinert und das Material auf mehrere Trichter der Sprihaniage
verteilt {nicht mehr als 50 g Zwiebelmaterial pro Trichter). Nach 48 h werden die evil.
vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas abgeiassen. Absetzen der Nemataden
Uber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihischrank) oder Konzentration durch
Zentrifugieren. Mikroskopische Auswertung und Bestimmung von Difyfenchus dipsacy
rnach HoOPER (1972) bzw. D. destructor nach HOOPER (197 3).

2. Baermann-Trichter-Methode mit Wasserstoffperoxid: Der Baermann-Trichter wird mit
Wasserstoffperoxid angereichertem Wasser {2 mi pro Liter, 30%-iges H;O», nach
HIRLING 187 1) geflllt. Von den Zwiebeln werden die Hitllplatier entfernt, die Zwiebeln
zerkleinert und das Material auf mehrere Baermann-Trichter verleilt. Auf ginen Baer-
mann-Trichter nicht mehr als 50 g Zwiebelmaterial geben. Nach 48 h werden die aevil,
vorhandenen Nemataden in ein Reagenzglas abgelassen. Absetzen der Nematoden
iiber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihlschrank) oder Konzentration durch
Zentrifugieren. Mikroskopische Auswerlung und Bestimmung von Difylenchus dipsaci
nach HooPer (1972) bzw. D. desfructor nach HOOPER (197 3},
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Methode 10

Literatur:
EPPO: Ditylenchus dipsaci und 0. destructor — Data sheets on quarantine pests.

GOFFART, H. {1859} Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden.
Nachnchtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 11, 49-54.

HIRLING, W, {1971} Die Wirkung von Wasserstoffperoxid bei der Isclierung von Nemateden.
Z. Pflanzenkrankh. Pflanzensch. 78, 335-343.

HooreR, D.J. (1972 Ditylenchus dipsaci. CIH Descriptions of Plant-parasitic Mematodes
Set 1, No. 14,

Hoorer, D.J. (1973} Ditylenchus destructor. CIH Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 2, No. 21

SEINHORST, J.W. {1950): De betekenis van de toestand van de grond voor het optreden van
aantasting door het stengetaaltje (Ditylenchus dipsaci (Kihn) Filipjev} Tijdschr. Planten-
ziekien 56, 291-284.



Bench'e Bial Bundesanst, Land- Forsbansch Brasnschesg 47003 124, 33-M Methode 11

Saatgutuntersuchung bei Kiichenzwiebel, Schalotte und Schnittlauch
sowie bei Luzerne und anderen kleinsamigen Leguminosen auf
Ditylenchus dipsaci

a)

)

Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 {(BGEBI. | Nr. 83 5. 4493):

Anlage 2: Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Drittland
und innergermeinschaftliches Verbringen bei Befall mit bestimmten
Schadorganismen verboten ist.

A 3: Saatgut von:
-Kichenzwiebel
-Luzerne
-Schalotte
-Schnitlauch
muss frei sein von Dityfenchus dipsaci

Probenahme und Untersuchungsmethpden;

Fir die hier dargestellte Vorgehensweise bei Probenahme und Untersuchung existiert
noch keine etablierle Methode. Saatgut von den hier betrofienen Kulturen wird zudemn oft
in Titen mit kleinsten Saatgutmengen (Gartenbedarf) verkaufsferlig abgepackt gehan-
delt. Folgende Techniken erscheinen geeignet:

Probenahme:

a) ingroBen Gebinden verpackies Saatgut: Von imporierlem Saatgut wird bei Klichen-
zwiebel, Schalotle, Schnitllauch, sowie bei Luzerne und kleinsamigen Leguminosen pro
100 kg Saatgut eine Mischprobe von 100 g entnommen. Fir die Mischprobe soll von
mindestens zehn Stellen der gesamten Parlie Saatgut entnommen weiden,

b} in kleinen Tiiten verpacktes Saatgut: Das verkaufsferig abgepackie Saatgut wird oft
in grofien Mengen {Wagenladungen) innerhailb der Gemeinschaft verbracht. Fur eine
reprasentative Untersuchung solite 1-3 % des Importes/Exportes zur Nematodenunter-
suchung entnommen werden.

Untersuchung:

1. Sprihaniage nach SEINHORST {18501 Milchwatiefilter in den Trichter einlegen, jeweils
20 g Saatgut gleichmaidig verteilen, mit einem zweiten Milchwattefilter abdecken und mit
ainern Edelstahisieb so beschweren, dass das Saatgut nicht weggespilt wird, Nach zwe|
bis drei Tagen Sprihdauer werden die evil. vorhandenean Nematoden in ein Rea-
genzglas abgelassen. Absetzen der Nematoden {ber mehrere Stunden durch Schwer-
kraft (KOhlschrank) oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswerlung
und Bestimmung von D. dipsacy bei starker Vergrélerung nach HOoPER (1872).
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2. Isolierung von Ditylenchus dipsaci aus Saatgut in Anlebnung an die Baermann-
Trichter-Methode {GOFFART 1958} und der von SCHREIBER (1977) bzw. AUGUSTIN &
Sikora (1989) beschriebenen Quellmethode: Der Baermann-Trichter wird mit Wasser-
stoffperoxid angereichertemn Wasser (2 ml pro Liter, 30 %-iges HzQO3, nach HIRLING 1971}
gefulit, Auf den Milchwattefilter im Baermann-Trichter werden jeweils 20 g Saatgut
gleichmafig verteilt, mit einem zweiten Milchwattefiiter abgedeckt und mit einem Edel-
stahisieb so beschwert, dass das Saatgut vollstandig mit Wasser bedeckt ist. Nach zwei
biz drei Tagen werden die evtl vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas abgelas-
sen. Absetzen der Nematoden Uber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kuhlschrank)
oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswertung und Bestimmung
von D, dipsaci nach HOOPER (187 2).

