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Abstrakt

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand von Labor- und praxisnahen Flugversuchen die
Moglichkeiten der biologischen Bekampfung der Dorrobstmotte, Plodia interpunctella
HUBNER, und der Mehimotte, Ephestia kuehniella (ZELLER), mit entomopathogenen Pilzen der
Ordnung Hyphomycetales untersucht. Getestet wurden Pilzstdmme von Metarhizium aniso-

pliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus und Paecilomyces fumosoroseus.

Hauptgegenstand der experimentellen Arbeit war die Untersuchung verschiedener Einfluf3fak-
toren auf die Wirksamkeit der Pilze unter Lagerbedingungen unter besonderer Bertick-

sichtigung des Auftretens von Wechselwirkungen zwischen Erreger, Wirtsinsekt und Umwelt.

Die Stammeigenschaften der getesteten Pilze wurden neben den herrschenden Umweltbedin-
gungen als ein Hauptfaktor identifiziert, der die Wirksamkeit des Einsatzes entomopathogener
Pilze gegen vorratsschadliche Motten entscheidend beeinflufd. Darlber hinaus sind der
Erndhrungszustand der Pilze, die Anfdligkeit der Wirtsinsekten sowie die Inokulumdichte
verantwortlich fur das Zustandekommen bedeutsamer Bekampfungseffekte.

Fur eine praktische Nutzung wurden as mdgliche Anwendungstechnologien die Kontamination
von Verpackungen, die Behandlung von Fral3- bzw. Brutsubstrat unter Ausnutzung deren
Lockwirkung sowie die Verwendung pheromonbekdderter K ontaminationsherde untersucht.
Herausgestellt werden konnte, dal3 fur nachhaltige kurative Bekéampfungserfolge die Dichte
von P. interpunctella im Lager gering sein mul3.

Die Verwendung von pheromonbekdderten Kontaminatinsherden fihrte bei Uber 50% der
Weibchen und etwa 80% der Mannchen von P. interpunctella zur Inokulation und kann somit

die Effizienz entomopathogener Pilze im V orratsschutz erhéhen.

Schltsselworter: insektenpathogene Pilze, Plodia interpunctella, Ephestia kuehniella, Virulenz



Abstract

Strains of the entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilo-
myces farinosus and Paecilomyces fumosoroseus were tested against the stored product in-
festing moths Plodia interpunctella HUBNER, and Ephestia kuehniella (ZELLER).

The potential of the strains was assessed by conducting experiments investigating the different

factors influencing their effectiveness under stored conditions.

The quality of virulence and the environmental conditions are the mean factors for a successful
use of entomopathogenic fungi. Furthermore, the nutritional state of the fungi, the susceptibil-

ity of the moths and the density of inoculum influence the effect of afungi treatment.

The contamination of packing, the treatment of food and the use of contaminated TDA
pheromone places was assessed for a practical method.

The control of P. interpunctella is successful with Slow population density of moths.

The inoculation of Plodia interpunctella males and females showed that the combined action
of pheromone and fungi spores could serve as potential method in the biological control of

stored product infesting moths.

Key-words: entomopathogenic fungi, Plodia interpunctella, Ephestia kuehniella,virulence
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B.t.

CzD Gluc:
CzD Glyc:
DC
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K:
LDsg:
LDgo:
LTso:
LTgo:
LPA:
M.a73:
M.a110:
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M. bruch:
M. mehl:
Min.:
MPA:

n:
Paec.f.34:
Paec.f.10:
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Riba Gluc:

Riba Sacch:

sign.:
Sp.:

SPA:
TDA:
Tg50:
ngo:
verp.:

Dedtilliertes Wasser
Beauveria bassiana 56
Beauveria bassiana 112
Behandlung

Bacillus thuringiensis
Czapek Dox Glucose Agar
Czapek Dox Glycerol Agar
Dunnschichtchromatograph
gerostet

Haferflockenagar
Kontrolle

Letal Dosis 50%

Letal Dosis 90%

Letal Time 50%

Letal Time 90%

L aktose Pepton Agar
Metarhizium anisopliae 73
Metarhizium anisopliae 110
Maximalwert

Mandelbruch

Mandel mehl

Minimalwert

Biomalz Pepton Agar
Anzahl der Beobachtungen
Paecilomyces farinosus 34
Paecilomyces fumosoroseus 10
relative Luftfeuchtigkeit
Riba Glucose Agar
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sgnifikant

Sporen

Saccharose Pepton Agar
(Z, E)-9,12-Tetradecadienyl acetat
Time germination 50%
Time germination 90%
verpackt
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1 Einleitung

Vorréte befallende Insekten der Ordnung Lepidoptera gehoren in zahlreichen Regionen der Erde zu bedeuten-
den Vorratsschéadlingen. Aufgrund der langsameren Entwicklung dieser Tiere in geméafigten Breiten und we-
gen intensiverer Vorratsschutzmal3hahmen treten in Industrieléndern meist geringere Fral3verluste auf as in
tropischen Regionen. Es entsteht jedoch haufig grof3er finanzieller Schaden durch die Spinntétigkeit der Rau-

pen. So kommt es bereits bei schwachem Befall zu erheblichen technischen Stérungen in M iihlenbetrieben.

Vorratsschadliche Motten sind hdufig extrem polyphag und befallen neben gelagertem Getreide, getrocknetem
Obst, Kakaobohnen und Nissen auch hochwertige Verkaufsprodukte wie Stiwaren und Dauerbackwaren. Bis
zum Verkauf an den Verbraucher kénnen sich die abgelegten Motteneier bei einer Zwischenlagerzeit von vier
bis sechs Wachen zu grof3en Larven entwickeln, die an den Lebensmitteln fressen und diese mit ihren Exkre-
menten, Exuvien und Gespinsten verunreinigen. Insektenbefallene L ebensmittel packungen fiihren somit neben
dem finanziellen Verlust bei Reklamationen meist zu wesentlich grofRerem Schaden durch Verlust an Ge-

brauchswert.

Die zur Bekdmpfung dieser Schadinsekten bisher tbliche chemische Behandlung erfordert zusétzliche finan-
zielle Aufwendungen und beeintréchtigt den Betriebsablauf, da Bekdmpfungsmalinahmen zu einer Unterbre-
chung des Produktionsbetriebes fiihren. Dartiber hinaus kann eine Behandlung mit Fral3- oder Kontaktinsekti-
ziden bei unsachgemaRer Durchfilhrung zu Uberschreitungen der in der Riickstandshéchstmengen Verordnung
festgel egten Werte filhren und das Lagergut so mit chemischen Riicksténden belasten. Der Einsatz von Insekti-

ziden auf Lebensmitteln und an verpackter Ware wird dadurch besonders erschwert.

Die Suche nach Auswegen aus einer zu einseitig auf chemische Wirkstoffe ausgerichteten Bekéampfungsstrate-
gie fuhrte in letzter Zeit zu einer verstérkten Hinwendung auf biologische Verfahren zur wirksamen Kontrolle
der Motten. Obwohl Vorratsldger normalerweise einen artenarmen Lebensraum darstellen, wurden bisher eine
grolRere Anzahl natiirlicher Gegenspieler aufgefunden, die potentiell fir die biologische Bekédmpfung vorrats-

schédlicher Motten eingesetzt werden kénnen.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Mdglichkeiten einer biologischen Bekampfung mittels entomopathogener
Pilze und ist gleichzeitig Bestandteil eines umfangreicheren Forschungsprogrammes, welches am Institut fur

Vorratsschutz der Biologischen Bundesanstalt fir Land- und Forstwirtschaft realisiert wird.
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2 Literaturubersicht

Vorratsschadliche Motten gehdren zu den tierischen Hauptschaderregern im Lebensmittellager. Es handelt sich
um eine grofRere Anzahl wirtschaftlich bedeutender Arten, von denen mehrere in Folge ihrer Verbreitung mit
dem Handel heute in fast allen Erdteilen gefunden werden (WILLIAMS 1964). Urspringlich in wérmeren
Gebieten beheimatet, haben sich die Mehimotte Ephestia kuehniella (ZELLER) und die Dodrrobstmotte Plodia
interpunctella HUBNER seit ihrer Entdeckung im Jahre 1879 beziehungsweise 1813 auch im mittel européischen
Klimagebiet fest etabliert (LEHMENSICK und LIEBERS 1938, STRUMPEL 1969, LEIBENGUTH 1986).
Obwohl beide Arten weit verbreitete Vorratsschadlinge sind, tritt in gemafiigten Breiten E. kuehniella haufig in
Getreideldgern und Mduhlenbetrieben auf, wdahrend P. interpunctella vorwiegend in Lebensmittel-
verarbeitenden Betrieben anzutreffen ist (ZACHER 1950; STRATIL und REICHMUTH 1981; REICHMUTH
et al. 1976; HOPPE 1981). Nach REICHMUTH (1993a) ist P. interpunctella heute der bedeutendste Schadling
der Lebensmittel-erzeugenden Industrie. Zum Befall kommt es durch Einlagerung befallener Partien oder
durch Falterzuflug sowie wéahrend des Transportes (REICHMUTH et al. 1976).

Die Art des Futtersubstrates hat erheblichen Einflul? auf die Entwicklungsdauer einer Genera
tion, die Fekunditét der Weibchen, die Schitipfrate und die Gréle der Falter (ZACHER 1950; HASSAN et al.

1962; HOPPE 1981).

Tab. 1: Entwicklung von P. interpunctella an verschiedenen Rohstoffen (nach HOPPE 1981)

Entwicklungsdauer von der Eiablage
Futtersubstrat bis zum Falterschlupf
(in Tagen, bei 26°C)
X min. max.
Haselnisse
roh 34 33 35
gerostet 37 37 39
Mandeln
roh 37 34 40
gerostet 36 35 37
Kakaobohnen
roh 117 103 124
gerostet 86 84 88

Nach HOPPE (1981) dauert der vollstdndige Entwicklungszyklus der Dorrobstmotte von der Eiablage bis zum
Falterschlupf bel 26°C in Abhangigkeit vom Futtersubstrat zwischen 33 und 124 Tage (Tabelle 1).

Da die Entwicklungsdauer der Dorrobstmotte dariiber hinaus erheblich von der Temperatur beeinflufdt wird,
kommt es im mitteleuropéischen Klimabereich in ungeheizten Rdumen meist nur zu zwei Generationen pro
Jahr (BRAASCH 1972; STEINBRINK 1989).
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P. interpunctella durchlduft mehrere Larvenstadien, Gber deren Anzahl in der Literatur unterschiedliche Anga-
ben gemacht werden. Nach MILES (1933) hauten sich die Larven vier- bis sechsmal. Normalerweise treten
funf Larvenstadien auf (STEIN 1986). Das letzte Larven-stadium verl&3t meist das Fral3substrat, um sich gut
geschiitzt in Spalten oder Fugen zu verpuppen. Kommt es wéahrend der Larvenentwicklung zum Absinken der
Temperatur und zur Verkirzung der Photoperiode, kann die verpuppungsreife Larve in ein Diapausestadium
eintreten (BELL 1976; BELL und WALKER 1973). Diapausierende Dérrobstmottenlarven kdnnen auf diese
Weise Wintertemperaturen in ungeheizten Lagern tiberleben.

Mehimotten entwickeln sich zwischen 12 und 30°C und bendtigen fur ihren vollsténdigen Entwicklungszyklus
bei 30°C 39 Tage (BRINDLEY 1930; STEINBRINK 1989). Bei 20°C dauert die Gesamtentwicklung hingegen
rund zwei Monate (STEIN 1986). Es gibt sechs Larvenstadien, wobei die erwachsenen, verpuppungsreifen
Mehlmottenlarven das Fral3substrat hdufig verlassen (STEINBRINK 1989, STEIN 1986).

Eine Diapause der Larven konnte bei E. kuehniella bisher nicht beobachtet werden (LEIBEN-GUTH 1986). In
ungeheizten Lagerrdumen entwickeln sich meist drei Generationen pro Jahr (STEINBRINK 1989).

Eine wirksame Bekampfung vorratsschadlicher Motten erfolgte bisher vor allem mit Mitteln der Begasung
(REICHMUTH 1988; STEIN 1986; MAKARA 1965). Gase haben den Vorteil, das Lagergut durchdringen zu
kénnen und auch Insektenstadien zu erreichen, die sich im Inneren von Getreidekornern befinden. Die Bega-
sung ist jedoch nur fir bestimmte Bereiche des Vorratsschutzes geeignet und das zur Zeit verbreitetste Bega-
sungsmittel Phosphorwasserstoff fur den Anwender risikoreich. Die Anwendungsméglichkeiten der inerten
Gase CO, und N, werden dadurch begrenzt, dal? die Lagerrdume weitestgehend gasdicht verschlief3bar sein
missen (REICHMUTH 1993b). Andererseits ist aufgrund der die Ozonschicht schadigenden Wirkung der
allméhliche Ausstieg aus der Methylbromidanwendung bis zum Jahre 2010 vorgeseshen (ANONYM 1992;
BURDICK 1993).

Die im Vorratsschutz eingesetzten wirksamen Fral3- und Kontaktinsektizide erfordern gegebenenfals die
strickte Einhaltung der vorgeschriebenen Wartezeiten (SODERSTROM und ARMSTRONG 1973; SPITLER
und HARTSELL 1975, ANONYM 1997). In Deutschland ist als einziges Spritzmittel Pirimiphos-methyl zur
Behandlung von Brotgetreide im Vorratsschutz zugelassen (ANONYM 1997). Dies darf jedoch erst nach der
Feststellung eines Schadlingsbefalls bel Ein- oder Auslagerung des Getreides eingesetzt werden. Hinzu kommt,
dald bei Vorratsgitern der Insektizideinsatz durch die Ruckstandsbildung auf den behandelten Lagergltern
begrenzt ist. Andererseits sind im Vorratsschutz Insektizide mit entsprechender Residualwirkung notwendig,
um das Lagergut fUr einen langeren Zeitraum zu schitzen. Die im Verlauf der Lagerperiode abnehmende
Wirksamkeit von Kontaktinsektiziden beginstigt die Resistenzbildung. Ein zunehmender Anteil resistenter
Stdmme an den Schéadlingspopulationen im Lager konnte von RASSMANN (1988) beobachtet werden. Resi-
stente Populationen bei Plodia interpunctella wurden bereits gegeniiber verschiedenen Wirkstoffen nachgewie-
sen (ZETTLER et al. 1973).

Durch diese mit dem Insektizideinsatz verbundenen Schwierigkeiten im Vorratsschutz wird man zukinftig
nicht umhin kommen, vorratsschadliche Motten mit Verfahren zu bekdmpfen, die zu geringer Insektizidbela-
stung fiihren und eine anndhernd gleiche Wirksamkeit gewahren (REICHMUTH et a. 1981).
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Von mehreren Autoren wurde vorgeschlagen, die Kélteempfindlichkeit der Eier verschiedener Mottenarten zu
ihrer Bekémpfung auszunutzen (STRATIL und REICHMUTH 1981; ADLER 1960; CLINE 1970). Eine Ké&lte-
behandlung der Fertigprodukte bietet sich in den Lebensmittel-erzeugenden Betrieben fiir ein nichtchemisches
und somit rickstandsfreies Bekdmpfungsverfahren an. Schokoladenhersteller nutzen die Kétebehandlung
bereits zur Qualitétserhaltung ihrer wérmeempfindlichen Produkte (STRATIL und REICHMUTH 1981). Dérr-
obstmotteneier sind besonders kélteempfindlich und sterben bei Temperaturen unterhalb ihres Entwicklungs-
grenzwertes von etwa 14°C ab (STRATIL und REICHMUTH 1981, WOHLGEMUTH 1976).

Eine Moglichkeit zur Verminderung des Insektizideinsatzes und damit zum Entschérfen des Resistenzproblems
im Vorratsschutz ist die Zucht resistenter Sorten. Verschiedene Autoren berichten Uber die Mdglichkeit,
Schéadlingspopulationen im Lager durch die Verwendung resistenter Varietéten einzudémmen (BREESE 1960;
RUSSEL 1976; COGBURN 1974; COHEN und RUSSEL 1970 und HOWARD 1984). MBATA (1986) unter-
suchte 13 verschiedene ErdnuRvarietdten und stellte fest, dald resistente Sorten die Entwicklungsdauer der
Darrobstmotte verldngern sowie die Eizahl und Schlupfrate verringern. Da die Verwendung gebrochener Erd-
nisse bei allen Sorten die Entwicklung und Schlupfrate der Dorrobstmotten forderte, fuhrte der Autor die An-
falligkeit der Nisse auf deren Harte zurtick. Ein Einfluf3 der Samenhérte auf die Resistenz gegen Callosobru-
chus maculatus beziehungsweise Prostephanus truncatus konnte ebenfalls bei Leguminosen und Mais nachge-
wiesen werden (NWANZE und HORBER 1975; HOWARD 1984).

In groReren L&gern, wie z.B. Getreideschittbodenldger, werden haufig Pheromonfallen zur Flugiberwa-
chung der Motten und zur Festlegung eines geeigneten Bekampfungstermins eingesetzt (LEVINSON und
LEVINSON 1985). Sie helfen so, den Einsatz chemischer Bekémpfungsmittel einzuschranken (REICHMUTH
et a. 1978). Als Koder wird der Sexuallockstoff (Z, E)-9,12-Tetradecadienylacetat (TDA) verwendet. Das TDA
ist die Hauptkomponente der Pheromone folgender Phycitidenarten: Plodia interpunctella, Ephestia kuehniella,
Ephestia elutella, Ephestia cautella und Ephestia figuliella (BUCHI 1992). Pheromonfallen konnen potentiell
auch als Attraktizid eingesetzt werden und somit durch ein friihzeitiges und gezieltes Abfangen der Motten
den Populationsaufbau verzégern oder verhindern (REICHMUTH et al. 1976; TREMATERRA und BATTAINI
1987). Es handelt sich hierbei um ein Verfahren, bei dem ein Insektizid mit einem Lockstoff kombiniert wird,
ohne da? es zu Wirksamkeitsverlusten des verwendeten Insektizids kommt. Untersuchungen von
TREMATERRA und CAPIZZI (1991) belegen eine hohe Wirksamkeit des TDA-Pheromon in Kombination mit
dem Insektizid Cypermethrin bei der Bekémpfung von Mehlmotten-Mannchen.

REICHMUTH et a. (1976) erwéhnten weiterhin die Méglichkeit, mit Hilfe von Pheromonen die begattungs-
reifen Motten durch hohe Konzentrationen zu desorientieren sowie die Population durch mit Pathogenen kon-

taminierten Pheromonkodern zu verdiinnen.

Fur eine biologische Bekdmpfung vorratsschadlicher Motten im Lager stehen mehrere Antagonisten zur Ver-
fugung (REICHMUTH et a. 1997). Ein aussichtsreicher Parasit von Ephestia spp. ist Trichogramma eva-
nescens (SCHOLLER 1995). Unter kiinstlichen Bedingungen konnten mit der Schlupfwespe in Abhéngigkeit

von der Temperatur Bekdmpfungsraten zwischen 67% und 78% erzielt werden.
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In Untersuchungen von TAKAHASHI (1973) und PRESS et a. (1977) wurde an vorratsschadlichen Motten
eine Larvenparasitierung fUr Bracon hebetor Say (Braconidae) und Venturia canescens (GRAVENHORST)
(Ichneumonidae) nachgewiesen.

Die meisten Réuber und Parasitoiden sind jedoch spezifisch und vernichten nur bestimmte Stadien. Der Zeit-

punkt ihrer Freilassung ist demzufolge entscheidend fir den Erfolg der Bekdmpfungsmalinahme.

Eine grofRere Aussicht, wirksam gegen vorratsschédliche Motten verwendet zu werden, haben nach STEIN

(1986) hingegen Mikroorganismen. So wurden aus der Gruppe der Entomopathogene erfolgversprechende

erstmals im Jahre 1909 aus Mehlmotten isoliert wurde, waren immer wieder B.t.-bedingte Infektionen in Phy-
citiden-Populationen zu beobachten (BERLINER 1915; KRIEG 1981). Neben E. kuehniella wurde der Erreger
auch bel E. cautella, E. elutella und P. interpunctella nachgewiesen (NORRIS 1964; VANKOVA und
PURRINI 1979; KRIEG 1968). Die naturlichen Infektionen lief3en auf ein entsprechendes Vorkommen von B.t.
in Getreide und Getreideprodukten schlieffen. So ergab die mikrobiologische Untersuchung von Weizenmehl
aus Mihlen in Kairo eine Gesamtkeimzahl von 1,9 x 10°%g Mehl (KRIEG 1981). Getreide und Getreidepro-
dukte mit entsprechendem Befall kénnen somit ein natiirliches Erregerreservoir darstellen und unter Umstan-
den dampfend auf den Phycitiden-Befall in L&gern oder Mihlen einwirken. Um das Lagergut jedoch nachhaltig
vor einem Mottenbefall zu schiitzen, ist die Applikation wirksamer B.t.-Erreger notwendig. So berichtete
McGAUGHEY (1976), dai eine erfolgreiche Pravention eines Befals von P. interpunctella und E. cautella
erzielt wird, wenn 120 g einer B.t.-Formulierung je 1000 g gelagerten Getreides beigemischt wird. Oberfl&-
chenbehandlungen mufdten bis zu einer Tiefe von 100 mm erfolgen, um hohe Bekampfungsraten zu erzielen.
Die Zulassung kommerzieller Préparate auf Basis von B. thuringiensis in der Getreidelagerung der USA ist ein
Hinweis fur ihre Brauchbarkeit (McGAUGHEY 1982, FRANZ und KRIEG 1982). Infolge wiederholter An-
wendung von B.t.-Préparaten kam es jedoch bereits zu ersten Resistenzerscheinungen bei Dorrobstmotten-
Populationen (McGAUGHEY 1985; JOHNSON et al. 1990).

Obwohl dieses Bakterium ein wirksamer Antagonist vorratsschadlicher Motten ist, wird in den meisten euro-
péischen Léndern der Einsatz im Vorratsschutz zum gegenwértigen Zeitpunkt aus lagerhygienischen Griinden

nicht erwogen.

eines Befalls mit P. interpunctella wurden gelagertes Getreide sowie Niisse behandelt (HUNTER et al. 1973;
MCcGAUGHEY 1975). Da das Virus durch eine aus Protein bestehende Kapsel geschiitzt wird, ist die Wirk-
samkeit Uber einen langeren Zeitraum gesichert. KINSINGER und McGAUGHEY (1976) untersuchten die
Wirksamkeit eines Granulosevirus - Praparates und stellten fest, dal3 die Lebensféhigkeit des Pathogens sich im
Verlauf eines Jahres kaum verschlechterte. Sie schluf¥folgerten, dald das Lagergut durch eine einmalige An-
wendung flr die gesamte Lagerperiode vor dem Befall mit P. interpunctella geschitzt ist. HUNTER et a.
(1975) ermittelten, dal3 ein Gemisch aus Granuloseviren und Malathion gegeniiber Dorrobstmotten wirksamer

ist als jeder Bestandteil einzeln und es zu synergistischen Wirkungen kommt.



Literaturidbersicht 18

Bei mehreren Arten wirtschaftlich bedeutender Insekten der Ordnung Lepidoptera wurden verschiedentlich
Es handelt sich vornehmlich um Erreger der Gattungen Mattesia, Nosema und Thelohania, deren abtétende
Wirkung jedoch nur ungeniigend ist. AuRRerdem ist die Bereitstellung grofRerer Mengen an Erregermaterial

wegen der notwendigen Zucht in lebenden Organismen schwierig.

zieren. Hierflr ist die Kombination von Pheromonlockstoffen mit trockenresistenten Sporen ein vielverspre-
chendes biotechnisches Bekémpfungsverfahren. Da Entomopathogene die Insekten nicht sofort abtdten, ist
diese Methode geeignet, den Erreger in der Wirtspopulation zu verbreiten und somit eine Langzeitwirkung zu
erzidlen (BURKHOLDER 1981). Die Kombination von Pheromonlockstoffen und Entomopathogenen wurde
erstmals durch BURKHOLDER und DICKE (1966) zur Bekdmpfung von Speckké&fern untersucht und spéter
von BURKHOLDER und BOUSH (1974) weiterentwickelt. Erfolgreich war die Kombination von Pheromon-
lockstoffen mit der Mikrosporidie Mattesia trogodermae bei der Bekdmpfung von Trogoderma glabrum
(Herbst) (SHAPAS et a. 1977). KELLEN und HOFF-MANN (1987) sowie VAIL et al. (1993) wandten dieses
Konzept zur Beké&mpfung von P. interpunctella an, indem sie den Sexuallockstoff mit dem Granulosevirus der
Dorrobstmotte kombinierten. Die Autoren konnten den Erreger an 95% der Ménnchen und 83% der Weibchen
nachweisen. Die Larven fraf3en an kontaminierten Insektenkadavern und wurden auf diese Weise mit dem

Virusinfiziert, so daid der Erreger in 60% beziehungsweise 52% der F; respektive F, wiedergefunden wurde.

kungsvoll eingesetzt und sind mitunter ein wichtiger Bestandteil einer integrierten Bekémpfungsstrategie
(MULLER-KOGLER 1965; ROBERTS und YEN-DOL 1971; FERRON 1978; 1981). In China stellt die An-
wendung von Bioprdparaten auf Basis von Beauveria bassiana, die bereits auf einer Fldche von 0,8 - 1,3 Mio.
ha gegen Feld- und Forstschadlingen eingesetzt werden, eine wirkungsvolle Alternative zur chemischen Be-
kadmpfung dar.

Lange Zeit ging man davon aus, dal3 fur eine erfolgreiche Nutzung von Pilzen die Luftfeuchtigkeit im Lebens-
mittellager zu gering ist und schenkte ihnen infolgedessen im Bereich des Vorratsschutzes wenig Beachtung
(SEARLE und DOBERSKI 1984). Die aus verschiedenen Lagerschédlingen isolierten Pilzstdmme waren zu-
dem oft nicht wirksam genug oder humantoxikologisch bedenklich (BURDE 1988; BOYE et al. 1988).

Mit der Entwicklung dlhaltiger Formulierungen, welche in Trockengebieten Afrikas erfolgversprechende Er-
gebnisse bei der mikrobiellen Bekémpfung von Heuschrecken zeigten, wurde der Einsatz entomopathogener
Pilze auch flr den integrierten Vorratsschutz interessant. Zudem konnte in Laboruntersuchungen nachgewiesen
werden, da’ verschiedene Pilzstdmme sich innerhalb eines weiten Luftfeuchtigkeitsbereiches entwickeln
(FERRON 1977; MOORE 1973).

Die Wirksamkeit entomopathogener Pilze wurde bisher vorwiegend an wirtschaftlich bedeutenden Lagerschéd-

lingen der Ordnung Coleoptera im Labor Uberprift.
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Als einer der Ersten untersuchte FERRON (1977) Stdmme von Beauveria bassiana gegen den Bohnenkéfer
Acanthoscelides obtectus. Eine Bekdmpfung des Lagerschadlings mit B. bassiana wurde fir mdglich gehalten,
weil Infektionen bei einer relativen Luftfeuchtigkeit zwischen 0 und 100% nachgewiesen wurden.

SEARLE und DOBERSKI (1984) testeten B. bassiana gegen Oryzaephilus surinamensis, den wichtigsten
Schadling an gelagertem Getreide in Grof3ritannien. Sie ermittelten Mortalitétsraten bei Larven und Puppen
von 91%, nachdem die Konidienformulierungen dem Lagergut beigemischt wurden. Oberflachenbehandiungen
flhrten zu Mortalitétsraten von 53%. In den meisten Fallen war eine relative Luftfeuchtigkeit von Uber 90%
erforderlich, um den Lagerschédling erfolgreich zu bekédmpfen. Die Sporendosierung hatte nur einen geringen
Einfluld auf die Wirksamkeit von B. bassiana.

HLUCHY und SAMSINAKOVA (1989) testeten , Boverosil“, ein Biopréparat auf Basis von B. bassiana, wel-
ches in Kombination mit Pirimiphos-methyl in der Tschechischen Republik fir die Leerraumbehandlung zu-
gelassen ist. Sie ermittelten, dal die Mortalitét von der Anzahl an Konidien abhéngt, die am Insekt in den
ersten zwei Stunden nach der Applikation anhaften.

Virulenzunterschiede gegentiber Sitophilus zeamais konnten bei verschiedenen Stdmmen von B. bassiana fest-
gestellt werden (ADANE et al. 1996). Daraufhin wurde der virulenteste Stamm mit Pirimiphos-methyl (10
ppm) verglichen, indem man den Pilz in Form eines Konidienstaubes dem Lagergut beimischte. Bel 27°C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 70% gab es sowohl in den Mortalitétsraten as auch im Anteil befallener
Korner statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Wirkstoffen.

RODRIGUES-RUEDA und PRATISSOLI (1990) arbeiteten mit Metarhizium anisopliae und Beauveria brong-
niartii gegen Sitophilus zeamais und Acanthoscelides obtectus. LAM et a. (1988) konnten eine Anféligkeit
der Mehimotte gegeniiber Tolypocladium cylindrosporum nachweisen. JASSIM et a. (1983) erzielten gute
Ergebnisse bei der Anwendung von B. bassiana gegen Mehimottenlarven. Direkte Applikationen hoher Spo-
rendosierungen von 3 x 10° und 4 x 10° Konidien/ cm? Wirtsinsekt verursachten Mortalitétsraten zwischen
96% und 98%.

Die bisherigen Untersuchungen an Lagerschadlingen erfolgten mit Pilzen, welche systematisch den Fungi
imperfecti (Deuteromycetes) der Ordnung Hyphomycetales und der Familie Moniliaceae zugeordnet werden.
Diese Pilze vermehren sich vegetativ. Auf die Konidienkeimung folgen das Mycelwachstum und die Bildung
von Sporentrégern, welche Konidien produzieren.

Submers bilden diese Pilze Blastosporen, die ebenfalls gegeniiber Insekten infektios sein kénnen (MULLER-
KOGLER 1965). Konidien besitzen jedoch eine |angere Persistenz und erleiden zudem geringere Keimverluste
wahrend der Ernte, Formulierung und Lagerung (MUL-LER-KOGLER und SAMSINAKOVA 1969; WEISER
1982; FENG et al. 1994). In trockener Umwelt ist somit die Anwendung der resistenteren Konidien erfolgver-

sprechender.

fur die wichtigen Pilzarten M. anisopliae und B. bassiana von verschiedenen Autoren intensiv untersucht wur-
de (ZACHARUK 19703, b, c; CERMAKOVA und SAMSI-NAKOVA 1960; ROBERTS und HUMBER 1981;
St.LEGER 1993).
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Der wichtigste Infektionsweg ist die perkutane Infektion (MULLER-KOGLER 1965; CER-MAKOVA und
SAMSINAKOVA 1960). Des weiteren konnten perorale, peranale und pertraumatische Infektionen beobachtet
werden (GABRIEL 1959; MULLER-KOGLER 1965; ALLEE et al. 1990). Larven von Melolontha melolontha
werden durch Beauveria bron-gniartii bevorzugt am Mund und After infiziert (DELMAS 1973).

Der Infektionsverlauf und die Entwicklung des Pathogens im Wirt vollziehen sich bei verschiedenen Arten und
Stammen nicht immer einheitlich und werden vorwiegend von der Virulenz der Erreger bestimmt (MULLER-
KOGLER 1965; STEINHAUS 1954). Nach FERRON et. al. (1991) ist die Fahigkeit der Pilze, das Integument
gesunder Insekten zu durchdringen und diese zu infizieren, der wichtigste Vorgang der Pathogenese und
gleichzeitig Voraussetzung fur eine hohe Virulenz der Erreger. Die Infektiositét der Pilze ist auf3erdem von
deren Vermogen abhangig, auf dem Wirt anzuhaften (GUNNARSSON 1988; HEALE et a. 1991; ZEBOLD et.
al. 1979). AL -AIDROOS und ROBERTS (1978) ermittelten, dal3 eine geringe Virulenz von M. anisopliae
Isolaten durch deren mangelnde Fahigkeit, auf dem Integument bestimmter Insekten zu haften, verursacht
wurde. Die Voraussetzungen fur das Anhaften am Integument sind bisher noch nicht vollstandig geklart. Es
wird jedoch vermutet, dal’ spezielle molekulare Rezeptoren vorhanden sein missen (FERRON et. al. 1991).
Um am Wirtsinsekt anhaften zu kénnen, missen die Pilzsporen auf3erdem ginstige Bedingungen auf dem
Wirtsintegument vorfinden. Die hydrophobe chitinisierte Wirtsoberfldche und die hydrophoben Eigenschaften
der Konidien beginstigen diesen Vorgang (BOUCIAS et a. 1988; FENG et a. 1994; WEISER 1982).
MICHEL (1981) ermittelte, dafd ungekeimte Konidien von B. bassiana auf der Kutikula der Wachsmotte, Gal-
leria mellonella, Esterasen, Lipasen und N-acetylglykosaminidasen bilden, welche fir das Anhaften der Sporen

auf dem Insektenintegument wichtig sind.

