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Entwicklung und Implementierung von
Baculoviren im biologischen Pflanzenschutz

Development and Implementation of Baculoviruses for Biological Control

Zusammenfassung

Baculoviren sind eine Gruppe insektenpathogener Viren,
welche die derzeit selektivsten biologischen Insektizide
zur Bekdmpfung von Schadlepidopteren sind. Ihre aus-
gesprochene Wirtsspezifitit macht sie zum idealen Be-
kdmpfungsmittel einzelner Schliisselschidlinge in land-
und gartenbaulichen Kulturen. In Deutschland wird
hauptséchlich das Apfelwicklergranulovirus (CpGV) ein-
gesetzt. Mit seiner Entdeckung, Erforschung und Ent-
wicklung als Bioinsektizid wurde der Grundstein fiir eine
erfolgreiche biologische Apfelwicklerbekdmpfung gelegt.

Stichworter: Apfelwickler, CpGV, Granulovirus,
Nucleopolyhedrovirus

Abstract

Baculoviruses are a group of insect-specific viruses, which
represent the currently most selective agents available
for the control of lepidopteran pests. Their unique host
specificity makes them an ideal control agent of key pests
in agriculture and horticulture. The most important ba-
culovirus agent used in Germany is the codling moth gra-
nulovirus (CpGV). Its discovery and the subsequent re-
search and development as a biocontrol agent were the fun-
dament of a successful biological control of codling moth.

Key words: Codling moth, CpGV, granulovirus,
nucleopolyhedrovirus

Baculoviren

Virusinfektionen werden bei allen Lebensformen beob-
achtet: bei Menschen und Tieren, Pflanzen und Mikro-
organismen, bei Eukarya, Bakteria und Archaea. Die
Infektionen von Insekten mit Baculoviren gehoren mit zu
den altesten, die in der Menschheitsgeschichte beob-
achtet worden sind (BEnz, 1986). Unter Baculoviren
(Familie: Baculoviridae) versteht man eine Gruppe aus-
schliel3lich gegen Insekten wirksamer Viren mit einem
zirkuldren doppelstrangigen DNA-Genom von 80 - 180
Kilobasenpaaren (kbp). Sie weisen stdbchenformige Vi-
ruspartikel (Virionen) mit einer Lange von 250 - 300 nm
auf. Ein weiteres herausragendes Merkmal von Baculo-
viren ist die Bildung eines Einschlusskorpers (Occlusion
Body, OB), in dem die einzelnen Virionen eingebettet
sind (Abb. 1). Das Vorkommen der Baculoviren wurde
durch molekulare Untersuchungen bei den Insektenord-
nungen Lepidoptera, Hymenoptera und Diptera bestétigt
(JEHLE et al., 2006a).

Wegen ihres grol’en biotechnologischen Potenzials
sind Baculoviren die am besten charakterisierten insek-
tenpathogenen Viren. In den vergangenen Jahren und
Jahrzehnten wurden sie einerseits unter dem Gesichts-
punkt ihrer Verwendung als hoch wirksame biologische
Insektizide untersucht. Einige von ihnen wurden zu den
selektivsten Insektiziden entwickelt, die uns heute zur
Verfiigung stehen (HUBER, 1998). Andererseits wurde mit
dem Baculovirus-Expressionsvektor-System eine leis-
tungsfdhige gentechnologische Methode etabliert, um
eukaryontische Proteine in grof3en Mengen in kultivier-
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Abb. 1.

Vermehrungszyklus des Apfelwickler-Granulovirus. Die im Einschlusskorper eingeschlossenen Viruspartikel werden mit dem Fraf