Literatur:

AUGUSTIN, B. & SIKORA, R.A. {1989) . Zur Methodik des Nachweises von Ditylenchus dipsacs
in Kérnerleguminosensaatgut. Gesunde Pflanzen 41, 189-192.

EPPO: Ditylenchus dipsaci — Data sheets on guarantine pests.

GOFFART, H. (1959} Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden.
Nachrichtenbl. Deut, Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 11, 49-54.

HIRLING, W. {197 1): Die Wirkung von Wasserstoffperoxid bei der |solierung von Nematoden,
Z. Pianzenkrankh. Pflanzensch. 78, 335-348.

HoorEer, D.J. (1972). Dilyfenchus dipsaci. CIH Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 1, No. 14,

SCHREIBER, E.-R. {1877 Lebensweiss, Bedeutung und Bekampfungsmdgiichkeiten von
Dityfenchus dipsaci an Ackerbohne. Dissertation TU Berlin, 1-150.

SEINHORST, J W, {1950} De betekenis van de toestand van de grond voor het optreden van

aantasting door het stengelaaltie (Ditylenchus dipsaci (Kihn} Filipjev) Tidschr. Planten-
Ziekten 56, 291-284.
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Benehie B Bondesanst Lang- Forstwidsch Braunschweig (2773 124, 35 Methﬂde '1 2

Saatgutuntersuchung bei Reis auf Aphelenchoides besseyi

Anldsse fur Untersuchungen: Derzeit fiir Deutschland nicht vorhanden. Da die Pflanzenbe-
schauverordnung diesen Nematoden mit aufiihrt, werden Untersuchungsmethoden hier nur
zitiert, aber nicht naher beschrieben.

a) Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.412.2002 {BGBI. | Nr. 83 5. 4493):

Anlage 2 Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Drittfand
und innergemeinschaftiches Verbringen bei Befall mit bestimmten
Schadorganismen verboten ist,

A Saatgut von:

- Reis
muss frei sein von Aphefenchoides besseyi (Reisblattalchen)

b) Prebenahme und Untersuchungsmethoden:

im EPPQ Standard PM 3/38(1) “Test method for rice seed” wird eine Untersuchungsme-
thode beschrieben.

Literatur;

EPPQO: Aphelenchoides besseyi — Data sheets on quarantine pests.

FRankLIN, M.T. & Siooiat, MR, (18972): C.1.H. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 1, No. 4.

EPPO Standard PM 3/38(1): Aphefenchoides besseyr. Test method for rice seed.
OEPP/EPPQ Bulletin 22(2}, 217-218B.
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Benchle Biol, Bungesans! Land- Farstirtsch, Braussciwang (2063 121, 36,37 Methode 13

Saatgutuntersuchung bei Ackerbohnen und Erbsen auf
Ditylenchus dipsaci

a)

b}

36

Rechtliche Grundlage:

Saatgutverordnung:
b - Vierle Verordnung zur Anderung saatgutrechtlicher Verordnungen vom
16. November 1989;
- Dritte Anderung der Saatgutverordnung {Bundesgesetzblatl 1988, Teil 1,
S, 2028):

LNon Stangelalchen (Dityfenchus dipsaci), parasitischen Pilzen oder Bakterien
darf Saatgut nicht in gréferem Ausmal befallen sein, wenn sich bei der Be-
schaffenheitsprifung der Verdacht eines Befalls ergibt; bei Ackerbohnen und
Futlererbsen ist ein grileres Ausmal hinsichilich des Befalls mit Stangelal-
chen gegeben, wenn in 300 Kérnern mehr als 5 Stingelalchen nachgewie-
sen werden”,

Probenahmez und Untersuchungsmethoden;

Probenahme:
Von einer Saatgutpartie wird je Anerkennungsnummer ein reprasentatives Muster von
ca. 200 g enthommen. Fir diese Mischprobe soli von mindestens zehn Stellen der ge-

samten Partie Saatgut entnommen werden.