Die Keimung der Konidien auf dem Integument kann je nach Isolat unterschiedliche Zeit in Anspruch nehmen.
Die zum Zeitpunkt der Infektion vorkommenden Umweltbedingungen beeinflussen die Keimungsgeschwindig-
keit und die Keimrate. Diese sind in hohem Mal3e von den Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen abhén-
gig, welche auf dem Wirtsinsekt herrschen (FERRON et. al. 1991). Den wichtigen insektenpathogenen Pilzar-
ten wie B. bassiana, M. anisopliae und Verticillium lecanii werden hohe Warme- und Feuchtigkeitsanspriiche
zugeschrieben (SCHNEIDER 1953; MULLER-KOGLER 1965, ROBERTS und CAMPBELL 1977). Nach
WALSTAD et al. (1970) sind fur eine optimale Keimung der Konidien von B. bassiana und M. anisopliae eine
L uftfeuchtigkeit von Uber 92% und Temperaturen zwischen 15 und 30°C erforderlich.

Fur die Keimschlauchbildung sind Konidien auf verschiedene Néhrstoffe angewiesen. SMITH und GRULA
(1981) stellten fest, dal3 B. bassiana Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen benétigt. Fir die Stimmulierung
der Keimung eignen sich u.a. Glucose, Glucosamine, Chitin, Stérke und verschiedene langkettige Fettsauren.
Um das Wachstum eines Keimschlauches und dessen Penetration zu erméglichen, mul3 die Haftung zwischen
Wirtsoberflache und Konidie lange genug andauern. Der Keimschlauch wachst entweder als Laufhyphe auf der
Wirtsoberfl&che bis er einen geeigneten Angriffspunkt gefunden hat, oder er beginnt unmittelbar mit dem Ein-
dringen in das Wirtsintegument (RO-BERTS und HUMBER 1981, ZACHARUK 1970b). Insbesondere hochvi-
rulente Pilzstémme keimen schnell und dringen sofort in das Insektenintegument ein (PERKRUL und GRULA
1979). Obwohl entomopathogene Pilze in der Lage sind, die chitinhaltige Insektenkutikula zu durchdringen,
kommt es haufig zur Penetration an weniger sklerotisierten Stellen wie Intersegmentalfalten und Gelenkhauten
(IGNOFFO 1985; SCHABEL 1978). Histologische Untersuchungen von VEY et. al. (1982) zeigten, dal3 Me-
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tarhizium anisopliae bestimmte Penetra-tionsorte auf dem Integument der Larven von Skarabeiden fur die
Infektion bevorzugt.

Nach der Uberwindung der Epikutikula wéchst die Penetrationshyphe lateral und verdréangt dabei mechanisch
die Lamellen der Prokutikula. M. anisopliae bildet unterhalb der Epikutikula spezielle Penetrationsplatten aus.
Fur die transintegumentale Penetration wurden bei M. anisopliae Appressorium-Strukturen nachgewiesen, die
bei B. bassiana fehlen (VEY et. a. 1982; ZACHARUK 1970b). Nach IGNOFFO (1985) 1aRt das extensive
Wachstum der Penetra-tionshyphe auf eine aktive Absorption und Verdauung von kutikulé&ren Bestandteilen
schlielen.

Der Penetrationsvorgang 183t sich as eine Kombination von mechanischem Druck und enzymatischen Prozes-
sen charakterisieren (ROBERTS und HUMBER 1981; STARNES et a. 1993). B. bassiana und M. anisopliae
bilden Proteasen, Lipasen und Chitinasen, welche die Insektenkutikula abbauen und somit dem Pilz das Ein-
dringen in das Wirtsinnere erméglichen (SAMISNAKOVA und MISIKOVA 1973, St.LEGER et al. 1986a,b,c;
KCHATCHATOU-RIANS 1991). Die Hydrolyse von Proteinen des Insekteninteguments ist nach LEOPOLDT
et a. (1973) eine Voraussetzung fir die Wirksamkeit der Chitinasen. LEOPOLDT et a. (1973) sowie
BIDCHODKA und KCHATCHATOURIANS (1990) ermittelten eine unterschiedliche Enzymaktivitét bei ver-
schiedenen Isolaten von B. bassiana und wiesen eine hohere Virulenz bei Stdmmen mit hoher Enzymprodukti-
on nach. Unterschiede der |soesterasen-Freisetzung zeigten RIBA et al. (1986) und POPRAWSKI et al. (1988)
bei Untersuchungen an B. bassiana Isolaten verschiedener Wirte. In diesem Zusammenhang konnte auch die
erhéhte Virulenz entomopathogene Pilze gegentiber Originalwirten oder nahen verwandten Arten stehen
(LATCH 1965; FENG et a. 1994). Eine Steigerung der Virulenz gegentiber Alternativwirten kann jedoch Uber
eine wiederholte Wirtspassage der Erreger erreicht werden, in deren Verlauf sich die Erreger an die neuen
Wirtsorganismen anpassen (STEINHAUS 1954; FARGUES und ROBERT 1983a; HAYDEN et a. 1992).

Die Anfaligkeit von Insekten gegeniiber einer pilzlichen Infektion ist artspezifisch, kann jedoch bei verschie-
denen Stdmmen innerhalb einer Insektenart unterschiedlich stark ausgebildet sein (RIBA et. al. 1982). DarUber
hinaus kann der Ernghrungszustand des Wirts einen Einflul® auf die Empfindlichkeit der Insekten ausiiben,
wobei besonders der von der Nahrung abhéngige Wassergehalt der Wirtstiere deren Pilzanfélligkeit bestimmt
(SCHAERFENBERG 1952; MULLER-KOGLER 1965; DIAMONDE 1969; RAMOSKA und TODD 1985).
LEPESME (1938) erhielt beispielsweise hohe Infektionsraten bei Schistocerca gregaria und Locusta migrato-
ria durch Aspergillus flavus bei geringer Luftfeuchtigkeit von 45%, wenn die Heuschrecken mit besonders

wasserreichem Futter ernghrt wurden.

Die wichtigste Barriere fir Pilzinfektionen ist das Insektenintegument. Dessen physikalische und chemische
Eigenschaften haben Einflul? auf die Resistenz des Insektes gegenlber einer Pilzinvasion. So enthdlt die sehr
diinne aufere Epikutikula geséttigte Fettsduren mittlerer Lange (Cs-Cy2) und Paraffin, dessen antifungale Wir-
kungen nachgewiesen wurden (KOIDSUMI 1957; FERRON 1978; SAITO und AOKI 1983; SMITH und
GRULA 1981). Resistente Insekten sind in der Lage, bereits im Integument Abwehrreaktionen durchzufihren.
So kommt es am Penetrationsort zur Melanisierung, welche fungistatische Wirkungen hervorruft und dartiber
hinaus Hemmwirkungen auf Chitinasen und Proteasen ausiibt (SODERHALL und AXAJON 1982).
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Nach dem Durchwachsen des Integuments beginnen die Pilze, sich auf Kosten des Wirtsinsektes zu vermehren
(STARNES et al. 1993; CERMAKOVA und SAMSINAKOVA 1960, FENG et al. 1994). Dazu bilden die Pe-
netrationshyphen hefeartige Blastosporen, welche mit der Hamolymphe im gesamten Korper verbreitet werden.
Durch Aufzehrung der Haemo-

lymphe, den Befall Iebenswichtiger Organe oder durch Toxdmie kommt es zum Tod des befalenen Wirtes
(KHACHATOURIANS 1991, ROBERTS 1981). In Abhéngigkeit von der Virulenz der Stdmme und der An-
falligkeit des Insekts sterben die Tiere 3 - 14 Tage nach der Pilzapplikation (STARNES et al. 1993). Hoch
virulente Stdmme von M. anisopliae waren in der Lage, besonders empfindliche Zikaden innerhalb der ersten
24 h nach der Inokulation zu téten (KATSURA 1938).

Grofzen Einfluf auf die Virulenz haben spezielle Toxine, die wahrend des Krankheitsverlaufs im Insektenwirt
wirksam werden (STARNES et a. 1993, ROBERTS und HUMBER 1981). Die Toxinfreisetzungen sind
stammspezifisch unterschiedlich ausgeprégt. Die von M. anisopliae produzierten Destruxine (Destruxin A bis
E und Desmethyldestruxin) werden sofort nach der Durchdringung des Integuments vom Pilz gebildet und
verursachen nach kurzer Zeit erste Lahmungserscheinungen. Fur die Virulenz von M. anisopliae sind Destru-
Xine von grof3er Bedeutung, da sie den Wirt noch vor dessen vollstandiger Pilzbesiedelung abtéten (STARNES
et al. 1993; ROBERTS 1981). Uber den Wirkungsmechanismus der Destruxine von M. anisopliae ist bisher
nur soviel bekannt, dai sie zur Uberwindung von Immunabwehrreaktionen der Insekten wichtig sind. AuRer-
dem kommt es zu zelltoxischen Reaktionen im Wirt sowie zur Unterdriickung der Synthese von Proteinen bei
der DNA-Synthese (VEY et. al. 1986; QUIOT et al. 1985). Fur B. bassiana wurde das Toxin Beauvericin
nachgewiesen, dessen Rolle im Krankheitsverlauf bisher noch nicht vollsténdig geklart ist. So besitzen Stdmme
mit hoher Toxinproduktion nicht gleichzeitig die hochste Virulenz. Des weiteren muf3 B. bassiana die gesamte
Hamolymphe des Insektenkdrpers mit Hyphen ausfiillen, bevor es zum Tod des Wirtes kommt (STARNES et
al. 1993, CERMAKOVA und SAMSINAKOVA 1960).

Nach der Abtétung der Wirte ist flr entomopathogene Pilze der Ordnung Hyphomycetales eine saprophytische
Entwicklung charakteristisch. Postmortal verwertet der Pilz die Substanz des Insektenkdrpers und mufd sich
dabei mit antagonistisch wirkenden Bakterien der Darmflora auseinandersetzen. B. bassiana produziert Oos-
porein, ein rotes antibiotisches Pigment, welches den Insektenkadaver rot férbt und die Entwicklung der Bakte-
rien behindert (CHAMPLIN und GRULA 1979; KANAOKA et a. 1978). Die Pilze durchdringen anschliefRend
in umgekehrter Richtung die Kutikula, um bei hoher Umgebungsfeuchtigkeit auf dem Insektenkadaver Mycel
und Sporentrager auszubilden (RAMOSKA 1984, ROBERTS und HUMBER 1981, FENG et a. 1994). Haufig
besiedeln jedoch andere Mikroorganismen die Insektenkadaver und kénnen dadurch die Sporulation von M.
anisopliae auf dem von diesem Pilz gettteten Insekt unterdriicken (RIBA et. a. 1984). Pilzstdmme mit schnel-
ler Replikation besitzen haufig gegentiber Bakterien eine hohere antagonistische Wirkung und eignen sich
somit auch besser fur eine biologische Bekdmpfung (TANADA und FUXA 1987).

Beim gezielten suppressorischen Einsatz insektenpathogener Pilze wird die Wirksamkeit der Pathogene durch
vielfdltige Interaktionen mit biotischen und abiotischen Einflu3faktoren bestimmt. Die Intensitét und der Um-
fang der Wechsel beziehungen determinieren die Wirksamkeit des mikrobiellen Eisatzes (TANADA und FUXA
1987).
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Fir eine erfolgreiche Verwendung entomopathogener Pilze ist in erster Linie eine hohe Virulenz ausschlagge-
bend. Nach MULLER KOGLER (1965) und JACKSON et a. (1985) ist die Virulenz als variierend quantitativ,
krankmachende Eigenschaft isolatspezifisch. Die Virulenz kann jedoch durch verschiedene Faktoren beeinflufit
werden. So ermittelte KMITOWA (1978), dal? der Erndhrungszustand der Pilze Auswirkungen auf die Viru-
lenz der getesteten B. bassiana, Paecilomyces farinosus und P. fumosoroseus |solate hatte. Bei der Kultur in-
sektenpathogener Pilzstdmme ist es somit unabdingbar, durch die Auswahl geeigneter Nahrbdden einerseits
eine rasche Massenproduktion an Infektionseinheiten zu ermdglichen, andererseits die Virulenz der Pilze ge-
geniiber dem Zielinsekt zu steigern (MULLER KOGLER 1965).

Im Wirt - Pathogen - System miissen verschiedene Parameter bekannt sein. So hat neben der Virulenz die An-
zahl von Infektionseinheiten Einflud auf den Infektionsverlauf. Kenntnisse tUber die effektive Dosis, der die
Zielorganismen ausgesetzt werden missen, sind fur eine erfolgreiche Bekdmpfung ebenso wichtig, wie tber
bestimmte Faktoren, die das Zusammentreffen von Wirt und Pathogen beeinflussen (PINNOCK und BRANDT
1981). Zu diesen Faktoren zdhlen insbesondere die Uberlebensfahigkeit der Konidien sowie die Inokulations-
rate, welche wiederum vom Wirtsverhalten, das heild der Kontaktrate bei perkutan wirkenden Pathogenen,
abhéngt. Die Inokulationsrate wird weiterhin von der Erregerdichte und deren raumliche Verbreitung bestimmt
(TANADA und FUXA 1987). Eine hohe Dichte und eine weite Verbreitung der Pathogene in der Wirtspopul a-
tion erhdhen die Wahrscheinlichkeit des Kontaktes zwischen Pilz und Zielinsekt.

Fast immer beeinflult das herrschende Milieu diese Parameter. So ist die Uberlebensrate der Sporen und die
Aktivitét der Insekten von den herrschenden Temperaturverhdltnissen abhéngig (PINNOCK und BRANDT
1981, CARRUTHERS und SOPER 1987). Einen grofien Einflul? auf die Persistenz der Konidien tbt die Luft-
feuchtigkeit aus (ROBERTS und CAMPBELL 1977; TANADA und FUXA 1987). Daruiber hinaus unterliegen
die Konidien entomopathogener Pilze einer raschen Inaktivierung durch die UV-Strahlung des Sonnenlichts
(ROBERTS und CAMPBELL 1977, IGNOFFO und GARCIA 1992; STARNES et al. 1993).

Auf seiten des Wirtsinsektes ist neben der Anfalligkeit und der Disposition die Populationsdichte ausschlagge-
bend fur das Zustandekommen nachhaltiger Bekémpfungserfolge (STEIN-HAUS 1954; TANADA und FUXA
1987). Hohe Wirtsdichten erhéhen die Ubertragungswahrscheinlichkeit, kdnnen Stref3 der Wirtstiere verursa-
chen und dadurch die Insekten anféliger gegenlber einer Pilzinfektion machen (STEINHAUS 1958;
TANADA und FUXA 1987).

Nur wenn ausreichend Kenntnisse Uber die 6kologischen Zusammenhénge vorhanden sind, ist der Einsatz von
Entomopathogenen erfolgversprechend. Diese miissen bereits bei der Herstellung pilzlicher Biopréparate be-
riicksichtigt werden.

So ist es unabdingbar, dal3 die Formulierungen die biologischen Aspekte des Pilzes und des Zielinsektes be-
rucksichtigen. WEISER (1982) zeigte, dal’ wal¥rige Formulierungen kutikul&re Schichten des Integumentes bei
Micken anschwellen lassen und dadurch die Insekten gegentiber der Penetration durch B. bassiana und M.
anisopliae resistenter werden.

Mit Hilfe geeigneter Formulierungen ist man bestrebt, die Anhaftung der Pilzsporen am Zielinsekt zu verbes-

sern. Die Formulierungsbestandteile dirfen jedoch den Infektionsprozef3 nicht beeintréchtigen und sollen die
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Lebensfahigkeit, die Virulenz und die Ubertragbarkeit der Sporen steigern. Durch die Entwicklung von Olfor-
mulierungen mit Pilzsporen ist man bereits in der Lage, die Abhéngigkeit der Infektion von der Luftfeuchtig-
keit zu verringern (PRIOR et a. 1988). Die Herstellung Feuchte bewahrender Formulierungen befdhigte so
ansonsten trockenanfallige Pilzsporen, im suboptimalen Feuchtebereich zu keimen (STARNES et al. 1993;
ZIMMERMANN 1992). Des weiteren ist man bestrebt, die Umweltpersistenz und die Lagerstabilitdt von Pilz-
sporen durch geeignete Formulierungen zu verbessern. Sporenformulierungen sollten andererseits mit bereits

existierenden Applikationstechnologien kompatibel sein (FENG et al. 1994).
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3 Aufgabenstellung

Die vorliegenden Untersuchungen sollen dazu beitragen, die Mdglichkeiten eines Einsatzes entomopathogener
Pilze gegen die Mehimotte Ephestia kuehniella (ZELLER) und die Dérrobstmotte Plodia interpunctella HUBNER
(Lepidoptera: Pyralidae) zu ermitteln. Die Forschungen entomopathogener Pilze sollen auf3erdem auf ihre
Bedeutung im Hinblick auf den Vorratsschutz erweitert werden. Insbesondere wurden Erkenntnisse tber die

Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Infektion unter Lagerbedingungen gewonnen.

Da die Wirkung entomopathogener Pilze stammabhéngig ist und dartiber hinaus von den herrschenden Um-
welteinfliissen und der Konstitution der Wirtsinsekten besinflut wird (MULLER-KOGLER 1965), galt es, das
Zusammenwirken von Erreger und Wirtsinsekt unter variierenden Umweltbedingungen zu untersuchen. Dies
erfordert vor allem Informationen zur Virulenz der verwendeten Pilzstdmme sowie zur Anfélligkeit der Zielin-
sekten, insbesondere deren unterschiedlicher Entwicklungsstadien.

Im Hinblick auf eine erfolgreiche biologische Bekdmpfung sind Erkenntnisse Uber die Auswirkung einer Pilz-

behandlung auf die Nachfolgegeneration der Wirte von Bedeutung.

Zur Beurteilung erzielbarer Bekdmpfungseffekte wurden weiterhin Untersuchungen zur Wirksamkeit der pilz-
lichen Erreger unter kontrollierten praxisnahen Bedingungen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck erfolgten im
Labor Untersuchungen zur Wirksamkeit einer Behandlung der Brutsubstratoberfléche sowie nach Beimischung
der Konidien zum Lagergut.

Untersucht wurden auf3erdem die Moglichkeiten, Pilzsporen mit Hilfe von Sexualpheromonen gezielt in die
Schaderregerpopulation einzufihren und von befallenen auf gesunde Insekten zu Ubertragen.

Wichtig fur die Wirksamkeit entomopathogener Pilze ist die Stabilitét der verwendeten Sporenformulierungen.
Im Labor erfolgten in diesem Zusammenhang Versuche zur Lagerféhigkeit und Umweltpersistenz unterschied-

lich formulierter Sporen.
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4 Material und Methoden

4.1 Anzucht der Wirtstiere

Um aussagekréftige Ergebnisse aus Biotests gewinnen zu kdnnen, in deren Verlauf die Wirkung pilzlicher
Erreger auf vorratsschéadliche Motten untersucht wird, ist die Bereitstellung einer gréf3eren Anzahl an Wirtstie-

ren unabdingbar.

Die Anzucht der Insekten erfordert hierflir geeignete Substrate. Fur Versuche mit Larven der Mehlmotte wurde
Weizen verwendet. Als Aufzuchtsubstrat fir Mehlmottenimagines diente ein Gemisch aus 500 g Weizen und
100 g Weizenschrot.

Zur Bereitstellung von Dorrobstmottenlarven erfolgte die Aufzucht der Versuchstiere auf Mandelbruch. Das
Aufzuchtsubstrat der Ddrrobstmottenimagines bestand aus 300 g Mandelschrot und 300 g Weizenkleie mit
folgender Zusammensetzung: 100 g Weizenkleie, 12 g Glucose, 20 g Hefe, 20 g Glyzerin und 5 ml Wasser.
Zum Homogenisieren wurde die Kleie 3 min. im Mixer durchgeknetet.

Die Anzucht der Imagines und Larven erfolgte in 3 | bzw. 1 | Glasgeféf3en bei 25°C, einer relativen Luftfeuch-
tigkeit von 65 - 75% und in Dunkel heit.

4.2 Untersuchungen zur Pathogenitat geeigneter Pilzstimme

Da eine Virulenz gegentiber nahe verwandten Wirten zu erwarten ist, wurden ausschliefdlich Pilzstdmme gete-
stet, die aus Insekten der Ordnung Lepidoptera isoliert waren.

Die Untersuchungen erfolgten mit Stémmen (Isolaten) von Metarhizium anisopliae (MeTscH.) Sorok. (M.a.73
und M.a.110), Beauveria bassiana (BALsaMO.) Vuill. (B.ba.56 und B.ba.112), Paecilomyces farinosus (DicKS)
Brown et Smith (Paec.f.34) und Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown et Smith (Paec.f.10) (Hyphomyce-
tales: Moniliaceae). Eine Charakterisierung der verwendeten Pilzstdmme findet sich in Tabelle 2.

Samtliche Pilze wurden vom Institut fir biologischen Pflanzenschutz der Biologischen Bundesanstalt fir Land-
und Forstwirtschaft in Darmstadt zur Verfigung gestellt.

Die Stammhaltung der Pilze am Fachgebiet Phytomedizin und angewandte Entomologie der Humboldt - Uni-
versitdt - Berlin erfolgte in vitro auf Biomalz Pepton Agar (MPA) bei 4°C. Eine Uberimpfung wurde im Ab-

stand von vier Monaten durchgefiihrt. Zur Vermeidung von Virulenzverlusten erfolgte nach acht Monaten eine

Wirtspassage.

Tabelle 2: Ursprung der im Verlauf der Untersuchungen verwendeten Pilzstdmme

Pilzstamm Wirtsinsekt Ursprungsort Isolations-
zeitpunkt
Metarhizium anisopliae 73 Lobesia botrana Bolgna/ Itaien 10/ 88

Metarhizium anisopliae 110 Galleria mellonella Muro / Mallorka 1/91
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Beauveria bassiana 56 Carpocapsa pomonella Wien 3/71

Beauveria bassiana 112 Cossus cossus Bologna/ Italien 10/ 88

Paecilomyces fumosoroseus 10 Eupithelia innotata Helsinki 10/ 85

Paecilomyces farinosus 34 Diapausepuppen von Darmstadt 11/82
Mamestra brassicae

Fir den Nachweis der Pathogenitidt wurde die von MULLER-KOGLER (1965) und LAM et al. (1988) be-
schriebene Methode angewendet:

Zur Ermittlung der Pathogenitdt kamen zunéchst 4 x 24 frisch geschliipfte Falter von E. kuehn-iella und P.
interpunctella fir zwel Minuten auf eine sporulierende Reinkultur der Pilze. Anschlief3end wurden die Tierein
Petrischalen, die jeweils eine mit Gaze abgedeckte Offnung enthielten, Uberfuhrt. In jede Petrischale wurden
jeweils sechs behandelte Falter gebracht.

Da der Nachweis der Pathogenitdt bei moglichst hoher Luftfeuchtigkeit durchzufiihren ist, wurden die Petri-
schalen anschlieffend auf vier Exsikkatoren verteilt, in denen eine Luftfeuchtigkeit von 96% herrschte. Die
relative Luftfeuchtigkeit stellte sich in den geschlossenen Exsikkatoren nach drei Tagen Uber destilliertem
Wasser ein. Zum Vergleich begleiteten Kontrollserien mit unbehandelten Tieren die Untersuchungen bel sonst

gleichen Versuchsbedingungen.

Da die bel pilzlichen Insektenerkrankungen auftretenden Symptome nicht streng spezifisch sind, mufdte der
mikroskopische Nachweis der postinfektionell entstandenen Pilzsporen Gewif3heit Uber die Identitét der Erreger
bringen. Fruktifizierten die Pilze nicht &ulRerlich am Insekt, wurden die abgestorbenen Imagines mit Zellstoff
gesdubert, daraufhin fur drei Minuten in eine Jodtinktur und anschlief3end in 96%-igen Alkohol getaucht. Die-
se Vorgehensweise sollte sicherstellen, dal? &ulRerlich anhaftende Pilzsporen sowie andere mikrobielle Erreger,
die den Pathogenitdtsnachweis erschweren, entfernt werden. Abgetttete Tiere wurden in feuchte Kammern
Uberfiihrt. Die sich daraufhin auf den Tierkdrpern bildenden Pilzsporen wurden isoliert und in vitro reprodu-
ziert. Abschlief3end erfolgte eine erneute Inokulation an gesunden Motten.

Der Pathogenitétsnachweis erfolgte nach dem Koch’schen Postulat. Er galt as gefihrt, wenn die inokulierten
Tiere deutlich schneller abstarben als die unbehandelten Kontrolltiere, und wenn in ersteren der Erreger nach-

gewiesen wurde.

4.3 Untersuchungen zur Virulenz entomopathogener Pilzstamme

Virulenz in Abhangigkeit von Pilzstamm und Wirtsart

Die Virulenz ist eine genetisch bedingte Eigenschaft insektenpathogener Pilze, die durch zahlreiche Faktoren
beeinfluld wird. Nur mit Hilfe streng standardisierter Biotests ist es méglich, Virulenzunterschiede zwischen
verschiedenen Pilzstammen zu erfassen und statistisch auszuwerten (FARGUES und REMAUDIERE 1977;
McCOY et al. 1985).
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Zur Virulenztestung wurden die Pilzstémme bei frisch geschlUpften Imagines von E. kuehniella und P. inter-
punctella inokuliert. Zur Bestimmung der Isolat-Virulenz dienten Konidien, die von 21 Tage alten Pilzkulturen
stammten. Die Pilze waren bei 25°C im Dunkeln auf Biomalz-Pepton-Agar herangezogen worden. Der Néhr-
boden bestand aus 10 g Biomalz, 2,5 g Pepton aus Kasein, 15 g Gelrite-Agarsubstitute, 1000 ml H,Ogeg., besald
einen pH-Wert von 5,5 und war fur 20 Minuten bei 120°C autoklaviert.

Unter sterilen Bedingungen wurden die Sporen unter Zusatz von 0,1%-iger Tween 80-L6sung (Polyoxyethylen-
sorbitanmonooleat) abgeschwemmt und 30 Minuten auf einem Horizontal-schiittler homogenisiert. Die Be-
stimmung des Konidiengehaltes eines Inokulates erfolgte mit einer Thoma-Zahlkammer und wurde anschlie-
3end durch Zugabe von sterilem entionisiertem Wasser auf den gewtinschten Sporentiter eingestellt.

Zusétzlich wurde das Keimvermdgen der Sporen Uberprift. Dazu wurden die Keimraten der einzelnen Pilz-
stdmme bei 25°C und 48 h Inkubation ermittelt. Die ausfuhrliche Beschreibung des Testverfahrens wird im
nachfolgenden Abschnitt zum EinfluR der Temperatur gegeben. Die Keimraten betrugen: B. bassiana 56 -
92%; M. anisopliae 110 - 98%; M. anisopliae 73 - 95%; P. fumosoroseus 10 - 95% und P. farinosus 34 - 86%.

Anschlief3end wurden die Pilzstdmme in Form von Sporensuspensionen mittels DC-Spriihgerét mit Treibmittel
(CH,F - CF; Flussiggas) auf Filterpapier verspriht, welches auf den Innenfléchen von Petrischalen klebte. Die
Applikationsdosis betrug 10" Sporen pro Petrischale.

Bei den Versuchen enthielt jede Variante 96 frisch geschllipfte Falter. Jeweils sechs Insekten wurden flr zwel
Stunden zur Inokulation in eine kontaminierte Petrischale gebracht. Die Petrischalen befanden sich wahrend
der Inokulation in Exsikkatoren bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 96% und 25°C.

Nach der Inokulation wurden die Motten zur Inkubation in saubere Petrischalen Uberfihrt. Die Inkubation
erfolgte in Exsikkatoren bei 96% relativer Luftfeuchtigkeit, 25°C und bei Dunkelheit. Tote Tiere wurden tag-
lich ausgesondert und mit Jodtinktur und 96%-igem Alkohol &uRerlich desinfiziert. Anschlief3end erfolgte in

feuchter Kammern die Uberpriifung von Verpilzungen an den Insektenkadavern.

Die Virulenzbestimmung erfolgte anhand der Mortalitétsraten nachweislich durch die Pilzstdmme abgettteter
Imagines. Firr die Bestimmung von Signifikanzen wurde der Chi®-Test (2 x 2 Kontingenztafelanalyse) durch-
gefuihrt (WEBER 1972a). Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte bel allen Versuchen mit dem
Computerstatistikprogramm SPSS.

Virulenz in Abhéngigkeit von Infektionsbedingungen auf seiten der Umwelt

Einflu der Temperatur

Da die Temperatur sich hauptsachlich auf das Keimungsverhalten der Pilzsporen auswirkt und dadurch die
Virulenz der Pilzstamme beeinflult, erfolgte die Uberprifung des Umweltfaktors Temperatur in Form von

Sporenkeimungsversuchen.

Fur die Durchfuhrung verschiedener in vitro Versuche zur Beobachtung und Ermittlung von Sporenkeimvor-

gangen wurden Sporensuspensionen verwendet, die 10°> Konidien /ml, 0,5% Glucose und 0,5% Pepton aus
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Kasein enthielten. Die Zugabe organischer Substanzen erfolgte aufgrund bereits aus der Literatur bekannter
Effekte einer Stimulierung der Konidienkeimung (MULLER-KOGLER 1965, KMITOWA 1978, MUHLE und
WETZEL 1990).

Sterilisierte Objekttréger mit Adhésionswirkung (Kammerdurchmesser = 6 mm) wurden mit acht Tropfen der
Sporensuspension versehen. Je Variante wurden somit acht Wiederholungen durchgefiihrt.

Die Inkubation erfolgte in feuchte Kammern bei 25°C in Dunkelheit im Brutschrank. Der Keimungsverlauf
wurde bei 15°C, 20°C, 25°C 30°C bestimmt. Mit der Auswahl der vier Temperaturstufen sollte den in Lagern
wahrend einer Mottenkalamitét herrschenden Temperaturbereichen entsprochen werden.

Die Bonitur der Keimung wurde unter dem Lichtmikroskop alle zwel Stunden durchgefiihrt. Dazu wurden

einhundert zuféllig ausgewahlte Sporen auf ihre Keimung gepruift.

Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse erfolgte mittels linearer Regression nach MUL-LER-KOGLER und
SAMSINAKOVA (1969) und WEBER (1972b). Unter Verwendung von Probittransformationen konnten die
Zeiten berechnet werden, nach denen 50% der Sporen gekeimt sind (Tgsg). Fur Aussagen Uber statistisch si-

gnifikante Unterschiede der berechneten Tgs, werden die zugehdrigen V ertrauensberei che herangezogen.

Einflul® der relativen Luftfeuchtigkeit

Die relative Luftfeuchtigkeit ist nach bisheriger Kenntnis fir die Infektidsitét entomopathogener Pilze sehr
bedeutend, dafir die Keimung der Pilzsporen eine bestimmte L uftfeuchtigkeit erforderlich ist.

Da die auf der Insektenoberfléche herrschende Luftfeuchtigkeit sich von der des umgebenden Raumes unter-
scheiden kann, erfolgten die Virulenztests in vivo am Zielinsekt.

Um Ruckschlisse auf die Wirksamkeit der untersuchten Pilzstdmme bei lageréhnlichen Bedingungen ziehen zu
kénnen, wurden die Untersuchungen bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 75% durchgefiihrt. Nach
SEARLE und DOBERSKI (1984) sowie ADANE et al. (1996) betrégt die Luftfeuchtigkeit in Légern haufig
zwischen 60 und 80%. Zur Ermittlung des Einflusses der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Virulenz der Pilz-

stdmme dienten in der vorliegenden Arbeit Vergleichstests bei 95% L uftfeuchtigkeit.

Die Untersuchungen zum Einfluld der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Virulenz der Pilzstdmme erfolgten an
frisch geschlupften Imagines von E. kuehniella und P. interpunctella. Die Pilzstdmme wurden in vitro auf
MPA 21 Tage bei 25°C in Dunkelheit kultiviert. Nach der Sporulation wurden die Konidien mit entionisiertem
sterilem Wasser unter Zugabe von 0,1% Tween 80 abgeschwemmt. Die Herstellung der Konidiensuspensionen
und die Applikation entsprachen der im Abschnitt ., Virulenz in Abhéngigkeit von Pilzstamm und Wirtsart”

beschriebenen Verfahrensweise.

Die Inokulation erfolgte bei ca. 75% bzw. 95% in kontaminierten Petrischalen, die jeweils eine mit Gaze be-
deckte Offnung enthielten und sich in Exsikkatoren befanden. Zur Absicherung einer konstanten Umgebungs-
feuchte von 75% im geschlossenen Exsikkator, diente geséttigte NaCl-Ldsung nach WINSTON und BATES
(1960).
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Nach der Inokulation wurden jeweils sechs Falter in saubere Petrischalen Uberflhrt, die sofort in die Exsikkato-
ren mit entsprechender Luftfeuchtigkeit untergebracht wurden. Pro Pilzstamm und Feuchtigkeitsstufe wurden 4

X 24 Imagines gleichen Alters getestet.

Einem Vorschlag von WEBER (1972b) folgend, wurden die Letawerte mittels Regressions-analyse aus den
Prozent - Mortalitétsprobits und den dazugehérigen logarithmischen Werten der Einwirkzeit ermittelt. Durch
die Probittransformationen konnten die Zeiten berechnet werden, nach denen 50% bzw. 90% der behandelten

Insekten abgestorben waren (LTsg; LToo).

Virulenz in Abhangigkeit vom Erndhrungszustand des Pilzes

Zur Herstellung von mikrobiellem Erregermaterial missen entomopathogene Pilze auf adaquaten Nahrbdden
kultiviert werden. Mitunter unterscheiden sich selbst Stdmme der gleichen Pilzart erheblich in ihrem Wirts-
spektrum und kénnen auch verschiedene Anforderungen hinsichtlich der Nahrbédenzusammensetzung in vitro

Kultur besitzen.

