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Potenziale des biologischen Pflanzenschutzes
Agrarokosystem-Management

Grundlage jeder Agarproduktion sind natiirliche Regelkreise, die einer unbegrenzten
Ausbreitung einzelner Individuen entgegenwirken. Wie jede Kulturpflanze von
Pathogenen und Schédlingen befallen wird, so werden wiederum diese vom Menschen als
Schadorganismen klassifizierten Organismen von sogenannten Antagonisten befallen
bzw. konsumiert. Unter dem biologischen Pflanzenschutz verstehen wir also den Einsatz
der Biologie zur Regulierung der Population von Schaderregern. Der Nutzen des
biologischen Pflanzenschutzes wird im Allgemeinen unterschitzt. Das am Agrarstandort
vorkommende Antagonistenpotenzial ist wesentlicher Bestandteil des Produktionsfaktors
Boden. Ein falscher Einsatz der Produktionstechnik kann das Gleichgewicht zwischen
Schédlingen und Niitzlingen stdren und weitere oft teure MaBlnahmen notwendig machen.
So reduziert z.B. die wendende Bodenbearbeitung nach Winterraps die Population
ichneumonider Parasitoiden (z.B. Phradis morionellus) des Rapsglanzkifers (Meligethes
spp.) (Nitzsche & Ulber, 1998). Diese Antagonisten parasitieren die Larven des
Rapsglanzkifers und entwickeln sich wahrend der Verpuppung des Kéfers weiter,
schliipfen aber erst im darauf folgenden Jahr. Werden die parasitierten Larven tief im
Boden vergraben, gelangen nur wenige im Frithjahr wieder an die Oberfliche und ihr
Potenzial ist reduziert. Die Population insektenpathogener Nematoden (Steinernema und
Heterorhabditis spp.) nimmt durch eine wendende Bodenbearbeitung ebenso ab (Brust,
1991; Susurluk, 2005). Nematoden konnen Rapsglanzkifer wiahrend der Verpuppung auf
nur 10% der Ausgangspopulation reduzieren (Nielsen & Philipsen, 2005). Auf den
Rapsfliachen sind sie jedoch fast gar nicht anzutreffen (Susurluk, 2005). Das Potenzial der
Antagonisten ist reduziert und der Einsatz von Insektiziden wird unausweichlich.

Ein besseres Verstindnis der Regelkreise und entsprechende Anpassungen der
Produktionstechnik wiirden dagegen der Landwirtschaft Kosten sparen helfen. Die
Entwicklung eines niitzlingsschonenden Agrardkosystem-Managements ermoglicht also
die optimale Ausnutzung antagonistischer Potenziale am Standort und Einsparungen bei
der chemischen Bekdmpfung.
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Anwendungsformen des biologischen Pflanzenschutzes sind:
Erhalt und Férderung von Antagonisten (Agrarokosystem-Management)
Einbiirgerung neuer Niitzlingsarten (Klassischer biologischer Pflanzenschutz)

Einbiirgerung virulenterer Arten (Neoklassischer biologischer Pflanzenschutz)

Periodische Freilassung von Antagonisten (Kurative und prophylaktische Behandlung)

Klassischer biologischer Pflanzenschutz

Ein weiteres Einsatzgebiet des biologischen Pflanzenschutzes ist die Einfiihrung von
Antagonisten zur Regulation der Population invasiver Arten. Diese Methode wird als
klassischer biologischer Pflanzenschutz bezeichnet. Invertebrate Antagonisten und
Pathogene der invasiven Schédlinge und Unkrduter werden in ihrem Herkunftsland
gesammelt, in Massenzuchten vermehrt und dann in der Region, in der sich der Schédling
bzw. das Unkraut unkontrolliert ausgebreitet hat, angesiedelt. Diese Methode des
biologischen Pflanzenschutzes findet besonders in Ubersee Einsatz auf weit iiber 3
Milliarden Hektar (ca. 10% der landwirtschaftlich genutzten Flachen) und ist bei
Betrachtung der Kosten-Nutzen-Relation besonders effektiv. Zum Beispiel wurde der
Knorpellattich Chondrilla juncea (Asteraceae) 1872 erstmal in Nordamerika festgestellt
und verbreitete sich auf rund 3,4 Millionen Hektar. In Australien verursachte das Kraut
ohne die Anwesenheit seiner Antagonisten ebenfalls groe Schiden. Zur Bekdmpfung
wurde der Rostpilz Puccinia chondrillina und die Gallmiicke Cystiphora schmidti
erfolgreich angesiedelt (Julien & Griffith, 1999). Das Kosten-Nutzen-Verhéltnis des
Bekédmpfungsprogramms belief sich in Australien auf 1:112 (Cullen, 1985). Programme
im klassischen biologischen Pflanzenschutz sind immer 6ffentlich finanziert, da Schiden
nicht auf landwirtschaftlich genutzte Flichen begrenzt sind, sondern ganze Regionen
betroffen sind. Biotechnische Methoden werden im klassischen biologischen
Pflanzenschutz eingesetzt, um ausreichend groe Populationen der Antagonisten fiir die
Ansiedlung zu produzieren.