Untersuchung:
Die Untersuchung erfolgt in Anlehnung an das ,ISTA handbook on seed health testing”,

working sheet No 57, Vicia faba — Ditylenchus dipsaci (Kihn) Filipjev; von G. CAUBEL,

Von jeder Mischprobe werden 2 x 80 g Kdrner untersuchi, die in je einem Becherglas
(800 ml} mit Wasser (berstaut und im Kihlschrank bei & °C fur 24 Stunden autbewahr
werden. Eine Erhdhung der Kérnermeinge pro Becherglas fihrt in der Regel zu erhebli-
chen Eintribungen des Wassers und sollte vermieden werden. Danach wird der Inhalt
eines Becherglases auf ein Sieb Uber einem Glastrichter mit verschlossenem Auslauf
{Silikonschlauch, Schlauchklemme} ausgeleerl, Die Karmer werden verworlen. Nach 24
Stunden werden die evil. vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas abgelassen. Ab-
setzen lassen der Nematoden Uber mehrere Stunden durch Schwerkrafl (Kiihischrank)
oder deren Konzentration durch Zentrifugieren. Mikroskepische Auswertung und Be-
stimmung nach HOOPER {1872).
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Literatur:

AUGUSTIN, B. & SIKORA, R.A. (1889) - Zur Methodik des Nachweises von Difvlenchus
dipsaci in Kémerleguminosensasatgut. Gesunde Pflanzen 41, 189-192,

ERPPO: Ditylenchus dipsaci — Data sheets on guaranting pests.

Hoorer, D.Jd. {1872): Ditylenchus dipsaci. C.1LH. Descriptions of Plant-parasitic Nema-
todes Set 1, No. 14

SCHREIBER, E.-R_ {1877} Lebensweise. Bedeutung und Bekdmpfungsmdglichkeiten von
Dityfenchus dipsaci an Ackerbohne. Dissertation TU Bertin, 1-150.
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Benehie B! Bungesans! Leng- Forstwrdseh Braunschweeg (26:53) 121 3328 Methode 14

Untersuchung von Erdbeerpflanzgut auf Aphelenchoides besseyi

a)

b)

38

Rechtliche Grundlage:

PRlanzenbeschauverordnung vom 05.12,2002 (BGBI. | Nr. 83 5. 4493);

Anlage 2. Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Orittland
und innergemeinschaflliches Verbringen bei Befall mit bestimmten
Schadorganismen verboten ist.

A2 Pflanzen, auBer Samen
von Erdbeeren
missen frei sein von Aphelenchoides besseyi

Die Blattalchen Aphefenchofdes fragariae und A. rifzemabosi sind keine Quarantane-
nematoden. Die Untersuchung auf diese Schadlinge wird daher von der Pflanzenbe-
schauverordnung auch nicht geforderl. Beide Nematodenarlen werden aber bei den
nachstehenden Methoden erfasst. Sie sind besonders fir die Qualititskontrolle in
Erdbeer-Vermehrungsbetrieben von Bedeutung.

Probenahme und Untersuchungsmethoden:

Prohenahme:

Cie Blattdlichen halten sich in den Zwischenrdumen der Blatt- und Blitenanlagen in den
Pflanzenherzen auf {(STRUMPEL 1968). Der optimale Probenahmezeitpunkt ist daher im
zeitigen Fruhjahr, wenn die Pflanzen die neuen Blatter noch nicht entfaltet haben {Vege-
tationsbeginn). Untersucht werden nur die Pflanzenherzen. Da die Befallstarke von Erd-
heerpflanzen Ublicherweise in  Alchen je 20 g Herzen" angegeben wird, sind von einer
Partie mindestens 20 PHlanzen zu untersuchen (HIRLING 187 1a).

Bei Feldbeprobung: Es sind 4 Mischproben {je 20 Pflanzen) pro ha zu entnehmen.

Beim Imporl/Export von Pflanzen: Fir die Untersuchung sind je 1000 Pflanzen (Topf-
rilanzen, Frigoware) 20 Pflanzen zu entnehmen.

Untersuchung:

1. Sprithaniage nach SEINHORST {1950); Die zerkleinerten Erdbeerherzen einer Misch-
probe werden auf mehrere Trichter der Sprilhaniage verteilt. Nach zwei bis vier Tagen
Sprihdauer werden die evll. vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas abgelassen.
Absetzen der Nematoden Uber mehrere Stunden durch Schwerkrafl (Kihlschrank) cder
Konzentration durch Zentrifugieren.

2. Isolierung von Aphelfenchoides spp. aus Erdbeerpflanzenherzen in Anlehnung

an die Baermann-Trichter-Methode (GorFFART 1959); Der Baermann-Trichter wird mit
Wasserstoffperoxid angereicherlem Wasser (5 ml pro Liter, 30%-iges Hz0», nach
HIRLING 1571 gefilit. Auf den Miichwattefilter im Baermann-Trichter werden die zerklei-
nerten Erdbeerherzen einer Mischprobe gleichmalkig verteilt, mit einem zweiten Milch-
wattefilter abgedeckt und mit einem Edelstahlsieb so beschwert, dass sie volistandig mit
Wasser bedeckt sind. Nach vier bis funf Tagen bei Zimmertemperatur werden die evli.
vorhandenen Nematoden in ein Reagenzglas abgelassen. Absetzen der Nematoden
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Uber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihlschrank} oder Konzentration durch

Zentrifugieren.