Es war das Ziel der Untersuchungen, jeden Pilzstamm auf Néhrbdden heranzuziehen, die einerseits eine opti-
male Konidienproduktion gewahren und andererseits den Pilzstdmmen gegenlber dem jewelligen Zielinsekt
eine hohe Virulenz verleihen. Die verwendeten N&hrbdden sowie deren Zusammensetzung sind in der Tabelle
3 dargestellt.

Die Auswahl der Komplexndhrbdden berticksichtigte bereits aus der Literatur bekannte Effekte einer Férderung
der Sporulation und Virulenz bei entomopathogenen Pilzen. Teilweise erfolgte eine Modifizierung der in der
Literatur empfohlenen Kohlenstoffquellen.

Tabelle 3: Charakterisierung der in den Untersuchungen getesteten Nahrbdden

Nahrboden Zusammensetzung Autor
10,09 Laktose KMITOWA (1978)
Laktose - Pepton 2,5 g Pepton aus Kasein
(LPA) 15,09 Gelriteagarsubstitute
1000 ml H2Ogest.
Malz - Pepton 10,09 Biomalz MUHLE und WETZEL
(MPA) 2,5 g Pepton aus Kasein (1990)

15,09 Gelriteagarsubstitute
1000 ml H2Ogest.
Saccharose - 10,09 Saccharose

Pepton (SPA) 2,5 g Pepton aus Kasein
15,09 Gelriteagarsubstitute

1000 ml H2Ogest.

Czapec Dox-glucose 10,09 Glucose MUHLE und WETZEL
Glucose 2,0 g NaNOs (1990)
(CzD Gluc) 0,5 g MgSOq

1,0 g K:HPO,
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0,01g FeSOq4

0,5 gKCL

15,09 Gelriteagarsubstitute
1000 ml H2Ogest.

Czapec Dox- 10,09 Glycerol MUHLE und WETZEL
Glycerol 2,0 g NaNOs (1990)
(CzD Glyc) 0,5 g MgSO,
1,0 g K;HPO4
0,01g FeSOq4
0,5 g KCL

15,09 Gelriteagarsubstitute
1000 ml H2Ogqest.

Haferflocken 30,0g Haferflocken MULLER-KOGLER
(HFA) 0,029 FeS04 (1965)

15,09 Gelriteagarsubstitute

1000 ml H2Ogqest.

Riba Glucose 10,09 Glucose RIBA et al. (1984)

(Riba Gluc) 0,369 KH;PO,4

1,429 NazHPO4

1,0 g KCL

0,6 g MgSO.,

0,7 g NH4NO3

5,0 g Hefeextrakt

15,09 Gelriteagarsubstitute

1000 ml H2Ogqest.

Riba 10,09 Saccharose
Saccharose 0,369 KH2PO4
(Riba Sacch) 1,429 Na;HPO,4
1,0 g KCL
0,6 g MgSO.,
0,7 g NH4NO3

5,0 g Hefeextrakt
15,09 Gelriteagarsubstitute
1000 ml H2Ogest.

Nach HUBER (1958) entwickeln sich Hyphomyceten bei einem pH-Wert zwischen 3,3 und 8,5. Da nach
FERRON (1981) ein pH-Wert zwischen 5 und 6 fir die Sporulation der Pilze am glinstigsten ist, erfolgte die

Kultur der zu testenden Nahrboden bei einem pH-Wert von 5,5.

Einfluf auf die Sporulation

Zur Ermittlung der Sporulation wurden die zu testenden Nahrbdden 20 min. bei 120°C autoklaviert und an-
schlief¥end zu jeweils 10 ml in Petrischalen gegossen. Im Anschlul® wurden aus 14 Tage alten Kulturen (9 cm
Petrischale, Biomalz-Peptonagar) mittels Korkbohrer (Durch-messer: 7 mm) Agarblécke ausgestochen und auf
die Testplatten Uberfuhrt. Eine anschlief3ende Inkubation erfolgte fir 21 Tage im Brutschrank bei 25°C in
Dunkelheit.

Zur Bestimmung der Sporulation wurden mittels Korkbohrer je Testplatte vier Agarblocke mit einer Gréfze von
10 mm? abgetrennt und jeweils in 1ml steriles entionisiertes Wasser gebracht.

Die Sporensuspensionen wurden anschlief3end 30 min. auf einem Horizontalschiittler homogenisiert. Die Aus-

zahlung der Konidien erfolgte mittels Thoma-Z&hlkammer. Der Versuch wurde 8- fach wiederholt.
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Die Prifung der Untersuchungsergebnisse auf Varianzhomogenitét mittels Test von LEVENE ergab, daR die
Werte keine Varianzhomogenitét aufwiesen. Eine daraufhin durchgefiihrte statistische Verrechnung der Er-
gebnisse mittels KRUSTAL - WALLIS - Test und anschlieRendem Test nach NEMENY | (SACHS 1992) er-
brachte keine aussagekréftige Signifikanzen. Zur Auswertung wurden deshalb die 95%- Vertrauensbereiche

sowie die empirischen Verteilungen ermittelt.

Einflul® auf die Virulenz

Die Untersuchungen zum Einfluf? des Erndhrungszustandes entomopathogener Pilze auf die Virulenz wurden
bei frisch geschltpften Imagines von E. kuehniella und P. interpunctella durchgefihrt. Fir die Virulenztests
dienten jene Nahrboden, die im Verlauf der Untersuchungen zum Einflufd auf die Sporulation bei den einzelnen
Pilzstdmme eine gute Sporenbildung bewirkten. Die einzelnen Pilzstdmme wurden auf folgenden Nahrbdden
kultiviert (Abkir-zungen siehe Tabelle 3):

B.ba.56: Hfa, Riba Sacch., Riba Gluc, CzD Gluc, CzD Glyc, MPA, LPA

M.a.110: Hfa, Riba Sacch., Riba Gluc, CzD Gluc, CzD Glyc, MPA, LPA, SPA

M.a.73: Hfa, Riba Gluc, SPA, CzD Gluc, MPA

Paec.f.10:  Hfa, Riba Sacch., Riba Gluc, CzD Gluc, CzD Glyc, MPA, LPA

P.f.34: Hfa, Riba Gluc, CzD Gluc, MPA.

Die Pilze wurden zundchst auf den zu testenden Nahrbdden 21 Tage bei 25°C in Dunkelheit kultiviert. Die
Konidien wurden mittels sterilem entionisiertem Wasser unter Zusatz von 0,1 % Tween 80 abgeschwemmt und
eine Stunde auf einem Horizontal schiittler homogenisiert.

Anschliefend erfolgte mittels Thoma-Z&hlkammer die Auszéhlung der Sporen und durch Hinzugabe der ent-
sprechenden Menge an sterilem entionisiertem Wasser die Einstellung auf

10" Sporen / ml. Die gewonnenen Sporensuspensionen wurden nochmals eine Stunde auf einem Horizontal-

schittler homogenisiert.

Die Kontamination der Petrischalen erfolgte nach der zu Beginn des Kapitels 4.3 beschriebenen Verfahrens-
weise. FUr die Inokulation wurden die Falter fir zwei Stunden in kontaminierte Petrischalen gebracht. Die
Inokulation verlief bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 76% und einer Temperatur von 25°C durchgefihrt.
Das Zusammentreffen zwischen Erreger und Wirts-insekt erfolgte mittels indirekter Inokulation und entsprach
somit dem Kontaktmodus in der Praxis. Die Inkubation der behandelten Insekten erfolgte in sauberen Pertri-
schalen bei

76% Luftfeuchtigkeit, 25°C und Dunkelheit im Brutschrank. Je Versuchsvariante wurden 4 x 24 |nsekten gete-
Stet.

Fir die Auswertung dienten die téglichen Mortalitdtsraten. Die Letawerte wurden mittels Probitanalyse aus
den Mortalitétsraten und den logarithmierten Einwirkzeiten ermittelt. Aussagen Uber statistisch signifikante
Unterschiede der berechneten LTsy und LTy - Werte kénnen aus den zugehdrigen Vertrauensbereichen ent-

nommen werden.
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4.4 Einflul® der Inokulumdichte auf die Wirksamkeit der Pilze

Als wichtiger Faktor auf seiten des Pilzes stellt sich das Inokulumpotential dar, welches mal3geblich durch die
Inokulumdichte bestimmt wird. Es war das Ziel der Untersuchungen, den Einflul? unterschiedlicher Sporendo-

sierungen auf die Wirksamkeit der Pilzstdmme gegeniiber Dérrobstmotten zu ermitteln.

Fur den Laborversuch dienten frisch geschltpfte Dérrobstmottenimagines.

Zur Gewinnung von Erregermaterial wurde M. anisopliae 110 und B. bassiana 56 auf Hfa sowie von P. fumo-
soroseus 10 auf CzD Gluc kultiviert. Die in vitro Anzucht der Pilze erfolgte 21 Tage bei 25°C in Dunkelheit.
Die Konidien wurden mit sterilem aqua dest. (0,1% Tween 80) abgeschwemmt und 30 Minuten auf dem Hori-
zontalschiittler homogenisiert. Nachdem Auszéhlen mittels Thoma-Zahlkammer erfolgte die Einstellung auf

die gewiinschten Sporenkonzentrationen (10°, 10° bzw. 10” Sporen / ml).

Pro Pilzstamm und Konzentrationsstufe wurden 4 x 24 Tiere tauchbehandelt. Nach der Inokulation wurden die
Insekten bei 76% Luftfeuchtigkeit und 25°C in Petrischalen inkubiert. Die Bonituren erfolgten téglich durch
Auszéhlen der toten und lebenden Tiere. Abgestorbene Falter wurden auf3erlich mit Jodtinktur und Alkohol
desinfiziert und in feuchte Kammern tberfihrt.

Zur Auswertung der Versuchsergebnisse dienten die mittels Probitanalysen berechneten LTso und LTy Zu-
sétzlich wurde der Anteil nachweisbar durch die Pilzstémme abgetoteter Imagines festgestellt. Fir Aussagen
Uber statistisch signifikante Unterschiede wurde der Chi®-Test (2 x 2 Kontingenztafelanalyse) durchgefihrt.

4.5 Untersuchungen zur Wirksamkeit entomopathogener Pilze auf Eier
sowie Larvenstadien von P. interpunctella

Kenntnisse Uber die Infektionsbedingungen auf seiten der Zielinsekten sind fir die Entwicklung einer Anwen-
dungsstrategie ebenso wichtig wie Informationen zur Isolatvirulenz und zum Einflufd der Umweltfaktoren. Bei
einer Inokulation anfélliger Wirtstiere mehrerer Stadien lassen sich die Erreger leichter in der Wirtspopulation

etablieren, wodurch die Erfolgsaussichten der Bekémpfungsmal3nahme erheblich erhoht werden.
Anfalligkeit der Eier

Die Bestimmung der Wirksamkeit auf die Eier der Dorrobstmotte erfolgte mit Konidien von M.a 110, B.ba.56
und Paec.f.10. Fir die Untersuchungen wurden M.a.110 und B.ba.56 auf Hfa und Paec.f.10 auf CzD Gluc bei
25°C im Brutschrank Kkultiviert. Nach erfolgter Sporulation wurden die Konidien mit sterilem aqua dest. (+
0,1% Tween 80) abgeschwemmt.

Die Suspensionen wurden auf dem Horizontalschiittler 30 min. homogenisiert.
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Der Versuch zur Eimortalitét nach unterschiedlicher Pilzbehandlung wurde in Petrischalen angesetzt, die ana-
log der im Abschnitt 4.3 beschriebenen Verfahrensweise prépariert waren. Die Sporendosierungen wurden so
gewahlt, daR die Applikation von 1 ml Sporensuspension pro Petrischale eine Applikationsdosis von 2 x10° /
cm?, 2 x 10°/ cm? und 2 x 107 / cm? ergab.

Die Auswahl von drei Konzentrationsstufen sollte Hinweise auf die Anfélligkeit der Dorr-obstmotten-Eier bei
unterschiedlicher Konzentration des Inokulums erbringen, welche Riickschllisse auf eine praktische Bekamp-
fungsmaglichkeit von Eiern zulassen.

Zur Inokulation wurden die Eier mit einem Pinsel in die Schalen gebracht. Genutzt wurden ausschliefdlich 24 h
alte Eier. Die Inkubation erfolgte im Exsikkator bei 76% r.F. und in Abhéngigkeit von der Temperatur. Als
Inkubationstemperatur wurden 20 und 25°C gewahit. Pro Variante erfolgten vier Wiederholungen mit je 20

Eiern.

Zur Auswertung wurde die Anzahl schitpfender Eilarven ermittelt. Die Prifung der Untersuchungsergebnisse
auf Normalverteilung mittels K-S-LILLEFORS-Test zeigte, dal? die Werte nicht normal verteilt waren. Fur die
statistische V errechnung wurden deshalb die Daten zunéchst umgeformt (arc sin Gp) und konnten anschliefend
durch eine dreifaktorielle Varianzanalyse verglichen werden (SACHS 1992).

Altersbedingte Sensitivitat der Larvenstadien

Eswar das Ziel der Untersuchungen, Aussagen Uber die Anfélligkeit verschiedener Larvenstadien von P. inter-
punctella gegeniiber virulenten Pilzstdmmen zu treffen. In Laborversuchen wurden die ersten vier Larvenstadi-
en der Dorrobstmotte getestet. Um RiickschlUisse Uber eine praktische Bekdmpfbarkeit der Schadlinge ziehen zu
kénnen, erfolgten die Untersuchungen unter lagerdhnlichen Bedingungen bel 76% L uftfeuchtigkeit, 25°C und
in Dunkel heit.

Gegenlber den verschiedenen Larvenstadien der Dérrobstmotte wurden jene Pilzstdmme getestet, die sich im
Verlauf der vorherigen Untersuchungen zur Virulenz als wirksam erwiesen hatten. Basierend auf den Ergeb-
nissen des Kapitels 5.2.3 erfolgte die Anzucht der virulenten Pilzstdmme auf den entsprechenden Néahrboden.

Nach erfolgter Sporulation wurden die Konidien mit sterilem entionisiertem Wasser unter Zusatz von 0,1 %
Tween 80 abgeschwemmt. Nach der Sporenzdhlung mittels Thoma-Zahl-kammer und der Einstellung auf die
gewilnschte Konzentration wurden die gewonnenen Sporensuspensionen eine Stunde lang auf einem Horzon-

talschittler homogenisiert.

Da selbst innerhalb eines Larvenstadiums die Resistenz gegeniiber einem Pilzstamm bei steigendem Alter zu-
nehmen kann, erfolgten die Untersuchungen an Larven, welche innerhalb der letzten 24 Stunden geschlipft
waren, bzw. sich gehautet hatten.

Zur Inokulation wurden die Testlarven fur 25 Minuten in kontaminierte Petrischalen gebracht. Die Sporen-

applikation und die Inkubation entsprachen der bei der Virulenztestung im Kapitel 4.3 beschriebenen Verfah-
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rensweise. Fir jedes Larvenstadium wurden pro Pilzstamm 96 Insekten getestet. Zum Vergleich begleitete eine
unbehandelte Kontrollvariante den Versuch.

Die abgestorbenen Larven wurden taglich ausgesondert und mit 96%-igem Alkohol sowie einer Jodtinktur
aulerlich desinfiziert. Zum Nachweis der Infektion wurden die Insektenkadaver anschliefRend in feuchte Kam-

mern Uberfuhrt. Die Erfolgsbonitur wurde sieben Tage nach der Inokulation vorgenommen.

Um die Sterblichkeit der unbehandelten Kontrolltiere berticksichtigen zu kénnen, wurde zur Auswertung der
Versuchsergebnisse der Wirkungsgrad fir die verschiedenen Pilzstdmme nach SCHNEIDER - ORELLI errech-
net (FROHLICH 1979). Der Vergleich der Varianten erfolgte anhand des angenshertem 95%-
Vertrauensbereiches (SACHS 1992).

4.6 Einflul3 der Sporenformulierung auf die Wirksamkeit der Pilze

EinfluR auf die Infektiositat der Pilze

Um die Wirksamkeit unterschiedlich formulierter Konidienpraparate zu testen, wurden 24 h alte L1, Ls sowie
Imagines von P. interpunctella behandelt. Die Untersuchungen erfolgten mit den virulenteren Pilzstdmmen
M.a.110 und B.ba.56.

Die Sporen wurden nach der in Kapitel 4.3 beschriebenen Verfahrensweise gewonnen. Fir jedes Pilzisolat
wurden drei verschiedene Formulierungen zubereitet. Als Wassersuspension diente die mit sterilem aqua dest.
+ 0,1% Tween 80 gewonnene Konidiensuspension, die nach dem Homogenisieren auf dem Horizontal schittler
auf die gewlinschten Sporentiter eingestellt wurde.

Des weiteren wurde jeder Pilzstamm in Form einer élhaltigen Konidiensuspension sowie as Sporenstaub gete-
stet. Fir die Zubereitung der 6lhaltigen Konidiensuspension wurde der aus aqua dest + 0.1 Tween 80 bestehen-
den Sporensuspension eine entsprechende Menge der Rapsdlformulierung Telmion (Firma Temmen Hatters-
heim) beigefligt. Telmion ist ein nicht giftiges biologisches Pflazenschutzmittel und besteht zu 85% aus Rapsil
und aus 15% Emulgator. Die Wasser-Olformulierungen wurden mit einem Shaker homogenisiert. Der Telmion
Antell der Suspension betrug 10%. Die Einstellung auf die gewiinschte Konidienkonzentration erfolgte nach
Auszéhlen der Sporen durch Hinzugabe der entsprechenden Menge an aqua dest. und Telmion.

Fur die Herstellung der Sporenstéube diente Laktose. Zunéchst wurden die Konidien vorsichtig abgepinselt und
bei 30°C im Trockenschrank getrocknet. Den Konidien wurde anschlief3end eine abgemessene Menge an Lak-
tose beigemischt. Das Homogenisieren erfolgte durch vorsichtiges Vermischen im Morser. Zur Einstellung der
Dosierung wurde 0,01 g des gewonnenen Sporenstaubes in 1 ml sterilem entionisiertem Wasser suspendiert.
Nach Auszéhlung der Konidien mittels Thoma-Zahlkammer wurde die zur Einstellung der gewiinschten Spo-
rendosierung notwendige Menge an Laktose errechnet und dem Sporenstaub zugegeben. Nach dem Homogeni-
sieren erfolgte erneut eine Sporenzahlung. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis der Konidienstaub 1
x 108 Sp. / g Laktose enthielt.
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Zur Inokulation der Larven und Imagines wurden die fir die beiden Pilzstdmme zubereiteten Konidienformu-
lierungen auf Hartpappe appliziert, welche auf der Innenseite von Petrischalen klebte. Die Konidiensuspensio-
nen wurden mittels DC-Sprihgerét mit Treibmittel verspriht. Die Applikation des Sporenstaubs erfolgte mit-
tels Feinsieb. Die Sporendosierungen wurden so gewahlt, dal? fir die einzelnen Versuchsvarianten eine Appli-
kationsdosis von 2 x 10°, 2 x 10%, 2 x 10°und 2 x 10° Sp. / cm? ergab.

Fir die beiden Larvenstadien und die Imagines wurden pro Pilzstamm und Formulierung 96 Tiere in die kon-
taminierten Petrischalen gebracht. Es wurden stets sechs Testinsekten 30 min. behandelt und anschlief3end in
saubere Petrischalen tberfuhrt. Die Inkubation erfolgte bei 76% L uftfeuchtigkeit, 25°C und in Dunkelheit.

Die Bonituren der behandelten Imagines erfolgten téglich durch Auszéhlen der toten und lebenden Falter. Die
Erfolgsbonitur der Larven wurde finf Tage nach Inokulation vorgenommen.

Tote Tiere wurden desinfiziert und in feuchte Kammern 7d lang auf Verpilzungen hin Uberprift.

Fur die statistische Auswertung der Mortalitétsraten zum Zeitpunkt der Endbonitur diente der Chi*Test (2 x 2
Kontingenztafelanalyse). Aus den kumulativen Mortalitétsraten der Imagines wurden fir jeden Pilzstamm fur
die 2 x 10° Sp. / cm? Dosierung mittels Probitanalyse die L Tso- und L Teo-Werte ermittelt.

Zur Ermittlung des Einflusses der Formulierung auf die Infektiositét der Pilzsporen nach erfolgter Anhaftung
auf der Wirtsoberfléache wurden in einem weiteren Versuch die beiden Erregerstdmme als Wasser- und Wasser-
Olsuspensionen direkt auf frisch geschliipfte Ls appliziert. Die Sporendosierungen waren so gewéhlt, dai? die
Applikation von 0,1 ml / Testinsekt eine Applikationsdosis von 1 x 10%, 5 x 10? 1 x 10% 5 x 10, 1 x 10* 5 x
10%, 1 x 10°, 5 x 10° 1 x 10° und 5 x 10° ergab. Um den EinfluR der Luftfeuchtigkeit auf die Wirksamkeit un-
terschiedlich formulierter Pilzpréparate zu klaren, wurden die Inokulation und die anschlief3ende Inkubation
bei 76% und 96% r.F. durchgefihrt.

Die Erfolgshonitur erfolgte funf Tage nach der Inokulation. Pro Versuchsvariante wurden 4 x 20 Larven gete-
Stet.

Aus den Versuchsergebnissen wurden mittels Probianalysen fur jeden Pilzstamm und jede Sporenformulierung
in Abhangigkeit von der Luftfeuchtigkeit die LDsy-, L Dgo-Werte sowie die dosierungsabhdngigen Mortalitats-

kurven berechnet.

EinfluB auf die Lagerféhigkeit und Persistenz der Konidien von B. bassiana 56 und
M. anisopliae 110

Die durchgefiihrten Untersuchungen dienten zur Bestimmung der Lagerfahigkeit unterschiedlich formulierter
Konidien von M.a.110 und B.ba.56. Des weiteren sollte das Persistenzverhaten der Pilze unter den im Lager

anzutreffenden Bedingungen Uberpriift werden.
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In einem Lagerungsversuch wurde die Keimféhigkeit der Sporen unter verschiedenen Lagerbedingungen in
Abhéangigkeit von der Zeit ermittelt.

Die Kultur von M.a.110 und B.ba.56 erfolgte auf Hfa bei 25°C fir 21 Tage bei Dunkelheit im Brutschrank.

Fir die Untersuchungen wurden die Konidien als Wasser - und Wasser-Telmion-Suspension sowie als L aktose-
Sporenstaub formuliert. Als Vergleichsvariante wurden unformulierte Konidien getestet. Die Zubereitung der
Formulierungen wurde nach der in Abschnitt 4.6 beschriebenen Verfahrensweise vorgenommen.

Die Uberpriifung des Keimungsverhaltens in Abhangigkeit von der Zeit erfolgte bei einer Lagertemperatur von
4°C, 16°C und 26°C. Zur Aufbewahrung der Sporenformulierungen dienten autoklavierte geschlossene Plaste-
rohrchen. Die Lagerung des Laktose-Sporenstaubes sowie der unformulierten Konidien erfolgte in gedffneten
Rohrchen bei einer von DAOUST und ROBERTS (1983) empfohlenen relativen Luftfeuchtigkeit von 97%.
Zunéchst wurde die Keimfahigkeit der Konidien direkt im Anschlul3 an die Formulierung bestimmt. 1 mg des
Sporenstaubes sowie 0,1 mg der reinen Konidien wurden in 1 ml sterilem agua dest. suspendiert. Samtlichen
Sporenpréparate wurde vor der Inkubation Glucose und Pepton aus Kasein hinzugegeben (zu je 0,5%). An-
schliefRend wurden acht Tropfen jeder Sporensuspension auf sterilisierte Objekttréager mit Adh&sionswirkung
gebracht. Nachdem die

Suspensionen getrocknet waren, erfolgte die Inkubation fir 48 h bei 25°C in feuchte Kam-mern. Einhundert
zuféllig ausgewéhlte Sporen wurden unter dem Lichtmikroskop auf ihre Keimung hin gepruift.

Fir die Ermittlung der Keimfahigkeit unterschiedlich gelagerter Konidien wurden die Sporenkeimungstests
monatlich Uber einen Zeitraum von ein Jahr wiederholt. Vor jedem Z&hlvorgang wurde die Anzahl an Sporen
ermittelt, die bereitsim Verlauf der Lagerperiode keimten. Fir den Vergleich der Ergebnisse galten diese Spo-

ren al's nicht mehr infektios.

Begleitend zu den Lagerungsversuchen wurden die Sporenformulierungen auf ihre Persistenz unter lageréhnli-
chen Bedingungen hin Uberpriift. Die zubereiteten Sporenformulierungen wurden zunéchst auf sterilisierte
Objekttrager mit Adhésionswirkung gebracht. Nach dem diese Suspensionen angetrocknet waren, erfolgte die
Aufbewahrung in sterilisierten Petrischalen bei 25°C, 76 r.F. und Dunkelheit im Brutschrank. Jede Versuchs
variante wurde 8-fach wiederholt.

Die Bonituren wurden monatlich durch Auszéhlen keimungsfahiger Sporen durchgeftihrt. Dazu wurden zu-
néchst die angetrockneten Sporen mit H,O dest. + 0,5% Pepton und 0,5% Glucose befeuchtet und analog der

oben geschilderten Weise inkubiert.

4.7 Einsatzerprobungen von B. bassiana 56, M. anisopliae 110 und P. fumo-
soroseus 10 gegen P. interpunctella

4.7.1 Untersuchungen zur Wirkung der Pilze auf die Fekunditat, Eier und
schltipfende Eilarven sowie auf die Schlupfrate, Lebensdauer und
Fekunditat der Imagines von P. interpunctella nach Applikation auf
die Brutsubstratoberflache
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Wirkung auf Fekunditét, behandelte Eier und schliipfende Eilarven

Zur Beurteilung kurativer Effekte einer Pilzbehandlung sind Kenntnisse Uber die Auswirkung auf die Nachfol-
gegeneration unabdingbar. Ausgehend von den bisher gewonnenen Versuchsergebnissen, war es das Ziel der
Untersuchungen, in einem Laborversuch die Wirkung einer Pilz-infektion auf die Fekunditdt behandelter

Weibchen sowie auf behandelte Eier und schlUpfende Eilarven zu Uberprifen.

Fir den Versuch wurden die Weibchen von P. interpunctella zum Zeitpunkt der Kopulation in kontaminierte
Petrischalen gebracht. Die Préparation der Petrischalen erfolgte nach der in Abschnitt 4.3 beschriebenen Ver-
fahrensweise. Es wurden M.a110, B.ba.56 und Paec.f.10 in einer Dosierung von 2 x 10° So. / cm? getestet. Je
Behandlungsvariante wurden acht Weibchen tberprift.

Nach Abschluf3 der Kopulation wurden die Weibchen in saubere Petrischalen Uberfihrt.

Die gelegten Eier wurden taglich ausgezadhit und mit einem Haarpinsel vorsichtig in mit konta-miniertem Fil-
terpapier ausgelegten Petrischalen Ubertragen. Es wurde Filterpapier mit einem Durchmesser von 9 cm ver-
wendet, welches sich in der Mitte von 14 cm Petrischalen befand. Der unbehandelte &uRere Rand wurde mit
Mandeln ausgelegt. Diese Verfahrensweise ermdglichte die Inokulation von Eilarven, die sich nach dem
Schlupf zu dem unbehandelten Fraf3substrat bewegen konnten.

Die Bonituren erfolgten téglich durch Auszéhlen der geschllipften Larven. Eine unbehandelte Kontrollvariante

begleitete die Untersuchungen.

Fir den Vergleich der Anzahl gelegter Eier je Weibchen bei unterschiedlicher Pilzbehandlung erwies sich nach
Testung der Daten auf Varianzhomogenitét mittels LEVENE-Test sowie auf Normalverteilung mittels K-S-
LILLEFORS Tegt, eine einfaktorielle Varianzanalyse mit anschliefiendem NEWMAN-KEULS-Test als geeig-
net.

Fir die statistische Berechnung der Versuchsergebnisse zur Eimortalitét nach unterschiedlicher Pilzbehand-
lung erfolgte eine Umformung des Datenmaterials mittels Winkeltransformation (SACHS 1992). Anschlief3end
wurden die transformierten Daten mit Varianzanalyse und NEWMAN-KEULS-Test ausgewertet.

Zur Auswertung der V ersuchsergebnisse zum Einflul3 der Pilzbehandlung auf die Mortalitét der Eilarven wurde
der Chi®-Test (2 x 2 Kontingenztafelanalyse) angewendet.

EinfluR der Pilze auf die Schlupfrate, Lebensdauer und Fekunditéat der Imagines nach Oberflachenbe-
handlung des Brutsubstrates

Um die Wirksamkeit einer Lagergutoberfléchenbehandlung auf die préimaginalen Stadien und schlUpfenden
Falter zu ermitteln, wurden in einem Laborversuch Konidien von M.a.110, B.ba.56 und Paec.f.10 in Form

einer Wasser-Telmion-Formulierung auf die Oberflache von Mandelschrot gespriiht.
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Fir die Kultivierung der Pilze und die Herstellung der Sporensuspensionen dienten die in Abschnitt 4.3 be-
schriebenen Verfahrensweisen. Die Applikation der Pilzsuspensionen erfolgte mittels DC-Sprihgerét mit
Treibmittel.

Fur den Versuch wurden 24 h alte Eier verwendet, die von befruchteten Weibchen in Petrischalen gelegt wor-
den waren. Die Eier wurden abgepinselt, ausgezadhit und auf die kontaminierte Oberfléache Uberfiihrt.

Als Versuchsgefél3e dienten 0,45 | Gléser, die mit 180 g Mandelschrot gefiillt waren. Die Substratoberfléche je
GefaR betrug etwa 78,5 cm?. Diese wurde mit 1 ml einer 5 x 107 Sp. / ml Suspension bespriiht. Um ein Entwei-
chen der geschlUpften Falter zu vermeiden, waren die Glaser mit Gaze abgedeckt. Je Gefal3 wurden 96 Eier auf
die behandelte Brutsubstratoberfléche gegeben. Der Versuch wurde bel 76% r.F. und 25°C durchgefihrt und 4-
fach wiederholt. Zum Vergleich wurde eine unbehandelte Kontrollvariante angesetzt.

Die Bonituren erfolgten mit Beginn des Falterschiupfes durch Auszéhlen der taglich das Substrat verlassenden
Tiere. Die geschllpften Falter wurden fir jede Behandlung und Wiederholung separat in saubere Zuchtgléser
gebracht. Tote Imagines wurden téglich ausgesondert, dulRerlich desinfiziert und auf Verpilzung hin in feuchte
Kammern untersucht.

Pro Variante und Wiederholung wurden finf befruchtete Weibchen in saubere Petrischalen tUberfihrt. Téglich
erfolgte die Auszéhlung gelegter Eier. Auf3erdem wurde die Eimortalitét festgehalten.

Zur statistischen Auswertung des Anteils geschliipfter sowie anschlieflend verpilzter Imagines diente der Chi®-
Test (2 x 2 Kontingenztafelanalyse). Fir Vergleiche der Lebensdauer von Imagines bei unterschiedlicher Pilz-
behandlung wurden die L Tso-Werte ermittelt. Fir die Auswertung der Anzahl gelegter Eier je Weibchen erwies
sich nach Testung auf Varianzhomogenitdt und Normalverteilung eine einfaktorielle Varianzanalyse mit an-
schlieffendem NEWMANN-KEULS-Test al's geeignet.

4.7.2 Untersuchungen zur Wirkung einer Konidienanwendung nach Beimi-
schung zum Brutsubstrat einschliel3lich einer Ausnutzung der Lock-
wirkung geeigneten Substrates

Die Bestimmung der Wirksamkeit entomopathogener Pilze gegentiber Dorrobstmotten nach Beimischung der
Konidien zum Brutsubstrat erfolgte in einem Modellversuch unter lageréhnlichen Bedingungen bei 25°C, 76%
r.F.. und in Dunkelheit. Zur Kontaminierung wurden Konidien von M.a.110 und B.ba.56 verwendet, die analog
der in Abschnitt 4.3. beschriebenen Verfahrensweisen hergestellt und als Sporenstaub formuliert wurden. Als
Versuchsgefélde dienten 0,45 | Gléser, die mit 180 g Mandelschrot bzw. gemahlenen Mandeln gefiillt waren.
Pro Versuchsgefal wurden 10 g der L aktose-Formulierung mit einer Dosierung von 5 x 107 Sp. / g Sporenstaub

beigemischt. Die Behandlung der Kontrollvarianten erfolgte mit reiner Laktose.

Zur Inokulation wurden Ddérrobstmotten-Eier nach der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Methode ge-
wonnen und in die mit kontaminiertem Brutsubstrat geflllten Versuchsgeféie Gberfihrt. Es wurden pro Gefal3
96 Eier inokuliert, die innerhalb der letzten 24 h gelegt waren. Der Versuch wurde 4-fach wiederholt. Die ge-
schlpften Imagines wurden téglich ausgezahlt.
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Zur Bewertung der Behandlungsmal3nahmen wurde fir jede Versuchsvariante der Wirkungsgrad nach
SCHNEIDER - ORELLI berechnet. Die statistische Auswertung des Anteils geschllpfter Imagines erfolgte
mittels Chi®Test (2 x 2 Kontingenztafelanalyse).

