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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Natiirlich vorkommende Baculoviren werden zunehmend als selektive und umwelt-
freundliche Bioinsektizide zur biologischen Kontrolle von Schadinsekten eingesetzt.
Die Methoden der Gentechnologie haben in jiingster Zeit zusitzliche Moglichkeiten
erschlossen, deren genetischen Eigenschaften und damit auch insektiziden Parameter zu
verdndern. Eine Abschitzung mittel- und langfristiger 6kologischer Konsequenzen des
Einsatzes natiirlicher und gentechnisch verdnderter Viren ist nur bei hinreichender
Kenntnis ihrer biologischen Eigenschaften und der daraus resultierenden Abundanz-
dynamik in der Population der Wirtsinsekten moglich. Daher leistet die vertiefte Kennt-
nis derjenigen Parameter und Prozesse, welche die Populationsdynamik von Baculovi-
ren bestimmen, und deren prézisierte Formulierung in mathematischen Modellen einen

wesentlichen Beitrag zur Abschdtzung ihrer biologischen Sicherheit.

Das Ziel dieses Forschungsprojektes war daher die Entwicklung eines mathematischen
Modells, das unter Beriicksichtigung der populationsdynamischen Parameter von Bacu-
loviren und ihren Wirtsinsekten die Vermehrung, Ausbreitung und Etablierung von na-
tiirlich vorkommenden und gentechnisch verdnderten Baculoviren in der Umwelt ma-
thematisch beschreibt und simuliert. Als experimentelle Systeme wurde neben ver-
schiedenen natiirlichen und gentechnisch verdnderten Varianten des Autographa cali-
fornica Nukleopolyhedrovirus (AcMNPV) schwerpunktméBig das Cydia pomonella
Granulovirus (CpGV) gewihlt, das in Deutschland und in anderen Lindern in Europa
als Pflanzenschutzmittel zur Bekdmpfung des Apfelwicklers (Cydia pomonella) zuge-
lassen ist. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die qualitative und quantitative
Beschreibung der Populationsdynamik des CpGV und seines Wirtes. Auf der Basis der
Virus-Insekt-Interaktion wurden diejenigen Parameter, welche die Populationsdynamik
des CpGV beeinflussen, in Labor- und Freilandversuchen experimentell ermittelt und in

einem deterministischen mathematischen Modell sublimiert.
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Die Modellierung und ihre Uberpriifung sollen schlieflich zu einer Abschitzung der
Prognosesicherheit fiir die Populationsdynamik veridnderter Viren in der natiirlichen
Umwelt eingesetzt werden. Damit wird die Einschédtzung moglicher Risiken bei dem
Einsatz gentechnisch verdnderter Baculoviren in der Umwelt verbessert. Weiterhin soll

das Modell zur préziseren Planung biologischer Bekdmpfungsstrategien beitragen.

1.2 Biologische Eigenschaften von Baculoviren

Baculoviren umfassen eine Familie von arthropodenspezifischen Viren, die wegen ihrer
hohen Pathogenitét und Selektivitét fiir ihre jeweiligen Wirtslarven und ihre Unbedenk-
lichkeit flir Nicht-Zielorganismen zunehmend an Bedeutung im biologischen und integ-
rierten Pflanzenschutz gewinnen. Bis heute wurden mehr als 600 verschiedene Baculo-
virus-Isolate beschrieben, die ganz iiberwiegend von den Insektenordnungen Lepidopte-
ra, Diptera und Hymenoptera isoliert wurden (Murphy et al., 1995). Es ist geschétzt
worden, dass ca. 30% aller land- und forstwirtschaftlichen Schadinsekten durch Bacu-
loviren effizient kontrolliert werden kénnten (Falcon, 1978). Eine umfassende Ubersicht
zur Biologie, Genetik, Pflanzenschutzanwendung und den 6kologischen Eigenschaften
von Baculoviren ist im Consensus Document on Information used in the Assessment of
Environmental Applications involving Baculovirus der OECD (OECD, 2002) zusam-

mengestellt.