Mikroskopische Auswerlung und Bestimmung von Aphelenchoides besseyi nach
FRANKLIN & SIDDIQI {1972). Bestimmung von A, fragariae nach Siooial {1975} bzw.
A rfzemabosi nach Sipoiat {1874).

Literatur:
EFPO: Aphefenchoides besseyi — Data sheets on quarantine pests,

FRANKLIN, M.T. & SiDoial, MR, (1872): C.LH. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 1, No. 4,

GOFFART, H. {1959): Metheden zur Badenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden,
Nachrichtenbl Deut. Pflanzenschutzd, {Braunschweig) 11, 49-54.

HIRLING, W. {1971a); Zur Technik der Untersuchung von Erdheerpflanzen und Chrysanthe-
menhlatlern auf Blattalchen (Aphelenchoides fragariae und A, rifzemabosi). Anzeiger fir
Schadlingskunde und Pflanzenschutz 12, 182-185.

HIRLING, W. (187 1h}): Die Wirkung von Wasserstoffperoxid her der Isolierung von Nemateden.
L. Pflanzenkrankh. Pflanzensch. 78, 335-348.

SEINHORST, JW. (1950). De betekenis van de toesiand van de grond voor het optreden van
aantasting door het stengelaalije (Dityvfenchus dipsaci (Ki{thn) Filipjev) Tijdschr. Planten-
ziekten 56, 201-204.

Siopial, M.R. (1974). C.1.H. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes Set 3, No. 32.

Siopiol, MR, {1975). C.I.H. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes Set 5, No. 74,

STROMPEL, H. (1968}, Untersuchungen an mit Blattdlchen (spez. Aphelenchoides fragariae)
verseuchten Erdbeeren. Z. Pflanzenkrankh. Plianzensch. 75, 129-142.
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Berichte B ol Bundesanst Land- Farshw dsch Braunschweg {003) 121, 40.41 Methode 15

Untersuchung von Wurzeln bzw, Wurzelgallen bei Zierpflanzen auf Befall
mit Wurzelgallendlchen {Meloidogyne chitwoodi und M. fallax)

Anlésse fiir Untersuchungen: Impore von Zierpftanzen aus Befallsldndern, inshesondere
wenn die Fflanzen im Freiland brw. in natirlichemn Boden im Gewidchshaus angezogen wur-
den.

a} Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.12.2002 (BGBI. | Nr. 83 S, 4493):

Anlage 1: Schadorganismen, deren Einfubr aus einem Drittland und innergemein-
schaftliches Verbringen verboten ist.

b} Probenabme und Untersuchungsmethoden;

Fiir die hier dargestelite Vorgehensweise bei Probenahme und Untersuchung existiert
noch keine etablierte Methode, Widspflanzen fir M. chitwoodi sind 0. a, aus den Famili-
en der Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lillaceas, Urmbelliferae und Vitaceae be-
kannt. Bis auf wenige Differenzialwirte iberschneiden sich die Wirtspflanzenspektren
betder Mefoidogyne-Aren (5. Data sheets). Folgende Techniken erscheinen geeignet;

Visuelle Kontrelle:

Typische Befallssympiome sind unregelmalige Anschwellungen {Gallen) an den Wur-
zein. Da Zierpflanzen im aligemeinen nicht zu den empfindlich reagierenden Wirspflan-
zen zu zdahlen sind, kénnen Schadsymptome an den oberirdischen Pfanzenteilen in der
Reqgel nicht becbachtet werden, Die visuelle Kontrolle {(Stichproben) der Wurzeln ein-
zelner Pflanzen ist dem Umfang der Lieferung anzupassen.

Probenahme;

Werden verddchtige Symptome an den Wurzeln fesigestellt, so sind 2-3 Pflanzen mit
Erde und Wurzeln im Plastikbeutel verpackt und mit einem Probenbegleiischreiben um-
gehend der zustdndigen amtlichen Untersuchungsstelle zu iberbringen.

Untersuchung:

Im Labor wird zundchst Gberpriifil, ob es sich um einen Wurzelgallendlchen-Befall han-
delt {mikroskopische Untersuchung der Wurzelverdickungen). Aus den Gaillen kénnen
die weilen Weibchen mitsamt deren Eipaketen direkt herauspraparier! werden. Nach
Praparation der Hinterenden der Weibchen kann das Perinealmuster zur Arlbestimmung
verwendet werden {JEPSON 1985 und KARSSEN 1886). Die Larven schlupfen, wenn die
Eimassen fir einige Tage bel Raumtemperatur in Wasser aufbewahr! werden (BRAASCH
1894), Mikroskopische Bestimmung der Larven nach JEFPSON (1985} und KARSSEN

(1988).
Wenn eine Sprithanlage nach SEINHORST {1950) vorhanden ist, kann diese zur Exlrakti-

on der Larven aus dem Wurzelgewebe verwendet werden. Die Larven schilpfen nach
wenigen Tagen aus den Eipaketen.
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Die Unterscheidung zwischen M chitwoodi und M. fallax ist morphologisch schwierig.
Unterschiede treten aber im Bandenmuster bei der Elektrophorese auf, die eine eindau-
tige Andifferenzierung gewdhreisten. Zudem sind Unterschiede im Wirtspflanzen-
spekirum vorhanden (EPPO Data Sheets).

