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Sektion 43 - Biologischer Pflanzenschutz Il

43-1 - Jehle, J.; Herz, A.; Kleespies, R.; Keller, B.; Koch, E.; Schmitt, A.
Julius Ktihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen

Biologische Pflanzenschutzverfahren in Deutschland

Das Institut flr Biologischen Pflanzenschutz des Julius Kihn-Instituts(JKI) erhebt in Abstanden von mehreren
Jahren die Verwendung biologischer Pflanzenschutzverfahren in der Landwirtschaft, im Wein- und Gartenbau
sowie im Forst. Diese Erhebungen umfassen sowohl die Anwendung von Viren und Mikroorganismen als auch
den Einsatz von Niitzlingen.

Die jlingste Erhebung wurde im Jahr 2011 durchgefiihrt und zeigt, dass der biologische Pflanzenschutz in den
vergangenen Jahren einen deutlichen Zuwachs zu verzeichnen hat. Mit der Novellierung der Pflanzenschutz-
mittelzulassung aufgrund der neuen Verordnung EC 1107/2009 und den Vorgaben der Nachhaltigkeitsdirektive
2009/128/EC ist davon auszugehen, dass sich dieser Trend auch in Zukunft fortsetzen wird.

Der Vortrag soll einen Uberblick (iber die derzeitige Anwendung biologischer Verfahren geben.

43-2 - Lerche, S."; Sermann, H.?; Biittner, C.?

Y Humboldt-Universitat zu Berlin, aktuell: ZALF, Institut fiir Landschaftsbiogeochemie
2 Humboldt-Universitat zu Berlin

Lecanicillium muscarium - ein entomopathogener Pilz mit Bekdmpfungspotential gegen

endophytische Schadorganismen?
Lecanicillium muscarium - an entomopathogenic fungus with potential against endophytic pests?

Entomopathogene Pilze kénnen gegen endophytisch lebende Pflanzenschédlinge eingesetzt werden. Der Pilz
Lecanicillium muscarium ZARE und W. GAMS ist beispielsweise nach oberflachlicher Applikation in der Lage,
Larven der Kastanienminiermotte Cameraria ohridella DESCHKA und DIMIC in den Blattminen zu infizieren und
abzuttten.

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen sollte geklart werden, wie sich die Entwicklung des
Entomopathogens auf dem Pflanzenblatt und in der Blattmine vollzieht. Dazu ist eine Sporensuspension auf die
Oberflache intakten Blattmaterials und auf Blattminen appliziert worden. In regelmaBigen Abstdanden wurden
oberflachliche Proben und solche aus den Blattminen préapariert und die Entwicklung des Pilzes untersucht.
Dabei konnte festgestellt werden, dass sich der Pilz auf pflanzlichem Material mit den gleichen morpho-
logischen Strukturen entwickelt, wie sie auch bei dem Wachstum auf einem Insektenwirt ausgebildet werden.
Uberraschend war der Nachweis der Sporulation des Pilzes auf intaktem Pflanzengewebe in vélliger Abwesen-
heit eines tierischen Wirtes. Es gibt darlber hinaus deutliche Indizien fiir ein endophytisches Wachstum des
Pilzes.

Es stellt sich die Frage, ob L. muscarium-Stamm V24 ebenfalls - so wie andere entomopathogene Pilzstimme
auch - fir Bekdmpfungsstrategien gegen endophytische Schadorganismen verwendet werden konnte.

43-3 - Stephan, D.
Julius Kuihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen

Anwendbarkeit des insektenpathogenen Pilzes Isaria fumosorosea zur Bekampfung des

Pflaumenwicklers und anderer Wickler-Arten
Application of the entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea for control of the Plumfruit Moth and other fruit
moths

Im Rahmen eines vom BOLN geférderten Projektes zur biologischen Bekdmpfung des Pflaumenwicklers wurde
in Labor- und freilandnahen Versuchen die Anwendbarkeit des insektenpathogenen Pilzes Isaria fumosorosea
untersucht.

Die Laborergebnisse veranschaulichen, dass . fumosorosea gegen Cydia pomonella, C. funebrana, C. molesta und
Eupoecilia ambiguella wirkte. Das verwendete Isolat erwies sich im Vergleich zu anderen insektenpathogenen
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Isolaten der Gattungen Metarhizium, Beauveria und Verticillium als wirksamer. Wurden in Laborversuchen den
Altlarven zum Verpuppen mit I. fumosososea behandelter Rindenmulch oder Wellpappe angeboten, konnte eine
deutliche Reduktion des Falterschlupfes beobachtet werden. Es zeigte sich aber auch, dass beim Vergleich von
wassrigen und Olformulierungen reines Rapsél die Schlupfrate drastisch reduzierte.