Mit dem Ziel, die Lockwirkung von Rdstaromen auf Weibchen der Ddrrobstmotte fir die Entwicklung einer
mikrobiellen Anwendungstechnologie auszunutzen, wurde gerdsteter und mit Pilzsporen kontaminierter Man-
delbruch verwendet, welcher nach HOPPE (1981) die Eiablage der Weibchen stimuliert. Zur Beurteilung der
Wirksamkeit einer Behandlung von Brutsubstrat mit hoher Attraktanz auf befruchtete Weibchen, wurden den
Insekten gleichzeitig unbehandelte Alternativsubstrate angeboten. Als Brutsubstrat dienten lose Haferflocken
bzw. ungerdsteter verpackter Mandelbruch. Dazu wurden 25 cm x 8 cm x 4 cm Pappkartons verwendet.

Die Sporengewinnung, Formulierung und Kontamination des gerdsteten Mandel bruchs erfolgten nach der oben
beschriebenen Verfahrensweise mit dem als wirksamer angesehenen Pilzstamm M.a.110.

Die Untersuchungen wurden in 80 cm x 40 cm x 40 cm K&figen bei 25°C und 70%r.F. (+ 5%) durchgefihrt.
Vor dem Freilassen der befruchteten Weibchen wurden in jedem Versuchskéfig ein 450 ml Glasgeféald mit 180 g
kontaminiertem und gerdstetem Mandelbruch sowie die gleiche Menge eines unbehandelten Alternativsubstra-
tes aufgestellt. Als Kontrollvariante wurden K&fige ohne behandeltem Brutlockstoff angesetzt. Pro Kafig wur-
den vier befruchtete Weibchen freigel assen.

Nach 21 Tagen wurden sémtliche Gefél3e bzw. Verpackungen aus den Ké&figen entfernt und einzeln aufbe-
wahrt, um anhand des Falterschlupfes die Wirksamkeit der Behandlungsmethode bestimmen zu kénnen.

Der Versuch wurde 4-fach wiederholt.

Zur Auswertung wurde die Anzahl pro K&fig geschlUpfter Imagines ermittelt. Flr die statistische Verrechnung
der Ergebnisse erfolgte nach dem Test auf Varianzhomogenitdt und Normalverteilung ein Vergleich mittels t-
Test zwischen der Anzahl geschlipfter Falter in K&figen mit und ohne gerdstetem und Pilz kontaminiertem
Mandel bruch.

4.7.3 Untersuchungen zur Wirkung einer Konidienanwendung nach Ober-
flachenbehandlung von Verpackungsmaterial

Die Bestimmung der Wirksamkeit einer Behandlung von Verpackungsmaterial mit Sporen entomopathogener
Pilze erfolgte in einem Laborversuch bei 25°C, bei einer relativen L uftfeuchtigkeit von etwa 70% (+ 5%) und in
Dunkelheit.

Als Verpackung dienten 25 cm x 8 cm x 4 cm grol3e Pappkartons, die zunéchst zur Beseitigung von anhaften-
den Mikroorganismen, welche die Wirkung der Pilzpréparate beeinflussen konnten, fir 20 min. bei 120°C
autoklaviert wurden. Jeder Karton wurde mit 200 g Mandelbruch gefillt. Zum Verschliefen der Einfull 6ffnun-
gen diente Tesafilm. Zur Kontamination der Verpackungen wurden die Pilzsporen als Wasser-Olformulierung
(10% Telmion) mittels DC-Spruhgerdt mit Treibmittel auf die Oberflache der Kartons verspriiht. Bei den Un-
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tersuchungen dienten Konidien von M.a.110 und B.ba.56 als Inokulum. Die Sporen wurden in einer Dosierung
von etwa 5 x 10° Sp./ cm? ausgebracht. Den Kontrollvarianten wurde Wasser-Telmion zugegeben, oder sie
blieben unbehandelt.

Nach der Kontamination erfolgte die Aufstellung der mit Mandelbruch gefiiliten Verpackungen in Versuchs-
kafigen (Breite: 40 cm, Lange: 80 cm, Hohe: 40 cm). In jedem K&fig wurden acht Kartons untergebracht und
anschlieffend eine unterschiedliche Anzahl befruchteter Dérrobstmottenweibchen freigelassen. Es wurden Va-
rianten mit 2, 4 und 8 Weibchen pro K&fig angesetzt. Diese Verfahrensweise sollte es erméglichen, Informa-
tionen Uber die Wirksamkeit behandelten Verpackungsmaterials bei unterschiedlicher Schaderregerdichte zu
gewinnen. Pro Behandlungsvariante und fir jede Schadlingsdichte erfolgten vier Wiederholungen. 28 d nach
dem Zusetzen der Insekten wurde die Erfolgsbonitur durchgefiihrt. Erfafdt wurde die Anzahl |ebender Larven.

Fir die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erwies sich eine zweifaktorielle Varianzanalyse as

geeignet.

4.7.4 Untersuchungen zur Ubertragung der Konidien von M. anisopliae 110
unter Ausnutzung der Lockwirkung von Sexualpheromonen der Dorrobst-
motte

Die Untersuchungsergebnisse zum Einfluf3 einer Pilzbehandlung von Dérrobstmotten-Weibchen zum Zeitpunkt
der Kopulation veranschaulichten eine deutliche Auswirkung auf die Fekunditét der Insekten (s. 5.7.1).

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen sollte in einem Flugversuch Uberpriift werden, ob mit Hilfe des
Sexualpheromons TDA frisch geschlipfte Dorrobstmotten-Mannchen an eine mit Pilzsporen kontaminierte
Stelle angel ockt werden kdnnen, um mit Konidien inokuliert zu werden und um anschlief3end die Erreger wéh-
rend der Kopulation auf gesunde Weibchen zu Ubertragen.

Die Untersuchungen erfolgten mit dem gegenlber adulten Dorrobstmotten wirksameren Laktose-
Konidienstaub.

Zunéchst wurden die von 21 Tage aten Pilzkulturen geernteten Konidien angeféarbt, um die Kontamination der
Mannchen sowie die Ubertragung der Sporen auf die Weibchen unter dem Fluoreszenzmikroskop nachweisen
zu koénnen. Als Farbstoff diente Acridinorange, welches zundchst in 0,1 mol Natriumphosphat Puffer bei pH
8,0 gelost wurde. Die Herstellung des Puffers erfolgte analog der von SCHULZE und GRAUPNER (1960)
beschriebenen Verfahrensweise. 1 ml der Acridinorange-Ldsung wurde jeweils zu 1 g trockenen Metarhizium
anisopliae - Konidien zugegeben. Die anschlief3ende Trocknung der geférbten Sporen erfolgte im Trocken-
schrank bei 30°C.

Zur Herstellung der Formulierung wurden die geférbten Konidien nach der im Abschnitt 4.6 beschriebenen
Verfahrensweise mit dem Laktose-Pulver vermischt. Die Sporenkonzentration betrug 1 x 10° Sp. / g Laktose.
Fir den Modelversuch wurden zwei geschlossene Raume mit folgenden Abmessungen ausgewahlt:

Raum A 175 cm x 120 cm x 230 cm ; Raum B 175 x 175 x 230 (Lange x Breite x Hohe).

In der Mitte jedes Versuchsraumes wurde ein offener Pappkarton (50 cm x 50 cm x 10 cm) aufgestellt, dessen

Innenfléchen zuvor mit dem angeférbten Sporen-Laktose-Staub kontaminiert worden sind. Fir jeden Karton
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wurden 10 g des Konidienstaubes mit Hilfe eines Siebes appliziert. Im Zentrum des behandelten Kartons be-

fand sich der Pheromon-K dder (Firma Temmen Hattersheim).

Um sicherzustellen, dal? die Insekten vor der Kopulation in die Versuchsrdume kamen, erfolgte zunéchst eine
Sortierung der Puppen von Plodia interpunctella nach ihrem Geschlecht. In jedem Versuchsraum wurden 50
Ménnchen und 50 Weibchen angesetzt.

21 Tage nach Beginn des Flugversuches wurden sémtliche toten Motten aufgesammelt und auf anhaftende

Pilzsporen hin unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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5 Ergebnisse

5.1 Zur Pathogenitéat geeigneter Pilzstamme

Bel der Pathogenitétsprifung der Pilzstdmme gegenlber frisch geschlUpften Imagines der
Mehimotte und der Dorrobstmotte erwiesen sich folgende Pilzstdmme als pathogen: M. ani-
sopliae 73 (M.a.73), M. anisopliae 110 (M.a.110), B. bassiana 56 ( B.ba.56 ), P. farinosus 34
(Paec.f.34 ) und P. fumosoroseus 10 (Paec.f.10).

Die kumulativen Mortalitétsraten sind in Abbildung 1 und 2 dargestellt. Der im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle deutlich steilere Anstieg der kumulativen Mortalitét ist bei den oben
aufgefthrten Pilzstédmmen erkennbar. Nach STEIN (1986) |eben die Imagines der Mehimotte
und der Dérrobstmotte etwa zwei bis drei Wochen. Die Mortalitétskurven mit entomopatho-
genen Pilzstdmmen behandelter Falter zeigen ein Absterben der Insekten innerhalb der ersten
12 Tage.

Mortalitat (%)

—— M.a.73
—M.a.110
——B.ba.56
——-B.ba.112
—o— Paec.f.10
—x— Paec.f.34
—— Kontrolle
0 x==A A A f \ \ \ \ \ \ \ } } } } } |
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tage nach Inokulation

Abb.1: Mortalitat adulter Ephestia kuehniella nach Inokulation entomopathogener Pilze
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Mortalitat (%)
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0 x 1 1 1 1
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Abb.2: Mortalitat adulter Plodia interpunctella nach Inokulation entomopathogener
Pilze

Mit pathogenen Pilzstdmmen behandelte Insekten zeigten nach dem Einlegen der abgestorbe-
nen Kadaver in feuchte Kammern die fir den Krankheitsverlauf charakteristischen &uf3eren
Symptome. Sdmitliche Erreger, welche ihre Wirte schnell abtoteten, waren auch in der Lage,
das Integument der Wirte zu durchbrechen und anschlief3end darauf zu fruktifizierten. Die Bil-
dung von Luftmycel auf den toten Insekten war 7-12 Tage nach der Inokulation erkennbar.
Das Durchwachsen des Integuments nach auf3en erfolgte bevorzugt an Korperstellen mit din-
ner Chitinschicht.

Die bei toten Faltern beobachteten Verpilzungen werden in den Abbildungen 5 und 6 gezeigt.

Bel B. bassiana Stamm 112 konnte eine Pathogenitdt gegenlber den getesteten Wirtstieren
nicht nachgewiesen werden. Die kumulativen Mortalitatsraten mit B.ba.112 behandelter adulter
Daorrobstmotten und Mehlimotten unterscheiden sich nicht zu unbehandelten Kontrolltieren. Es
kann davon ausgegangen werden, dald es sich um enen avirulenten Pilzstamm handelt. Aus

diesem Grund wurde B. bassiana 112 fir die weiteren Untersuchungen nicht berticksichtigt.
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Abb.3: Hyphen und Konidien von Metarhizium anisopliae auf dem Femur von
Ephestia kuehniella (Vergroerung: 3000-fach )

Abb.4 : Hyphen von Metarhizium anisopliae am Kopf von Ephestia kuehniella
(VergroRerung: 100-fach)

45
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Abb.5: Durch Paecilomyces fumosoroseus abgetdtetes Imago von Ephestia
kuehniella (nattrliche Grof3e 10-14 mm)

Abb.6: Durch Metarhizium anisopliae abgetotetes Imago von Ephestia kuehniella
(nattrliche GrofRRe 10-14 mm)
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5.2 Zur Virulenz entomopathogener Pilzstamme

5.2.1 Virulenz in Abhangigkeit von Pilzstamm und Wirtsart

Genaue Kenntnisse Uber die Virulenz insektenpathogener Pilze sind fur die erfolgreiche Nut-

zung der Pilze im Rahmen von Verfahren des biologischen Pflanzenschutzes unentbehrlich.

Zur Ermittlung der Isolat - Virulenz gegentiber frisch geschlUpften Imagines von E. kuehniella
und P. interpunctella diente der Anteil nachweisbar durch die Erreger abgettteter Falter sowie
die Mortalitétskurven. Die Virulenzen der getesteten Pilzstdmme wurden mittels indirekter
Konidienapplikation gepruft und wurden somit auch von der Fahigkeit der Pilzsporen, auf der
Insektenkutikula zu haften, beeinfluf3t. Diese Vorgehensweise war von Vorteil, um erste Riick-

schlisse auf eine praktische Anwendbarkeit ziehen zu konnen.

Anteil der Imagines mit nachgewiesenem Befall (%)

100
| |96,87 97,92
B ’ 93,75
i 90,08 92,75 92,71
st t——— | t+— |}y b——d
B 72,92
B 67,71
60 || 6667 | | |
i 51,04
201 | +—— | +— | - | b | |
2+ | +— | +—— |  +— | t+— |  jp—
0
M.a.73 Paec.f.10 Paec.f.34 B.ba.56 M.a.110
Pilzstamm

L_IE. kuehniella P interpunctella

Abb.7: Anteil der Imagines von E. kuehniella und P. interpunctella mit nachgewiesenem
Befall nach indirekter Inokulation von Konidien verschiedener entomopathoge-
ner Pilzstamme
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Die Abbildung 7 zeigt den Anteil der nachweisbar durch die Pilze abgettteten Imagines von
E. kuehniella und P. interpunctella. Der paarweise Vergleich zwischen den einzelnen Ver-
suchsvarianten ist in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Vergleich entomopathogener Pilzstamme hinsichtlich der von ihnen verursachten Mor-
talititsraten bei Imagines von E. kuehniella und P. interpunctella (Chi*Test / 2 x 2
Kontingenztafelanalyse fur a = 0,05)

Wirt Ephestia kuehniella Plodia interpunctella

Pilzstamm M.a.110 M.a.73 B.ba.56 Paec.f.10 Paec.f.34 |M.a.110 M.a.73 B.ba.56 Paec.f.10 Paec.f.34
M.a.110 + + + + + +
M.a.73 + + + +

Ephestia |B.ba.56 + + + + + +

kuehniella|Paec.f.10 + + + +
Paec.f.34 + + + +
M.a.110 + + + +

Plodia M.a.73 + + + + + +

inter- B.ba.56 + + + +

punctella |Paec.f.10 + + + +
Paec.f.34 + + + + + +

( + sgnifikante Differenzen bei paarweisem Vergleich )

Die verwendeten Pilzstamme erbrachten fir die getesteten Mottenimagines teilweise aul3erst
verschiedene Mortalitétsraten.

Gegenlber der Dorrobstmotte war B.ba.56 am virulentesten. Der Anteil der nachweisbar durch
diesen Erreger abgettteten DOrrobstmottenimagines betrdgt 98%. Zieht man die Ergebnisse
der Kontingenztafelanalyse in Betracht, so sind die Mortalitdtswerte von B.ba.56, M.a.110 und
Paec.f.10 auf gleichem statistischen Niveau, wéhrend die Mortalitétswerte von M.a.73 und
Paec.f.34 signifikant geringer sind.

Hinsichtlich der Virulenz gegentiber der Mehimotte ergibt sich folgende Reihenfolge: M.a.73 3
Paec.f.10 3 Paec.f.34 > B.ba.56 > M.a.110.

Die Mortalitétsraten von M.a.73, Paec.f.10 und Peaec.f.34 sind signifikant hther als von
B.ba.56 und M.a.110.

In der Abbildung 8 sind die Mortalitétskurven der untersuchten Motten in Abhéngigkeit von
der Pilzbehandlung dargestellt. Da ein Teil der behandelten Tiere von den weniger virulenten
Pilzstédmmen nicht infiziert wurde, tritt die Verzogerung des Absterbens bel diesen Insekten

besonders am Ende deutlich hervor.

Ephestia kuehniella
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Abb. 8: Mortalitat bei Imagines von E .kuehniella und P. interpunctella nach kunstlicher

Inokulation unterschiedlicher entomopathogener Pilze
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Die Ergebnisse zeigen darlber hinaus, dal3 die meisten Pilzstdmme unterschiedliche Mortali-
tétsraten bei P. interpunctella und E. kuehniella verursachen. Bei statistischer Betrachtung der
Mortalitétsraten ist fur die Pilzstdmme M.a.110, M.a.73, B.ba.56 und Paec.f. 34 eine Wirtsab-
hangigkeit der Virulenz erkennbar. Lediglich der Pilzstamm Paec.f.10 verursacht bel P. inter-
punctella und bel E. kuehniella eine annéhernd gleiche Mortalitétsrate von 90,8% bzw. 93,8%

und ist somit gegeniliber beiden Testorganismen hoch virulent.

Die im Versuch gewahlten Bedingungen erleichterten den Kontakt zwischen Erreger und Wirt
sowie die Konidienkeimung und die Pilzpenetration. Die geringen Mortaitétsraten von M.a.73
und Paec.f.34 gegeniiber der Dorrobstmotte sowie von M.a 110 und B.ba.56 gegeniber der
Mehimotte lassen auf eine geringe Virulenz der Pilzstdmme gegentiber diesen Wirtsinsekten
schlief3en. Da man davon ausgehen kann, dal3 unter praxisnahen Bedingungen die Wirksamkeit
dieser Pilzstémme sich noch verschlechtert, wurden fur den weiteren Verlauf der Untersuchun-
gen folgende Pilzstdmme ausgewahlt: gegentber der Dorrobstmotte M.a.110, B.a56 und
Paec.f.10; gegenuiber der Mehlmotte M.a.73, Paec.f.10 und Paec.f.34.

5.2.2 Virulenz in Abhangigkeit von dkologischen Infektionsbedingungen

5.2.2.1 EinfluR der Temperatur

Voraussetzung fur eine hohe Virulenz ist die Vitalitét der Sporen, welche durch hohe Keimf&-
higkeit und -geschwindigkeit charakterisiert ist (AL-AIDROOS und SEIFERT 1980). Die er-
zielten Untersuchungsergebnisse zum Keimungsverhaten bei unterschiedlichen Temperaturen
sind in den Abbildungen 9 und 10 dargestellt. Die Abbildung 9 zeigt den Anteil gekeimter Spo-

ren nach 36 h Inkubationszeit.

Grundséizlich lassen sich aus den erhaltenen Werten fur samtliche Pilzstamme hohe Wé&rmean-
gpriiche fir die Konidienkeimung ableiten. Diese Ergebnisse stimmen mit zahlreichen Angaben
in der Literatur Uberein. Das Temperaturoptimum fur M. anisopliae liegt nach DIAMONDE
(1969) bei etwa 28°C. FERRON (1978) ermittelte fur B. bassiana ein Optimum bei 25 °C.
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Bel 25°C keimten nach 36 h die Mehrzahl der Pilzstédmme zu 100%. Einzige Ausnahme stellen
die fur Paec.f.34 ermittelten Keimungsraten dar. Hier waren nach 36h bel 25°C 63% der Spo-
ren gekeimt. Am geringsten wurde die Keimféhigkeit der beiden Metarhizium-Stdmme von der
Inkubationstemperatur beeinflufd. M.a.110 keimte nach 36h bel 15°C zu 75%, bei 20°C zu
96%, bei 25°C und 30°C zu je 100%. Den grofiten Einfluld hatte die Temperatur bel Paec.f.10.
Bel 15°C keimten 49%, bel 20°C 75%, bei 25°C 100% und bei 30°C 66% der Sporen.

Anteil gekeimter Sporen (%) ( 36 Stunden Inkubationszeit )

100 |

80 |

60 |~

a0 |

20 |

15°C 20°C 25° C 30°C
Inkubationstemperatur (°C)
|DPaec.f.34 [IB.ba.56 MM.a.110 [(OM.a.73 [DPaecf10 |

Abb.9: Keimungsprozente insektenpathogener Pilze in Abhangigkeit von der
Inkubationstemperatur (Inkubationszeit: 36h)

Die ermittelten Tgso-Werte sind in Abbildung 10 dargestellt und lassen neben den temperatur-
bedingten Unterschieden im Keimverhaten der einzelnen Pilzstamme auch Differenzen zwi-
schen den Pilzstammen erkennen

Das ungeniigende Keimungsverhaten von Paec.f.34 bei sémtlichen Temperaturstufen wird
durch die TGy, ebenfalls verdeutlicht. In dem fur die Mottenbekdmpfung wichtigen Tempera-
turbereich zwischen 20 und 30°C bendtigen Konidien von Paec.f.34 signifikant langere Kei-
mungszeiten als die Ubrigen Pilzstdmme und keimten zu 50% erst nach 19 bzw. nach 21 Stun-
den. Lediglich Paec.f.110 unterscheidet sich bei 20°C nicht signifikant von Paec.f.34.

Am schnellsten keimten M.a.73 und M.a.110 bel 25°C. So betrugen ihre TGs, jewells etwa 10

Stunden.
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Aus Abbildung 10 ist weiterhin ersichtlich, dal3 sich bei steigender Inkubationstemperatur die
Vertrauensbereiche der Tgso-Werte vergrofdern.
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Abb.10:EinfluB der Inkubationstemperatur auf die Keimungsgeschwindigkeit von Koni-
dien insektenpathogener Pilze

5.2.2.2 EinfluB3 der relativen Luftfeuchtigkeit

Die erzielten Untersuchungsergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt. Insgesamt war bei

Verringerung der relativen Luftfeuchtigkeit ein erheblicher Rickgang der Virulenz bel fast
alen Rilzstdmmen zu verzeichnen.

Die ermittelten LTqo - Werte lassen dartiber hinaus erhebliche Differenzen zwischen den beiden
Wirtsinsekten erkennen. Der Abfall der Virulenz nach einer Veringerung der umgebenden
Luftfeuchtigkeit war bel den Pilzstdmmen, die gegenliber E. kuehniella getestet wurden deut-
lich grof3er as bel den Pilzstammen, welche gegentiber P. interpunctella eingesetzt wurden. So
zeigte ein Vergleich der LTy - Werte bei 95% Luftfeuchtigkeit nur geringe Virulenzunter-
schiede der eingesetzten Pilzstammen gegentiber den beiden Mottenarten. Bei 75% L uftfeuch-

tigkeit sind die Absterbezeiten von Ddrrobstmotten jedoch signifikant geringer als die der be-
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handelten Mehimotten. Der Einfluld der Wirtsart auf den Verlust an Virulenz bei verringerter
Luftfeuchtigkeit tritt bel Paec.f.10 besonders deutlich hervor. Mit Paec.f.10 behandelte Mehl-
motten lebten bei 95% Luftfeuchtigkeit etwa genau so lange wie behandelte Dorrobstmotten
(LTgo= 5,7 bzw. 5,6 Tage). Eine Verringerung der Luftfeuchtigkeit fuhrte dazu, dal3 90% mit
Paec.f.10 behandelte Mehimottenimagines 10 Tage lebten. 90% der behandelten Doérrobst-
mottenimagines starben bei 75% L uftfeuchtigkeit jedoch bereits nach 7,8 Tage.

LTy ( Tage)

E.kuehniella P.interpunctella
10 T
8 T
6 - T
4
2 [195%

m 75%
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3 = g3 ] 8

S S T S g
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Pilzstamm

Abb.11 : Einflufl3 der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Virulenz entomopathogener
Pilzstamme

M.a 110 ist der virulenteste Pilzstamm. Die durch M.a.110 verursachten Absterbezeiten sind
bei 95% und 75% Luftfeuchtigkeit signifikant die kirrzesten. Eine Verringerung der Luftfeuch-

tigkeit von 95 auf 75% fihrte bei diesem Pilzstamm zu keiner signifikanten Verschlechterung
der Virulenz gegeniiber Dorrobstmotteni magines.
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5.2.3 Virulenz in Abhangigkeit vom Erndhrungszustand des Pilzes

Einflul® auf die Sporulation

Die von der Nahrbodenzusammensetzung ausgehende Wirkung auf die Sporulation von ento-
mopathogenen Pilzstammen wird aus der Tabelle 5 deutlich erkennbar. Es ist ersichtlich, daf?
die Anzahl je cm® Nahrbodenoberflache gebildeter Konidien bei verschiedenen Néahrboden

teilweise sehr unterschiedlich ist.

Die verwendeten Nahrbdden erbrachten differenzierte Ergebnisse hinsichtlich der Sporulation
bei verschiedenen Pilzstédmmen. Bei der in vitro Kultur bewirkten Hfa, Riba Gluc, CzD Gluc
und MPA bei samtlichen Pilzstdmmen eine ausreichende Sporulation. SPA eignet sich hingegen

nur zur Konidienproduktion bei M.a.73 und M.a.110.

Die ermittelten Werte lassen dartiber hinaus teilweise grof3e Unterschiede im Sporulationsver-
mogen zwischen den Pilzstammen erkennen. Die Kultur von M.a.110 zeigte auf allen Nahrbo-
den eine hervorragende Konidienbildung. B.ba.56 und Paec.f.110 sporulierten auf sieben der
acht getesteten Nahrboden gut. Die in vitro Kultur von M.a.73 und Paec.f.34 erbrachte hinge-
gen nur auf 5 bzw. 4 der getesteten Nahrbdden eine zufriedenstellende Konidienbildung.

Aus den 95%-V ertrauensbereichen sowie den im Anhang Abbildung A-2 dargestellten empiri-
schen Verteillungen fir die Sporulation verschiedener Pilzstdmme wird ersichtlich, dal3 die
Nahrbodenzusammensetzung neben der Anzahl je cm® gebildeter Sporen auch die Verteilung
der Konidienbildung beeinfluf3.
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Tab. 5 : Einflu’ der Nahrbodenzusammensetzung auf die Sporulation
entomopathogener Pilze (21 Tage Inkubation, 8 Wiederholungen)

Pilzstamm Nahrboden Mittlere Anzahl der Konidi- | 95% Vertrauensbereich
en je cm?® Nahrboden (Konidien / cm?)

M.a.110 LPA 2,00 x 10’ 1,34 x 10" - 2,66 x 10’

MPA 1,86 x 10’ 1,56 x 10" - 2,15 x 10’

SPA 9,65 x 10° 8,90 x 10° - 1,03 x 10’

CzD Gluc 8,96 x 10° 8,26 x 10° - 9,66 x 10°

CzD Glyc 1,59 x 10’ 1,16 x 10" - 2,02 x 10’

HFA 3,32 x 10’ 2,98 x 10" - 3,66 x 10’

Riba Gluc 2,27 x 10’ 1,96 x 10" - 2,58 x 10’

Riba Sacch 3,07 x 10’ 2,83 x10" - 3,31 x 10’

M.a.73 LPA 1,54 x 10° 9,03 x 10° - 2,19 x 10°

MPA 4,18 x 10’ 3,51 x 10" - 4,89 x 10’

SPA 1,98 x 10’ 1,39 x 10" - 2,56 x 10’

CzD Gluc 9,58 x 10° 8,91 x 10° - 1,02 x 10’

CzD Glyc 9,27 x 10° 8,57 x 10° - 9,97 x 10°

HFA 3,20 x 10’ 2,35x 10" - 4,04 x 10’

Riba Gluc 2,18 x 10’ 1,77 x 10" - 2,60 x 10’

Riba Sacch 1,75 x 10° 9,47 x 10° - 2,55 x 10°

B.ba.56 LPA 1,33 x 10’ 1,04 x 10" - 1,62 x 10’

MPA 8,42 x 10° 7,94 x 10 - 8,90 x 10°

SPA 5,87 x 10° 5,44 x 10° - 6,30 x 10°

CzD Gluc 9,93 x 10° 8,84 x 10° - 1,10 x 10’

CzD Glyc 1,43 x 10’ 1,23 x 10" - 1,64 x 10’

HFA 7,17 x 10° 6,49 x 10° - 7,85 x 10°

Riba Gluc 1,42 x 10’ 1,14 x 10" - 1,70 x 10’

Riba Sacch 1,97 x 10’ 1,78 x 10" - 2,16 x 10’

Paec.f.10 LPA 1,87 x 10’ 1,48 x 10" - 2,26 x 10’

MPA 2,28 x 10’ 1,63 x 10" -2,94 x 10’

SPA 1,32 x 10° 1,12 x 10" - 1,51 x 10’

CzD Gluc 1,49 x 10’ 1,26 x 10" - 1,73 x 10’

CzD Glyc 9,65 x 10° 9,04 x 10° - 1,02 x 10’

HFA 5,22 x 10’ 3,98 x 10" - 6,46 x 10’

Riba Gluc 2,31x 10’ 1,69 x 10" - 2,93 x 10’

Riba Sacch 2,56 x 10’ 2,00 x 10" - 3,11 x 10’

Paec.f.34 LPA 9,38 x 10° 8,84 x 10° - 9,92 x 10°

MPA 1,17 x 10° 9,99 x 10° - 1,35 x 10’

SPA 9,62 x 10° 8,91 x 10° - 1,03 x 10°

CzD Gluc 9,62 x 10° 8,90 x 10°- 1,03 x 10’

CzD Glyc 8,67 x 10° 7,62 x 10° - 9,71 x 10°

HFA 1,96 x 10’ 1,39 x 10" - 2,52 x 10’

Riba Gluc 9,93 x 10° 9,28 x 10° - 1,05 x 10’

Riba Sacch 1,29 x 10° 9,99 x 10° - 1,59 x 10°

EinfluR auf die Virulenz
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Die Tabelle 6 zeigt die bei der Virulenztestung von unterschiedlich ernghrten Pilzstdmmen ge-
genuiber E. kuehniella und P. interpunctella erzielten Ergebnisse. Die Versuche erfolgten bel
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 76% und 25°C und entsprachen somit anndhernd den in

Lagern wahrend einer Mottenkalamitét herrschenden Bedingungen.

Die aus den kumulativen Mortalitétsraten berechneten LTsy - und LTg - Werte geben Auf-
schlul? auf die Virulenz unterschiedlich erndhrter Pilzstdmme. Die Anzucht auf verschiedenen

Nahrbdden fiihrte bel samtlichen Pilzstammen zu veranderten Virulenzen.

Bel Beriicksichtigung der Vertrauensbereiche ergeben sich zwischen den von den verschiede-
nen Pilzstdmmen hervorgerufenen LTso - und LTg - Werten innerhalb der gleichen Wirtsart
teilweise deutliche Unterschiede. Ein zusétzlicher Einfluld der Wirtsart konnte bei der ange-

wendeten Versuchsmethode nicht festgestellt werden.

Gegenlber der Mehimotte ist M.a.73 am virulentesten. 90% der mit M.a.73 behandelten
Mehlmotten starben nach 5,6 Tagen, wenn der Erreger auf SPA kultiviert wurde. Erfolgte die
Behandlung der Insekten hingegen mit Sporen von M.a.73, welche von MPA gewonnen wur-
den, lebten 90% der so behandelten Insekten noch 9,6 Tage und damit signifikant langer as
mit Paec.f.34 und Paec.f.10 infizierte Tiere. Die LTq der Mehlmottenimagines betrug nach
einer Behandlung mit Paec.f.34 7,5 Tage und nach Behandlung mit Paec.f.10 8,1 Tage, wenn

die Pilze auf Riba Gluc bzw. CzD Gluc kultiviert wurden

Fur M.a110 kann gegenuiber P. interpunctella wiederum die hochste Virulenz belegt werden.
Zieht man die Vertrauensbereiche in Betracht, sind die LTy, - Werte bei Kultivierung auf Hfa,
MPA und Riba Gluc signifikant kleiner als bei ale anderen Pilzstdmme, welche gegentber P.
interpunctella getestet wurden. Bel Anzucht von M.a.110 auf den tbrigen Nahrboden ist die
Virulenz im Vergleich zu den anderen Pilzstdmmen mindestens auf gleichem statistischen Ni-
veaul.