Periodische Freilassung von Nutzarthropoden

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit im biologischen Pflanzenschutz ist die
massenhafte Ausbringung von Antagonisten in Freiland- und Gewéchshauskulturen zur
gezielten Bekdmpfung oder Pravention. Der Landwirt entscheidet iiber den Einsatz und
muss die Kosten tragen. Zur Versorgung dieses Marktes hat sich in den letzten 20 Jahren
eine florierende Branche von kleinen und mittleren Unternechmen (KMUs) entwickelt, die
Antagonisten produzieren und vermarkten. Angefangen hat es mit dem Vertrieb von
rduberischen Spinnmilben (Phytoseiulus persimilis) und Parasitoiden (Encarsia formosa)
der Weiflen Fliege in Gewédchshdusern in den 70-iger Jahren durch die Firma Koppert
(Niederlande). Mit der Entwicklung der Massenzucht von Hummeln und ihrem Einsatz
als Bestduber in Unterglaskulturen Ende der 80-iger Jahre durch die Firma Biobest
(Belgien), musste der Einsatz von Insektiziden weiter zuriickgefahren werden, um eine
Schiadigung der Hummeln zu vermeiden. Weitere chemische Anwendungen wurden
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durch den Einsatz von Nutzinsekten substituiert. Heute werden >100 Nutzarthropoden in
Europa angeboten. Mit ca. 30 Arten werden Losungen fiir fast alle Schidlinge in
Unterglaskulturen abgedeckt. Mehr als 30 Firmen sind in Europa aktiv mit einem
jéhrlichen Umsatzvolumen von ca. 150 Millionen €. Uber 600.000 Hummelvolker im
Wert von >30 Millionen € werden vertrieben. Die jahrlichen Wachstumsraten liegen
zwischen 10 und 20% (Frost & Sullivan, 2001).

Bei Nutzarthropoden spielt die Entwicklung von Zuchtverfahren eine zentrale Rolle. Da
das Angebot im Markt in Nordeuropa immer mehr einer Séttigung entgegenstrebt, fallen
dementsprechend die Preise und konkurrenzfdhige Massenproduktionsverfahren
bestimmen iiber den Marktanteil der Firmen. Die Technologie ist meist nicht
patentierfahig, weshalb die Firmen Informationen zu Produktionsverfahren geheim
halten. Inzwischen werden auch kiinstliche Didten verwendet, um die Produktionskosten
zu senken (Grenier & de Clercq, 2003) und die Verbesserung der Verpackungen hat dazu
beigetragen, die Qualitit der Produkte zu erhdhen (van Lenteren & Tommasini, 2003).
Wichtigste Voraussetzung filir die Entwicklung dieses Marktes war jedoch die Aufhebung
der Zollschranken durch Einfiihrung des gemeinsamen Europdischen Marktes und die
Verbreitung der Kurierdienste, wodurch heute Produkte innerhalb von 1-2 Tagen iiberall
in Europa zum Anwender geliefert werden konnen.

Nutzung von Mikroorganismen im Pflanzenschutz

Vergleichsweise in den Kinderschuhen steckt die Anwendung von mikrobiellen
Pflanzenschutzmitteln. Bis in die 80-iger Jahre kannte man nur ein wichtiges biologisches
Pflanzenschutzmittel, ndmlich Bacillus thuringienis (Bt), das etwa 95% des gesamten
Marktes fiir biologische Pflanzenschutzmittel darstellte. Heute hat sich die Situation
zugunsten von Nutzarthropoden gedndert, die einen Anteil von 55% am jdhrlichen
Gesamtumsatz in Europa haben, wihrend mikrobielle Mittel auf 25% zuriickgegangen
sind, mit einem Umsatz von ca. 30 Millionen €. Davon wiederum ist der grofite Anteil Bt.
Trotz grofer Anstrengungen einiger Unternehmen, in Europa Pflanzenschutzmittel auf
der Basis von Mikroorganismen zuzulassen, ist die Anwendung bisher noch wenig
entwickelt. In Tabelle 2 sind Mikroorganismen aufgefiihrt, die auf dem Annex 1 (EU
Direktive 91/414) gelistet sind, bzw. die im Zulassungsverfahren sind. In Tabelle 3 sind
solche Mikroorganismen verzeichnet, fir die nach dem Liste-4-Verfahren eine
Neuzulassung beantragt wurde, also Organismen, die vor dem 26.7.1993 eine Zulassung
in einem EU Mitgliedsland hatten.