Literatus:
BrRaascH, H. (1894} Meloidogyne chifwoodi. BBA Informationsblall Nr. 007 (1/54).
EPPO: Melfoidogyne chitwoodi und M. fallax — Oata sheets on quaranting pests.

JErson, B. J. (1985): Mefoidogyne chitwoodi. C.1LH. Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 8, No. 106,

KARSSEN, GG, {1996): Description of Mefoidogyne faflax n.sp. (Nematoda: Heteraderidae), a
root-knot nematode from the Netherlands. Fundamental and applied Nematology 19,
583-588.

SEINHORST, J.W. (1850): De betekenis van de toestand van de grond voor het optreden van
aantasting door het stengelaalije (Ditytenchus dipsaci (KihnjFilipjev). Tijdschr. Planten-
ziekten 56, 291-294,
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Benchie Bigl Bundesanst. Land- Fevstwerisch Braonschweg (20031 $24 4244 Methode 16

Untersuchung von getopften Bonsai-Pflanzen auf das Yorkommen
pflanzenparasitischer Nematoden

a}

b)

42

Rechtliche Grundlage:

Pflanzenbeschauverordnung vom 05.92.2002 (BGB!. i Nr. 83 5. 4453):

Anlage 2: Pflanzen und Pflanzenerzeugnisse, deren Einfuhr aus einem Dritiiand und
innergemeinschaftliches Verbringen bei Befall mit bestimmten Schador-
ganismen verboten ist.

Anlage 3 Pflanzen, deren Einfuhr aus einem Drittland bzw, aullereuropaischen
Landern verboten ist;

Betriffl insbesondere bei Bonsai: Pinus spp., Chamaecyparis spp. und
Juniperus spp..

Anlage 4: Besondere Anforderungen fur die Einfubr aus einem Crittland und das
innergemeinschaflliche Verbringen von Pflanzen, Pflanzenerzeugnissen
und sonstigen Gegenstianden.

Teil 1: mit Ursprung in oder Herkunfl aus einem Dritttand:
Bonsai missen in frischem, kunstlichem cder natoriichem Kultur-
substrat angezogen worden sein. das einer Entseuchung oder
geeigneten Hitzebehandlung unterzogen worden ist, um sicher-
zustellen, dass es frei von Schadorganismen ist, und bei einer
anschlielenden Untersuchung als frei von Schadorganismen fest-
gestellt worden sein. zugleich missen angemessene Maiinahmen
getroffen worden sein, um sicherzustellen, dass das Kultursubstrat
frei von Schadorganismen bleibt.

Anforderung: Freiheit von Schadorganismen allgemein.

Entscheidung {2002/887/EG)} der Kommission vom 08.11.2002:

Regelt die Ausnahmen, die die Einfuhr von kleinwiichsig gehaltenen Pinus spp., Cha-
maecyparis spp. und Juniperus spp. aus Japan in die Gemeinschafl gestattet {betriffl
v. a. Bursaphelenchus xyfophitus und seine Vektoren).

Anlidsse fiir Untersuchungen: Bonsai kdnnen als getopfle Pflanzen mit Erde nur ein-
gefihn werden, wenn vom Exporland die geforderten Auftagen erfilit wurden, so dass
keine Schadorganismen im Substrat bzw. den Pflanzen vorhanden sein konnen. Bei der
Einfuhr von Bonsaipflanzen sind zur Uberwachung dieser Anforderung Untersuchungen
durchzuflhren, Der Nachweis von pflanzenparasitdren Nematoden jeglicher Art {nicht
nur Quarantinenematoden) ist dabei als Indikator fir nicht durchgefiihne Maknahmen
zu bewerten. Andere, schwerer nachzuweisende Quarantanekrankheiten kénnten dann
méglicherweise ebenfalls vorhanden sein (Nematoden dienen als Bioindikatoren).

Probenahme und Untersuchungsmethoden:

Fiir die hier dargestellte Vorgehensweise bei der Probenahme existiert noch keine etab-
lierle Methode. Folgende Techniken erscheinen geeignet:

Prcbenahme:

Es sind mindestens 50 Topfe einer Pflanzenpartie {maximal 10 % der Pflanzen) nach
dem Zufallsprinzip im Wurzelbereich zu beproben, auf jeden Fall aber so viel, dass még-
lichst 250 mi Substrat fiir die Untersuchung gewonnen werden, Es ist darauf zu achten,
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dass bei der Beprobung der Tdpfe auch Wurzelmaterial fur die Untersuchung auf endo-
parasitische Nematoden mit entnommen wird. Bei Partien von 50 Tdpfen oder weniger
sind alle Pflanzen zu beproben. Bei grdélieren Substratmengen sind aus einer Mischpro-
be 250 ml zu untersuchen,

Bei Bonsat aus Japan ist ging mindestens dreimonatige Quarantdnezeait nach der Ein-
fuhr vorgeschrieben (2002/887/EG). Es kann davon ausgegangen werden, dass in die-
ser Zeit bei vorhandenem Befall von Bursaphelenchus xylophitus an Finus spp. bel den
visuelien Kontrolien Anzeichen von Schadsymptomen (VWelkeerscheinungen) zu erken-
nen sein missten. Von verdachtigen Pflanzen sind Ast- und/oder Stammproben zu ent-
nehmen. Da es sich in der Regel um kleine Pflanzen handelt, kann die Probenahme mit
einer Astschere erfaolgen. Der Probenumfang sollte pro Einheit mindesten 150 g Holz
betragen. Aufbewahrung und Transport der Mischproben in Plastikbeuteln.