Zur Gewinnung von Erregermaterial wurden die Pilzstamme fur die weiteren Untersuchungen
auf folgenden Nahrboden kultiviert: M.a.110 auf Hfa, B.ba 56 auf Hfa und Paec.f.10 auf CzD
Gluc.
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Tab. 6 : Einflu’ der Nahrbodenzusammensetzung auf die Virulenz entomopathogener Pilze ge-
genuber E. kuehniella und P. interpunctella

Wirtsinsekt |Pilzstamm| Nahrboden LTso Vertrauens- LTy Vertrauens-
(Tage) bereich (Tage) bereich
(Tage) (Tage)
Hfa 4,1 cdef 3,7-45 6,1 def 57- 6,6
P.interpunctella | B. ba.56 Riba suc 4,5 defg 41-49 6,5 efg 61- 70
Riba gluc 4,6 efg 4,2-5,0 6,6 efg 62- 71
CzD gluc 4,8 fgh 4,4-52 6,8 fg 6,4- 7,3
MPA 5,1 gh 4,7-54 7,1 gh 6,7- 75
CzD glyc 5,2 gh 48-55 7,2gh 68- 7,6
LPA 5,2 gh 4,8-5,6 7,3gh 69- 77
M.a.110 Hfa 31a 28-33 47a 45- 50
MPA 34 ab 3,1-3,6 51ab 49- 53
Riba gluc 3,6 bc 34-38 5,3 bc 51- 5,6
CzD gluc 4,0cd 3,8-4,2 5,7cd 55- 6,0
SPA 4,0 cde 3,8-4,2 5,8 cd 55- 6,0
LPA 4,0 cde 3,8-42 5,8 cd 55- 6,0
Riba suc 4,3 def 41-4,6 6,1 de 58- 63
CzD glyc 4,3 def 4,1-4,6 6,1 de 58- 6,3
Paec.f.10 CzD gluc 4,1 cdef 3,8-4,4 6,3 ef 6,0- 6,7
Hfa 4,8 fgh 45-572 7.1gh 68- 74
LPA 5,0 ghi 47-53 7.2 gh 69- 76
CzD glyc 5,4 hi 51-57 7,6 hgi 73- 8,0
MPA 5,6 ik 52-58 7,8 hgik 75- 8,1
Riba gluc 6,0 k 57-6,3 8,6 ik 79- 86
Riba suc 6,1k 58-6,4 8,7k 81- 87
SPA 26a 2,3-30 56a 52- 6,0
E.kuehniella M.a.73 Riba gluc 42b 39-45 71b 6,8- 75
Hfa 5,6 efg 5,3-59 8,8d 83- 89
CzD gluc 6,2 hi 59-6,5 92e 89- 95
MPA 6,6 ikl 6,4-6,9 9,6 ef 9,3- 98
Paec.f.34 Riba gluc 51cd 48-5.3 7,5 bc 72- 7,9
CzD gluc 5,2 de 49-55 7,7 bc 74- 81
Hfa 5,6 def 53-58 8,0 cd 77- 84
MPA 7,11 69-74 9,7 efg 95- 10,1
Paec.f.10 CzD gluc 4,6 bc 42-4,9 8,1cd 7,7- 85
Hfa 5,9 fgh 56-6,3 9,4 efg 9,0- 99
LPA 6,2 ghi 59-6,6 9,8 efg 9,4- 10,2
CzD glyc 6,5 hik 6,2-6,9 10,0 fg 9,6- 10,5
MPA 6,7 ikl 6,2-7,0 10,1 fg 9,6 - 10,5
Riba gluc 6,8 ikl 6,3-7,1 10,1 fg 9,8- 10,7
Riba suc 7,0kl 6,6-7,2 10,29 10,0 - 10,8

( Signifikante Differenzen zwischen Werten mit verschiedenen Indizes)

5.3 Einflul der Inokulumdichte auf die Wirksamkeit der Pilze
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Die sich aus den ermittelten L etalwerten ergebenden LTy, der Pilzstdmme sind in Abbildung 12
in Abhangigkeit von der verwendeten Sporenkonzentration der Tauchsuspension dargestellt.
Im Anhang Abbildung A-1 befinden sich die dazu gehérenden L Tso.

Bel sdmtlichen Stammen war mit htherem Sporentiter des Inokulums ein rascheres Absterben

der Testinsekten zu verzeichnen.
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AbDb.12: Pilzstamm bedingte LTq-Werte bei Dorrobstmottenimagines in
Abhangigkeit von der verwendeten Sporenkonzentration der
Tauchsuspension

Bei Beriicksichtigung der Vertrauensbereiche zeigten die fiir die 10" und 10° Sp. / ml Tauch-
suspension ermittelten LTy von M.a.110 und B.ba.56 keine signifikanten Unterschiede. Die
LTgo von Paec.f.10 sind im Vergleich zu den beiden anderen Pilzstdmmen auf samtlichen Kon-
zentrationsstufen signifikant héher. Die héhere Virulenz von M.a.110 gegenlber B.ba.56 ist
nur fur die 10° Sp/ ml Suspension signifikant.

Abbildung 13 stellt die nachweidlich durch die Erreger verursachten Mortalitétsraten der Ver-
suchstiere unter Berticksichtigung der verwendeten Sporenkonzentration der Tauchsuspensio-

nen dar.
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Anteil befallener Imagines (%)
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Abb.13: Einflul? der Sporenkonzentration auf die Wirksamkeit
verschiedener Pilzstamme gegeniiber Imagines von
P. interpunctella

Tab. 7: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich dosierter Pilzstdmme gegentiber Imagines
von P. interpunctella (Chi” - Test / 2x2 Kontingenztafelanalyse, a = 0,5)

Behandlung M.a.110 B.ba.56 Paec.f.10
Dosierung 10° 10° 107 10° 10° 10’ 10° 10° 107
10° (67,7%) - + + ; ; n _
M.a.110 | 10° (77,1%) - + - - - +

10" (99,0%) + o+

10° (33,3%) | + ; 3 ) n " -
B.ba.56 10° (79,2%) - - + ; ; +

10" (92,7%) - - +

10° (32,3%) + - - - - - n "

Paec.f.10 | 10° (49,0%) - + - ; + ; + ) +
10" (96,9%) - - - ; + +

(+ signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Die mit Hilfe der Kontingenztafelanalyse durchgefiihrten Vergleiche ergaben, dald bei M.a.110
die Steigerung der Sporenkonzentration von 10° auf 107 zu signifikant erhéhten Mortalitétsra-
ten fiihrte (Chi*-Test in Tabelle 7). Der Anteil befallener Imagines befand sich hingegen bei den
10° und 10° Varianten auf gleichem statistischem Niveau. Fir B.ba.56 konnte ermittelt werden,
daR die Erhéhung der Sporenkonzentration von 10° auf 10° zu signifikant erhthten Mortali-
tétsraten fuhrte, die Erhéhung von 10° auf 107 jedoch nicht. Statistisch gesicherte Steigerungen

der Mortalitatsraten wurden fir Paec.f.10 mit jeder Konzentrationserhdhung nachgewiesen.
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5.4 Wirksamkeit entomopathogener Pilze auf die Eier von P. interpunctella

Im Ergebnis der Untersuchungen konnten signifikante Wirkungen sémtlicher Priffaktoren auf
die Absterberaten der behandelten Doérrobstmotten-Eier ermittelt werden. Die vorliegenden
Untersuchungen lassen bei allen getesteten Pilzstdmmen von der Temperatur abhéngige Infek-
tionsraten der Eier erkennen. Auf den getesteten Konzentrationsstufen geht fur samtliche Pilz-
stémme die Erhéhung der Temperatur von 20°C auf 25°C mit einer erhdhten Wirksamkeit ein-
her. Der Anstieg des Anteils infizierter Eier bel erhohter Temperatur ist bel B.ba56 und
Paec.f.10 erheblich stérker alsbel M.a.110 (Abbildung 14-16).

Die Abbildungen verdeutlichen, dal3 mit B.ba.56 und M.a.110 bessere Bekampfungseffekte
erzielt wurden a's mit Paec.f.10, wobei mit B.ba.56 behandelte Dorrobstmotten-Eier bereits bei
der 2 x 10° Sp. / cm® Variante zu 70 - 80% abstarben, wenn die Inokulationstemperatur 25°C
betragt. Bel der Behandlung mit M.a.110 traten @hnliche Bek&mpfungseffekte erst bei hoher

bemessenen Dosierungen von anndhernd 2 x 10” Sp. / cm? auf.
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Abb. 14: Einflul3 einer Behandlung der Eier von P. interpunctella mit M. anisopliae 110
in Abhé&ngigkeit von der Inokulumdichte und der Temperatur
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B. bassiana 56
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Abb. 15: Einfluf? einer Behandlung der Eier von P. interpunctella mit B. bassiana 56

2x10’

25

61

Temperatur (°C)

030-40 m40-50 @50-60
b060-70 O70-80 m80-90

in Abhé&ngigkeit von der Inokulumdichte und der Temperatur

P. fumosoroseus 10

2x10°

Inokulumdichte (Sp. / cm?)

2x10°

25
Temperatur (°C)

020-30
W 40-50

030-40
@ 50-60

Abb. 16: Einfluf? einer Behandlung der Eier von P. interpunctella mit P. fumoso-
roseus 10 in Abhangigkeit von der Inokulumdichte und der Temperatur
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Abb. 17. Wechselwirkungen zwischen Pilzbehandlung und Inokulumdichte

Die Auswertung der dreifaktoriellen Varianzanalyse ergab auf3erdem signifikante Wechselwir-
kungen zwischen den Konzentrationen und den drei Pilzbehandlungen. Der Vergleich der Ver-
suchsergebnisse mufite infolgedessen auf der Basis der Nebeneffekte beruhen. In Abbildung 17
sind anhand der mittels arcus-Transformation verrechneten Daten sowohl die Signifikanzen as
auch die Wechselwirkungen ersichtlich. Bei B.ba.56 und M.a.110 fuhrte jede Konzentra-
tionserh6hung zu einer signifikanten Wirkungssteigerung. Fur Paec.f.10 kann erst mit dem am
hochsten konzentrierten Sporentiter ein signifikanter Anstieg im Anteil abgestorbener Dorr-
obstmotten-Eier festgestellt werden. Auf sémtlichen Konzentrationsstufen waren B.ba.56 und
M.a110 auf signifikant htherem Niveau als Paec.f.10.

5.5 Altersbedingte Sensitivitat der Larvenstadien von P. interpunctella
gegentber virulenten Pilzstdammen

Die erzidten Untersuchungsergebnisse zur Sensitivitét unterschiedlicher Larvenstadien der

Dorrobstmotte gegentiber insektenpathogenen Pilzen sind in Abbildung 18 dargestelit.

Die auf der Basis der Mortalitdtswerte berechneten Wirkungsgrade widerspiegeln eine prinzi-
pielle Anfaligkeit samtlicher Larvenstadien gegeniiber den eingesetzten Pilzstammen.
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Bel dlen Pilzstdmmen traten jedoch quantitative Unterschiede zwischen den einzelnen Larven-
stadien deutlich hervor.

0 Wirkungsgrad (%)

OM.a.110
91,3 88.4 [B.ba.56
80 - 84,06
79, sé [COPaec.f.56
70,47
60 [ Y N R R 64,7' 62,76
H | | T 442
37,23 36,3
31,03
20 | L 1 | !
0
L1 L2 L3 La

Larvenstadium
Abb. 18: Wirkungsgrad insektenpathogener Pilze gegeniiber Larven von
P. interpunctella bei kiinstlicher Inokulation von 10’ Sporen / ml
(berechnet nach SCHNEIDER-ORELLI)

Eine besonders hohe Anfalligkeit wiesen die frisch geschllipften Eilarven auf. Die Unterschiede
zwischen den Pilzstéammen waren fUr die L; sehr gering. So lagen die aus der Abbildung 18
nicht ersichtlichen Verpilzungsraten in alen Behandlungsvarianten sieben Tage nach der Ino-
kulation Uber 85% (M.a.110: 93,8%; B.ba56: 88,5%; Paec.f.10: 91,7%).

Die aus den Mortaditétsraten ermittelten Wirkungsgrade verdeutlichen klar eine mit fortschrei-
tender Larvenentwicklung einher gehende Abnahme der Anfélligkeit gegentber den drei Pilz-
stdmmen. Gegenlber den ersten beiden Larvenstadien war M.a.110 am wirksamsten. Der Ab-
fal der Anfdligkeit beim dritten und vierten Larvenstadium ist gegeniiber alen Erregern au-
genscheinlich, tritt jedoch besonders deutlich gegentiber M.a.110 in Erscheinung und 1803t auf
eine zunehmende Resistenz bel steigendem Alter schlief3en.

Die satistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mittels angendhertem 95%-
Vertrauensbereich. In der Tabelle 8 kénnen die Wirkungsgrade gegentber den verschiedenen
Larvenstadien bei gleicher Pilzbehandiung sowie gegeniiber dem gleichem Larvenstadium bei
unterschiedlicher Behandlung verglichen werden.

Zieht man die angendherten 95%-V ertrauensbereiche in Betracht, ergeben sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Wirkungsgraden gegentiber L; und L, bei M.a.110
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und Paec.f.10. Die Anfélligkeit der Larven gegentiber einer Infektion mit B.ba.56 nahm hinge-

gen mit Ubergang vom L3 zu L, weiter signifikant ab.

Tab. 8: Vergleich der Sensitivitét verschieden alter Dorrobstmottenlarven gegeniiber
entomopathogenen Pilzen (angendherter 95%-V ertrauensbereich, a=5%)

Pilzstamm M.a.110 B.ba.56 Paec.f.10
Stadium|L; L, Ls Ls |Li Ly Ly Ls |Li Ly L3 L4
M.a.110 Ly -+ o+ o+
L, + -+ o+ - - - -+
Ls + + - - -+
La
B.ba.56 Ly - - - -+ o+
L,
Ls - -+
L, - - - + + o+ -
Paec.f.10 La - - - - - - -+
L, - + - - - - - +
Ls - - - - - - + +
Ly - - - - - - + +

(+ sgnifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Die Tabelle 8 zeigt aulRerdem, dal? signifikante Unterschiede zwischen den Pilzstdmmen nur
gegenuber L, und L3 auftraten. Die L, waren am anfélligsten gegentiber M.a.110. Bei Be-
trachtung der Wirkungsgrade gegentiber L3 kann fir B.ba.56 die hochste Virulenz belegt wer-

den.

5.6 Einflu? der Sporenformulierung auf die Wirksamkeit der Pilze

5.6.1 Einflul® auf die Infektiositat der Pilze

Die Wirksamkeit unterschiedlich formulierter Konidienpréparate gegentiber frisch geschlipften
Imagines von P. interpunctella 183 sich aus den Tabellen 9 und 10 sowie der Abbildung 19
entnehmen.

Die drei getesteten Formulierungen erbrachten fur die verwendeten Pilzstémme unterschiedli-

che Wirkungen gegeniiber Dorrobstmottenimagines. Grundsétzlich geht fur die beiden Erre-
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gerstdmme aus den erhaltenen Werten eine Wirkungssteigerung fur Laktose formulierte Koni-

dien hervor, die jedoch nur teilweise statistisch nachwei shar ist.

Tab.9: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter M.a.110-Konidien hinsichtlich
der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bei frisch geschltpften Imagines von P.
interpunctella in Abhangigkeit von der Sporendosierung (Chi*-Test / 2 x 2 Kontin-
genztafelanalyse, a = 0,05)

Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x| 10° 10* 10° 10°[10° 10* 10° 10°[10° 10" 10° 10°
10° (18,8%)*| - + 4 + - - 3 N ;

Wasser - | 10" (35,4%) | + - + - ; - - ; ;

Tween [10° (57,3%)| + - + - - . . I .
10° (72,9%)| + + o+ - ; - ; ..
10° (21,9%) - - - | - + + - )
Telmion [10* (34,4%)| - - - -+ + -+ i
10° (62,5%)| - - -]+ + + - - .
10° (79,2%)| - - - + + 4+ - ; -
10° (29,2%) - - - - - ; 3 PR n
Laktose |10% (57,3%)| - - - - + - ; + -4 +
10° (77,1%)| - - + - ; - ; o+ -
10° (88,4%)| - - - - - - + 4+ .
(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Tab. 10: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter B.ba.56 Konidien hinsichtlich
der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bei frisch geschltpften Imagines von P.
interpunctella in Abhangigkeit von der Sporendosierung (Chi*-Test / 2 x 2 Kontin-
genztafelanalyse, a = 0,05)

Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x| 10° 10* 10° 10°[10° 10* 10° 10°[10° 10" 10° 10°
10° (10,4%)*| - +  + + - A I ;

Wasser - | 10" (26,0%) | + -+ + - - - - + - .

Tween [10° (51,0%)| + + - + - - - - - i
10° (76,0%)| + + o+ - - - - .
10° (18,8%) - - - |- +  + + o - -
Telmion [10° (32,3%)| - - R -4 + -+ )
10° (61,5%)| - - S + - - . .
10° (76,0%)| - - - + + - ; -
10° (26,0%)| + - - 3 ] ) ; FR— n
Laktose |10% (57,0%)| - + - - - + - - + -+ +
10° (70,8%)| - - + - - - . + o+ -
10° (86,5%)| - - - - - - + 4 .
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(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Die Wirksamkeit der in Telmion und Wasser formulierten Konidien befanden sich fir beide
Pilzstdmme stets auf statistisch gleichem Niveau. Die in den Tabelle 9 und 10 zusammenge-
faldten Mortalitdtsraten zeigen, dal? nach indirekter Inokulation erst mit den am hochsten kon-
zentrierten Sporenformulierungen bel frisch geschllpften Imagines hthere Mortalitétsraten
erzielt werden. Lediglich die in Laktose formulierten Konidien von M.a.110 erbrachten bereits
auf der 2 x 10° Sp. / cm? Variante zufriedenstellende Behandlungsergebnisse.

Die aus den kumulativen Mortalitétsraten berechnete LTso- und LTgo- Werte der

2 x 10° Sp. / cm? Varianten finden sich in Abbildung 19.

Bei gleicher Tendenz der verwendeten Formulierungen wies M.a.110 fur sdmtliche Versuchs-

varianten gegenuber frisch geschlUpften Imagines die hdchste Wirksamkeit auf.

Tage

8 LTso LTgg
T T

7 THT
6 inf%
| T i
4 4+ \{__:[_ —
s T N
2115\ 8|3 52| 8 2l 2 5|8 |1

E121E| |E|E|2 Ak E| &
12|23 EIE 2| ol S| |
0

B.ba.56 M.a.110 B.ba.56 M.a.110

Behandlung

Abb. 19: LTse- und LTg-Werte unterschiedlich formulierter Pilzstdmme gegeniber
Dérrobstmottenimagines nach indirekter Inokulation von 2 x 10° Sp / cm?

Die Abbildungen 20 und 21 zeigen das Mortditétsgeschehen der L; nach Behandlung mit un-
terschiedlich formulierten Konidienpréparaten der beiden Erregerstémme in Abhangigkeit von
der Applikationsdosis. Die dazu gehdrenden Chi® - Tests finden sich im Anhang Tabellen A-1
bisA-4.
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Grundsétzlich geht fir beide Pilzstdmme aus den erhaltenen Werten bei steigender Sporendo-

sierung eine von der Formulierung abhangige Wirksamkeit gegentiber den Testlarven hervor.

Mortalitat (%)

100 -
OWasserformulierung
90 OWasser-Olformulierung 84,38
80 |CLaktose
72,92 78,96 70,83
70 3
62,5
60 55,21 54,17
80— ———— — | | |
854 41,6

40 3854 — | | | |-

31,25
30 2306 [ | | | | | | [

20,83
20 | /1 | | M | |
1044 | | = | | M= | |
0
2x10° 2x10* 2x10° 2x108

Dosis (Sporen/cm2)

Abb. 20: EinfluB der Formulierung auf die Wirksamkeit von B. bassiana 56 gegen-
Uber L; der Dorrobstmotte in Abhéngigkeit von der Sporendosierung
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23,96
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RO = R I A = ) I R = R (R B
2x103 2x104 2x10° 2x108

Dosis (Sporen/cm?2)

Abb. 21: EinfluB der Formulierung auf die Wirksamkeit von M. anisopliae 110 gegen -
Uber L; der Dorrobstmotte in Abhéngigkeit von der Sporendosierung

Die Telmion-Formulierung (Wasser-Ol) war bei sdmtlichen Versuchsvarianten am wirkungs-

vollsten.
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Mit B.ba.56 behandelte L, zeigten konzentrationsabhéangig nachweisbare Unterschiede der
Mortalitétsraten bei Anwendung verschiedener Sporenformulierungen. Bel statistischer Be-
trachtung der Versuchsergebnisse wurden insgesamt mit der Wasser-Olformulierung von der

2 x 10* Sp / cm?® Dosierung an statistisch bessere Ergebnisse erzielt. Die Wasser- und die Lak-
tose- Formulierung befanden sich stets auf statistisch gleichem Niveau.

Die Mortaitéatsraten der mit unterschiedlichen Konidienformulierungen des as virulenter ein-
gestuften M.a.110 behandelten L, waren lediglich bei den 2 x 10* und 2 x 10° Sp. / cm?® Vari-
anten auf statistisch unterschiedlichem Niveau. Bel diesen Dosierungen erzielten die Wasser-
Ol- und die Laktose- Formulierung statistisch bessere Ergebnisse.

Allgemein konnte gegenilber L; von der 2 x 10°> Sp. / cm” Dosierung an bei den verwendeten
Rilzstdmmen eine ausreichende Wirksamkeit erreicht werden, wenn die Konidien as Wasser-

Olformulierung angewendet wurden.

Die Abbildungen 22 und 23 stellen die durch unterschiedlich formulierte Pilzkonidien verur-
sachten Mortalitétsraten bel Ls-Larven unter Berticksichtigung der jeweiligen Applikationsdo-
ssdar.

Die hochste Wirksamkeit kann wiederum fir die Telmion-Varianten belegt werden. Fur die
weniger anfaligen Ls wurden jedoch erst mit der am hochsten bemessenen Sporendosierung

(2 x 10° Sp. / cm? ) héhere Mortalitétsraten von tber 75% erzielt.
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Abb. 22: EinfluB der Formulierung auf die Wirksamkeit von B. bassiana 56 gegen-
Uber Ls der Dorrobstmotte in Abhéngigkeit von der Sporendosierung
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Ein Vergleich der beiden verwendeten Pilzstdmme und der getesteten Formulierungen zeigt,
dai3 die Unterschiede im Mortalitétsgeschehen der Ls vorwiegend durch die Formulierungen

bestimmt werden.
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Abb. 23: EinfluB der Formulierung auf die Wirksamkeit von M. anisopliae 110 gegen-
Uber Ls der Dorrobstmotte in Abhéngigkeit von der Sporendosierung

Aus den kumulativen Mortalitétsraten berechnete LDsp, und LDgo Sind in Tabelle 11 aufgeli-
stet.

Tab. 11: Einflufd der Formulierung auf die Wirksamkeit insektenpathogener Pilze gegeniiber
Ls-Larven von P. interpunctella in Abhéngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit

Pilz Luftfeuch- | Formu- LDs Vertrauens- LDgg Vertrauens-
tigkeit (%) | lierung | (Sp./Larve) | bereich (Sp./Larve) | (Sp./Larve) | bereich (Sp./Larve)
B.ba.56 76 Wasser | 2,1x10* 1,5x10%-2,9x10* 1,1x10° 7,3x10°-1,8x10°

Temion| 3,5x10° 2 5x10°-5,0x10° 1,9x10° 1,3x10°-3,1x10°
96 Wasser | 3,5x10° 2 4x10°-4,9x10° 2.0x10° 1,3x10°-3,2x10°
Temion| 1,3x10° 9,0x10%-1,8x10° 7.4x10* 4,8x10%-1,2x10°

M.a.110 76 Wasser | 1,0x10* 7,2x10%-1,4x10* 5,8x10° 3,7x10>-9,7x10°
Temion| 2,2x10° 1,5x10°-3,1x10° 1,3x10° 8,4x10%2,1x10°
96 Wasser | 2,7x10° 1,9x10°-3,9x10° 1,8x10° 1,1x10°-3,2x10°
Telmion | 7,4x10° 4,9x10%-1,1x10° 5,0x10* 3,1x10"8,4x10*
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Die von der Sporenformulierung ausgehende Wirkung auf die Infektiositdt der Erregerstamme
ist auch nach direkter Applikation nachweisbar. Bei statistischer Betrachtung der LDs, und
L Dgo unter Berticksichtigung der V ertrauensbereiche werden mit Telmion formulierte Konidien
beider Pilzstdmme signifikant bessere Ergebnisse erzielt. Die Mortaitétskurven in Abhangig-
keit von den Log-Dosis-Werten der einzelnen Versuchsvarianten finden sich in den Abbildun-
gen 24 bis 27.

100 Mortalitat (%)
80 //
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0 2 4 6 8
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|—Te|mion | | Wasser-Tween

Abb. 24: Einflul3 der Sporendosierung auf die Mortalitat der Ls-Larven
von P. interpunctella nach direkter Applikation unterschiedlich
formulierter B. bassiana 56 Konidien bei 76% relative Luftfeuchtigkeit
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Abb. 25: Einfluf3 der Sporendosierung auf die Mortalitat der Ls-Larven
von P. interpunctella nach direkter Applikation unterschiedlich
formulierter B. bassiana 56 Konidien bei 96% relative Luftfeuchtigkeit

Die LDs,, LDgy sowie die Dosis abhangigen Mortalitdtskurven weisen auf unter unginstigen

Umweltbedingungen sich vergrof3ernde Differenzen zwischen den beiden Formulierungen hin.
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Ein Vergleich der Mediane der Dosis bei gleicher zu erwartender Mortalitét erbrachte fir
B.ba.56, dal3 man bel 76% r.F. nur 17% der Applikationsdosis der Wasserformulierung bent-
tigt, um mit der Olsuspension die gleiche Wirkung zu erzielen. Bei 96% L uftfeuchtigkeit sind
hingegen 37% erforderlich.
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Abb. 26: Einfluf} der Sporendosierung auf die Mortalitat der Ls-Larven von
P. interpunctella nach direkter Applikation unterschiedlich formu-
lierter M. anisopliae 110 Konidien bei 76% relativer Luftfeuchtigkeit
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Abb. 27: Einfluf} der Sporendosierung auf die Mortalitat der Ls-Larven von
P. interpunctella nach direkter Applikation unterschiedlich formu-
lierter M. anisopliae 110 Konidien bei 96% relativer Luftfeuchtigkeit

Der Einfluld der Luftfeuchtigkeit ist bel dem als virulenter betrachteten Erreger M.a.110 weni-
ger deutlich. Um gleiche Mortalitétsraten zu erzielen, betréagt die daftir notwendige Dosierung
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in Telmion formulierter Sporen bel 76% L uftfeuchtigkeit 22% und bei 96% L uftfeuchtigkeit

27% der Sporendosierung bei Wasserformulierung.

5.6.2 EinfluRd auf die Lagerféhigkeit und Persistenz der Konidien von
B. bassiana 56 und M. anisopliae 110

Beim Einsatz wirksamer Mykoinsektizide missen die biologischen und physikalischen Eigen-
schaften der Formulierungen tber einen langeren Zeitraum bestandig bleiben. So ist bereits die
Erhaltung einer hohen Keimfahigkeit der Sporen im Verlauf der Lagerung der Préparate von
Bedeutung, da die Applikation von Sporen mit verminderter oder verlorengegangener Keimfé
higkeit schnell zu Unterdosierungen fiihren kann. Andererseits hat eine sinkende Keimfahigkeit
im Laufe der Zeit eine eingeschrankte Wirkung auf einen Neubefal von Schaderregern zur

Folge.

L agerfahigkeit

In der Tabelle 12 sind fiir M.a.110 die Ergebnisse des Sporenlagerungsversuches aufgelistet.
Die Lagerfahigkeit der Konidien ist am geringsten in der Wasser-Tweenformulierung ausgebil-
det. Fur die 26°C und 16°C Varianten konnen bereits nach vier Monaten erhebliche Einbuf3en
an Keimfahigkeit verzeichnet werden. Zum totalen Verlust kommt es nach sieben bzw. elf Mo-
naten Lagerzeit. Die verminderte Lagerfahigkeit der Sporen von M. anisopliae 110 in Wasser-
suspension bei 26°C und 16°C wird auch durch die einsetzende Keimung von Sporen wéhrend
der Lagerung bedingt.

Die geringsten EinbulRen an Keimfahigkeit sind bel der Lagerung unformulierter Konidien bei
einer Temperatur von 26°C zu verzeichnen. Bel 4°C sind die Sporen jedoch weniger lagerfa
hig. Firr die als Wasser-Olsuspension formulierten Sporen kann im Verlauf der Lagerung bei
4°C und 16°C ein langsamerer Abfall der Lebensfahigkeit festgestellt werden.

Tab. 12: Keimprozente der Konidien von M. anisopliae 110 in Abhangigkeit von der Formu-
lierung und der Lagerzeit
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Temperatur Lagerperiode in Monaten
Formulierung (°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
reine Konidien 4 89 8 80 75 62 56 47 43 42 38 30 24
16 95 92 85 82 81 79 70 70 68 66 62 60
26 88 86 84 8 81 80 75 72 73 70 66 62
Laktose 4 92 86 84 79 78 72 70 68 66 59 57 54
16 82 80 80 77 75 72 66 63 61 56 50 45
26 95 91 87 8 75 70 66 65 62 55 54 52
Wasser 4 90 82 75 70 56 47 43 40 37 32 28 24
16 81 72 66 51 37 29 25 20 18 5 0 O
26 78 70 56 40 28 11 0 0 0 O 0 O
Wasser-Ol 4 87 84 82 79 78 76 74 71 69 67 62 59
16 85 8 78 76 73 70 72 70 69 63 60 54
26 87 78 75 72 71 64 60 58 58 52 47 40

In der Tabelle 13 finden sich die Ergebnisse der Keimungsuntersuchungen unterschiedlich ge-

lagerter Sporenformulierungen von B. bassiana 56.

Tab. 13: Keimprozente der Konidien von B. bassiana 56 in Abhangigkeit von der Formulie-

rung und der Lagerzeit

Temperatur Lagerperiode in Monaten
Formulierung (°C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
reine Konidien 4 94 93 90 87 84 80 75 70 68 59 54 52
16 90 88 86 82 79 74 72 68 55 50 44 36
26 86 80 75 71 62 55 47 41 33 28 22 19
Laktose 4 92 90 87 8 81 77 74 71 68 66 65 62
16 93 91 88 84 83 75 72 70 66 62 55 51
26 85 78 75 71 67 64 62 51 44 40 36 33
Wasser 4 90 87 85 82 77 74 71 69 66 63 58 55
16 87 84 81 77 73 69 63 61 52 49 45 40
26 84 78 74 69 63 55 42 35 27 19 12 0
Wasser-Ol 4 96 91 87 8 84 8L 79 72 69 66 62 57
16 91 88 85 83 80 77 74 70 70 66 61 58
26 94 87 84 81 77 74 73 68 66 60 58 51

Zur Vermeidung von grof3eren Keimungsverlusten sollten Konidien von B.ba.56 als Laktose-

Konidienstaub formuliert und bel 4°C aufbewahrt werden. Die Lagerung des Laktose-Koni-

dienstaubes bei 16°C oder 26°C flihrte hingegen nach neun bzw. elf Monaten zu grol3eren Ein-
buf3en in der Keimféhigkeit der Sporen.



Ergebnisse 74

Ein anndhernd temperaturunabhéngiges Keimungsverhaten konnte bel den Sporen, welche als
Wasser-Olsuspension formuliert waren, beobachtet werden.

Auch fur B.ba56 gilt, dal3 die Aufbewahrung der als Wassersuspension formulierten Sporen
bei 26°C den schnellsten Riickgang der Keimféhigkeit zur Folge hat.

Persistenz

In der Abbildung 28 ist das Persistenzverhalten unterschiedlich formulierter Konidien von

M. anisopliae 110 in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt.

Die direkt im Anschlufd an die Formulierung durchgefihrten Untersuchungen belegten keine
erheblichen Differenzen im Keimungsverhalten zwischen den verschiedenen Varianten.

Im Vergleich zu unformulierten Sporen zeigten die Wasser-Olsuspension und der Laktose-
Konidienstaub eine erhthte Persistenz. So waren nach zehn Monaten noch mehr as 50% der

Sporen keimféhig. Hingegen keimten reine Konidien nach zehn Monaten nur zu 24%.
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Abb. 28: EinfluR® der Formulierung auf die Persistenz der Konidien von Metarhizium
anisopliae 110 in Abh&angigkeit von der Zeit

Eine die Persistenz der Konidien schadigende Wirkung wurde bel der Wasser-Tween-Suspen-

sion festgestellt. Ein Vergleich zu unformulierten Konidien belegt, dal? es bel 25°C und einer
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relativen Luftfeuchtigkeit von 76% bereits nach drel Monaten zu bedeutenden Keimungs-
verlusten kommt. Nach zehn Monaten betrug der Anteil keimungsféhiger Sporen nur noch
13%.

Die Untersuchungsergebnisse zur Persistenz unterschiedlich formulierter Konidien von B. bas-
siana 56 sind in der Abbildung 29 dargestellt.

Die in Wasser suspendierten Konidien besitzen wiederum die geringste Persistenz und wider-
spiegeln somit auch die Ergebnisse zur Lagerfahigkeit aus Tabelle 13. Nach zehn Monaten kam

es zum vollsténdigen Verlust der Keimfahigkeit.
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Abb. 29: EinfluR® der Formulierung auf die Persistenz der Konidien von Beauveria
bassiana 56 in Abhangigkeit von der Zeit

Einen geringen EinfluR auf die Persistenz der Sporen kann fir die Wasser-Olsuspension und
den Laktose-Konidienstaub belegt werden. Ein Vergleich zu unbehandelten Konidien von
B.ba.56 zeigt hier kaum Unterschiede in der Persistenz der Sporen. Zehn Monate nach Beginn

des Versuches keimten noch 55% der unbehandelten Sporen.
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Unter den gewahlten Versuchsbedingungen besitzen somit die Konidien von B.ba.56 in alen
Varianten, mit Ausnahme der Wasser-Tween Formulierung, eine grof3ere Bestandigkeit als

Konidien von M.a.110.

5.7 Einsatzerprobungen von B. bassiana 56, M. anisopliae 110 und
P. fumosoroseus 10 gegen P. interpunctella

5.7.1 Wirkung der Pilze auf die Fekunditat, Eier und schltpfende Eilarven
von P. interpunctella

Durch die im Modellversuch gewéhlte Verfahrensweise war es moglich, Informationen Uber
die Wirkung von Pilzbehandlungen bei sich zumindest zeitweise auf3erhalb des Lagergutes aut-
haltenden Entwicklungsstadien zu gewinnen. Die Analyse einer zum Zeitpunkt der Kopulation
stattfindenden Pilzinokulation von Dérrobstmottenweibchen diente zur Bestdtigung der Wirk-
samkeit bei Imagines und lief3 gleichzeitig erste Rickschliisse Uber praktische Anwendungs-
maoglichkeiten zu. Die sukzessive Bekampfung von Weibchen, Eiern und frisch geschllpften
Larven sollte vor allem Erkenntnisse Uber die Méglichkeiten der Unterbrechung der Genera-

tionsfolge liefern.