aufgenommen. Die Einschlusskérper 16sen sich unter den alkalischen Bedingungen (hoher pH-Wert!) des Mitteldarms auf (Lyse) und setzen die
infektiésen Viruspartikel frei. Diese tiberwinden die peritrophe Membran (PM) und binden an die Microvilli der Mitteldarmzellen. Die Virus-
partikel werden zum Zellkern transportiert, wo es zu einer ersten Vermehrung kommt (Primérinfektion). Aus dieser Primarinfektion gehen
neue, nicht eingeschlossene Viren (budded virus, BV) hervor, die sich mit der Zellmembran der infizierten Wirtszelle umgeben. Dadurch sind sie
fiir die Immunabwehr des Wirtes nicht erkennbar. Die nicht eingeschlossenen Viren (BV) verursachen Sekunddrinfektionen in anderen Zell-
typen, z.B. Blutzellen, Fettkérperzellen, usw. Erst gegen Ende des Vermehrungszyklus werden wieder eingeschlossene Viren gebildet. Die
infizierte Larve stirbt. Die Larvenkadaver zerflieflen hdufig und setzen neue Viren frei.

ten Insektenzellen zu exprimieren (SMmITH et al., 1983). In
jlingster Zeit schlief3lich haben diese Viren ein Interesse
bei der somatischen Gentherapie beim Menschen gefun-
den (Kost und CONDREAY, 2002).

Erste Versuche, die Nonne (Lymantria monocha) durch
Aussetzen virusinfizierter Nonnenlarven zu bekdmpfen,
wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts unternom-
men. Seit Anfang der 1960er Jahre, als man die nega-
tiven Auswirkungen vieler chemischer Insektizide auf
den Naturhaushalt zunehmend erkannte, nahm die
Forschung und Entwicklung biologischer Insektizide, die
auf Baculoviren basierten, einen rasanten Aufstieg. In
diese Zeit fiel auch die Entdeckung des Apfelwickler-
granulovirus (Cydia pomonella granulovirus, CpGV), das
1963 im Valle de Allende (Mexiko) von Leo CALTAGIRONE
gefunden wurde (TanaDA, 1964). Seitdem wurde das
CpGV unter mafRgeblicher Beteiligung von Dr. Jiirg
Huger und Dr. Erich DickLER am Institut fiir Biologischen
Pflanzenschutz (Darmstadt) bzw. Institut fiir Pflanzen-
schutz im Obstbau (Dossenheim) der damaligen Biologi-
schen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft (BBA)
zu einem der bedeutendsten biologischen Bekampfungs-
mittel des Apfelwicklers entwickelt. Absolute Selektivitét
und Niitzlingsschonung bei sehr guter Wirksamkeit sind
sein wesentlichster Vorzug. Aber auch seine Handhabung
ist einfach, denn es besitzt eine sehr gute Lagerfahigkeit
und kann mit praxisiiblichen Applikationsgerédten aus-
gebracht werden. In Deutschland sind heute mehrere
Produkte auf dem Markt, weitere befinden sich zurzeit in

der Zulassung und kommen aller Voraussicht sehr bald
auf den Markt. Weltweit werden derzeit ca. 500 000-ha-
Dosen produziert; damit haben CpGV-Praparate langst
ihr Nischendasein im Bioanbau verlassen und werden im
okologischen und integrierten Apfelanbau gleicher-
malden eingesetzt — bei weiterhin steigender Tendenz.

Neben dem CpGV sind in der Européaischen Union wei-
tere Viruspaparate zur Bekdmpfung der Gemiiseeule
(Spodoptera exigua) und des Apfelschalenwicklers
(Adoxophyes orana) zugelassen (Annex I der Directive
91/414/EEC). Die Zulassung von Baculoviren ist generell
durch umfangreiche Forschungsarbeiten hinsichtlich
ihrer Wirkung, ihres Umweltverhaltens, ihres engen
Wirtsbereiches und ihrer Unbedenklichkeit gegeniiber
Nichtziel-Organismen, die im OECD-Konsensusdoku-
ment (ENV/JM/MONO (2002)1) (OECD, 2002) zusam-
mengefasst sind, erleichtert worden. Aul’erdem sind
Baculoviren zurzeit die einzigen Mikroorganismen, die
wegen ihrer extremen Selektivitét, des Fehlens von Stoff-
wechselprodukten und aufgrund ihrer allgemeinen
Sicherheit nicht auf Stamm-, sondern auf Artebene zuge-
lassen werden konnen (SANCO/0253/2008 rev. 2).
Damit wurde ein Vorschlag von REBECA (2007) zur
Vereinfachung der Zulassung mikrobiologischer Pflan-
zenschutzmittel rasch umgesetzt.