Das Potenzial von Mikroorganismen kann dem Pflanzenschutz auf vielfiltige Art und
Weise zu Gute kommen. Sie werden genutzt als

e Antagonisten im biologischen Pflanzenschutz

e Lieferanten von fungiziden, herbiziden und insektiziden Metaboliten fiir den
Pflanzenschutz

¢ Quelle fiir Resistenzgene fiir die Pflanzenziichtung
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In erster Linie nutzt der biologische Pflanzenschutz die antagonistischen Potenziale dieser
Organismen (Tab. 4). Mikroorganismen sind aber ebenso Lieferanten von Metaboliten,
die im Pflanzenschutz genutzt werden konnen. Spinosyns A und D, die insektiziden
Wirkstoffe im Produkt Spinosad (Dow Agro Inc., USA), sind Metabolite des
Actinomyceten Saccharopolyspora spinosa. Sie werden aus der Fermentationsbriihe des
Bakteriums aufgereinigt (Thompson et al., 2000). Fiir die Entwicklung der fungiziden
Wirkstoffgruppe der Strobilurine diente ein Metabolit des Kiefernzapfenriiblings
(Strobilurus tenacellus) als Ausgangssubstanz (Konradt et al. 1996).

Eine dritte Moglichkeit der Nutzung von Mikroorganismen ist die Identifikation und der
Transfer von Genen in der Pflanzenziichtung. Gene, die fiir die Bt Toxine kodieren,
wurden in Kulturpflanzen {ibertragen, um so Resistenz gegen Insektenfrall zu erreichen
(Peferoen, 1997). Toxingene des Bakteriums Photorhabdus luminescens, ein Symbiont
insektenpathogener Nematoden der Gattung Heterorhabditis (nematop, e-nema GmbH),
wurden inzwischen ebenfalls genutzt, die Resistenz von Pflanzen gegen Insekten zu
erreichen (Liu et al., 2003).

Zum Einsatz als Antagonisten kommen Viren, Bakterien und Pilze. Andere Pathogene,
zum Beispiel insektenpathogene Einzeller (Mikrosporidien), konnen haufig nicht in vitro
vermehrt werden, weshalb sie nur schwer in ausreichenden Mengen zu
konkurrenzfahigen Preisen bereitgestellt werden konnen. Die Wirkungsmechanismen
sind vielféltiger Art und oft noch nicht vollstindig aufgeklart. Pilze der Gattungen
Trichoderma (z.B. Trianum, Koppert BV, NL) und Gliocladium (Prestop, Verdera Oy,
FIN) konnen mit Hilfe lytischer Enzyme in die Hyphen pflanzenpathogener Pilze
eindringen und diese parasitieren (Hyperparasitismus).

Nachgewiesen wurde auch die Rhizosphdrenkompetenz dieser Antagonisten, d.h. dass
diese Pilze sich im Laufe des Wurzelwachstums auf der Oberfldche ihrer Wirtspflanze
ausbreiten und damit nachwachsendem Gewebe ebenfalls Schutz bieten. Wie die meisten
Mikroorganismen fordern sie das Wachstum der Pflanze und induzieren pflanzliche
Resistenzmechanismen zur Abwehr von Pathogenbefall (Harman, 2006). Die Pilze
Coniothyrium minitans (Contans, Prophyta GmbH) (Whipps & Gerlagh, 1992) und
Ampelomyces quisqualis (AQ10, Intrachem SpA, I) (Falk et al., 1995) sind ebenfalls
parasitisch, wobei ersterer die Uberdauerungsorgane des Schadpilzes, die Sklerotien, als
Nahrungsgrundlage nutzt.

Antibiose durch Toxine und Antibiotika sind andere wichtige Wirkungsmechanismen.
Stdimme von B. subtilis (Serenade, Agraquest Inc., USA; FZB 24, ABiTEP GmbH)
produzieren fungizide Wirkstoffe (u.a. Bacilysin), die in Kontakt mit potenziellen
phytopathogenen Pilzen abgesondert werden und die Konkurrenzkraft des Bakteriums
erhohen und den Schaderreger in der Ausbreitung behindern (Loeffler et al., 1986).
Aromatische Heptaenpolyene (AHPs) sind fungizide Antibiotika, die von Streptomyces
griseoviridis (Mycostop, Verdera Oy, FIN) produziert werden (Raatikainen et al., 1994).
Pilztoxine sind auch an der Abtétung von Insekten beteiligt. M. anisopliae (z.B. Teanure,
Earth Bioscience Inc., USA) dringt in das Haemocoel von Wirtsinsekten mittels
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Proteinasen und Chitinasen vor und gibt dann Destruxine ab, die die Haemozyten letal
schédigen (Vey et al., 2001). Toxine sind auch die Ursache der insektiziden Wirkung von
Bt (z.B. Xentari, Valent Bioscience Inc., USA).

Tab. 2: Pflanzenschutzmittel auf der Basis von Mikroorganismen, fur die eine
Zulassung nach EU Direktive 91/414 erteilt wurde (+ = gelistet auf Annex
1) oder die sich im Zulassungsverfahren befinden (-)

Handels- | Firma Mikroorganismus Anwendung Ann.
name 1
Preferal | Biobest, B Paecilomyces fumosoroseus Antagonist Weile Fliege +
Contans | Prophyta, D | Coniothyrium minitans Parasit der Sklerotien von +

Sclerotinia spp.