Fekunditédt der Weibchen

In Abbildung 30 sind die Auswirkungen einer wahrend der Kopulation von Dorrobstmotten

stattfindenden Pilzapplikation auf die Anzahl gelegter Eier dargestellt.

In Abhangigkeit vom Pilzstamm setzte ein von der Kontrolle signifikant unterschiedliches Ei-
ablagegeschehen bel behandelten Tieren ein. Fir M.a.110 konnte die hdchste Wirksamkeit auf
die Fekunditdt von Dorrobstmottenweibchen verzeichnet werden, die sowohl gegenlber der
unbehandelten Kontrolle as auch den beiden anderen Pilzbehandlungen auf signifikant hdhe-

rem Niveau lag.
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Abb. 30: Empirische Verteilung der Eiablage unterschiedlich Pilz
behandelter Weibchen von P. interpunctella (signifikante
Differenzen zwischen Mittelwerten mit verschiedenen Indizes
fira =0,5n=28)

Die kumulativen Werte taglich gelegter Eier bei verschieden behandelten Dorrobstmotten sind
aus der Abbildung 31 zu entnehmen.

Bereits einen Tag nach der Kopulation setzte die Eiablage ein. Insgesamt ergaben sich zwi-
schen den unterschiedlich behandelten Weibchen keine wesentlichen Differenzen in der Anzahl
taglich gelegter Eier. Der erhebliche Rickgang der Anzahl Eier pro Weibchen ist somit allein
auf die verkirzte Lebensdauer infizierter DOrrobstmottenweibchen zurtickzufihren. So betrug
die Dauer der Eiablage in Abhangigkeit von der Pilzbehandlung vier bis sechs Tage. Unbe-
handelte Weibchen legten hingegen bis zum 15. Tag Eier.
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Abb. 31: Tagliche Eiablage von Doérrobstmotten in Abhangigkeit von der
Pilzbehandlung (kumulative Werte)
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Abb. 32: Eimortalitat von P. interpunctella nach Oviposition auf Pilz behan-
deltem Untergrund (signifikante Differenzen zwischen Werten mit
verschiedenen Indizes)
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Mortalitét der Eier

Abbildung 32 veranschaulicht die Auswirkungen unterschiedlicher Pilzstdmme auf die Morta-
litét von Dorrobstmotteneiern, welche von bereits behandelten Weibchen gelegt worden sind.
Die drei getesteten Erreger erbrachten gegentiber der unbehandelten Kontrolle eine deutliche
Zunahme der Eimortalitét. Die signifikant hochsten Reduzierungen der Motteneier wurden mit
B.ba.56 erzielt. Die Mortalitét in der Kontrolle betrug 8,4%.

Mortalitdt der Eilarven
Tabelle 14 zeigt den Antell gestorbener L; nach Behandlung der Eier und anschlief3endem

Schlupf auf kontaminiertem Untergrund.

Tab. 14: Auswirkung einer Pilzbehandlung auf das Uberleben der Eilarven von Plodia
interpunctella

Behandlung durchschnittliche An- | Antell gestorbener | durchschnittliche An-
zahl geschlipfter L L, (%) zahl Uberlebender L
M.a.110 26,6 36a 17,0
B.ba.56 20,7 24b 15,7
Paec.f.10 48,5 1l4c 41,7
Kontrolle 230,1 4d 220,9

(sgnifikante Differenzen im Anteil gestorbener L, zwischen Werten mit verschiedenen Indizes
a=0,5)

Die Behandlung der Dorrobstmottenweibchen zum Zeitpunkt der Kopulation mit anschlief3en-
der Eiablage und Larvenschlupf auf kontaminiertem Untergrund fuhrte zu einer erheblichen
Reduzierung der Nachkommenschaft.

Bel Betrachtung der drei Behandlungsmethoden lassen sich bereits von der Infektion der
Weibchen ausgehende Wirkungen auf die Stérke der F; nachweisen. M.a.110 hatte den grof3ten
Dezimierungseffekt und bewirkte einen Riickgang der Anzahl gelegter Eier auf etwa ein Drittel
gegeniber der Kontrolle.

Die Eiablage auf kontaminiertem Untergrund erwies sich fir B.ba.56 am wirkungsvollsten.
Durch die gewahlte Bekéampfungsfolge wurden insgesamt die besten Resultate mit M.a.110
und B.ba.56 erzielt. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle betrug der Anteil Gberlebender
L, der Nachfolgegeneration 7,5 bzw. 6,9%. Auf signifikant geringerem Niveau gestalteten sich
die Behandlungserfolge bei Paec.f.10.
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5.7.2 Wirkung der Pilze auf die Schlupfrate, Lebensdauer und Fekunditat
der Imagines von P. interpunctella nach Kontamination der Brutsub-
stratoberflache

Die Ergebnisse zum Einfluf3 einer Behandlung der Brutsubstratoberfléache auf den Schlupfter-
min der Imagines von P. interpunctella sind in der Abbildung 33 dargestelit.
Fur den Beginn des Falterschlupfes ergeben sich zwischen den Behandlungen und der Kon-

trolle keine wesentlichen Unterschiede.

Anteil geschlipfter Imagines (%)

——————— K (n=360)

& Paec.f.10 (n=232)

~+ Bbab6 (n=212)

—M.a.110 (n=180)

31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Tage nach Eiblage

Abb. 33: Einfluf3 einer Oberflachenbehandlung von Brutsubstrat auf die Schlupftermine
der Imagines von P. interpunctella

Die drei getesteten Pilzstamme erbrachten gegeniiber der unbehandelten Kontrolle eine deutli-
che zeitliche Verkirzung der Schlupfperiode. Die in der Legende von Abbildung 33 darge-
stellte Anzahl geschllpfter Imagines 183 darauf schlief3en, dal? die Pilzbehandlung besonders
die sich langsamer entwickelnden Insekten dezimiert und dadurch einen verkirzten Schlupf-
zeitraum hervorruft. Der Falterschlupf aus M.a.110 behandeltem Brutsubstrat vollzog sich zwi-
schen dem 35. und 41. Tag nach der Eiablage. Unbehandelte Insekten schllipften in einem Zeit-
raum von 18 Tagen zwischen dem 31. und 49. Tag. Die in Abbildung 34 gegenlbergestellten
Schlupfraten veranschaulichen die Wirkung der Pilzbehandlung. Zieht man die Ergebnisse des
Chi*-Tests (s. Anhang Tabelle A-5) in Betracht, so fiihrte eine Oberflachenbehandiung des
Brutsubstrates mit M.a 110 zu einer signifikant héheren préimaginalen Mortalitét. Die Schlupf-
raten von B.ba.56 und Paec.f.10 sind auf statistisch gleichem Niveau, unterscheiden sich je-

doch signifikant zur Kontrolle.
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Abb. 34: Einflu3 der Oberflachenbehandlung von Brutsubstrat auf die
Schlupfrate der Imagines von P. interpunctella

Aufgrund der unterschiedlichen Wirksamkeit der Pilze waren auch bel der Lebensdauer ge-
schllipfter Falter Differenzen zwischen den Varianten feststellbar. Die Erhebungen zur imagi-
nalen Entwicklung des Schadlings sind in der Tabelle 15 zusammengefaldt.

Die Verpilzungsraten der geschlipften Falter nach dem Passieren der mit Pilzsporen bespriih-
ten Substratoberfléche zeigen statistisch gesicherte Unterschiede in Abhéngigkeit von der
Kontaminierungsvariante (Ergebnisse des Chi®*-Tests im Anhang Tabelle A-6). M.a.110 und
B.ba56 verursachten den hochsten Anteil verpilzter Imagines und fuhrten bei Berticksichti-
gung der LTso-Werte sowie der dazugehorenden Vertrauensbereiche zu signifikant schnellerem

Absterben der Imagines.

Tab. 15: Entwicklung der Imagines von P. interpunctella nach Schlupf aus Brutsubstrat mit
unterschiedlicher Oberflachenbehandiung

Pilzbehandlung | Anteil verpilzter | Maximale Lebens- LTso Vertrauensbereich
Imagines (%) dauer (Tage) (Tage) (Tage)
M.a.110 58,9 16 5,66 50 -6,3
B.ba.56 54,7 16 5,75 51 -64
Paec.f.10 35,0 16 7,76 72 -84
Kontrolle 0 17 9,95 9,4-105




Ergebnisse 82

Die Auswirkungen der Oberfléchenbehandlung auf die Fekunditét schltpfender Weibchen sind
in Tabelle 16 aufgelistet.

Zieht man die Ergebnisse der Varianzanalyse in Betracht, ergeben sich zwischen den Behand-
lungsvarianten in der Anzahl pro Weibchen gelegter Eier signifikante Unterschiede.

Beziglich des Einflusses einer Oberflachenbehandlung auf die Mortalitét von schltpfenden

Weibchen gelegter Eier kbnnen fur die verwendeten Pilzstamme gegeniiber der Kontrolle keine

wesentlichen Unterschiede geltend gemacht werden.

Tab. 16: Einfluf der Pilz Behandlung der Substratoberflache auf die Fekunditét schltpfender
Weibchen sowie die Eimortalitét

Behandlung Anzahl Eier je Standart- 95% - Vertrauensbereich Eimortalitat (%)
Weibchen abweichung
M.a.110 108 a 12,39 92,61 - 123,38 12
B.ba.56 142 b 15,26 123,04 - 160,95 9
Paec.f.10 162 c 9,14 150,56 - 173,34 13
Kontrolle 281d 14,47 263,02 - 298,97 8

(signifikante Differenzen zwischen Werten mit verschiedenen Indizes, a = 0,05; n = 5)

5.7.3 Wirkung der Pilze nach Beimischung zum Brutsubstrat

In der Tabelle 17 werden die Schlupfraten der DArrobstmottenimagines sowie die dazu geho-
renden Wirkungsgrade fir alle applizierten Ausgangskontaminationen aufgelistet. Die statisti-
schen Vergleiche mittels Chi*-Test finden sich in Tabelle 18.

Die Populationsentwicklung von P. interpunctella wurde von den getesteten Pilzstédmmen
deutlich beeinflufd. In samtlichen Behandlungsvarianten hatten sich erheblich weniger Insekten
entwickelt als in der Kontrolle. Der Einsatz von M.a.110 verursachte Dezimierungseffekte, die
sich bei Beriicksichtigung der Ergebnisse des Chi*-Tests von den meisten Varianten signifikant
unterschieden. Lediglich die Behandlung mit B.ba.56 war bei der Verwendung von Mandel-
bruch (M.bruch) auf statistisch gleichem Niveau. Die Verwendung von Mandelmehl (M.mehl)
erbrachte bel den Behandlungsvarianten und der Kontrolle Ergebnisse, die einen signifikant

negativen Einfluf? auf die Populationsentwicklung erkennen lassen.
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Tab. 17: Wirkung der dem Brutsubstrat beigemischter Konidien von M. anisopliae 110 und
B. bassiana 56 auf die Schlupfrate der Imagines von P. interpunctella

Behandlung Brutsubstrat  |Anteil geschlipfter Imagines | Wirkungsgrad
(% angesetzter Eier)

M.a.110 Mandelbruch 29 67
Mandelmehl 11 84

B.ba.56 Mandelbruch 35 60
Mandelmehl 17 75

Kontrolle Mandelbruch 88
Mandelmehl 69

Tab. 18: Vergleich entomopathogener Pilzstdmme hinsichtlich ihrer Wirkung auf die préimagi-
nale Entwicklung von P. interpunctella nach Beimischung zum Brutsubstrat
(Chi*-Test / 2 x 2 Kontingenztafelanalyse, fiir a = 0,05)

Behandlung M.a.110 B.ba.56 Kontrolle
Brutsubstrat M.bruch  M.mehl M.bruch M.mehl M.bruch M.mehl

M.a.110 |Mandelbruch - + - + -
Mandelmehl + - - + . +

B.ba.56 |[Mandelbruch - - + +
Mandelmehl

Kontrolle |Mandelbruch + - + - - +
Mandelmehl - + - + +

(+ sgnifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Die unter Berticksichtigung der Sterblichkeit der unbehandelten Kontrolltiere berechneten
Wirkungsgrade belegen bel den verwendeten Brutsubstraten fur M.a.110 die héchste Wirk-
samkeit. In der Mandelmehlvariante hatten sich jedoch bei der B.ba.56-Kontaminierung mit
durchschnittlich 16 adulten P. interpunctella deutlich weniger entwickelt, as bei M.a110

kontaminiertem Mandel schrot mit 28 Faltern.

5.7.4 Wirksamkeit einer Pilzbehandlung unter Ausnutzung der Lockwirkung
eines geeigneten Brutsubstrates

Aus Gefalden mit losen unbehandelten Haferflocken schlipften die meisten Dorrobstmotten.
Von jewells vier befruchteten Weibchen entwickelten sich durchschnittlich 165 Falter (Tab.19).

Zieht man die Ergebnisse vorheriger Untersuchungen zur Entwicklung der Dorrobstmotten auf
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Mandelbruch in Betracht, zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede in der nattrlichen préaima-
ginalen Mortalitét, welche ein Hinwels dafur sind, dal3 der Schaden an unterschiedlichen Pro-
dukten sehr verschieden sein kann.

Die Schlupfraten aus verpacktem Mandelbruch waren mit durchschnittlich 144 Falter pro vier
Weibchen ebenfalls gering, was jedoch mit dem mechanischen Schutz der Verpackung vor
einer Invasion der Eilarven erklart werden kann.

Wurden Haferflocken gleichzeitig mit gerdstetem kontaminiertem Mandelbruch angesetzt
(ger.M.bruch), kam es durch die Wirkung des behandelten Brutsubstratkoders zu einem deutli-
chen Rickgang der Populationsentwicklung. Bei den Haferflocken-Varianten verringerte sich
auf diese Weise die Anzahl pro Gefal3 geschlUpfter adulter Dorrobstmotten von 82 auf 39. Be-
trachtet man die Anzahl geschlipfter Falter je Versuchskéfig, kann man einen Riickgang von

durchschnittlich 165 auf 59 verzeichnen.

Tab. 19: Wirksamkeit Pilz behandelter Brutsubstratkoder auf die Populationsentwicklung
von P. interpunctella

Behandlung|ger.M.bruch verp.M.bruch Geschlechts- |verp.M.bruch verp.M.bruch Geschlechts- [t-Test
verhdltnis * verhdltnis
Falter je 10,5 60,25 0,52 69,5 74,5 0,47
Gefald
Falter je 70,75 144,0 sign.
Kafig
Behandlung|ger.M.bruch Haferflocken Geschlechts- |Haferflocken Haferflocken Geschlechts- |t-Test
verhéltnis verhdltnis
Falter je |19,0 39,5 0,46 84,25 80,5 0,51
Gefald
Falter je 58,75 164,75 sign.
Kafig
*O  Weibchen

0 Weibchen + Mannchen

Wird verpackter Mandelbruch (verp.M.bruch) gleichzeitig mit gerostetem Pilz kontaminiertem
Mandelbruch (ger.M.bruch) gelagert, ist die Lockwirkung des Brutsubstratkdders auf be-
fruchtete Weibchen als geringer einzuschétzen. Die Anzahl geschlipfter Falter pro Verpackung
verminderte sich von durchschnittlich 72 Falter auf 60 bei VVorhandensein von gerdstetem Pilz
kontaminiertem Mandelbruch.

Betrachtet man die Anzahl adulter Dorrobstmotten der Varianten mit gerdstetem kontaminier-
tem Mandelbruch, lassen sich mit 10,5 und 19 Falter je Gefal3 geringe Unterschiede in der At-

traktanz loser Haferflocken und verpackter Mandeln erkennen.
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Haferflocken sind somit in Bezug auf die Nahrungsqualitét fir Plodia-Larven ein schlechtes
Substrat und besitzen nur geringe 6lfaktorische Lockwirkung auf die Weibchen.
Das Geschlechterverhatnis wurde durch das Brutsubstrat nicht beeinfluf3t (1:1).

5.7.5 Wirkung einer Konidienanwendung nach Oberflachenbehandlung von
Verpackungsmaterial

Die durchgefuhrten Untersuchungen dienten einer zielgerichteten Anwendung der bei den Wir-
samkeitsiiberprifungen auf Eier und schlipfende Eilarven ermittelten Bekampfungseffekte
entomopathogener Pilze.

In Tabelle 20 werden die in K&figversuchen ermittelten Bekampfungsergebnisse der Pilzbe-
handlungen von Verpackungsmaterial aufgelistet.

Die Auswertung des zweifaktoriellen Versuches belegte signifikante Effekte der Pilzbehand-
lung und der Schaderregerdichte auf die Populationsentwicklung von P. interpunctella.
Generdl war fir die beiden Pilzbehandlungen bel samtlichen Schaderregervarianten ein signifi-
kanter Effekt auf die Populationsentwicklung von P. interpunctella feststellbar. Bei Beriick-
sichtigung der Anzahl Larven pro Versuchskafig geht aus der Behandlung der Pappkartons mit
M.a.110 die grofte Wirkung auf einen Befall der verpackten Ware hervor. Die Behandlungs-
effekte waren bel sdmtlichen Schaderregerdichten auf dem signifikant htchsten Niveau.

Die Tabelle 20 verdeutlicht darliber hinaus einen von der Telmion-Behandlung verursachten
Dezimierungseffekt auf die Populationsentwicklung von P. interpunctella.

Ein Vergleich der angesetzten Weibchen mit der Anzahl sich entwickelnder Larven verdeutlicht
die erhdhte Wirksamkeit der Pilzbehandlungen bei geringerer Erregerdichte. So entwickelten
sich lediglich acht Larven pro Weibchen, wenn die Pappkartons mit M.a.110 kontaminiert wa-
ren und in jedem Versuchskafig zwei Dorrobstmottenweibchen freigelassen wurden. Beim An-
satz von acht Weibchen pro Versuchskéfig konnten hingegen durchschnittlich 34 Larven pro
Weibchen nachgewiesen werden. Eine Erhéhung der Anzahl befruchteter Weibchen fihrte je-
doch auch bei den unbehandelten Kontrollvarianten zu einer steigenden Anzahl von Dorrobst-
mottenlarven pro Weibchen. Die Ursache hierfir konnte in einer vermehrten Eizahl der durch
die erhohte Insektendichte gestref3ten Weibchen liegen. Andererseits ist bel erhdhter Larven-
dichte auch mit einer verstarkten Konkurenz zwischen den Tieren zu rechnen, die zu einer ge-

steigerten Larvenmortalitét fihren kann.



Tab. 20: Wirksamkeit einer Pilzbehandlung von Verpackungsmaterial auf die Entwicklung

Ergebnisse

von Plodia interpunctella

Behandlung Anzahl Weibchen Anzahl Larven Anzahl Larven
pro Kéfig pro Kéfig Anzahl Weibchen
M.a.110 2 16,0 8,0
4 103,2 25,8
8 271,2 33,9
B.ba.56 2 34,7 17,4
4 135,5 33,9
8 360,2 45,0
Telmion 2 71,5 35,8
4 186,0 46,5
8 518,4 64,8
Kontrolle 2 89,6 44,8
4 210,0 52,5
8 570,0 71,2
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Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse belegten weiterhin signifikante Wechsel-

wirkungen zwischen der Pilzbehandlung und der Anzahl an DOrrobstmottenwel bchen.

80

Anzahl Larven pro Verpackung
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Behandlung

Ma.110
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Kontrolle

Anzahl Weibchen

Abb. 35: Wechselwirkungen zwischen der Schaderregerdichte und der

Behandlung von Verpackungsmaterial mit entomopathogenen Pilzen
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Die Differenzierung der Anzahl Larven pro Verpackung der einzelnen Behandlungsvarianten
stieg mit erhohter Anzahl befruchteter Weibchen pro Versuchskéfig deutlich an.

5.7.6 Ubertragung der Konidien von M. anisopliae 110 unter Ausnutzung
der Lockwirkung von Sexualpheromonen der Dérrobstmotte

Die Wirkungen entomopathogener Pilze auf die Nachfolgegeneration nach einer zum Zeitpunkt
der Kopulation erfolgten Inokulation der Weibchen wurden bereits im Abschnitt 5.7.1 darge-
stellt. Es war das Ziel der vorliegenden Untersuchungen, die Mdglichkeiten der Einfihrung
und Ubertragung hoch virulenter Pilzstdmme bei adulten Dérrobstmotten zu tberprifen.

Die Untersuchungen erfolgten in Anlehnung an die von KELLEN und HOFFMANN (1987)
sowie VAIL et a. (1993) entwickelten Methoden. Die Ergebnisse des Flugversuches finden
sich in Abbildung 36.
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Abb. 36: Ubertragung der Konidien von M. anisopliae 110 auf Imagines der
Ddrrobstmotte unter Verwendung der Lockwirkung von Sexualpheromonen

Die Ergebnisse der Untersuchungen belegen eine hohe Mannchen-Anlockungsrate der TDA-

Pheromone bel Dorrobstmotten. Obwohl méannliche und weibliche Puppen simultan angesetzt
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wurden, konnte in beiden Versuchsrdumen bel einem hohen Anteil der adulten Mé&nnchen der
Konidienstaub nachgewiesen werden.

Durch den gewahlten Versuchsaufbau wurden im Verlauf der Untersuchungen die Konidien
auf 54% bzw. 56% der adulten Weibchen Ubertragen. Die Differenzen im Anteil der Mannchen
mit nachweisbar anhaftenden Pilzsporen zwischen Versuchsraum A und B fihrten somit zu

keinen nennenswerten Unterschieden bei den wahrend der Kopulation inokulierten Weibchen.
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6 Diskussion

Wie die geschilderten Versuche zeigten, waren mehrere Pilze der Ordnung Hyphomycetales
gegeniiber der Mehlmotte und der Dorrobstmotte pathogen. Es handelt sich um Stdmme von
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces farinosus und Paecilomyces fu-
mosoroseus. Diese Pilzarten kdnnen zahlreiche Insekten aus verschiedenen Ordnungen befallen
(MULLER-KOGLER 1965, SCHABEL 1976, DAOUST und ROBERTS 1983).

Fur einen erfolgreichen Einsatz entomopathogener Pilze war es zunéchst erforderlich, hoch
virulente und spezifisch wirkende Pilzstdmme, welche tber einen léngeren Zeitraum lagerfahig
sind, in einer Massenproduktion herzustellen und gleichzeitig die Bedingungen fir die Praxis-

nutzung zu definieren.

6.1 Beziehungen zwischen Wirt, Erreger und Umwelt

Der Erfolg einer Bekdmpfungsmaldnahme mit entomopathogenen Pilzen hangt von einer gro-
[eren Anzahl biotischer und abiotischer Faktoren ab, die in komplexer Weise sich gegenseitig
beeinflussen kdnnen. Da es zu Interferenzen und Synergismen kommen kann, besteht das
Wirts-Pilz-System nicht nur aus der Summe der einzelnen Einfluf¥aktoren. (CARRUTHERS
und SOPER 1987). Die ungeniigende Berlicksichtigung dieser Wechselbeziehungen fiuhrte
nicht selten zu Wirkungsminderungen in der Praxisanwendung von auf der Basis von Labor-
untersuchungen als virulent eingestuften Pilzstdmmen (PINNOCK und BRANDT 1981).

Die Untersuchungen der Infektionsbedingungen auf seiten der Pilze, der Wirtsinsekten und der
Umwelt erforderten spezielle Testverfahren. Mit Hilfe standardisierter Biotests war es maglich,
die Virulenz der verschiedenen Pilzstamme gegeniiber E. kuehniella und P. interpunctella un-
ter variierenden Umweltbedingungen zu vergleichen. Auch fir die Ermittlung der Anfalligkeit
unterschiedlicher Entwicklungsstadien der Zielinsekten erwiesen sich die beschriebenen Test-

verfahren als zweckmaldig und statistisch verwertbar.

Wichtige Auswahlkriterien insektenpathogener Pilze fir den Einsatz zur biologischen Be-
kadmpfung sind die Wirtsspezifitét und die Virulenz der Erreger. Fur B. bassiana und M. ani-
sopliae konnten bisher mehr als 200 Wirtsinsektenarten festgestellt werden (McCOY et al.
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1985). Es zeigte sich jedoch immer wieder, dal3 einzelne Stdmme eine ausgepragte Wirtsspezi-
fitdt besitzen (FARGUES 1976 ; FERRON et a. 1972).

Im Verlauf der durchgefiihrten Untersuchungen wurden durch die meisten getesteten Pilz-
stamme Mortalitétseffekte bei E. kuehniella und P. interpunctella erzielt. Die Infektion war
mit Erregern erfolgreich, die urspringlich nicht aus vorratsschadlichen Motten stammten. Le-
diglich beim Pilzstamm B. bassiana 112, welcher urspringlich aus Cossus cossus isoliert wur-
de, konnte eine Pathogenitét gegentiber den getesteten Motten nicht nachgewiesen werden. B.
bassiana 56 war hingegen gegeniber E. kuehniella und P. interpunctella pathogen.

Eine isolatbedingte Wirtsspezifitét wurde ebenfalls bei Untersuchungen von KMITOWA et al.
(1977), FERRON und DIAMONDE (1968) sowie FERRON et. al. (1972) fir Metarhizium
anisopliae sowie von KMITOWA et a. (1977) fir Paecilomyces sp. nachgewiesen. Bel Unter-
suchungen mit einem Isolat von B. bassiana erzielten RIBA et a. (1982) eine besonders hohe
Virulenz gegenuiber Larven von Bombyx mori , konnten jedoch mit dem gleichen Isolat keine
Infektionen bel Larven von Ostrinia nubilalis bewirken. Nach FARGUES et a. (1976) wird
die Spezifitét der Pilzstdmme durch die Mechanismen auf und im Insektenintegument sowie im

Haemocod bestimmt.

Hoch virulente Pilzstamme, die innerhalb kurzer Zeit ihre Wirtstiere abttten, werden bevorzugt
zur Bekdmpfung von Insekten mit grof3em Schadpotential eingesetzt, bei dem bereits wenige
Insekten einen hohen dkonomischen Verlust hervorrufen konnen. Fir einen erfolgreichen Ein-
satz gegen vorratsschadigende Kleinschmetterlinge muf3ten somit im Verlauf von Virulenz-
tests, unter den zur Verflgung stehenden Pilzstdmmen die virulentesten Erreger bestimmt wer-
den.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen bei der Mehrzahl der getesteten Pilzstdmme bereits
bei optimaer Gestaltung der Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsverhdtnisse Virulenzunter-
schiede gegentiber E. kuehniella und P. interpunctella erkennen. Lediglich P. fumosoroseus 10
war gegeniber beiden Insekten hoch virulent. Gegentiber E. kuehniella erwiesen sich M. ani-
sopliae 73, P. farinosus 34 und P. fumosoroseus 10 am geeignetsten. Die hochste Virulenz
gegeniiber P. interpunctella wurde fir M. anisopliae 110, B. bassiana 56 und P. fumosoro-
seus 10 nachgewiesen. Virulenzunterschiede entomopathogener Pilze der Ordnung Hyphomy-
cetales gegenuiber verschiedenen Zielinsekten wurden ebenfalls von FARGUES (1976) ermit-
telt. JONES et a. (1996) berichteten Uber isolatbedingte Virulenzunterschiede bel verschiede-



Diskussion 91

nen Stdmmen von M. anisopliae und B. bassiana. Generell waren sdmtliche Metarhizium-
Stdmme gegeniiber Coptotermes formosanus virulenter als die getesteten B. bassiana Stamme.
Aufgrund der geringsten LCso-Werte konnte jedoch fir einen Beauveria-Stamm die hochste
Virulenz unter sdmtlichen Pilzstémme nachgewiesen werden.

Die Differenzen in der Wirtsspezifitdt und der Virulenz entomopathogener Hyphomyceten
koénnen mit der unterschiedlichen Anpassungsfahigkeit der Pilzstamme an Wirtstiere erklart
werden. So wiesen FERRON et a. (1972) eine besonders enge Anpassung bestimmter |solate
von M. anisopliae an ihre Originalwirte nach. Bel anderen Pilzarten wie z.B. P. fumosoroseus
ist die Abhangigkeit der Stdmme von ihren Originalwirten weniger stark ausgepragt bzw. nicht
nachweisbar (IGNOFFO et al. 1976; MANIANIA und FARGUES 1984). Fur B. bassiana
konnte ein genetischer Polymorphismus des Alpha-Esterase-Systems bel | solaten unterschiedli-
cher geographischer Herkunft und somit bel 1solaten mit verschiedenem Wirtskreis nachgewie-
sen werden (FERRON 1981; RIBA et al. 1987; POPRAWSKI et al. 1988).

Um die von verschiedenen Autoren festgestellte Abnahme der Virulenz nach wiederholter An-
zucht auf kinstlichen Nahrboden zu vermeiden, erwies sich eine Wirtspassage aller acht Mo-
nate als geeignet (MULLER - KOGLER 1965, FARGUES und ROBERT 1983a und WICK
1990).

Die verschiedenen Umweltfaktoren beeinflussen die Physiologie der Pilze, ihre Fahigkeit, den
Wirt zu infizieren, den Verlauf der Infektion, die Wirtsanfélligkeit, die Sporulation auf Kada-
vern und die Lebensféhigkeit von infektiosen Einheiten (FERRON 1981; FERRON et al.
1991). Der perkutane Infektionsweg macht entomopathogene Pilze in besonderem Mal3e von
den zum Zeitpunkt der Infektion herrschenden Umweltbedingungen abhéngig. Da bei der Be-
kédmpfung vorratsschadlicher Motten die Pilzsporen nicht der Sonnenstrahlung ausgesetzt sind,
kommt den Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsverhdtnissen die grofdte Bedeutung fir die
Wirksamkeit der Pilze zu.

Bel der Auswahl der Erreger fur die biologische Schadlingsbekémpfung mit entomopathogenen
Pilzen ist es unabdingbar, deren Temperaturanforderungen zu berticksichtigen. Verschiedene
Autoren sehen in optimalen Temperaturbedingungen die wesentliche Voraussetzung fir eine
erfolgreiche Infektion der Zielinsekten (ROBERTS und CAMPBELL 1977; CARRUTHERS
et a. 1985, CARRUTHERS und SOPER 1987).

Die Temperatur beeinfluf}t neben den Erregern auch die Wirtstiere und tritt dariber hinaus in
Wechselwirkung mit anderen Infektionsparametern (FARGUES 1981). So zeigten Stamme
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von M. anisopliae bei optimalem Tag / Nacht - Rhythmus eine geringere Abhangigkeit vom
Temperaturregime und keimten innerhalb eines grofderen Temperaturbereiches (WELLING et
al. 1994). Verschiedene Autoren (DOBERSKI 1981; STARNES et a. 1993; WEISER 1982)
konnten fur M. anisopliae, B. bassiana und P. farinosus ein vom Isolat abhdngiges Tempe-
raturoptimum nachweisen.

Die im Verlauf von Sporenkeimungsversuchen erzielten Ergebnisse belegen fur samtliche Pilz-
stdmme hohe Temperaturanspriiche. Grolkere Differenzen im Temperaturoptimum wurden
zwischen den getesteten Pilzstdmmen nicht erzielt. Ein Temperaturoptimum zwischen 25°C
und 30°C |&X die virulentesten Pilzstémme fir den Einsatz zur Vermeidung eines Massenbe-
fals der Lager in den warmen Sommermonaten geeignet erscheinen. Unterschiede zwischen
den Pilzstédmmen ergaben sich hinsichtlich der Keimungsraten und der Keimungsgeschwindig-
keit. Das beste Keimungsverhalten sowie die geringste Temperaturabhéangigkeit konnten bei
dem als am virulentesten eingestuften Pilzstamm M.a 110 festgestellt werden. Eine abnehmen-
de Abhéangigkeit von optimalen Temperaturverhdtnissen bel hoch virulenten Pilzstammen
wurde auch von FARGUES und RODRIGUEZ-RUEDA (1980) beobachtet. CARRUTHERS
und SOPER (1987) konnten fur B. bassiana eine abnehmende Temperaturabhangigkeit mit
steigender Inokulumdichte bzw. zunehmender Sensitivitét der Entwicklungsstadien von Ostri-
nia nubilalis nachweisen.

Ein hohes Temperaturoptimum muf3 nicht in jedem Fall die Anwendung der Pilze auf wéarmere
Einsatzgebiete beschranken. So erzielte DOBERSKI (1981) Infektionen bei Scolytus scolytus
durch B. bassiana und P. farinosus bel 2°C. Der Befall Uberwinternder Wirte wurde fir
Stamme von M. anisopliae und P. farinosus nachgewiesen (WEISER 1982). Obwohl die Ent-
wicklung der Erreger unter kiihleren Bedingungen verlangsamt ist, besteht prinzipiell die Mog-
lichkeit, auch Uberwinternde Mottenstadien, wie diapausierende Larven oder Puppen, zu be-
kadmpfen. Hierfir ist die Auswahl besonders Kélte resistenter Pilzstémme notwendig, dain ge-
méal3igten Breiten nicht selten geringe Temperaturen fur die Mil3erfolge beim Einsatz von Pilz-
stdmmen mit hohen Temperaturanspriichen ausschlaggebend waren (FERRON et al. 1991).

Beim Einsatz entomopathogener Pilze im Vorratsschutz ergibt sich zwangdaufig die Frage, ob
die fur Lebensmittellager charakteristisch geringe Luftfeuchtigkeit eine wirksame Beké&mpfung
von Lagerschadlingen zul &X.