In freilandnahen Persistenzversuchen wurde geprift, wie lange der Pilz auf Rindenmulch lebensféhig und somit
wirksam bleibt. In 2010 und 2011 durchgefiihrte Versuche zeigten, dass Uber den zwei monatigen Unter-
suchungszeitraum die Wirksamkeit des Pilzes trotz direkter Sonnenexposition und teilweise kraftigen Regen-
gussen nicht nachlieB. Wurden I. fumosorosea und M. anisopliae hinsichtlich ihrer Persistenz verglichen, so zeigte
I. fumosorosea eine deutlich langere Wirksamkeit als M. anisopliae. Ein Mischen des Substrates mit /. fumosorosea
war im Vergleich zu einer reinen Sprithbehandlung wirksamer.

Da sich das verwendete I. fumosorosea-Isolat einfach in Flussigkultur fermentieren lasst, hingegen im Feststoff-
Fermenter die Sporenausbeute unbefriedigend war, wurden ergdanzend die unterschiedlich produzierten
Sporen miteinander verglichen. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Submerssporen des untersuchten Pilziso-
lates hinsichtlich ihrer Virulenz, Persistenz und Produzierbarkeit glinstiger als Konidien zu bewerten sind.

43-4 - Rose, J.; Kleespies, R.; Jehle, J.
Julius Kihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen

Untersuchungen zur biologischen Bekampfung des Buchsbaumziinslers Cydalima

perspectalis mit Baculoviren
Investigations on biological control of the box moth Cydalima perspectalis with Baculoviruses

Seit einigen Jahren werden Buchsbaumbestande in Europa zunehmend durch den Buchsbaumziinsler, Cydalima
perspectalis (Lepidoptera: Crambidae), bedroht. Der urspriinglich aus Asien stammende Schadling breitet sich
sowohl passiv durch den Verkauf befallener Buchspflanzen als auch aktiv durch den Falterflug rasch aus.

Untersuchungen zur Biologie und Moglichkeiten der biologischen Bekdampfung von C. perspectalis sind im
Institut fir Biologischen Pflanzenschutz des JKI durchgefiihrt worden. Die Empfindlichkeit von neonaten Larven
wurde gegeniiber zwei Stimmen von Kernpolyederviren aus Anagrapha falcifera (AnfaNPV) in Labor-Biotests
gepruft. Das besser wirksame Virus fliihrte zum Absterben der Schadlingslarven mit einem LCg,-Wert von 7,8 x
10° Polyeder/ml. Die Infektion von C. perspectalis Larven durch AnfaNPV konnte in licht- und elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen bestatigt werden. Weiterhin wurden die beiden Virusstimme genetisch
untersucht und verglichen.

43-5 - Wennmann, J."; Essam, W.?; EI-Menofy, W.?; Abdallah, N.?; Jehle, J."

Y Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen
? Cairo University, Giza, Agypten

Virulenzanalyse von Agrotis spezifischen Baculoviren zur verbesserten biologischen
Bekdmpfung von Eulenraupen

Arten der Gattung Agrotis (Noctuidae, Lepidoptera) sind nahezu weltweit verbreitet und als schwierig zu be-
kampfende Schadlinge in der Landwirtschaft bekannt. Die Larven, welche auch als Erdeulen bezeichnet werden,
fressen vor allem an unterirdischen Pflanzenteilen, wo sie beachtlichen Schaden anrichten kénnen.

In der Vergangenheit wurden vier verschiedene Baculoviren aus Larven der Wintersaateule (Agrotis segetum)
und Ypsiloneule (Agrotis ipsilon) isoliert: Agrotis segetum Nucleopolyhedrovirus A (AgseNPV-A, Polnisches Isolat),
Agrotis segetum Nucleopolyhedrovirus B (AgseNPV-B, UK Isolat), Agrotis ipsilon Nucleopolyhedrovirus (AgipNPV,
lllinois Isolat) und Agrotis segetum Granulovirus (AgseGV). Baculoviren sind extrem wirtsspezifisch und zeichnen
sich zugleich durch eine sehr hohe Virulenz aus, was sie als optimale biologische Antagonisten zur Be-
kdampfungen von Schéadlingen erscheinen lasst. Larven von A. segetum und A. ipsilon kénnen von allen vier auf-
gefiihrten Viren, jedoch mit unterschiedlicher Effektivitat, infiziert werden. Auch Ko-Infektionen, Infektionen bei
denen ein Wirtsindividuum von mehreren Agrotis Baculoviren infiziert wird, sind dokumentiert.