Untersuchung:

Fir die Untersuchung auf Nematoden in Kultursubstraten und Wurzeln kann nach dem
EPPQ Standard Phytosanitary Procedure Testing growing medium and planis in gro-
wing medium” vorgegangen werden. Nachfolgende Ausfihrungen sollen die methodi-
schen Moglichkeiten aus nematclogischer Sicht erganzen und beschreiben weitere, zum
Teil aufwendigere Exlrakiionsmoglichkeiten.

Erde bzw. Substrat von Bonsai-Wurzeln: Je Mischprobe 300 g Wurzelanhangerde bzw. -
substrat fur 48 Stunden auf mehrere Baermann-Trichter { GOFFART 1959) verteilen, und
Zwar direkt ohne vorherige Aufbereitung der Probe. Die Erdschicht auf dem Tnchter soll-
te nicht dicker als 5 mm sein. Sofern die Beschaffenheit der Probe es zulasst, werden
effektivere Extraktionsmethoden empiohlen:

- Sieb-Dekantiermethode + Baermann-Trichter

- Sieb-Schottelmethode + Baermann-Trichter
{mit Retsch-Laborsiebmaschine, Methode nach KNUTH 1883}

- Seinhorst-Ejutriator  + Baermann-Trichter
{SEINHORST 1856}

- Oostenbrink-Eiutriator + Baermann-Trichter
{OOSTENBRINK 1960}

- Zentrifuge/MgSQ,-Lisung

Sammeln des Ablasses von den Trichtern einer Probe in Reagenzglasern. Absetzen der
Nematoden (her mehrere Stunden durch Schwerkrafi (Kiihischrank} oder Konzentration
durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswertung und Bestimmung der pfianzenparasi-
taren Nematoden.

Wurzeluntersuchung: Mit der Sprihanlage nach SEINHORST (1950} Wurzeln grob zer-
kleinern und das Material auf mehrere Trichter der Sprihanlage vereilen. Nach sieben
Tagen werden die evll. vorhandenen Nematoden in Reagenzglaser abgelassen. Abset-
zen der Nematoden tUber mehrere Stunden durch Schwerkraft (Kihlschrank} oder Kan-
zentration durch Zentrifugieren. Mikroskopische Auswerlung und Bestimmung der pflan-
zenparasitaren Nematoden.
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Holzproben von Bonsai: Zerkleinerung der groben Holzsticke mit einer Schneidmithle
auf Partikel von maximal 1 cm Lange. Pro Mischprobe Untersuchung von mindestens
160 g zerkleinertern Holz fiir 48 Stunden nach der Baermann-Trichter-Methode
{GOFFaRT 1959} oder in der Sprilhanlage {SEINHORST 19830). Sammeln des Ablasses von
den Trichtern einer Probe in einem Gefalt. Absetzen der Nematoden uber mehrere
Stunden durch Schwerkraft {Kihlschrank) oder Konzentration durch Zentrifugieren. Mik-
roskopische Auswertung und Diagnose mit Hilfe des EFPO Diagnostic protocol fir Bur-
sapghelenchus xylophilus sowie des EPPO Data Sheet , Bursaphefenchus xylophilus and
its vectors Monochamus alternatus and Monochamus carofinensis®.

Literatur:

EPPO {2001). Bursaphelenchus xyfophius. Diagnostic protocals for regulated pests.
PM 744 (1),

EPPO Standards: Phytosanitary Procedures
PM A60(1% Testing growing medium and plants in growing medium.
Pkt 3/54(1): Growing plants in growing medium prior to expoit.

EPPO: Data sheets on quarantine pests.

GOFFART, H. (19539): Methoden zur Bodenuntersuchung auf nichtzystenbildende Nematoden.
Machrichtenbi. Deut. Pflanzenschutzd, (Braunschweig) 11, 49-54.

KNUTH, P. {1983} Stengelalchen {Dityfenchus dipsacy) im Saatgut von Ackerbohnen und Erb-
sen, Untersuchungen und Ergebnisse der Jahre 1987 bis 19971 in Baden-Wurttemberg.

Gesunde Pflanzen 45, 250-254.

Q0osTENBRINK, M. {1960): Estimating nematode populations by seme selected methods. In
"Nematology" {Hrsg. Sasser & Jenkins), Univ. North Carolina Press, 83-102.

SEINHORST, J.W. (1950): De betekenis van de toestand van de grond veor het optreden van
aantasting door het stengelazaltje ( Ditylenchus dipsaci (Kihn) Filipjev) Tijdschr. Planten-

Ziekten 56, 281-204.