Zu Feuchtigkeitsanforderungen entomopathogener Pilze der Ordnung Hyphomycetales liegen
international unterschiedliche Angaben vor. Mindestens 92% r.F. werden von WALSTAD et
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al. (1970), SCHNEIDER (1953) und DOBERSK| (1981) als notwendig fiir die Konidienkei-
mung von B. bassiana, M. anisopliae und P. farinosus angegeben. Bel anderen Autoren wurde
hingegen eine von hoher Umgebungsfeuchte unabhangige Wirksamkeit erzielt (DUNN und
MECHALAS 1963; FARGUES 1972; FERRON 1977, MOORE 1973; RAMOSKA 1984).
Nach WICK (1990) kénnen unterschiedliche Angaben zu Feuchtigkeitsanforderungen entomo-
pathogener Pilze auch auf Differenzen im Material und in der Versuchsmethodik zurtickgefuihrt
werden. FERRON (1977) ermittelte fur B. bassiana einen Feuchtigkeitsanspruch von 92% r.F.
in vitro Keimungsversuchen. In vivo Virulenztests mit Acanthoscelides obtectus wurde jedoch
fur den gleichen Pilzstamm eine von der Umgebungsfeuchte unabhangige Wirksamkeit festge-
stellt.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestétigen grundsétzlich hohe Anforderungen der
getesteten Pilze an die relative Luftfeuchtigkeit. Fur die Mehrzahl der Stémme kam es bei ver-
ringerter Luftfeuchtigkeit zu einem deutlichen Rickgang der Wirksamkeit. Der fur M.a 110
anhand der LTq-Werte nachgewiesene niedrigere Verlust an Virulenz 183t auf eine geringere
Abhéangigkeit virulenter Stémme von optimalen Feuchtgkeitsbedingungen schlief3en. Es kann
angenommen werden, dal3 bei hoch virulenten Pilzstémmen die Keimung weniger Konidien auf
dem Integument fUr eine erfolgreiche Infektion und eine rasche Abtotung der Wirte ausrei-
chend ist.

Der beschriebene Versuch war so angelegt, dal3 sich im Ergebnis neben der von der Luftfeuch-
tigkeit abhangigen Virulenz auch die unterschiedliche Anféligkeit der beiden Mottenarten wi-
derspiegelt. Insbesondere die LTgo-Werte der mit P. fumosoroseus 10 behandelten Tiere bele-
gen fur Mehlmotten-Imagines einen im Vergleich zu Dorrobstmotten stérkeren Abfall der
Empfindlichkeit bei verringerter Luftfeuchtigkeit. Die nur bel geringer Luftfeuchtigkeit fest-
stellbaren Differenzen der Anféligkeit gegenlber ein und dem selben Pilzstamm lassen auf
Unterschiede im Mikroklima auf dem Integument beider Insekten schlief3en. Besonders unter
trockenen makroskopischen Bedingungen kann dem Mikroklima auf dem Insekt eine entschei-

dende Bedeutung zukommen.

Der Einflu® der Ernghrungsfaktoren auf das Infektionspotential der Pilze wurde bisher nur an
wenigen Beispielen untersucht (FERRON et a. 1991). Wahrend BAJAN und KMITOWA
(1973), KMITOWA (1978 und 1980) sowie FARGUES und ROBERT (1983b) einen Einflu
des Erndhrungszustandes auf die Virulenz von Pilzen nachweisen konnten, erzielten DAOUST
und ROBERTS (1983) keine Differenzen in der Wirksamkeit bel unterschiedlich ernghrten
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Pilzen. Nach McCoy et a. (1985) kann die Anzucht entomopathogener Pilze unter suboptima-
len Nahrstoffbedingungen zu Virulenzeinbuf3en fuhren, obwohl andere physiologische Merk-
male unverandert bleiben.

Vorrangiges Ziel der beschriebenen Virulenztests war es, fir jedes Wirtsinsekt die wirksamsten
Pilzstamme auf speziellen, den Anspriichen der Erreger am besten entsprechenden Nahrboden,
zu kultivieren. Eine Magerernahrung der getesteten Pilzstdmme wurde nicht in Betracht gezo-
gen, da extrem nahrstoffarme Nahrbtden nicht geeignet sind, um die fur die Versuche notwen-

dige Menge an Infektionsmaterial zu erzeugen.

Vorher durchgefiihrte Versuche zum Einflul3 der N&hrbodenzusammensetzung auf die Sporu-
lation der Pilze dienten der Bereitstellung ausreichender Mengen an Infektionsmaterial.

Im Verlauf der Untersuchungen konnte fur jeden Pilzstamm eine unterschiedliche Anzahl an
Kulturmedien ermittelt werden, auf denen eine ausreichende Konidienproduktion moglich ist.
Eine von Nahrstoffen ausgehende Wirkung auf die Sporulation von M. anisopliae, B. bassiana
P. farinosus und P. fumosoroseus wurde bereits durch verschiedenen Autoren herausgestellt
(BARNES et d. 1975; CAMPBELL et a. 1983; DAOUST und ROBERTS 1983; McCQY et
al. 1985).

Ein Zusammenhang zwischen der Konidienproduktion und einer Virulenzsteigerung konnte bei
den verwendeten Nahrboden nicht herausgestellt werden. Die vorliegenden Untersuchungser-
gebnisse bestétigen jedoch fur sdmtliche Pilzstdmme eine Virulenz steigernde Wirkung be-
stimmter Nahrbdden. Fir die Behandlung der as anfélliger eingestuften Dérrobstmotte fihrte
die Kultur bestimmter Pilzstamme auf geeigneten Néhrmedien zu einem gewissen Ausgleich
der durch die verringerte Luftfeuchtigkeit hervorgerufenen Virulenzeinbuf3en. Neben der Er-
hohung der Sporendosierung kann demnach auch die Gestaltung optimaler Anzuchtbedingun-
gen dazu beitragen, unguinstig Infektionsparameter zu kompensieren.

Fur B. bassiana konnte KMITOWA (1978) nur bei variierender Stickstoffquelle Auswirkun-
gen der Nahrbodenzusammensetzung nachweisen. Die Virulenz von P. farinosus und P. fumo-
soroseus wurde hingegen auch von der Kohlenstoffquelle beeinfluf¥. AL-AIDROOS und
SEIFERT (1980) ermittelten fir M. anisopliae eine enge Beziehung zwischen der Fahigkeit,
Stéarke aufspalten zu konnen und der Virulenz des Pilzes. Die Aufspaltung unterschiedlicher
Proteine wirkte sich hingegen nicht auf die Virulenz aus. Die Autoren sahen in der Anzucht auf

strkehaltigen Kulturmedien eine Voraussetzung fur die Induktion bestimmter Enzyme und



Diskussion 95

somit fiir eine hohe Virulenz von M. anisopliae. Nach FERRON et a. (1991) und LATGE
(1975) durften die Ursachen fir die Erhéhung der Virulenz in einer vom Erndhrungszustand
bewirkten Verbesserung der Infektiositét liegen, da die wahrend der Kultur zur Verfiigung

stehende K ohlenstoffquelle sich auch auf die Konidienkeimung auswirken kann.

Bel Betrachtung des Einflusses der Nahrbodenzusammensetzung auf die Virulenz der einzelnen
Pilzstamme verdeutlichen die Untersuchungsergebnisse einen vom Pilzstamm abhangigen
Nahrstoffanspruch. Die ermittelten LTso- und L Tgo-Werte belegen fiir die beiden Metarhizium-
Stdmme unterschiedliche Néahrstoffanspriche. Wahrend M.a.110 die hochste Virulenz nach
Anzucht auf Hfa hatte, zeigte M.a. 73 die hichste Wirksamkeit bel Kultur auf SPA. Die unter-
schiedlichen Néhrstoffanspriiche von Pilzstammen der gleichen Art lassen auf Differenzen im
Vermogen, bestimmte Nahrstoffe aufspalten zu kénnen, schlief3en. Diese Stammeigenschaften
entomopathogener Pilze wurden bereits von verschiedenen Autoren hervorgehoben (MUL-
LER-KOGLER 1965; KMITOWA 1978).

Gegenuber beiden Mottenarten war Paec.f.10 bel Anzucht auf CzD gluc am virulentesten. An-
ders verhielt es sich bel der Virulenz steigernden Wirkung der Nahrbodenzusammensetzung.
Ein Vergleich der Anfélligkeit der beiden Mottenarten belegt fir Paec.f.10 einen gréferen Ein-
fluld der Nahrbodenzusammensetzung auf die Wirksamkeit des Pilzes bei der Behandlung von
P. interpunctella. Ein wirtsabhéngiger Einfluld der Nahrbodenzusammensetzung wurde auch

bei Untersuchungen von KMITOWA (1978) fur P. farinosus und P. fumosoroseus ermittelt.

Neben der Virulenz der Erreger hat die Infektionsdichte einen erheblichen Einfluf? auf das Zu-
standekommen und den Verlauf von Pilzinfektionen. So wurde von verschiedenen Autoren
eine positive Korrelation zwischen der Sporendosis und der Mortalitét behandelter Insekten
nachgewiesen (FERRON 1978; FERRON 1981). Bei Untersuchungen von WALSTAD et al.
(1970) wurde gezeigt, dal3 fur einen wirksamen Einsatz insektenpathogener Pilze die Dosie-
rung der Sporen wichtiger als optimal e Feuchtigkeitsbedingungen ist.

Eine hohe Sporendosierung fuhrt jedoch nur bei optimaler Verbreitung der Erreger im Wirts-
habitat zu der gewiinschten Wirksamkeit (TANADA und FUXA 1987). Da kleine und kurzle-
bige Insekten eine geringere Wahrscheinlichkeit haben, mit einer ausreichenden Menge an Spo-
ren in Kontakt zu kommen, sind diese mit hoheren Dosierungen zu behandeln (MULLER-
KOGLER und STEIN 1970; BAJAN und KMITOWA 1972).
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Die Untersuchungsergebnisse widerspiegeln neben der die Mortalitét steigernden Wirkung
erhdhter Sporendosierungen auch Wechselwirkungen mit anderen Infektionsparametern. So
wurden fur den as weniger virulent eingestuften Pilzstamm Paec.f.10 bei Dorrobstmotten-
Imagines nur bei hoher formulierten Sporentiter dhnliche Mortaitétsraten erzielt wie fur
B.ba.56 und M.a.110.

Aus den ermittelten Mortalitétsraten fur P. interpunctella, welche sich aus der Behandlung mit
unterschiedlich formulierten M. anisopliae- und B. bassiana-Praparaten ergaben, konnen
Auswirkungen auf den Einflu® der Inokulumdichte abgeleitet werden. Insgesamt ist bei be-
stimmten Formulierungen von einer verbesserten Anhaftung der Pilzsporen am Wirtsintegu-
ment auszugehen. Diese ist jedoch aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der 1nsek-
tenoberfldche bel Larven und Imagines vom Entwicklungsstadium des Wirtes abhangig. Zur
Behandlung der Dorrobstmotten-1magines erwiesen sich die Sporenstéube als geeigneter. Lar-
venstadien waren hingegen gegeniiber der OL-Formulierung am anfalligsten.

Nach PINNOCK und BRAND (1981) sind Dosis-Wirkung Beziehungen bei entomopathoge-
nen Pilzen in erster Linie von den herrschenden Umweltfaktoren abhéngig. Die Versuchser-
gebnisse der Behandlung von Ddrrobstmotten-Eiern zeigen insbesondere fir die P. fumosoro-
seus-Varianten von der Temperatur abhangige Mortalitdtsraten bel gleicher Sporendosierung.
Die behandelten Dérrobstmotten-Eier verpilzten bei der fur die Infektion as gunstiger einge-

stuften Temperatur von 25°C auch bei geringerer Inokulumdichte zu einem hoheren Anteil.

Die Infizierbarkeit mehrerer Entwicklungsstadien eines Schadinsekts durch entomopathogene
Pilze wird von verschiedenen Autoren as entscheidender Vorteil gegentiber anderen biologi-
schen Antagonisten betrachtet (MULLER-KOGLER 1965; FRANZ und KRIEG 1982;
ZIMMERMANN 1985; WRAIGHT und ROBERTS 1987; BECK 1996). Da im Lager die
verschiedenen Entwicklungsstadien innerhalb einer Schaderregerpopulation mehr oder weniger
zeitlich Uberlappt anzutreffen sind, hétte deren simultane Bekampfung erheblichen Einflul auf
den Erfolg der Mal3nahme.

Das Potential entomopathogener Pilze als biologisches Bekampfungsmittel kann nur unter Be-
ricksichtigung bestimmter, den Infektionsverlauf beeinflussender Eigenschaften der Wirtsin-
sekten beurteilt werden. Neben der bereits geschilderten wirtsartabhéngigen Anfaligkeit wur-
den fur zahlreiche Zielinsekten stadienbedingte Resistenzunterschiede nachgewiesen, welche
auf der Auspragung des Wirtsinteguments zurtickzufiihren sind (MULLER-KOGLER 1965).
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Die vorliegenden Untersuchungen lassen eine Anfalligkeit samtlicher getesteter Entwicklungs-
stadien der Doérrobstmotte gegentiber M.a.110, B.ba.56 und Paec.f.10 erkennen. Bel Betrach-
tung der Mortalitétsraten der einzelnen Larvenstadien kann fur alle Pilzstdmme die hochste
Wirksamkeit gegeniiber den L ;-Larven nachgewiesen werden. Die direkte Behandlung jingerer
und &lterer Larven mit unterschiedlich konzentrierten Sporenprdparaten von M.a.110 und
B.ba.56 belegen eine hohe Anfélligkeit der L;-Larven gegenlber samtlichen getesteten Formu-
lierungen, wahrend die Ls-Larven eine gewisse Resistenz auch bei hoheren Dosierungen auf-
weisen. Die von BECK (1996) fur M. anisopliae an Otiorhynchus sulcatus festgestellte isolat-
bedingte Stadienspezifitéat konnte im Verlauf der Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.
Der mit der Larvenentwicklung einhergehende betréchtliche Riickgang der Pilzanfélligkeit von
P. interpunctella impliziert somit die Notwendigkeit, die Behandlung auf jlingere Larvenstadi-
en zu konzentrieren.

Die erleichterte Infektion junger Larvenstadien ist nach BUCHER (1964), MULLER-KOG-
LER (1965) und FERRON (1978) durch die noch nicht ganz ausgehértete Kutikula der Wirts-
tiere zu erkldren. Anderersaits geht die Individuaentwicklung der Insekten auch mit einer Ver-
anderung der chemischen Zusammensetzung des Integuments einher. So enthélt das Integu-
ment von dteren Larven und Imagines haufig einen hoheren Anteil mittellanger geséttigter
Fettsduren (Cs - Cy2), welche die Keimung der Konidien von B. bassiana und P. farinosus
hemmen (SMITH und GRULA 1982; SAITO und AOKI 1983; KERWIN 1983).

Die Anfélligkeit von Dérrobstmotten-Eiern ist aus praktischer Sicht von besonderem Interesse,
da eine Bekampfung aul¥erhalb des Lagerguts abgelegter Eier dazu beitragen konnte, den Po-
pulationsaufbau einzuddmmen und durch Verhinderung einer Sporenkontaminierung des La-
gergutes gleichzeitig den strengen lagerhygienischen Anforderungen besser zu entsprechen. Bel
Betrachtung der Wirksamkeit der Pilzstamme gegeniiber Eiern sind jedoch nur bel der Anwen-
dung hoher Inokulumdichten und unter ginstigen Temperaturbedingungen ausreichende Mor-
talitétsraten zu erzielen. Eine nachtrégliche Verpilzung geschlipfter Eilarven, wie es von
ZIMMERMANN (1982a) und POPRAWSKI et al. (1985) fur Otiorhynchus sulcatus sowie
von RODRIGUEZ-RUEDA und FARGUES (1983) fur verschiedene Noctuiden beobachtet
wurde, konnte mit dem gewahlten Versuchsaufbau nicht nachgewiesen werden.

Die haufig eingeschrankte Anfélligkeit der Eier gegeniiber entomopathogene Pilzen wurde be-
reits von verschiedenen Autoren hervorgehoben (FERRON 1985; St.LEGER et al. 1987).
RIBA und MARCANDIER (1984) erzielten mit B. bassiana und M. anisopliae bei Eiern von
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Ostrinia nubilalis nur unter gesétigten Feuchtigkeitsbedingungen Infektionen. ZIMMER-
MANN (1982a) beobachtete auf3erdem fur Otiorhynchus sulcatus mit zunehmendem Eialter
eine steigende Befallsresistenz gegentiber M. anisopliae, die er auf eine fortschreitende Sklero-

tisierung des Eichorions zurtickfihrte.

Die Anhaftung der Konidien auf dem Integument von Insekten hangt von verschiedenen Be-
dingungen ab, die durch den Wirt, den Erreger und die Umwelt bestimmt werden. Aus der
Literatur ist bekannt, dal3 geeignete Formulierungen diese Bedingungen so verandern konnen,
dai3 es zu einer Erhohung der Infektiositéat der Sporen kommt (WEISER 1982; FENG et al.
1994). PRIOR et al. (1988) erzielten fur B. bassiana eine Erhthung der Infektionsrate, wenn
die Konidien in Kokosnuf3ol formuliert wurden. McCOY et al. 1985 sahen jedoch die Mdg-
lichkeit eines die Infektion fordernden Einflusses von Formulierungen nur fir hoch virulente

Pilzstdmme gegeben.

Es war das Zidl der Untersuchungen, fir die als hoch virulent bewerteten Pilzstéamme M.a.110
und B.ba.56 Formulierungen zu erstellen, die neben der Forderung der Infektiositdt auch posi-
tive Auswirkungen auf die Lagerfdhigkeit und die Umweltpersistenz der Konidien hatten.

Die Untersuchungsergebnisse bestétigen neben den bereits erwdhnten Wechselwirkungen mit
dem Entwicklungsstadium von Ddrrobstmotten auch eine in Abhangigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit ausgehende Wirkung auf dem Integument anhaftender Konidien bel unter-
schiedlicher Formulierung. Anhand der dosi erungsabhangigen Mortalitétskurven konnte gene-
rell gegentiber Ls-Larven fur in Telmion formulierte Konidien bel 76% und 96% r.F. eine er-
hohte Wirksamkeit nachgewiesen werden. Die Formulierungsbestandteile tbten somit eine
direkte Forderung des Infektionsprozesses aus. Andererseits bestétigen die Ergebnisse eine
ansteigende Differenz zwischen der Wasser-Ol- und der Wasserformulierung bei geringerer
Luftfeuchtigkeit. Die LDs, behandelter Ls-Larven betrug fir in Telmion formulierte Konidien
von B. bassiana 56 bei 76% r.F. mit 3586 Sporen / Insekt nur 17% der Dosierung der Was-
serformulierung. Bei 96% r.F. wurden hingegen 37% bendtigt. In diesem Zusammenhang wur-
den von verschiedenen Autoren die feuchtebewahrenden Eigenschaften von olhaltigen Spo-
renformulierungen hervorgehoben (PRIOR et al. 1988; PRIOR und GREATHEAD 1989;
ZIMMERMANN 1992; BATEMAN et al. 1993).
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Die Unterschiede zwischen den beiden Formulierungen waren fir den virulenteren Pilzstamm
M. anisopliae 110 auf den getesteten Feuchtigkeitsniveaus geringer, zeigten jedoch die gleiche

Tendenz ansteigender Wirksamkeitsdifferenzen unter unguinstigeren Feuchtigkeitsbedingungen.

Ein wirkungsvoller Einsatz insektenpathogener Pilze ist nur moglich, wenn die Lagerbedingun-
gen, unter denen die Biopraparate aufbewahrt werden konnen, bekannt sind. Fur die Vitalitét
der Erreger konnen nach MULLER-KOGLER (1965) und FENG et al. (1994) die Bedingun-
gen der Sporengewinnung, die genetisch bedingten Stammeigenschaften sowie biotische und
abiotische Umweltfaktoren entscheidend sein. Nach COUCH und IGNOFFO (1981) sollten
Mykoinsektizide im Verlauf einer einjdhrigen Lagerperiode keine grof3eren Verluste an Keim-
fahigkeit erleiden, um 6konomisch wettbewerbsfahig zu bleiben.

Uber die Lagereigenschaften von entomopathogenen Pilzen liegen in der Literatur aufgrund
unterschiedlicher Versuchsbedingungen teilweise stark differierende Beobachtungen vor. Bei
MULLER-KOGKER und ZIMMERMANN (1980) behielten Sporen von M. anisopliae, B.
bassiana und B. brongniartii bel 4°C ihre Keimfahigkeit im Verlauf einer dreijdhrigen Lage-
rung. DAOUST und ROBERTS (1983) erzielten fur M. anisopliae ein von Luftfeuchtigkeit
und Temperatur in gleichem Mal3e abhéngiges Lagerverhalten. Nach einer 24-monatigen Lage-
rung waren die Sporen noch zu 90% bzw. 66% keimféhig, wenn sie bei 19°C und 97% r.F.
bzw. bei 4°C und 0% r.F. aufbewahrt wurden.

In verschiedenen Untersuchungen (FARGUES et al.1983; DAOUST et a. 1983; FENG et a.
1994) wurde der Einflul® der Formulierungsbestandteile auf Keimungsraten von Sporen ento-
mopathogener Pilze nachgewiesen.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestétigen die Angaben von DAOUST und
ROBERTS (1983) einer vorrangig von Umweltbedingungen verursachten Wirkung auf das
Keimungsverhaten gelagerter Konidien, belegen jedoch auch die Einflisse der Formulierungs-
bestandteile. Die Versuchsergebnisse verdeutlichen weiterhin, dal3 selbst bei Verwendung der
gunstigsten Sporenformulierungen und Temperaturstufen eine Lagerdauer von neun Monaten
nicht Uberschritten werden sollte. Fur B.ba.56 und M.a.110 fihrte die Lagerung der Konidien
als Wasserformulierung zu dem schnellsten Verlust an Keimfahigkeit. Ein von DAOUST et dl.
(1983) beobachteter besonders negativer EinfluR pflanzlicher Ole auf die Keimfahigkeit gela-

gerter Konidien von M. anisopliae wurde nicht festgestellt.
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Ein wesentlicher Vorteil von mikrobiellen Praparaten im Vorratsschutz ist nach STEIN (1986)
neben deren geringeren Giftigkeit auch in der im Vergleich zu Begasungsmitteln langeren
Wirksamkeit zu sehen. Da es sich bel Vorratsdgern um kurzlebige Systeme handelt - die La-
gerzeit betrégt in den meisten Féllen weniger als ein Jahr - ist eine Etablierung der pilzlichen
Antagonisten in der Schaderregerpopulation nicht vorgesehen. Die Freisetzung der Sporen
mufi3 demzufolge analog einem Pestizideinsatz inundativ erfolgen (STINNER 1977; TANADA
und FUXA 1987; FERRON et al. 1991). Andererseits setzt bei einem auf anhaltende Be-
kadmpfungseffekte abzielenden Einsatz gegen vorratsschadigende Kleinschmetterlinge mit Not-
wendigkeit die Erzielung protektiv anhaltender Langzeiteffekte voraus.

Die Wirkungsdauer der inokulierten Infektionseinheiten wird mal3geblich von der Uberlebens-
fahigkeit der Konidien im Lager bestimmt. FARGUES und ROBERT (1983b) wiesen fur M.
anisopliae eine vom Pilzstamm abhéngige Umweltpersistenz. Die verwendeten Stamme verlo-
ren ihre Keimféhigkeit in eéinem Zeitraum von 6-21 Monaten.

Neben den herrschenden Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsverhdtnissen haben die zerstéreri-
schen UV-Strahlen des Sonnenlichtes einen erheblichen EinfluR auf die Uberlebensfahigkeit
applizierter Pilzkonidien (IGNOFFO und HOSTETTER 1977, TANADA und FUXA 1987).
Verschiedene Autoren (MULLER-KOGLER 1965; TANADA und FUXA 1987; IGNOFFO et
al. 1979) heben die Notwendigkeit eines Schutzes von Konidien vor der UV-Strahlung des
Sonnenlichtes hervor, um ein zu schnelles Absinken der Keimfahigkeit zu vermeiden. Da vor
der UV-Strahlung geschiitzt, konnte fir insektenpathogene Pilze somit in Lagerrdumen ein
gutes Persistenzvermogen vermutet werden.

Mit Hilfe des verwendeten Versuchsaufbaus war es maglich, einen unter lagerdhnlichen Um-
weltbedingungen sich vollziehenden Abbau der Vitalitét applizierter Konidien nachzuweisen.
Allerdings diente die Verwendung steriler Objekttréger als Untergrund der Charakterisierung
eines durch andere Mikroorganismen nicht beeinfluf3ten Persistenzverhaltens.

M.a.110 und B.ba.56 wiesen unter konstanten Klimafaktoren ein hohe Umweltpersistenz auf,
wenn die Konidien als Laktose-Sporenstaub oder als Wasser-Ol-Suspension formuliert wur-
den. FUr B.ba.56 konnte ebenfalls bei der Verwendung reiner Konidien ein énlich gutes Persi-
stenzverhalten festgestellt werden. Die Untersuchungsergebnisse belegen fiir die entsprechen-
den Formulierungen bel M.a.110 eine zehnmonatige und bei B.ba.56 eine elfmonatige Wir-
kungsdauer und somit die Effizienz fur die Spanne einer Lagerperiode. Die sich im Verlauf

dieser Zeit in etwa um die Hélfte reduzierende Keimfahigkeit kann durch eine entsprechende
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Mindestbemessung applizierter bekdmpfungswirksamer Konidienmengen fir die Startkonta-

mination ausgeglichen werden.

6.2 Einsatzerprobungen entomopathogener Pilze

Durch das Fehlen von Schadschwellen im Vorratsschutz und der damit verbundenen Forderung
nach Schédlingsfreiheit richteten sich bisher samtliche Strategien auf die Einhaltung einer ent-
sprechenden Prophylaxe und die Durchfiihrung hoch wirksamer Bek&mpfungsmalinahmen, die
in der Regel in der Begasung bestehen. Der Einsatz geeigneter Pilzpréparate im Vorratsschutz
findet seine Effektivitét besonders dort, wo die konventionellen Bekampfungsmal3nahmen nicht
oder sehr begrenzt praktikabel sind. So sind gasdichte Konstruktionen meist fur traditionelle
Lager in den Tropen und Subtropen nicht realisierbar. Begasungen sind jedoch auch in gemé&
Bigten Breiten in bestimmten Bereichen des Transportes, der Weiterverarbeitung und des Han-
dels gefahrdeter Produkte nicht durchfihrbar.

Bel der Anwendung entomopathogener Pilze zum Schutz gelagerter Giter ist man gezwungen,
den besonderen Anforderungen an die Lagerhygiene sowie den Anspriichen der Verbraucher

Rechnung zu tragen.

Einsatzmdglichkeiten entomopathogener Pilze im Vorratsschutz

Aufbauend auf den Untersuchungsergebnissen, welche das Zusammenwirken der Erreger und
der Schadlinge unter Lagerbedingungen charakterisieren, wurden mit Hilfe von Versuchen im
Labor und Mottenflugkafigen unter praxisnahen Bedingungen mdgliche Einsatzgebiete ausge-
arbeitet.

Die verschiedenen Entwicklungsstadien vorratsschadlicher Motten sind im Vorratslager so-
wohl direkt im Lagergut als auch als Ei, Eilarve, verpuppungsreife Wanderlarve oder Imago an
Wanden, Fugen oder Verpackungen anzutreffen. Um eine Kontamination von gelagerten Le-
bensmitteln mit Pilzsporen so weit wie méglich zu vermeiden, zielten die durchgefthrten Un-
tersuchungen vorrangig auf die Bekdmpfung sich aul3erhalb des Lagerguts aufhaltender Ent-
wicklungsstadien ab. Unter diesen Bedingungen sind entomopathogene Pilze fir eine biologi-
sche Bekdmpfung von besonderem Interesse, da sie die Fahigkeit besitzen, mehrere Entwick-

lungsstadien befallen zu kdnnen und dartiber hinaus unter den Entomopathogenen als einzige in
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der Lage sind, das Integument ihrer Wirtstiere aktiv zu durchdringen und somit eine Erkran-
kung des Insektes auszulésen (MULLER-KOGLER 1965, CERMAKOVA und SAMSI-
NAKOVA 1960; FERRON 1981; FRANZ und KRIEG 1982).

Die sukzessive Behandlung von kopulierenden Weibchen, deren abgelegten Eier und der
schitpfenden Eilarven wirkte sich dampfend auf die Populationsentwicklung von Dorrobst-
motten aus. Die Untersuchungsergebnisse belegen jedoch auch eine ungentigende Wirkung,
wenn die Pilzbehandlung auf ein einzelnes Entwicklungsstadium beschrankt bleibt. So fihrte
eine Inokulation der Pilze bei jungen Dorrobstmottenweibchen zum Zeitpunkt der Kopulation
auch mit einer hohen bekémpfungswirksamen Menge an Konidien nicht zu der erwiinschten
Verpilzung der Imagines noch vor oder zu Beginn der Eiablage, da diese in den meisten Féllen
bereits innerhalb der folgenden 24 Stunden einsetzt. Dem Einsatz entomopathogener Pilze ge-
gen kopulierende Weibchen mufdten somit weitere Bekampfungsmaldnahmen folgen, um einen
entsprechenden Behandlungserfolg sicherzustellen. In diesem Zusammenhang ist die Bekdmp-
fung der Eier und Eilarven zu sehen, die im Verlauf der Untersuchungen mit M.a.110, B.ba.56
und Paec.f.10 erfolgte. Die Eiablage auf kontaminiertem Untergrund fuhrte neben der Verpil-
zung eines Teils der Eier vor alem zu einer Dezimierung schlipfender Eilarven, die unter

samtlichen Entwicklungsstadien der Dorrobstmotte die grofdte Anfélligkeit aufwel sen.

Der beschriebene Modellversuch mit Pilz behandelten Verpackungen war so angelegt, dal3 sich
im Ergebnis der Abschluf3onitur vordergriindig die Wirkung der virulenten Pilzstdmme
M.a.110 und B.ba.56 auf die Eier und das schltpfenden L;-Stadium widerspiegelt. Eine wéh-
rend der Eiablage erfolgende Infektion der Weibchen hétte aufgrund der verspateten Wirkung
mit grof3er Wahrscheinlichkeit nur geringen Einfluld auf die Befallsstérke.

Von praktischem Interesse war, inwieweit eine oberflachliche Behandlung von Verpackungs-
materia in der Lage ist, gelagerte Guter vor einem Befall durch vorratsschédliche Motten zu
bewahren. Die Moglichkeit, verpackte Ware mit Hilfe biologischer Antagonisten zu schiitzen,
wurde bereits von CLINE und PRESS (1990) sowie PRESS und MULLEN (1992) hervorge-
hoben.

Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Reduzierung der Schaderregerpopulation und bestétigen
fur beide Pilzstdmme die praktische Anwendbarkeit unter lagerdhnlichen Praxisbedingungen.
Die Untersuchungsergebnisse verdeutlichen dariiber hinaus einen Bekdmpfungseffekt bei App-
likation einer konidienfreien Telmionlésung. Nach HOPPE (1981) bilden dlhaltige Substanzen
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einen Sauerstoff undurchlassigen Film und kénnen dadurch erhéhte Mortalitétsraten bel Eiern
und schltpfenden Eilarven verursachen Bei der Verwendung dlhaltiger Sporenformulierungen
sind somit synergistische Effekte zu erwarten, da die dlhaltigen Bestandteile die Wirksamkeit
der Pilzsporen unter trockenen Umweltbedingungen verbessern und gleichzeitig eigene insekii-

zide Eigenschaften besitzen.

Verschiedene Autoren (STEINHAUS 1954; TANADA und FUXA 1987) stellten aufgrund
eines gehauften Kontaktes zwischen infizierten und gesunden Wirtstieren eine ansteigende
Wirkung von Pilzbehandlungen bei hohen Schaderregerdichten heraus.

Aus dem ermittelten Befallsgrad zum Zeitpunkt der Abschluf3bonitur 183t sich ein von der
Schédlingsdichte verursachter Effekt auf die Wirksamkeit der verwendeten Pilzpréparate ab-
leiten. Insgesamt ist jedoch von einem erhohten Bekdmpfungserfolg nur bel einer geringen
Schadlingsdichte auszugehen. Der Einsatz von entomopathogenen Pilzen zum Schutz ver-
packter Ware bietet sich somit in Bereichen an, in denen die Glter nur Uber einen kurzen Zeit-
raum gelagert werden und der Aufbau hoher Schadlingsdichten nicht moglich ist, wie z. B. bei
der Aufbewahrung weniger gut lagerbarer Produkte oder im Handel. Die Behandlung von
Verpackungen setzt in jedem Fall mit Notwendigkeit die Einlagerung befallsfreier Ware vor-

aus.

Bel manchen gelagerten Produkten, bei denen durch Reinigungs- oder Verarbeitungsmalinah-
men eine Beseitigung der Pilzpraparate weitgehend madglich ist, beispielsweise bei Getreide
oder ungeschéten Nussen, wére eine direkte Behandlung mit nachweidlich fir den Menschen
harmlosen Mitteln vertretbar. Dies gilt auch fir Vorratsgiter, in denen die Anwesenheit von
fur Warmbliter unbedenklichen Pilzen an sich kein Hinderungsgrund darstellt, wie z.B. bei

Futtergetreide oder Saatgui.