Einen besonders starken Impuls hat die Entwicklung
biologischer Insektizide auf der Basis von Baculoviren
durch eine verstdrkte molekularbiologische Forschung
erhalten. Molekulare Methoden erlauben heute nicht nur
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eine eindeutige Identifizierung verschiedener Isolate,
was fiir die Zulassung der Baculoviren von erheblicher
Bedeutung ist. Identifizierungsmethoden der Wahl sind
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, die Genomsequen-
zierung und die DNA-Restriktionsanalyse. Bei letzterer
wird die virale DNA mit spezifischen Endonukleasen in
definierte Abschnitte geschnitten, die anschliefend mit-
tels Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grofie auf-
getrennt werden. Genetische Unterschiede lassen sich
dadurch relativ einfach visualisieren. Fortschritte in
Genomsequenziertechniken fiihrten auch dazu, dass bis-
lang die Genome von mehr als 50 Baculoviren komplett
sequenziert wurden (GenBank, Stand 2009). Dies er-
leichterte Genomvergleiche und ermoglichte in vielen
Fillen, einen direkten Bezug zwischen biologischen
Funktionen und der jeweiligen genetischen Ausstattung
der Viren herzustellen.

Eine weitere Motivation fiir intensive Forschungs- und
Entwicklungsarbeiten bei Baculoviren war die relativ
einfache Moglichkeit, diese Viren gentechnisch zu ver-
dndern und damit einige vermeintlich nachteilige Eigen-
schaften, wie z.B. langsame Wirkgeschwindigkeit, zu
modifizieren. Eine signifikante Beschleunigung um bis
zu 60% konnte insbesondere durch die Expression insek-
tenwirksamer Toxingene in verschiedenen gentechnisch
verdnderten Baculoviren erzielt werden (INCEOGLU et al.,
2006). Freilandversuche mit gentechnisch verdnderten
Baculoviren wurden in UK, den USA und China durch-
gefiihrt. Allerdings war der Erfolg dieser Versuche nicht
durchschlagend, was unter anderem auch daran lag, dass
die korrekte Terminierung der Virusapplikation eine viel
groBere Rolle spielt als die Wirkgeschwindigkeit. Daher
lassen sich Wirkungsgrade auch bei natiirlich vorkom-
menden Viren durch eine verbesserte Applikationsstrate-
gie erh6hen. In Konkurrenz zu transgenen Pflanzen, z.B.
Bt-Mais und Bt-Soja, haben gentechnisch verdnderte
Baculoviren zudem ihr Marktpotenzial weitgehend ein-
gebiifSt. Natiirliche, nicht gentechnisch verdnderte Bacu-
loviren werden hingegen auch in Zukunft ein wichtiger
Baustein im Pflanzenschutzrepertoire sein.

Eine neue Herausforderung fiir die Baculoviren-
forschung brachte die Entdeckung von Apfelwickler-
populationen mit einer ausgepragten Resistenz gegen
kommerzielle CpGV-Préparate. Erste CpGV-resistente
Apfelwickler wurden 2005 vom Institut fiir Biologischen
Pflanzenschutz der damaligen BBA gefunden (FRITSCH et
al., 2005), und kurze Zeit spéter konnte eine Resistenz
auch in Frankreich nachgewiesen werden (SAUPHANOR et
al., 2006). In den vergangenen vier Jahren konnten min-
derempfindliche Apfelwickler in etwa 35 bis 40 Anlagen
in Deutschland, Frankreich, Schweiz, Italien und den
Niederlanden identifiziert werden. Bei all diesen Befun-
den handelte es sich um Verdachtsanlagen, da dort unzu-
reichende Bekdmpfungserfolge mit CpGV beobachtet
wurden. Offensichtlich ist die Virusresistenz zwar geo-
graphisch weit verbreitet, doch sind nur einzelne Anla-
gen bzw. Teilanlagen - die allermeisten sind Biobetriebe
- davon betroffen. Zwar konnte bisher kein direkter
Zusammenhang zwischen der Applikationsstrategie und
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dem Auftreten der Resistenz beobachtet werden, doch ist
davon auszugehen, dass in Betrieben, die seit langem
und ausschlieBlich CpGV zur Apfelwicklerbekdmpfung
verwenden, eine deutlich stirkere Selektion vorherrscht
als in Betrieben mit einer stidrker diversifizierten Be-
kdmpfungsstrategie.