Cedomon | Bioagri, S Pseudomonas chlororaphis Beizung von Getreide +
gegen samenbiirtige
Erreger

Prestop Verdera, FIN | Gliocladium catenulatum Multifunktioneller Parasit +

von Pilzpathogenen

AQ 10 Intrachem, I | Ampelomyces quisqualis Parasit von Oidium +
tuckeri
Serenade | Agraquest, Bacillus subtilis Breitwirksames Fungizid -
USA
Bioact Prophyta, D | Paecilomyces lilacinus Nematodenantagonist -
Sporodex | Plant Pseudozyma flocculosa Gegen Mehltau -
Products,
Spod-X CAN Spodoptera exigua NPV Virus von Spodoptera -
Certis, B exigua
BOC-1 Zucchini Yellow Mosaic Virus | Milde Variante des -
Bio-Oz, ISL ZYMV fiir
Pramunisierung

Der wahrscheinlich wichtigste Wirkungsmechanismus der gegen Pflanzenkrankheiten
eingesetzten Antagonisten ist die Resistenzinduktion. Im Gegensatz zu den
Pflanzenpathogenen, die bei Befall der Pflanze ebenfalls Resistenzmechanismen der
Wirtspflanze induzieren konnen, verursachen antagonistische Mikroorganismen keine
Schadsymptome. Im biologischen Pflanzenschutz eingesetzte Antagonisten sind aus der
Rhizosphire isolierte, sogenannte PGPR (,plant growth promoting rhizobacteria’) oder
PGPF (,plant growth promoting fungi’) oder sie wurden aus Pflanzenmaterial isoliert
(Endophyten). Die Assoziation mit den Pflanzen hat symbiotische Eigenschaften.
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Tab. 3:

Mikroorganismen, die vor dem 27.7.1993 in einem Mitgliedsstaat

zugelassen waren und fur die gegenwartig eine Zulassung nach 91/414

lauft (Liste 4)

Mikroorganismus

Anwendung

Cydia pomonella Granulosis Virus
Bacillus thuringiensis — aizawai
Bacillus thuringiensis - israelensis
Bacillus thuringiensis - kurstaki
Bacillus thuringiensis - tenebrionis
Streptomyces griseoviridis
Beauveria bassiana

Beauveria brongniartii
Metarhizium anisopliae

Phlebiopsis gigantea

Pythium oligandrum
Trichoderma harzianum
Trichoderma polysporum
Trichoderma viride

Verticillium dahliae

Verticillium lecanii

Gegen Apfelwickler (Cydia pomonella)

Gegen Lepidopteren

Gegen Nematoceren

Gegen Lepidopteren

Gegen Kartoffelkéfer (Leptinotarsa decemlineata)
Antagonistisches Bakterien gegen Fusariosen und Pythium
Gegen bodenlebende Schadinsekten

Gegen Engerlinge des Maikifers

Gegen bodenlebende Schadinsekten

Konkurrenz um Infektionsstellen der Rotfaule
(Heterobasidion annosum) im Forst

Hyperparasitismus bei Pythium ultimum

Multifunktionelle Hyperparasiten von Pilzkrankheiten mit
wachstumsfordernden Eigenschaften, etc.

Resistenzinduktion gegen Ulmensterben Ophiostoma novo-
ulmi

Antagonistischer Pilz gegen Weille Fliege, Thrips und
Blattlause

Die Mikroorganismen werden durch Wurzelexudate angelockt und profitieren von der
Néhrstoffdichte in der Rhizosphére. Niitzlich fiir die Pflanze sind ihre ,,immunisierenden‘
Eigenschaften ebenso wie die Wuchsforderung. Die Induktion der Resistenz wird durch
eine Vielzahl von Elicitoren ausgelost. Von Gram-negativen Bakterien ist bekannt, dass
z.B. Siderophore von Pseudomonas spp. Resistenz induzieren. Lipopolysaccharide (LPS),
Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien, sind ebenso als Elicitoren
identifiziert worden (van Loon et al. 1998), wie N-Acyl-L-Homoserin Laktone (AHL),
die Gram-negative Bakterien synthetisieren und abgeben, um ihren Artgenossen die
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Populationsdichte zu signalisieren (Quorum Sensing) (Schuhegger et al., 2006). Die
durch antagonistische Mikroorganismen hervorgerufene induzierte systemische Resistenz
16st unterschiedliche Resistenzreaktionen in der Pflanze aus, die sich von denen durch
potenzielle Pathogene hervorgerufenen Abwehrmechanismen nicht wesentlich
unterscheiden. Am Modell Arabidopsis thaliana werden mit Hilfe molekulargenetischer
Methoden die systemische Resistenzinduktion, die Abwehrmechanismen der Pflanze und
Interaktion der Antagonisten mit der Wirtspflanze immer weiter entschliisselt (z.B.
Pieterse et al., 2002; Iavicoli et al., 2003).