Fur die Ermittlung der Wirksamkeit auf die Lagergutoberfléche applizierter Konidien erwies
sich die gewahlte Versuchsdurchfiihrung als praktikabel und flhrte aus statistischer Sicht zu
aussagekréftigen Ergebnissen.

Die Ergebnisse der auf die Oberflachenbehandlung ausgerichteten Versuchsanstellung lassen

sich im einzelnen wie folgt interpretieren:
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Ausschlaggebend fur den Erfolg einer Oberflachenkontamination ist, ob ein auf die Lagerguto-
berflache applizierter pilzlicher Antagonist mehrere Entwicklungsstadien der Dorrobstmotte
erreicht und bel einer grof3eren Anzahl von Wirtstieren Infektionen hervorrufen kann.

Oberflachlich applizierte Konidien fihren in erster Linie zu einer Dezimierung von Eiern und
schitipfenden Eilarven. Altere Larvenstadien werden dadurch kaum noch erfafdt. Mit Hilfe des
gewdhlten Versuchsaufbaus konnten jedoch keine Aussagen Uber die Wirksamkeit einer Ober-
flachenapplikation auf die Eier und das schlipfende L;-Stadium gemacht werden, wenn die
Eiablage in tieferen Subtratschichten erfolgt. Untersuchungen von SCHMIDT (1982) belegten
fur die Dorrobstmotte je nach Getreideart Ablagetiefen bis 10 cm. Nach SCHMIDT und
WOHLGEMUTH (1979) kann bei einer Oberflachenbehandlung mit Insektiziden oder Mikro-
organismen, die vorrangig ausschlUpfende Eilarven bekdmpfen, eine Einarbeitung des Mittelsin

die obere Substratschicht bis 15 cm einen ausreichenden Bekampfungseffekt gewahren.

Die Schlupftermine der Imagines verdeutlichen eine erhebliche Wirkung oberfl&chlich appli-
zZierter Pilzsporen auf sich langsamer entwickelnde Wirtstiere. Es ist zu vermutet, dal3 insbe-
sondere eine schnelle Entwicklung von Eiern und Larven des L;-Stadiums einer erfolgreichen

Pilzinfektion entgegenwirken kann.

Zu einer Infektion von Imagines kommt es, wenn die geschlUpften Falter das Lagergut verlas-
sen und bel der Passage der obersten Substratschicht mit den Konidien in Bertihrung kommen.
Haufig weisen frisch aus der Puppe geschlipfte Insekten noch kein vollsténdig ausgepragtes
sklerotisiertes Exoskelett auf und sind gegentber einer Perkutaninfektion durch Pilze anfalliger
(MULLER-KOGLER 1965; BECK 1996).

Durch die Kontamination der Substratoberfldche mit M.a.110 kam es bei 59% der Dorrobst-
motten-Imagines nach Verlassen des Substrates zu Verpilzungen. Die friihe Infektion bewirkte
ein Absterben von Weibchen vor oder wahrend der Ovipositionszeit und hatte somit auch
Auswirkungen auf deren Fekunditét. Ein dartiber hinaus gehender Effekt auf die Eimortalitét
der Nachfolgegeneration wurde hingegen nicht festgestellt. Selbst nachweidlich durch den Pilz

infizierte Weibchen brachten entwicklungsfahige Eier hervor.

Der besondere Aspekt einer Beimischung hoch virulenter Pilze zum Brutsubstrat ergibt sich
aus der Bekampfung samtlicher Entwicklungsstadien einer Dorrobstmotten-Population. Wegen

der potentiellen Erfal3barkeit sdmtlicher Individuen durch die pilzlichen Antagonisten erlaubt
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die vollstdndige Behandlung von Brut- bzw. Fral3substrat grundsétzlich, die Entwicklung der
Schédlingspopulation zu unterbinden.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen prinzipiell bei allen getesteten Pilzstdmmen eine im
Vergleich zur Oberflachenbehandlung erhéhten Wirksamkeit erkennen. Eine vollsténdige Be-
kdmpfung konnte jedoch nicht erzielt werden. Die Durchmischung von Brutsubstrat mit Pilz-
sporen fhrte somit nicht zu der gewiinschten Unterbrechung des Populationsaufbaus, kénnte
diesen jedoch erheblich verlangsamen.

Aus den ermittelten Schlupfraten 183t sich die antagonistische Wirksamkeit der applizierten
Pilze gegentiber einer gesamten Generation des Schadlings ableiten, ohne die besondere Wir-
kung auf ein bestimmtes Entwicklungsstadium hervorzuheben. Da die empfindlichen Eilarven
sich haufig direkt im Anschlufd an den Schlupf in grof3ere Substratteile einfressen, ist zu ver-
muten, dal3 ein Teil von ihnen nicht mit einer ausreichenden Konidienmenge in Kontakt kommt
und Uberlebt. Altere Larven, deren erhthte Widerstandsfahigkeit nachgewiesen wurde, werden
jedoch nicht vollstéandig durch die Pilze erfalét. In diesem Zusammenhang sind auch die erhéh-
ten Wirkungsgrade bei der Verwendung von kontaminiertem Mandelmehl zu sehen. Anderer-
seits vermutet HOPPE (1981) bereits eine durch den Zerkleinerungsprozel3 lhaltiger Produkte
hervorgerufene Bekdmpfungswirkung. Gemahlene Mandeln und Haselntisse erwiesen sich fir
die Entwicklung von P. interpunctella as sehr unginstiges Medium. Ungemahlen boten sie
den Ddorrobstmottenlarven hingegen einen nahezu optimalen Gehalt an Néhrstoffen. Es wurde
angenommen, daR das Ol aus den durch den Mahlprozef? zerstérten Zellen austritt und von den

abgelegten Eiern aufgenommen wird, welche anschlief3end zum grof3en Teil ersticken.

Die Mdoglichkeiten, vorratsschadliche Motten mittels pheromonbekdderter Trichterfallen in
groRerem Umfang abzufangen oder durch eine Kombination aus TDA-Pheromon mit chemi-
schen Insektiziden zu dezimieren, wurden von verschiedenen Autoren untersucht (TREMA-
TERRA 1988, TREMATERRA 1990; TREMATERRA und BATTAINI 1987; TREMATER-
RA und CAPIZZI 1991). Andererseits zeigen Dorrobstmottenweibchen ein ausgeprégtes posi-
tiv anemotaktisches Verhaten bei Vorhandensein bestimmter Aromastoffe (HOPPE 1981), die
insbesondere durch das Rdsten von Mandeln oder Haselniissen entstehen (TAKEI et a. 1974).
Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse belegen grundsétzlich fir gerdstete Mandeln eine
starke olfaktorische Lockwirkung auf Dorrobstmottenweibchen, die auch nach einer Behand-
lung des Brutsubstrates mit Pilzsporen erhaten bleibt. So entwickelten sich in verpacktem

Mandelbruch weniger Dorrobstmottenlarven, wenn gleichzeitig als Alternativsubstrat Pilz be-



Diskussion 106

handelter gerdsteter Mandelbruch den Motten offen dargeboten wurde. Da jedoch auch eine
anziehende Wirkung verpackter Mandeln festzustellen war, kann vermutet werden, dal3 be-
stimmte Aromen aus den Verpackungen entweichen kénnen. In den fir die Motten weniger
attraktiven Haferflocken entwickelten sich weniger Nachkommen as in verpacktem Mandel-
bruch, wenn as Alternative Pilz behandelter gerdsteter Mandelbruch angeboten wurde. Es ist
somit wichtig, mandelhaltige Ware so zu verpacken, dal? keine die Eiablage fordernde Aromen
aus den Verpackungen entfliehen konnen. Die Anwendung mit Pilzsporen kontaminierten Sub-
strates als Brut- bzw. Fraldockstoff ist somit nur dann erfolgversprechend, wenn dieses eine
hohe dlfaktorische Wirkung auf Dérrobstmottenweibchen ausiibt und gleichzeitig die zu schiit-
zende Ware einwandfrel verpackt ist oder sich fur die Schadinsekten als ungunstiges Medium
erweist. Bei hoher Schadlingsdichte ist es jedoch erforderlich, die kontaminierten Fraldock-
stoffe regelmaldig zu beseitigen und durch unbefallene zu ersetzen.

Nach VAIL et a. (1993) stellen die mit Hilfe des TDA-Pheromons erzielten Infektionen bei
Daorrobstmotten eine sinnvolle Erganzung mikrobieller Bekdmpfungsstrategien dar.

Die bereits von FOOTT (1976), KELLEN und HOFFMANN (1987) sowie VAIL et a. (1993)
durchgefuhrte Methode, mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen den Nachwels
auf dem Integument anhaftender Partikel zu fuhren, stellte sich a's geeignet heraus. Zur Sicht-
barmachung der Konidienpréparate erwies sich eine Anfarbung mit Acridinorange als brauch-

bar.

Die Dorrobstmotte ist aul3erhalb der gelagerten Ware vor alem als Imago prasent. Vorherige
Untersuchungen lief3en eine Wirkung auf die Fekunditét Pilz behandelter Weibchen nur dann
erkennen, wenn die Inokulation der Konidien spétestens zum Zeitpunkt der Kopulation er-
folgte. Mit Hilfe des gewahlten Versuchsaufbaus, einer Kombination angeféarbter Konidien und
dem Pheromonlockstoff TDA bei simultaner Freilassung der mannlichen und weiblichen Mot-
ten, konnten bei Uber 50% der untersuchten Ddrrobstmottenweibchen anhaftende Sporen
nachgewiesen werden. Bel VAIL et a. (1993) wurden 83% der Weibchen mit einem Granulo-
sevirus befalen, wenn die M&nnchen 24 h zuvor freigelassen wurden. Erfolgte die Freilassung
hingegen gleichzeitig, wurden die Erreger nur bel 16% der Weibchen nachgewiesen. Die Ino-
kulationsrate der Mannchen betrug 87% bzw. 79% und lag damit etwas unter den Resultaten
von VAIL et al. (1993).
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Der Versuch hat insgesamt gezeigt, dal? mit Pilzsporen kontaminierte Pheromonkdder keinen
vollsténdigen Befall bewirken, einen Grolitell der Weibchen jedoch erfassen und so dazu bei-
tragen konnen, die Dichte der Mottenpopulation zu verringern. Ausschlaggebend ist die Uber-
tragung einer ausreichenden Sporendichte, die in der Lage ist, sdmtliche Individuen des Schad-
lings zu infizieren. Mit der gewahlten Versuchsanordnung konnte dieser Sachverhalt jedoch

nicht untersucht werden.

Die Untersuchungen der Pilze im Zusammenhang mit verschiedenen Infektionsparametern so-
wie die praxisnahen Einsatzerprobungen zeigten insgesamt, dal3 die Bekéampfung vorratsschad-
licher Motten in L&gern grundsétzlich moglich ist. Die Vorteile dieser Methode liegen vor a-
lem in der Bekdmpfbarkeit mehrerer Entwicklungsstadien, im Persistenzverhalten der appli-
zierten Konidienprdparate und der damit verbundenen anhaltenden Wirksamkeit, in der einfa-
chen Herstellbarkeit wirksamer Formulierungen sowie in der Vielseitigkeit moglicher Anwen-
dungstechnologien im Lager. Nachtellig fir den Einsatz entomopathogener Pilze in Lebens-
mittelldgern kann sich die Virulenzinstabilitét der Stémme auswirken. Die mogliche Kontami-
nierung des Lagergutes mit Pilzsporen sowie die bisher noch nicht endgultig geklérte Unbe-
denklich fur Warmbliter und die damit verbundenen Risiken fur Anwender und Verbraucher

stellen bisher die wichtigsten Hindernisse fir eine Nutzung im Vorratsschutz dar.

Risiken des Einsatzes entomopathogener Pilze im Vorratsschutz

Das Ausbringen von pathogenen Mikroorganismen im Lager ist mit Problemen verbunden, die
Uber die tblichen Schwierigkeiten einer mikrobiellen Schadlingsbek@ampfung hinausgehen.

Zum einen kann es auch bel nachweidich sehr niedrigen Toxizitét fir WarmblUter zu einer ge-
ringen Akzeptanz fur die eingesetzten Pilze bel Verbrauchern und damit zum Verlust an Re-
nommee fuhren, da nicht auszuschlief3en ist, dal3 abgestorbene und teilweise verpilzte Schad-
linge in das Vorratsgut gelangen. Eine Bekéampfung mit entomopathogenen Pilzen bietet sich
vor alem in Bereichen an, in denen diesbeziiglich der Verbraucher geringere Anforderungen an
die Ware stellt und gleichzeitig ein Einsatz chemischer Insektizide nicht erwinscht ist, z.B. bei

Waren aus biol ogisch-dynamischem Anbaul.
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Das zweite Problem ergibt sich aus der bisher noch nicht endgtiltig geklarten hygienischen Un-
bedenklichkeit pilzlicher Biopraparate fur den Verbraucher. Lagergiiter, die vor dem Verzehr
nicht mehr verarbeitet werden, haben jedoch besonders hohe Hygieneanspriiche, und ihre Be-
handlung erfordert somit vdllige Klarheit Gber die parasitischen, toxikologischen und alerge-
nen Eigenschaften der verwendeten Mikroorganismen. Fir die Entwicklung pilzlicher Biopré
parate und ihrer Kommerzialisierung ergeben sich im Vorratsschutz somit besonders strenge
Forderungen durch die Zulassungsbehorde.

M. anisopliae wurde bisher aus mykologisch-medizinischer Sicht am intensivsten untersucht.
Zahlreiche Versuche bestétigten einheitlich dem Pilz eine Unbedenklichkeit fir Mensch, Sau-
getier und Pflanze (SCHAERFFENBERG 1968; STAIB 1988; SHADDUCK et al. 1982
ZIMMERMANN 1992). Da es dartiber hinaus bel Arbeiten mit diesem Pilz im Labor und im
Freiland keine Nebenwirkungen auf den Mensch beobachtet wurden, gent ZIMMERMANN
(1992) von einem typischen Insektenpathogen aus, welches fir den Menschen gefahrlos ist.
Auch B. bassiana, B. brongniartii und Verticillium lecanii gehtren nicht zum Spektrum hu-
manpathogener Pilze (MULLER-KOGLER 1967; ZIMMERMANN 1980; ZIMMERMANN
1986). Aussagen Uber die Unbedenklichkeit weiterer entomopathogener Pilze sind derzeit
kaum maglich, da der bisherige Stand der medizinisch-mykologischen Forschung fir eine ab-
schlief3ende Beurteilung nicht ausreicht. Aus allergologischer Sicht kann jedoch jeder Pilz von
Interesse sein (GRAVESEN 1979).

Fur die Einschazung entomopathogener Pilze als mogliche Antagonisten von Lager-
schédlingen ist aulRerdem deren genetische Variabilitét zu berticksichtigen. Die Ergebnisse be-
statigen, dal’3 neben den Virulenzeigenschaften der Pilze auch die Temperaturanspriiche stamm-
abhangig sein konnen. SCHAERFFENBERG (1968), ZIMMERMANN (1982b) und
ZIMMERMANN (1994) wiesen fur verschiedene entomopathogene Pilze Isolate nach, die
auch bei Warmbl Gtertemperatur (36-37°C) noch keimten und wuchsen. Der Nutzung von neu
gefundenen Isolaten muld deshalb stets eine Untersuchung aus medizinisch-mykologischer
Sicht vorausgehen, welche eine allergologische Beurteilung der entsprechenden Praparate be-
inhaltet.
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7 Schlu3folgerungen

Ausgehend von den erzielten Untersuchungsergebnissen konnen folgende Schluf3folgerungen

gezogen werden:

Die Untersuchungen haben gezeigt, dal3 entomopathogene Pilze der Ordnung Hyphomy-
cetales vorratsschadliche Insekten der Ordnung Lepidoptera infizieren konnen. Eine
biologische Bekampfung vorratsschédlicher Motten mit entomopathogenen Pilzen

scheint somit grundsatzlich moglich.

Die Wirksamkeit der getesteten Pilze ist in hohem Mal3e von verschiedenen I nfektionspa-
rametern abhangig. Insbesondere die Virulenzeigenschaften der angewendeten Pilzstam-
me, der Einfluld der Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen sowie die Anféligkeit
der Wirtsinsekten bestimmen den Bekdmpfungserfolg. Fur die kommerzielle Nutzung ist

die Untersuchung dieser Einfluf3faktoren unabdingbar.

Entomopathogene Pilze sind héufig genetisch hoch variabel und ihre Virulenz nicht selten
instabil. Das Auffinden von Pilzstdmmen mit hoher Virulenz, die Virulenzsteigerung
(z.B. durch Anzucht auf entsprechenden Nahrbdden) sowie Verfahren der Virulenzer-
haltung (z.B. durch entsprechende Lagerung, Formulierung oder Durchlaufen einer

Wirtspassage) konnen einer Wirksamkeitsminderung entgegenwirken. In diesem Zusam-
menhang erscheint auch die gezielte Vorkultivierung der Isolate auf chitinhaltigen Nahr-

boden einer weiteren Untersuchung wert.

L aboruntersuchungen zur Virulenz belegen fur die Stdmme M. anisopliae 110 und B.
bassiana 56 gegenuber P. interpunctella unter lagerdhnlichen Bedingungen eine hohe
Wirksamkeit, wobei stadienbedingte Virulenzunterschiede zwischen den beiden Erregern
nachweisbar sind. Die verringerte Wirksamkeit unter trockneren Bedingungen wird teil-

weise durch eine optimierte Anzucht ausgeglichen.

Einer weiteren Bearbeitung wert erscheinen Verbesserungen der Isolate durch gezielte
Stammselektion und -zucht, insbesondere im Hinblick auf eine Langzeitwirkung unter

trocknen L agerbedingungen.
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Untersuchungen zum Einflufd von Formulierungen bestétigen die positive Wirkung von
Olhaltigen Bestandteilen auf die Infektiositét der Pilze unter trocknen Bedingungen. Un-
terschiede in der Wirksamkeit zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien resultieren
aus dem von der Oberflachenbeschaffenheit der Wirtstiere abhangigen Anhaftungsver-
mogen der Sporen. Zur Verbesserung der Pilzprdparate im Hinblick auf eine erhdhte In-
fektiositdt unter lagerdhnlichen Bedingungen sowie auf eine erhthte Umweltpersistenz
sind weitere Tests vorzunehmen, welche zusétzliche Formulierungsbestandteile beinhal-

ten.

Unter dem Gesichtspunkt einer Verringerung der Fekunditdt von DOrrobstmottenwelib-
chen mufl? die Inokulation der Pilze spétestens zum Zeitpunkt der Kopulation erfolgen.

Zur Erzielung hoher Dezimierungsraten sind hohe Dosierungen erforderlich.

Die in Modellversuchen durchgefihrten Einsatzerprobungen bestétigen eine ausreichende
Wirksamkeit der eingesetzten Pilze gegenliber P. interpunctella nur bei Kombination
verschiedener Behandlungsverfahren (z.B. Inokulation zum Zeitpunkt der Kopulation
und nachfolgende Eiablage auf kontaminiertem Untergrund). Versuche in Mottenflugké-
figen mit behandeltem Verpackungsmaterial, die Verwendung von Pilz behandelten Brut-
und Fraldockstoffen sowie die Verwendung pheromonbekdderter Kontaminationsherde

zeigen maogliche Einsatztechnologien auf.

Die Ergebnisse von Persistenzversuchen belegen fir die getesteten Pilzsporen in Abhan-
gigkeit von der verwendeten Formulierung eine Wirksamkeit fir den Zeitraum von einer
Lagerperiode. Zur Erzielung gleichbleibender Dezimierungseffekte ist eine entsprechend

hohe Bemessung an Konidien fur die Ausgangskontamination erforderlich.

Bevor der Einsatz entomopathogener Pilze gegen vorratsschadliche Insekten der Ord-
nung Lepidoptera empfohlen werden kann, missen zur Unterlegung der Ergebnisse
weitere praxisnahe Erprobungen durchgeftihrt werden, die vom Umfang her vollstéandige
Lager erfassen und Vergleiche mit herkdmmlichen Bekdmpfungsmitteln zulassen. Einer
weiteren Untersuchung wert erscheint auf3erdem die Prifung der Pilzpréparate in Kom-

bination mit chemischen I nsektiziden.
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden anhand von Labor- und praxisnahen Flugversuchen die

Moglichkeiten der biologischen Bekampfung der Dorrobstmotte, Plodia interpunctella

HUBNER, und der Mehimotte, Ephestia kuehniella (ZELLER), mit entomopathogenen Pilzen der

Ordnung Hyphomycetales untersucht. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Die verwendeten Pilzstdmme wurden urspriinglich nicht aus vorratsschadlichen Motten
isoliert. Dennoch konnte eine Pathogenitét gegentiber E. kuehniella und P. interpunctella
bei der Mehrzahl der getesteten Pilzstamme nachgewiesen werden. Lediglich Beauveria

bassiana 102 war nicht pathogen.

Eine hohe Virulenz ist eine wesentliche Voraussetzung fur die Auswahl entomopathogener
Pilze zur Schadlingsbekdmpfung. Unter Laborbedingungen vorgenommene Untersuchun-
gen zum Virulenzverhalten beinhalteten auch Versuche zum Einfluf3 der Temperatur- und
L uftfeuchtigkeitsbedingungen sowie des Ernghrungszustandes der Pilze.

Die Virulenz der einzelnen Pilzstdmme war wirtsabhangig und konnte anhand der Morta-
litétsraten sowie der Mortalitatskurven nachgewiesen werden. B. bassiana 56, Metarhizi-
um anisopliae 110 und Paecilomyces fumosoroseus 10 waren am virulentesten gegentber
P. interpunctella. Gegenuiber E. kuehniella zeigten Metarhizium anisopliae 73, P. fumo-

soroseus 10 und Paecilomyces farinosus 34 die héchste Virulenz.

Anhand der Keimraten und der Keimungsgeschwindigkeit konnten fir samtliche Pilz-
stdmme hohe Temperaturanspriiche nachgewiesen werden. Neben temperaturbedingten
Unterschieden im Keimverhalten der einzelnen Pilzstdmme wurden auch Differenzen zwi-
schen den Pilzstdmmen aufgezeigt. Am schnellsten keimten die beiden Metarhizium-
Stamme. Bei 25°C betrugen die TGsp von M. anisopliae 73 und von M. anisopliae 110
etwa 10 Stunden.

In vivo-Tests zum Einfluld der relativen Luftfeuchtigkeit auf die Virulenz der Pilze bestéti-
gen fur die Mehrzahl der getesteten Stdmme eine grundséizlich hohe Abhéngigkeit von

einer hohen Umgebungsfeuchtigkeit. Der Riickgang der Virulenz bel verringerter L uft-
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feuchtigkeit war bei weniger virulenten Pilzstammen sowie gegeniiber der weniger anfalli-
gen Mehimotte erheblicher.
Dartber hinaus fuhrte die Anzucht auf verschiedenen Nahrbdden bel sdmitlichen Pilzstém-

men zu veranderten Virulenzen.

In Infektionsversuchen bel unterschiedlich alten P. interpunctella wurde eine unterschied-
liche Infektionsbereitschaft der verschiedenen Entwicklungsstadien ermittelt. Die larvale
Entwicklungsphase ging mit einer fortschreitenden Abnahme der Anfélligkeit gegentiber
samtlichen Pilzstdmmen einher. Die Anfélligkeit der Eier hing wesentlich von der Inoku-

lumdichte und der Inkubationstemperatur ab.

Unterschiede zwischen den einzelnen Entwicklungsstadien zeigten sich auch hinsichtlich
der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter Konidienpréparate. Wahrend gegentiber den
Imagines von P. interpunctella a's Laktose - Konidienstaub formulierte Pilzpréparate am
wirksamsten waren, verursachte die Olformulierung die htchsten Mortalitétsraten bei Lar-
ven des L;- und Ls-Stadiums. Der Vorteil der Olformulierung war besonders bei einer
Verringerung der relativen Luftfeuchtigkeit von 96% auf die in Lagern anzutreffende
Feuchtigkeit von 76% ersichtlich. Da die Olbestandteile ebenfalls Insekten tétende Eigen-

schaften aufweisen, kam es zu synergistischen Effekten.

Der Einflul® der Formulierung konnte auch anhand von Untersuchungen zur Lagerfahig-
keit und Umweltpersistenz der Sporen nachgewiesen werden. Insbesondere in Wasser
formulierte Konidien besitzen eine geringe Lagerfahigkeit. Nach erfolgter Applikation kam
es bereits nach 10 bzw. 11 Monaten (fur B. bassiana 56 respektive M. anisopliae 110)
zum vollstdndigen Verlust der Keimfahigkeit. Die hochste Persistenz trat fur

M. anisopliae 110 bei der Olformulierung und dem Laktose- Konidienstaub auf.

Fur B. bassiana 56 zeigten auch reine Konidien ein gutes Persistenzverhaten. Unter
lageréhnlichen Bedingungen betrégt die Keimfahigkeit der applizierten Konidien in Ab-
hangigkeit vom Pilzstamm und von der Formulierung nach 12 Monaten zwischen 33% und
48%.

In Modellversuchen konnte die Wirkung einer zum Zeitpunkt der Kopulation von P. inter-

punctella erfolgten Inokulation auf die Fekunditét der Weibchen sowie der anschlief3enden
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Eiablage auf Pilz kontaminiertem Untergrund bestimmt werden. Die sukzessive Behand-
lung von kopulierenden Weibchen, der abgelegten Eier und schltipfenden Eilarven fuhrte
zu einer erheblichen Reduzierung der Nachkommenschaft. Fur M. anisopliae 110 bzw. B.
bassiana 56 wurde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine Verminderung der

Uberlebenden Larven des L ;-Stadiums um 92 respektive 93% erreicht.

In Gefal3versuchen wurde die Wirkung einer Pilzbehandlung nach Applikation der Konidi-
en auf die Brutsubstratoberfléche sowie nach Beimischung der Konidien zum Brutsubstrat
ermittelt. Durch die Oberfl&chenbehandlung von Brutsubstrat verringerte sich im Ver-
gleich zur Kontrollvariante der Anteil geschlUpfter Imagines in Abhangigkeit vom Pilz-
stamm um 40 - 52%. Dartber hinaus wurden aufgrund nachtraglicher Infektionen bel ge-
schlUpften Faltern auch Auswirkungen auf die Nachfolgegeneration erzielt.

Die Durchmischung des Brutsubstrates mit Pilzsporen fuhrte in Abhangigkeit vom Pilz-
stamm und Substratgréfie zu Wirkungsgraden zwischen 60 und 84%.

Einsatzerprobungen erfolgten unter lageréhnlichen Bedingungen in M ottenflugk&figen.
Fur eine praktische Nutzung wurden a's mdgliche Technologien die Kontamination von
Verpackungen, die Behandlung von Fral3- bzw. Brutsubstrat unter Ausnutzung deren
Lockwirkung sowie die Verwendung pheromonbekdderter Kontaminationsherde unter-
sucht. Herausgestellt werden konnte, daf? fir nachhaltige kurative Bekampfungserfolge
durch entomopathogene Pilze die Dichte von P. interpunctella im Lager gering sein mulf3,
Die Behandlung von Verpackungsmaterial ist wirkungsvoll, wenn die verwendeten Ver-

packungen einen hohen mechanischen Schutz vor einem Mottenbefall bieten.

Die Verwendung von pheromonbekdderten Kontaminationsherden fihrte bel tiber 50%
der Weibchen wahrend der Kopulation zur Inokulation und kann somit in Kombination mit
weiteren Einsatztechnologien die Effizienz einer Anwendung entomopathogener Pilzeim

Vorratsschutz erhGhen.
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Anhang

Abb. A-1: Pilzstamm bedingte L Ts, - Werte behandelter Imagines von P. interpunctella in Ab-
hangigkeit von der verwendeten Sporenkonzentration der Tauchsuspension
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Abb. A-2 Empirische Vertellung der Sporulation entomopathogener Pilze in Abhéngigkeit von
der Nahrbodenzusammensetzung
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Tab. A-1:Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter B.ba.56 Konidien hinsichtlich
der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bei Larven des L;-Stadiums von interpunctella in
Abhangigkeit von der Sporendosierung (Chi® - Test / 2 x 2 Kontingenztafelanalyse, a = 0,5)

Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x | 10° 10* 10° 10°[10° 10 10° 10°[10° 10° 10° 10°
10° (23,9%)* | - - - - - ; 3 ) ; 3
Wasser - | 10" (38,5%) | - T - - + - - |- - ]
Tween | 10° (55,2%) | - - - - |- -+ - ; - ;
10° (73,9%) | - - - - |- - ; ] )
10° (31,2%) - - - - - - ; ; ) )
Telmion | 10* (62,5%) - + - - - - - . . ¥ . .
10° (72,9%) | - - + - - - - . . . + .
10° (84,4%) | - - - - - - - - - +
10° (20,8%) - - - A ; A )
Laktose | 10" (41,6%) | - - - - + - ; - .- ;
10° (54,2%) | - - - - -+ - ; - )
10° (70,8%) | - - - - - ; - )
(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)
Tab. A-2: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter M.a.110 Konidien hinsicht-
lich der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bel Larven des L;-Stadiums von P. inter-
punctella in Abh&ngigkeit von der Sporendosierung (Chi® - Test / 2 x 2 Kontingenztafel analy-
se,a =05
Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x | 10° 10* 10° 10°[10° 10*® 10° 10°[10° 10° 10° 10°
10° (23,9%)* | - - - - - - - - -
Wasser - | 10" (27,1%) | - - - - - + - - ] + - ]
Tween | 10° (54,2%) | - - - - - -+ ; ; )
10° (78,1%) | - - - - - - - -
10° (28,1%) - - - - - - ; ; ) )
Telmion | 10° (49,0%) | - + - - - . - ; ; ]
10° (77,1%) | - - + - - - - - . .
10° (85,4%) | - - - - - - ; - -
10° (25,0%) - - - A ; A )
Laktose | 10" (42,7%) | - + - - - ; - ; - ]
10° (64,6%) | - - - - - - - - .
10° (79,2%) | - - - - - ; - )

(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)
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Tab. A-3 Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter B.ba.56 Konidien hinsichtlich
der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bei Larven des Ls-Stadiums von interpunctella in
Abhangigkeit von der Sporendosierung (Chi® - Test / 2 x 2 Kontingenztafelanalyse, a = 0,5)

Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x | 10° 10* 10° 10°]10° 10* 10° 10°[10° 10° 10° 10°
10° (10,4%)* | - - - - A 3 ) ;

Wasser - | 10" (17,7%) | - - - - - - ] ) ]
Tween | 10° (36,5%) | - - - - - - + - - - + .
10° (53,1%) | - - - - - - -4 ; - -y
10° (16,7%) - - - - - ; ] ) ;
Telmion | 10° (26,0%) | - - - - - ; - ; ]
10° (63,5%) | - - + - - - - - . .
10° (76,0%) | - - -+ - - - -
10° (14,6%) - - - A ; A )
Laktose | 10° (29,2%) | - - - - - ; .- )
10° (53,1%) | - - - - - - - - .
10° (69,8%) | - - -+ - - - - - .
(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Tab. A-4: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlich formulierter M.a.110 Konidien hinsicht-

lich der von ihnen verursachten Mortalitétsraten bei Larven des Ls-Stadiums von P. inter-

punctella in Abh&ngigkeit von der Sporendosierung (Chi® - Test / 2 x 2 Kontingenztafel analy-
se,a =05

Behandlung Wasser - Tween Telmion Laktose
Dosierung 2x | 10° 10* 10° 10°[10° 10*® 10° 10°[10° 10° 10° 10°
10° (15,6%)* | - - - - A 3 ) ;

Wasser - | 10" (23,9%) | - T - - I ] )
Tween | 10° (38,5%) | - - - - - -+ - - ; ]
10° (58,3%) | - - - - - . -+ . . i
10° (19,8%) - - - - - ; ; ) )
Telmion | 10° (29,2%) | - - - - - ; - ; ]
10° (60,4%) | - - + - - - . . . + .
10° (77,1%) | - - -+ - - - - - . +
10° (18,7%) - - - A ; A )
Laktose | 10" (25,0%) | - - - - ; - ; - )
10° (41,7%) | - - - - -+ ; - .- ]
10° (61,4%) | - - - - - ; - )

(* Mortalitétsraten; + signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Tab.A-5: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlicher Pilze nach Oberflachenbehandlung von




Brutsubstrat hinsichtlich der Schlupfraten der Imagines von P. interpunctella (Chi? -

Test / 2 x 2 Kontingenztafelanalyse, a = 0,5)

Behandlung M.a.110 B.ba.56 Paec.f.10 | Kontrolle
M.a.110 - + + +
B.ba.56 + - +

Paec.f.10 + - +
Kontrolle + + + -

(+ signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)

Tab.A-6: Vergleich der Wirksamkeit unterschiedlicher Pilze nach Oberflachenbehandlung von
Brutsubstrat hinsichtlich der Verpilzungsrate geschlUpfter Falter von P. inter-
punctella (Chi® - Test / 2 x 2 Kontingenztafelanalyse, a = 0,5)

Behandlung

M.a.110

B.ba.56

Paec.f.10

Kontrolle

M.a.110
B.ba.56
Paec.f.10
Kontrolle

+
+

+
+

+
+

+

+
+
+

(+ signifikante Differenzen beim paarweisen Vergleich; - ohne Vergleich)
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