Mittlerweile ist es gelungen, den Vererbungsmodus
der Resistenz aufzukldren und das Resistenzgen auf dem
Geschlechtschromosom Z des Apfelwicklers zu lokalisie-
ren (ASSER-KAISER et al., 2007). Zudem wurden in den
vergangenen vier Jahren grofe Fortschritte bei der Iden-
tifizierung und Selektion neuer CpGV-Isolate gemacht,
welche die CpGV-Resistenz weitgehend brechen und
resistente Populationen mit gutem Erfolg bekdmpfen
koénnen. Seit 2006 werden neue CpGV-Isolate im Frei-
land getestet bzw. mit Genehmigung nach § 11(2) PfISchG
in betroffenen Betrieben eingesetzt. Darunter befinden
sich neue Isolate, wie z. B. CpGV-112 (JEHLE et al., 2006b;
EBERIE et al., 2008) oder CpGV-R1 (BERLING et al., 2009),
oder Selektionen aus dem bisher kommerzialisierten me-
xikanischen Isolat CpGV-M (ZiNGG, 2008). Ein Vergleich
zwischen den Genomsequenzen resistenzanfalliger und
resistenzbrechender CpGV-Isolate zeigte eine mehr als
99%-ige genetische Ubereinstimmung. Die Identifizie-
rung des molekularen Mechanismus, der die Resistenz-
brechung bewirkt, kann auch zum genetischen Faktor
der Resistenz beim Apfelwickler fiihren. Das Ziel weiterer
Arbeiten zur CpGV-Resistenz muss daher die Entschliis-
selung dieser Mechanismen sein, um so die Vorausset-
zung fiir ein effizientes molekulares Resistenzmonitoring
zu schaffen. Mehrere der neuen CpGV-Isolate befinden
sich derzeit in der Zulassung, und es kann erwartet
werden, dass neue Isolate nicht nur in der Schweiz (seit
2008), sondern auch in EU-Landern zugelassen werden.

Intensive Forschungsarbeiten im Rahmen des Bundes-
programms Okologischer Landbau und des EU-Projektes
SustainCpGV zeigten, dass es offensichtlich mehr resis-
tenzbrechende als resistenzanfillige CpGV-Isolate gibt
und dass die CpGV-Resistenz moglicherweise ein CpGV-M
spezifisches Phédnomen ist. Obwohl der genaue Resis-
tenzmechanismus noch nicht ganz geklart ist, sollte alles
versucht werden, eine weitere Selektion CpGV-resisten-
ter Apfelwickler zu vermeiden. Durch eine baldige Ein-
fiihrung der neuen Isolate in die Praxis konnen CpGV-
Préaparate auf eine breitere genetische Basis gestellt wer-
den. Hierdurch sollte es moglich sein, eine weitere Selek-
tion resistenter Individuen durch CpGV-M zu vermeiden.

Die weite Akzeptanz des CpGV und anderer Baculo-
viren in der Pflanzenschutzpraxis stellt eine Erfolgs-
geschichte der Forschungs- und Entwicklungsarbeiten
staatlicher Institute, Universititen und Herstellerfirmen
sowie der Beratungsleistung der Pflanzenschutzdienste
und des biologischen Pflanzenschutzes insgesamt dar.
Zwar sind Baculovirenpraparate wegen ihrer aus 6kologi-
scher Sicht gewiinschten hohen Selektivitat zur Bekdmp-
fung von Schédlingskomplexen weniger gut geeignet,
doch konnen sie iiberall dort, wo es um die selektive
Kontrolle eines oder weniger Schliisselschddlinge geht
auch zukiinftig eine herausragende Rolle spielen.
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