Tab. 4: Schutz vor Pflanzenpathogenen: Wirkungsmechanismen antagonistischer
Bakterien und Pilze

Wirkungsweise Mechanismen Beispiel
Hyperparasitismus Invasion und Wachstum im Wirt M. anisopliae, Trichoderma
spp.
Antibiose Abtétung des Wirts durch Bacillus thuringiensis,
Antibiotika, Toxine, Enzyme Streptomyces griseoviridis
Resistenzinduktion Elicitoren der Antagonisten regen Bacillus subtilis, v.a.

gesteigerte Pflanzenabwehr an
Wachstumsforderung Produktion von Pflanzenhormonen | Serratia plymuthica, v.a.

Konkurrenz um Raum | Besiedlung von potentiellen Phlebiopsis gigantea
und Nahrstoffe Angriffsflichen der Pathogene

Eine Wachstumsforderung bei der Pflanze wird bei vielen antagonistischen
Mikroorganismen beobachtet. Da Pflanzen besonders im Jungstadium fiir Pathogene
anfillig sind, ist dieser Effekt besonders vorteilhaft, da die Pflanzen den Pathogenen
»davonwachsen® (disease escape effect). Diese Wirkung wurde z.B. bei Pseudomonas
chlororaphis (Cedomon, Bioagri, S) nachgewiesen, das im Getreide als Beizung gegen
samenbiirtige Krankheitserreger eingesetzt wird. Auch das Bakterium Serratia
plymuthica (Rhizostar, e-nema GmbH) hat diese Effekte bei Raps und Erdbeeren durch
Produktion des Pflanzenhormons Indol-3-Essigsdure (Kurze et al., 2001). Die Synthese
von Pflanzenhormonen (Auxine, Zytokinine, Gibberelline) wurden ebenfalls bei
Rhizosphédrebakterien und Endopyhten nachgewiesen (Frankenberger & Arshad, 1995;
Bottini et al., 2004). Die Wachstumsforderung durch PGPR kann auch indirekt erfolgen,
z.B. durch Unterdriickung des Wachstums von Pflanzenpathogenen. Nahrstoffe,
Mineralien und Infektionsstellen auf der Wurzel sind bereits durch den Antagonisten
besetzt, wobei die Synthese von Toxinen und Antibiotika die Konkurrenzkraft der
Antagonisten noch verstirkt. Andererseits sind PGPR auch in der Lage, Nahrstoffe fiir
die Pflanze besser verfligbar zu machen.
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Gentechnische Methoden zur Optimierung von Mikroorganismen

Gentechnische Methoden zur Optimierung biologischer Pflanzenschutzmittel wurden
bisher nur selten eingesetzt. Die Dbestehenden Zulassungsbedingungen fiir
Mikroorganismen verursachen erhebliche Kosten, weshalb Firmen gar kein Interesse
daran haben, ihre Organismen gentechisch zu bearbeitet und damit die Zulassung auch
noch zu erschweren. Im Ubrigen wiirde ein wichtiger Kundenkreis, der biologisch-
organische Landbau, wegfallen. Die grundsitzliche Moglichkeit der Optimierung von
biologischen Pflanzenschutzmitteln existiert selbstverstdndlich und soll deshalb hier kurz
am Beispiel von Bt behandelt werden, wobei die Nutzung von Bt Genen in transgenen
Pflanzen nicht Gegenstand dieser Abhandlung ist.

Bt Stimme aus vier Unterarten, kurstaki, aizawai, tenebrionis und israelensis sind in den
heutigen Produkten enthalten Die Wirkung basiert auf den Proteinkristallen (Abb. 1), die
wiéhrend der Ausbildung der Sporen synthetisiert werden. Die entsprechenden Gene sind
i.a. auf Plasmiden lokalisiert und werden als Kristallgene (Cryl bis Cry50) bezeichnet.
Die Diversitdt der Cry Genfamilie ist hoch (http://www.lifesci.susx.ac.uk/home/Neil
Crickmore/Bt/), mehr als 200 Gene wurden sequenziert. Innerhalb dieser Hauptgruppen
werden weitere Unterschiede auf der Basis von Sequenzunterschieden gemacht. Dieses
Potenzial ist weitgehend ungenutzt.