Das Ziel dieser Arbeit war, den Einsatz dieser vier Baculoviren zur Bekdmpfung der Schadlinge A. segetum und A.
ipsilon mittels Bioassays (Bestimmung der mittleren lethalen Konzentration, LC,,) zu bewerten. Besonders im
Zuge des Resistenzmanagements gilt es zu berlicksichtigen, ob ein Einsatz mehrerer Baculoviren dem Einsatz
eines einzelnen Isolats vorzuziehen ist. Dies wurde berlicksichtigt, indem die Veranderung der Mortalitat von A.
segetum Larven untersucht wurde, die zuvor mit AgseNPV-B und AgseGV ko-infiziert wurden.
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43-6 - Muftah Alkhayat, D.; Karlovsky, P.; Vidal, S.
Georg-August-Universitat Gottingen

Entomopathogens as Endophytes

Whereas there is increasing evidence demonstrating that several strains of the entomopathogenic fungus Beau-
veria bassiana can endophytically colonize different plant species and demonstrating the insecticidal effects on
some target pests, only few papers have so far proved this colonisation inside plant tissues.

In our research, we hypothesize that three strains of Beauveria bassiana (Bb), and two strains of Metarhizium
anisopliae are able to successfully endophytically colonize two varieties of tomato plants (Solanum lycopersicum);
'Harzfeuer' and 'Ruthje', with no significant production of mycotoxins, and significant insecticidal effects on
greenhouse whitefly development (Trialeurodes vaporariorum). Plants were inoculated with fungal conidios-
pores or blastospores in different ways; such as seed treatments, foliar applications, agar block applications, or
root inoculations, and left growing under greenhouse conditions. At harvest time, plants were checked for suc-
cessful endophytic colonization by re-isolating the target fungi on selective medium from the plant stems and
leaves, checking the presence of the fungal DNA inside the plant tissues by applying Real-Time PCR and investi-
gating the production of mycotoxins (i.e. Beauvericin and Destruxin A), using HPLC analysis. Thereafter, colo-
nized plants were offered to greenhouse whitefly to assess their insecticidal effect on the development of the
larvae.

Our results demonstrate that endophytic entomopathogenic fungi can be a new option for biological control
strategies. Future research will analyse a wider spectrum of potential mycotoxins and will look at the interactions
between host plant colonisation by the fungi and plant metabolism, as well as the interaction between the en-
dophytic entomopathogenic fungus and other plant pathogens.

43-7 - Lohse, R."; Jakobs-Schénwandt, D."”; Vidal, S.?; Patel, A."

Y Fachhochschule Bielefeld
2 Georg-August-Universitit Gottingen

Fermentation und Verkapselung eines endophytischen Beauveria bassiana-lsolats zur
Etablierung einer neuen Pflanzenschutzstrategie

In den letzten Jahren hat die Suche nach alternativen Pflanzenschutzstrategien aufgrund von Resistenz-
entwicklungen und politischen Vorgaben erheblich an Bedeutung gewonnen. Eine innovative Mdglichkeit
Kulturpflanzen auf biologische Weise vor dem Befall von Schadinsekten zu schiitzen, besteht in der Nutzung des
entomopathogenen Nutzpilzes Beauveria bassiana, welcher sich endophytisch in den Pflanzen etablieren kann.
In einem kiirzlich bewilligten BMBF-Projekt werden daher die Entwicklung eines neuartigen Fermentations- und
Formulierungsverfahrens fiir ein endophytisches B. bassiana Isolat (ATP-04) entwickelt. Ziel ist es dabei, den Pilz
in einer moglichst widerstandsfahigen Dauerform, wie den Submers-Konidiosporen (SKS), massenzuvermehren
und im Anschluss so zu formulieren, dass er Rapspflanzen systemisch besiedelt und, analog zu herkdmmlichen
Insektiziden oder transgenen Pflanzen, vor Schadinsekten schiitzt.

B. bassiana ATP-04 wurde zundchst in verschiedenen technischen Kulturmedien basierend auf unterschiedlichen
Kohlenstoffquellen, Mineralien und Hefeextrakten im Schuttelkolbenmafstab angezogen. In einem Mineral-
medium mit 5% Melasse wurde nach einer Kultivierungsdauer von 170 h eine Sporenausbeute von 9,2 x
10° SKS/g Substrat erzielt. Dabei konnte die Ausbeute durch die Zugabe von 50 g/I NaCl auf 2,0 x 10'° SKS/g
Substrat gesteigert werden. Bei der Fermentation im 2 L-Rihrkesselreaktor konnte ohne Salzzugabe nach 170 h
eine Sporenausbeute von 1,3 x 10'° SKS/g Substrat erreicht werden. AuBerdem lieB sich der Anteil an SKS in
Bezug auf den Gesamtsporenertrag durch NaCl-Zugabe von 40 auf 86 % steigern.