SEINHORST, J.W. (1956):The quantitative extraction of nematodes from soil. Nematologica 1,
158-164.
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Bodenuntersuchung auf virusiibertragende Nematoden

a)

at)

a2

b)

Rechtliche Grundlage:

Richtlinie 68/193/EWG iber den Verkehr mit vegetativern Yermehrungsgut der
Rebe:

Abl {Amtsblatt der Eurcpaischen Gemeinschaften) L 093, 17.04. 1968, S. 15

zuletzt geandert mit der Richtlinie 2002/11/EG, 13. Feb. 2002, Abl. 53, 23.02.2002,

3. 20,
Anlage | Voraussetzungen hinsichtlich des Bestandes
l. allgemeine Voraussetzungen

3. Es besteht eine gribimogliche Gewadhr, dass der Boden fir Rebschulen und fiir
Multerbestande, die der Erzeugung von Basisvermehrungsgut und zertifiziertem Ver-
mehrungsgut bestimmt sind, bei der Pflanzung nicht von Schadarganismen oder de-
ren Vektoren, insbesondere von Mematoden, die Viruskrankheiten Gberiragen, infi-

Ziert ist.

Rebenpflanzgutverordnung:

Rebenpflanzgut-VO vom 21. Januar 1986, BGBL. | §. 204, zulelzt gedndert durch
Artikel 4 der zehnten Verordnung zur Anderung saatgutrechtlicher Verordnungen vom
1. Oktober 2001, BGBI. | S, 2588;

or der Besichtigung eines Rebenbestandes nach Absatz 1, fur dessen Aufwuchs die
Anerkennung erstmalig beantragt wird, ist der Anerkennungsstelle ... eine Bescheini-
gung der zustandigen Behdrde oder Stelle des Pflanzenschutzdienstes vorzulegen, aus
der hervorgeht, dass die Vermehrungsfiache frei von Nematoden der Art Xiphinema
index ist und dass andere virusiibertragende Nematoden nur in einem Ausman
vorhanden sind, das unter Gesichtspunkien des Pllanzenschutzes vertretbar ist.
Die fir die Untersuchungen erforderlichen Bodenproben sind in der Regel in der zweiten
Jahreshilfte des der Pllanzung vorhergehenden Jahres zu entnehmen. Die Bescheini-
gung darf zum Zeitpunkt der Beantragung der Anerkennung nicht alter ais funf Jahre
sein.” Diese Regetung ist seit 1.1.1993 in Kraft.

Erlduterung: aus fachlicher Sicht sind unter ,anderen virusiiberragenden Nematoden®
folgende Nematodenarten zu verstehen: Xiphinema diversicaudatum, Paralongidorus
maximus, Longidorus macrosoma, L. atfenuatus, L. efongatus, wobel letzterer als unbe-
denklich angesehen wird.

Probenahme und Untersuchungsmethoden:

Probenabhme:

Termin: Wenn miaglich, in der zweiten Jahreshalfte des der Pflanzung vor-
hergehenden Jahres,

Werkzeug: Spaten oder Edelmann-Bohrer {weitlumiger Bodenbohrer}.
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Methode 17

Bodentiefe: In Vermehrungsanlagen 30 - 60 cm, je nach Durchwurzelung und
Grindigkeit; in Rebschulen und anders genutzten Flachen
20~ 30 cm.

Anzahl Proben: Vermehrungsanlagen:
1 — 25 Ar mindestens sechs Proben, je weitere 4 Ar gine zusitzliche
Probe.
Rebschulen:
125 Ar = drei Proben, 25 - 50 Ar = sechs Proben,
= 50 Ar = acht Proben.
Eine Probe saoll etwa 1000 ml Boden umfassen.

Bodenmenge: Von jeder Probe werden 250 m! Feinerde aus verschiedenen Stellen
des Probebeutels entnommen und untersucht; wird aus methodi-
schen Griinden eine geringere Menge Boden ausgewaschen, muss
dies entsprechend haufig wiederholt werden.

Die gesamte Untersuchung ist zu wiederholen, falls nur Larven gefunden werden {Lar-
ven reichen zur Artbestimmung nicht aus).

Extraktionsmethoden:
Sieb-Dekantiermethode (Staatl. Lehr- und Farschungsanstalt NeustadtW, modifizierte

Methode nach FLEGG 1967):

* Aufschwemmung der Probe mit Leitungswasser in einer Schale
{25 cm, Inhaltca. 1.5 )

. zur besseren Aufldsung des Bodens kdinnen 5 bis 7 Tropfen HzO»2 zugegeben
werden

» 30 Sekunden Absetzen des Bodens

Dekantieren des Uberstandes auf gin Analysensieb

{20 cm, Maschenweits 200 umj

Vorgang 4 x wiederholen

Uberfuhren des Siebriickstandes in eine Schale (& 25 cm, Inhaltca. 1,5 1)

Aufschwemmen der Probe mit Wasser

30 Sekunden Absetzen des Bodens

Dekantieren des Uberstandes auf ein Analysensieb

{2 20 cm, Maschenweite 160 um)

Vargang 1 x wiederholen

. Uberfukren des Siebrickstandes auf einen Baermann-Trichter mit einem Nylo-
sieb, & 8 em, Maschenweite 150 pm

" nach 24 h (bei Raumtemperatur) abzapfen und Auswertung mittels Binokular

und Mikroskop, Artbestimmung nach BROwWN & BoaG (1975), BROWN & BOaG

{1977}, HEYNS {1975}, HOOPER {1973), PITCHER et al. (1874}, SipDiol {1974).