Baculovirusmorphologie

Eine hervortretende morphologische Eigenschaft von Baculoviren ist die Bildung eines
Einschlusskorpers (occlusion body, OB), der den Viren erlaubt, auch aullerhalb des Wir-
tes ihre biologische Aktivitit iiber lingere Zeit zu bewahren. Die Uberdauerung aktiver
Viruspartikel in einem schiitzenden Einschlusskorper in Umweltkompartimenten stellt
sicher, dass auch bei stark alternierenden Abundanzen von Insektenpopulationen die
Infektionskette iiber eine perorale Infektion suszeptibler Insektenlarven geschlossen

bleibt.
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Der Einschlusskorper von Baculoviren besteht aus einer Proteinmatrix eines einzigen
Proteins, dem sogenannten Polyhedrin oder Granulin. Entsprechend der Morphologie
der Einschlusskorper werden Baculoviren in zwei Gattungen unterteilt, die Nukleopoly-

hedroviren und Granuloviren (van Regenmortel et al., 2000).

Nukleopolyhedroviren bilden polyederformige Einschlusskérper mit 0,15-15pum
Durchmesser, die jeweils bis zu mehreren hundert Virionen enthalten kénnen. Die Viri-
onen konnen jeweils ein einziges Nukleokapsid (single nucleopolyhedrovirus, SNPV)
oder mehrere Nukleokapside (multiple nucleopolyhedrovirus, MNPV) enthalten (Abb.
1.1). Hierzu zdhlt auch das Autographa californica Multiple Nucleopolyhedrovirus
(AcMNPV), welches die Typusart der Nukleopolyhedroviren darstellt. Granuloviren
hingegen bilden ovi-zylindrische Einschlusskérper mit einem Durchmesser von 120-
300 nm und einer Linge von 300-500 nm. Diese deutlich kleineren Einschlusskorper
enthalten lediglich ein Virion bestehend aus einem einzigen Nukleokapsid (in seltenen
Féllen auch zwei bis drei Nukleokapside) (Abb. 1.2). Die Typusart der Granuloviren ist
das Cydia pomonella Granulovirus (CpGV) (van Regenmortel et al., 2000).

oy

Abb. 1.1: Einschlusskdrper eines Nukleopoly- Abb. 1.2: Einschlusskérper des Cydia pomonella
hedrovirus (MNPV) (Balken = 500 nm). Granulovirus (CpGV) (Balken = 100 nm).
Foto A. Huger, BBA Darmstadt Foto A. Huger, BBA Darmstadt
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Baculovirusreplikation

Der Infektions- und Replikationszyklus von Baculoviren wurde besonders intensiv am
AcMNPV untersucht und ist schematisch in Abb. 1.3 dargestellt. Die AcMNPV-
Replikation dient als Modell fiir die {ibrigen Baculoviren (Granados & Williams, 1986;
Federici, 1997). Die natiirliche Baculovirus-Infektion beginnt mit der peroralen Auf-
nahme der Einschlusskérper (OBs) durch die Wirtslarve wihrend des FraBes ((1) in
Abb. 1.3). Mit dem Nahrungsbrei werden die OBs zum Mitteldarm transportiert, disso-
ziieren im alkalischen Milieu des Mitteldarmes (2) und setzen die infektiosen Viruspar-
tikel (occlusion derived virions, ODVs) frei (3). Die ODVs binden an die Membran des
Mitteldarmepithels und entlassen die Nukleokapside in die Mitteldarmepithelzellen (4).
Die Nukleokapside, die etwa 50 x 300 nm grof3 sind und das zirkuldre, doppelstrangige
Virusgenom enthalten, werden in den Zellen zum Zellkern transportiert, wo die virale
DNA transkribiert und repliziert wird (5). Aus einem ersten Replikationszyklus geht

eine neue Generation von Viren hervor, die im Zellkern zusammengebaut werden.
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(12) Einschlufskérper (2) Auflosung der OB
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(11) Zell-Lyse m
o 7\ (4) Primdrinfektion des
Mitteldarmepithels
Nukleus /
=
()
(5) Virusreplikation
\© /\
S ]
(7) Knospung neusynthe- |
tisierter Viruspartikel
durch Zellmembran /
(budding) \ (9) Sekunddrinfektion weiterer
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Abb. 1.3: Schematischer Replikationszyklus eines Nukelopolyhedrovirus. Die Beschreibung der Einzel-
schritte ist dem Text zu entnehmen.