Abb. 1:  Elektronenmikroskopische Aufnahme des Kristallproteins mit Aktivitat
gegen Lepidoteren (Foto: Bacillus thuringiensis Toxin Specificity
Database, Canada)

Bt Produkte reagieren im Vergleich zu synthetischen Insektiziden langsamer. Ihr
Wirtsspektrum ist begrenzt und sie werden im Feld durch Sonnenlicht sehr schnell
inaktiviert. Zudem sind erstmals im Freiland Resistenzen bei Plutella xylostella
beobachtet worden (van Rie & Ferre, 2000). Um diese Nachteile zu {iberwinden, wurde
versucht, Bt Produkte zu verbessern. Zunichst wurde durch Konjugation versucht, die
Plasmide so zu kombinieren, dass Stdmme mit einem breiteren Wirtspektrum dabei
herauskamen. Konjugation ist ein natiirlicher Paarungsvorgang bei Bakterien, wobei
Plasmide von einer Zelle (Donor) in die andere Zelle (Rezipient) gelangen konnen. Mit
Hilfe dieser Technik wurde z.B. ein Produkt (Foil, Ecogen Inc.) mit Aktivitit gegen
Lepidopteren und gegen Kartoffelkédfer erzeugt. Ein weiteres Produkt (MVP der Firma
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Mycotec Inc.) kam in den USA auf den Markt. Um den Abbau des Proteintoxins bei
Sonneneinstrahlung zu verringern, wurde die Gensequenz fiir die Produktion des Toxins
in Pseudomonas fluorescens iibertragen. Pseudomonaden lagern Pigmente in der
Zellmembran ein, was sie vor UV Strahlung schiitzt. Das Toxin wurde mittels dieses
Bakteriums produziert und bei Abschluss der Fermentation wurde das Bakterium
abgetotet, wodurch das Toxin damit in die pigmentierte Zelle eingepackt war (Sanchis,
2000). Ein interessanter Ansatz wurde von der Firma Crop Genetics International
verfolgt. Sie transferierten Cry Gene in das endophytische Bakterium Clavibacter xyli,
das im vaskuldren System in Maispflanzen lebt. Saatgut wurde mit den Bakterien
behandelt (Produktname InCide). Erreicht wird damit ein Schutz gegen den Maisziinsler,
der aufgrund seiner Lebensweise im Inneren der Maispflanze sonst nur sehr schwer zu
bekdmpfen ist (Lampel et al., 1994). Da Bt im Boden nicht eingesetzt werden kann, gab
es auch Uberlegungen, Cry Gene in Rhizobien zu transferieren und so Schutz gegen den
Bodenschiddling Sitona sp. an Leguminosen zu erreichen (Skot et al., 1990). Denkbar ist
auch eine Bekdmpfung der Resistenz, die mit einer Modifikation des Rezeptors in der
Darmwand des Insekts korreliert. Sollte es gelingen, die Toxinsequenz so zu dndern, dass
sie an den mutierten Rezeptor ankoppelt, kdnnte so die Resistenz liberwunden werden.
Da es jedoch keine Kreuzresistenz bei Bt Toxinen mit unterschiedlichen Rezeptoren gibt,
kann das Problem bisher auch durch Produktwechsel zu einem Stamm mit Toxinen, die
an andere Rezeptoren binden, geldst werden. Was hier zunichst nur fiir Bt beschrieben
wurde, wire auch fiir andere Antagonisten denkbar, sofern die Wirkungsmechanismen
aufgeschliisselt werden konnen. In dieser Hinsicht ist jedoch Bt bisher einigartig und die
gentechnische Optimierung von anderen Mikroorganismen fiir den biologischen
Pflanzenschutz ist deshalb in nédchster Zukunft eher unwahrscheinlich.

Biotechnische Methoden zur Produktion von Mikroorganismen und Nematoden

Voraussetzung fiir die Entwicklung von biologischen Pflanzenschutzmitteln ist die
Moglichkeit der kostengiinstigen Massenproduktion der Antagonisten und ihre moglichst
verlustfreie Lagerung. Einige Pilzstimme (z.B. Metarhizium anisopliae) produzieren nur
in Feststoftkultur infektidse Sporen, miissen also auf Feststoffmedien produziert werden,
was die Handhabung und damit die Arbeitskosten fiir den Produktionsprozess erhdht. Die
Firma Prophyta (www.prophyta.de) hat eine einzigartige Technologie zur
Massenproduktion filamentdser Pilze auf Festsubstrat entwickelt. In ihrer Anlage konnen
bis zu 500 kg pilzliche Biomasse pro Tag produziert werden.

Sofern die Vermehrung jedoch in Fliissigmedien moglich ist, eignen sich fiir die
Herstellung von Mikroorganismen und auch fiir insektenpathogenen Nematoden die
Nutzung so genannter Bioreaktoren, wie sie in der Pharma- und Nahrungsmittelindustrie
Verwendung finden. Fiir Nematoden mussten diese Verfahren jedoch erst entwickelt
werden (Ehlers, 2001).