Methode 17

Poilahne-Kanne {LBP Bayern):

. Einweichen von 250 ml Boden in 1 | Wasser
. Einengen der Suspension mit dem Bodenprobenextraktor {Pollahne-Kanne)
. uberlaufende Suspension auf Sieb mit 160 pm Maschenweite auffangen und
dann wie ohen auf Baermann-Trichter Gberfihren
. weaiter wie bei Sieb-Dekantiermethode beschrieben.
Literatur:

BLEYER, (3. & KASSEMEYER, H.-H. (2000} Hinweise zur Untersuchung von Weinbergs- und
Rebschulbdden auf das Vorkommen von virusliberiragenden Nematoden, Staatl. Wein-
kauinstitut Freiburg.

BrownN, D.J.F & Boag, B. (1975): Longidorus macrosoma: CIH Descriptions of Flant-parasitic
Nematodes Set 5. No. 67.

Brown, D.J.F & Boac, B. {1977): Longidorus attenuatus. CIH Descriptions of Plant-parasitic
Nematodes Set 7, No. 101.

FLEGSG, J.J.M. {1967): Extraction of Xiphinema and Longidorus species from soil by a
maodificaiton of Cobb's decanting and steving technique. Ann. appl. Biol. 40, 429-437.

GorFFART, H. {1959): Methoden zur Bodenumersuchung auf nichtzystenbiidende Nematoden,
MNachrichtenbt Deut. Pflanzenschutzd. {Braunschweig) 11, 49-54.

HE¥NS, J. {(1975): Parafongidorus maximus: CIH Descriptions of Flant-parasitic Nematodes
Set 5, No. 75.

HooreR, D.J. (1973): Longidorus efongatus. CIH Descriptions of Plant-parasitic Nematodes
Set 2, No. 30.

PITCHER, R.S., Siboigl, M.R. & Brown, D.J.F. {1874): Xiphinema diversicaudatum: CIH De-
scriptions of Plant-parasitic Nematodes Set 4, No. 60,

Siookal, M.R. (1974} Xiphinema index: CIH Descriptions of Flant-parasitic Nematodes Set 3,
No. 45.
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AusschlieBlich fiir Rebschulen: Nachweis der Vorkultur

a)

)

Rechtliche Grundlage:

Rebenpflanzgutverordnung:

Rebenpflanzgut-VO vom 21. Januar 1986, BGBI. | 5. 204,
zuletzt gedndert durch Arlikel 4 der zehnten Verordnung zur Anderung saatgutrechtiicher
Verordnungen vom 1. Oktober 2001, BGEL. | S. 2588,

§ 7 Abs. 2 Satz 3;

“Die zustandige Behorde oder Stelle des Pflanzenschutzdienstes kann von der Unter-
suchung von Bodenproben bei Rebschulen absehen, wenn auf der Flache in den funf
der Nutzung zu Yermehrungszwecken vorangegangenen Jahren nachweislich aus-
schliellich Pflanzen angebaut worden sind, die keine gemeinsarmen Wirle fur virusiiber-
tragende Nematoden und fur diesen Nematoden jeweils entsprechende Viren sind.”

Methode:

Ausfiilien eines Vordruckes Uber die Vorkulturen der letzlen funf Jahre, Bestétigung
durch den entsprechenden Bewirtschafter mitlels Unterschrift. Die Untersuchungsstelle
entschetdet an Hand dieser Angaben, ob eine Bodenuntersuchung notwendig ist.

Erlduterung:
Auf folgende Nematoden-Virus-Kombinationen ist zu achten: Xiphinema index und

Grapevine fanleaf virus, X, diversicaudatum und Arabis mosaic virus, Parafongidorus
maximus und Raspberry ringspot virus {cherry-strain}, Longidorus attenuatus und Toma-
to blackring virus {engl. Stamm), L. macrosoma und Raspberry ringspot virus {engl.
Stamm), L. efongatus und Raspberry ringspot virus (schotl. Stamm) bzw. Tomato black
ring virus (schott. Stamm), wobei fir die beiden zuleizt genannten Nematodenarten ex-
perimentell noch keine Virusibertragung auf Reben nachgewiesen werden konnte,

Bei folgenden Vorkulturen muss auf jeden Fall eine Nematodenuntersuchung durchge-
fiuhrl werden: Reben {Ertragsaniagen), Spargel, Obst (Gehdlze, Beeren, Straucher),
Streuobstwiesen, kleingartnerische Nutzung.

Literatur;

BLEYER, G. & RUDEL, M. {1986): Ist die Nematodenuntersuchung in Rebschulbdden notwen-
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