Im Anschluss an die Vermehrung des Pilzes erfolgten die ersten Versuche zur Verkapselung der Biomasse. Dazu
wurde der Einfluss verschiedener Nahrstoffzusatze auf das Auswuchsverhalten des Pilzes aus feuchten und ge-
trockneten Ca-Alginatkapseln untersucht. Uber die Messung des radialen Myzeldurchmessers konnte gezeigt
werden, dass die Steigerung des Myzelwachstums bei Kapseln mit 1 % Hefeextrakt und 2 % Protein gegentiber
Kapseln ohne Nahrstoffe bei 30 % und bei Kapseln mit 1 % autoklavierter Backerhefe und 2 % Protein bei 42 %
lag. Des Weiteren wurden je 5 g der feuchten Kapseln an Wurzeln von 3 Wochen alten Rapspflanzen platziert
und unter Gewachshausbedingungen inkubiert. B. bassiana konnte in 2 von 10 Behandlungen aus dem
Pflanzenmaterial re-isoliert und mittels molekularbiologischer Methoden nachgewiesen werden.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, B. bassiana ATP-04 in kostenglinstigen Kulturmedien zu
sehr hohen Zelldichten zu kultivieren und mit Hilfe von Verkapselungsmethoden zu formulieren. Weitere Ver-
suche werden sich mit der gezielten Herstellung der Submers-Konidiosporen unter Anwendung innovativer
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Mess- und Regelungstechniken beschaftigen. Des Weiteren werden ein Screening von Kapselmaterialien und -
zusétzen sowie Wirksamkeitstests an verschiedenen Raps-Schadlingen erfolgen.

43-8 - Vemmer, M.; Patel, A.
Fachhochschule Bielefeld

Entwicklung von CO, freisetzenden Lockstoffkapseln zur Bekampfung bodenbiirtiger

Schadinsekten - erste Ergebnisse
Development of CO, releasing beads to control soil-borne insect pests - first results

Viele Schadinsekten nutzen Kohlenstoffdioxid (CO,) zur Lokalisierung ihres Wirtes (DOANE et al,. 1975, HIBBARD
und BJOSTAD 1988, BERNKLAU et al. 2005). Das bedeutendste Beispiel fiir die Landwirtschaft hierfir ist der West-
liche Maiswurzelbohrer (Diabrotica virgifera), dessen Larven sich zur Lokalisierung ihrer Hauptnahrungsquelle,
der Maispflanze, an einem von den Wurzeln ausgehenden CO, Gradienten orientieren (Strnad et al. 1986). Der
Westliche Maiswurzelbohrer verursacht durch Ertragsverluste und die Kosten fiir seine Bekdampfung in den USA
jahrlich einen Schaden von etwa einer Milliarde Dollar (CHANDLER, 2003) und ist seit Anfang der 1990er Jahre
auch in Europa auf dem Vormarsch (O A 2011).

Der grof3flachige Einsatz von Bodeninsektiziden ist problematisch, da nur ein Teil des Wirkstoffes die Larven
erreicht. Effektivere Insektizidanwendungen wiirden 6kologische und 6konomische Vorteile bieten. Studien
haben gezeigt, dass kinstliche CO,-Quellen D. virgivera Larven anziehen und von Maiswurzeln weglocken
kénnen (attract-Strategie) und auf diese Weise die Effektivitdit von Bodeninsektiziden steigern konnen
(attract&kill-Strategie) (BERNKLAU et al., 2004, SCHUMANN et al., 2011). Deshalb besteht ein grofes Interesse an
Pflanzenschutzmitteln, die auf der attraktiven Wirkung von CO, basieren. Bei der Entwicklung der Formulierung
stehen Stabilitat, Handhabbarkeit und vor allem die Langzeitfreisetzung des CO, im Vordergrund.

Eine kiinstliche CO,-Quelle wurde in unterschiedlichen Konzentrationen mit oder ohne Additive mit Hilfe einer

Tropfmethode in Ca-Alginat verkapselt (& = 2,7 £ 0,2 mm). Es wurden sowohl die Auswirkung unterschiedlicher

Konzentrationen der CO,-Quelle auf die Dauer und Menge der Freisetzung als auch der Effekt von Additiven mit

Potential zur sofortigen und verzdgerten Steigerung der CO,-Freisetzung untersucht. Dafir wurden CO,-

Bildungsraten von isolierten Kapseln und CO,-Konzentrationen in mit Erde und Kapseln befiillten Topfen ge-

messen. Hierbei zeigte sich, dass Additive die CO,-Freisetzung sowohl erhéhen als auch verldngern kdénnen. In

der Erde konnte eine signifikante CO,-Freisetzung tiber drei Wochen gemessen werden.

Weitere Versuche beschéftigen sich mit der Optimierung der Formulierung mit dem Ziel eine verldangerte Frei-

setzungsdauer zu erreichen.
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