Die Produktion beginnt mit der Herstellung von Reinkulturen. Im nédchsten Schritt
werden die Organismen zundchst in Erlenmeyerkolben vorgezogen und dann in
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Reaktoren im Labormalfistab iiberfiihrt (Abb.1). Ist die Kultur erst einmal in diesen
Bioreaktoren, laufen alle weiteren Prozessschritte im ,,Scaling-up™ in geschlossenen
Systemen, d.h. die Inokulumkultur aus dem kleineren Gefa3 wird iiber dampf-sterilisierte
Leitungen in den nichst groBeren Bioreaktor iibertragen, wodurch das
Kontaminationsrisiko erheblich reduziert wird. Die wichtigsten Prozessfaktoren
(Sauerstoffkonzentration, Temperatur, Druck, pH, Drehzahl des Riihrwerks) werden mit
Messsonden erfasst und an den Prozessrechner weitergeleitet, der die Werte mit den
Sollwerten abgleicht und entsprechend seinen Vorgaben den Prozess regelt. Dieser
Rechner ist iiber das Intranet mit der gesamten Anlage vernetzt und kann im Idealfall von
den Betreibern jederzeit iiber das Internet erreicht und notfalls nachjustiert werden. Die
Prozessdauer belduft sich bei Bakterien auf 1-3 Tage, bei Pilzen auf 2-5 Tage und bei
Nematoden auf 10-16 Tage. Aufgrund der hohen Investionskosten fiir Bioreaktoranlagen
(im Prinzip ist jeder groflere Bioreaktor ein Prototyp und die Kosten sind entsprechend
hoch) und fiir die Peripherie (Steuer- und Regelungstechnik, Kompressoren,
Dampfgeneratoren, Kiihlanlagen, Ernte- und Lagermaschinen), ist neben den
Medienkosten der Posten fiir den Kapitaldienst je nach der Anzahl Prozesstage der
zweitwichtigste Kostenfaktor. Mit der GroBe der Anlage reduzieren sich die
Arbeitskosten, sofern auch die Reinigung der Behélter automatisiert werden kann, da eine
Person in etwa den gleichen Aufwand betreibt fiir die Produktion in einer Pilotanlage (bis
ca. 1.000 Liter) wie in einer industriellen Anlage (mehrere Kubikmeter).

Nach Abschluss des Wachstums schliefit sich das so genannte ,,downstream processing*
an. Im Allgemeinen wird fiir die Produktion biologischer Pflanzenschutzmittel weniger
Aufwand notwendig, da die Zellmasse durch einfaches Zentrifugieren aufkonzentriert
werden kann und dann fiir die Haltbarmachung durch Trocknungsverfahren oder Kiihlung
zur Verfiigung steht. Fiir einige Organismen kann selbst dieser Prozessschritt eingespart
werden, da die Fermentationsbriihe direkt weiterverarbeitet werden kann. Wird dagegen
ein Metabolit aus der Fermentationsbriihe gewonnen (z.B. Spinosad), schlieen sich
kostentrachtige Aufreinigungsschritte an.

Kritisch fiir biologische Pflanzenschutzmittel ist hdufig ihre Lagerung. Gelingt die
Entwicklung von Trocknungsverfahren, d.h. die Organismen tolerieren niedrige
Wasseraktivititen, dann kann man die Produkte durch Spriih-, Wirbelschicht- oder
Gefriertrockung konservieren. Nematoden sind diesen Verfahren nicht zugénglich und
werden deshalb ,,frisch vermarktet. Nur die entsprechende Transportlogistik kann
sicherstellen, dass solche Produkte den Anwender in hoher Qualitit erreichen. Gram-
negative Bakterien kdnnen ebenfalls nicht getrocknet werden und sind deshalb nur sehr
begrenzt haltbar zu machen. Gram-positive Bazillen und die meisten Pilze lassen sich
dagegen lange lagern und die Formulierung und Vermarktung ist dadurch erheblich
erleichtert. Das Einmischen von Zusatzstoffen kann die Lebensdauer aller Produkte
sowohl im Lager als auch auf dem Feld erheblich verlingern und ihre Wirkung steigern
(Burges, 1998).
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Abb. 2: Biotechnischer Produktionsprozess fur Mikroorganismen und Nematoden

Sozio6konomische Aspekte im biologischen Pflanzenschutz

Die Funktion und das Potenzial der Mikroorganismen sowohl in der Pflanze
(Endophyten) als auch in der Rhizosphére beginnt man gerade erst zu entschliisseln.
Beriicksichtigt man, dass nur ca. 5% der Organismen in der Rhizosphére {iberhaupt
kultiviert werden kdnnen und somit ihre Biologie zuginglich wird, aber kaum Kenntnisse
iiber nicht-kultivierbare Arten vorliegen, kann man erahnen, welche Potenziale fiir die
Pflanzenproduktion noch ungenutzt sind. Selbst die bekannten Organismen werden bisher
noch wenig eingesetzt. Dafiir gibt es verschiedene Griinde, die mit der Struktur des
Marktes fiir biologische Pflanzenschutzmittel zu tun haben. Alle Firmen, die sich dem
Thema widmen, sind KMUSs, die nur iiber sehr limitierte finanzielle Ressourcen fiir F&E
und Vermarktung verfiigen. Die meisten handeln nur mit einzelnen Produkten, was ein
kosteneffizientes Marketing erschwert. Einige dieser Firmen verfiigen iiber Sammlungen
von Mikroorganismen und Ergebnisse aus assozierten Forschungseinrichtungen, konnen
diese aber nicht in die Vermarktung bringen. Aufgrund des kleinen Produktportfolios sind
die Umsitze niedrig. Biologische Pflanzenschutzmittel zeichnen sich durch eine hohe
Wirtspezifitdt aus - 6kologisch ein Vorteil, 6konomisch ein Nachteil, da der Markt auch
entsprechend klein ist.

GrofBites Hindernis fiir die Vermarktung stellt das Zulassungsverfahren dar. Die EU
Direktive 91/414 regelt das Zulassungsverfahren in der EU. Sie wurde urspriinglich fiir
synthetische ~ Wirkstoffe  entwickelt, wurde aber ebenso auf mikrobielle
Pflanzenschutzmittel iibertragen, obwohl keine vergleichbaren Risiken mit der
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Anwendung von Mikroorganismen im Pflanzenschutz identifiziert —wurden.
Uberregulierung hat die Umsetzung des wissenschaftlichen Fortschritts in die Praxis
erheblich behindert, so dass heute kein Europdisches Unternechmen neue
Mikroorganismen fiir den Pflanzenschutz zur Zulassung bringt. Was den biologischen
Pflanzenschutz betrifft, war das Pflanzenschutzrecht den potenziellen Risiken nicht
angepasst. Die Direktive wurde deshalb fiir Mikroorganismen angepasst (EU Dir.
2001/36 und 2005/25). Trotz dieser Bemiithungen der EU Behorde (SANCO), die Regeln
den besonderen Eigenschaften von Mikroorganismen anzupassen, dauert die Zulassung
im Vergleich z.B. zu den USA ca. dreimal ldnger. Den Firmen fehlen die Einnahmen
aufgrund der Verzogerung der Zulassung auf EU Ebene und weitere Zeitverluste ergeben
sich durch die anschlieBenden nationalen Zulassungen. Der wissenschaftliche Fortschritt
auf dem Gebiet kann nicht entsprechend umgesetzt werden. Viele potenzielle
Antagonisten schlummern in den Kultursammlungen der Wissenschaftler. Kaum ein
Organismus schafft es aus dem Labor auf den Markt. Nur solche Firmen haben in Europa
Zulassungen von Produkten auf der Basis von Mikroorganismen beantragt, die
finanzkriftige Partner im Hintergrund haben oder erhebliche Fordermittel zur Verfiigung
hatten. Andere Firmen wiederum trauen sich gar nicht erst an die Beantragung der
Zulassung und haben ihre Geschéftsaktivititen in andere Bereiche verlagert. Eine von der
EU geforderte Aktion (REBECA — Regulation of Biological Control Agents;
www.rebeca-net.de) will jetzt versuchen, alternative Vorschlidge fiir die Regulierung zu
erarbeiten, um die Verfiigbarkeit dieser Produkte (auch Pheromone, Niitzlinge und
Pflanzenextrakte) zu verbessern (siche auch www.rebeca-net.de).

Ausblick

Betrachtet man die Methoden, die fiir die Umsetzung des biologischen Pflanzenschutzes
genutzt werden, kann man den biologischen Pflanzenschutz insgesamt der Biotechnologie
zuordnen. Die Produktion groBer Mengen von invertebraten Niitzlingen ist ebenso wie
die in vitro Produktion von Mikroorganismen nur unter Nutzung biotechnologischer
Methoden mdglich. Auf diesem Sektor wurden in den letzten Jahren erhebliche
Fortschritte erzielt und der biologische Pflanzenschutz spielt heute eine zunehmende
Rolle sowohl im Gartenbau als auch in der Landwirtschaft. Der dramatischen
Entwicklung von Resistenzen gegen Insektizide im Gemiisebau, begleitet von der
Problematik der Belastung mit Riickstinden von chemischen Pflanzenschutzmitteln in
Lebensmitteln, kann durch Integration des biologischen Pflanzenschutzes in die
Bekdampfungsstrategien entgegen gewirkt werden. Die Rahmenbedingungen, die durch
Zulassungsverfahren auferlegt werden, behindern jedoch die optimale Nutzung der
Technologie. Unsere moderne Gesellschaft ist eine ,,Risikogesellschaft geworden. Man
lasst sich bei dem Management der potenziellen Risiken eher von dem Vorsorgeprinzip
leiten, als wissenschaftlichen Erkenntnissen und Erfahrungen zu vertrauen.
Wissenschaftliche Untersuchungen zeigen jedoch, dass die Risiken beim Einsatz des
biologischen Pflanzenschutzes vergleichsweise gering sind, ja die Vorteile fiir den
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Umweltschutz massiv {iberwiegen. Von einer ausgewogenen Gestaltung der
Zulassungsverfahren wird es in der Zukunft abhidngen, ob weiterhin hohe
Wachstumsraten im biologischen Pflanzenschutz erzielt werden.
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