Die neu synthetisierten Viruspartikel verlassen den Nukleus und umgeben sich beim
Austritt aus der Wirtszelle mit der wirtseigenen Zellmembran (7). Diese neuen Virus-
phanotypen nennt man budded virus (BV), da sie durch die Membran der Wirtszelle
knospen (8). Jedes BV enthélt nur ein einzelnes Nukleokapsid. Die BVs werden mit der
Hiamolymphe oder dem trachealen System in andere Organe der Insektenlarven trans-
portiert (Engelhardt und Volkmann, 1994) und initiieren dort Sekundarinfektionen, z. B.
in Hamocyten, Nervenzellen, Tracheen oder dem Fettkorper (9). In der Spatphase der
Infektion wird die Produktion von BVs abgeschaltet. Jetzt wird das Einschlusskorper-
protein Polyhedrin {iberexprimiert, ODVs werden gebildet und in die neuen Einschluss-

korper eingebettet (10). Das Ende des Replikations- und Infektionszyklus ist mit dem
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Tod, einer Lyse der Zellen (11) und der vollstindigen Desintegration der Larve verbun-
den, mit der die Freisetzung von Abermillionen bis Milliarden von neuen Einschluss-
korpern je Larve erreicht wird (12). Neben den genannten morphologischen Eigenschaf-
ten unterscheiden sich Granuloviren von Nukleopolyhedroviren dadurch, dass die
Kernmembran wihrend der GV-Infektion nicht wie bei NPVs intakt bleibt, sondern

bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt dissoziiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Replikationszyklus von Baculovi-
ren zwei unterschiedliche Virusphidnotypen mit unterschiedlicher biologischer und 6ko-
logischer Funktion auftreten. ODVs sind peroral infektids und dienen der horizontalen
Verbreitung der Virusinfektion von einem Wirt zum anderen. Sie leiten die Primérinfek-
tion des Mitteldarmepithels ein und dienen der Verbreitung der Viren in Insektenpopu-
lationen. BVs hingegen sind fiir die {ibrigen Zellen und Gewebe bzw. fiir kultivierte
Zellen infektids, sie sind auBlerhalb des Wirtes nicht stabil. Sie sind fiir die Sekundérin-

fektion und der Verbreitung der Infektion innerhalb der Insektenlarve verantwortlich.

Baculoviren im Pflanzenschutz

Die Attraktivitidt von Baculoviren flir eine Anwendung im Pflanzenschutz besteht neben
threr hohen Virulenz in einer im Vergleich mit anderen mikrobiellen oder chemischen
Insektiziden unerreichten Wirtsspezifitit. Viele Baculoviren infizieren nur eine einzige
oder wenige, nah verwandte Wirtsarten, und selbst Baculoviren mit einem vergleichs-
weise breiten Wirtsbereich wie AcCMNPYV infizieren nur wenige Dutzend Insektenarten
(Groner, 1986) (siehe auch Kap. 1.3). Damit sind Baculoviren die selektivsten Insekti-
zide, die sich gegenwirtig auf dem Markt befinden. Die hohe Selektivitdt ldsst Baculo-
viren als ideale Kontrollinstrumente von Schadinsekten in einer auf Umweltvertréglich-
keit und Schonung von Nicht-Zielorganismen bedachten Pflanzenschutzstrategie
erscheinen. Allerdings werden die praktischen und okonomischen Nachteile dieser
okologisch wiinschenswerten Eigenschaft deutlich, wenn Schidlingskomplexe, die sich
aus mehreren Schidlingsarten zusammensetzen, kontrolliert werden miissen. Hier ver-

sagen Baculoviren hdufig wegen ihrer einseitigen Selektivitdt, zudem erscheint es fiir
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Pflanzenschutzmittelhersteller unter den derzeitigen Zulassungsbestimmungen ange-
sichts eines engen Marktsegmentes wenig attraktiv, Mittel zur Kontrolle eines einzigen
Schadinsektes zu produzieren und zu vermarkten. Hinzu kommt, dass die Virulenz der
Viren mit zunehmendem Alter der Insektenlarven rapide abnimmt, man spricht von ei-
ner sogenannten Altersresistenz. Dies bedeutet, dass bei einer entsprechenden Kontroll-
strategie insbesondere junge Larvenstadien (L1 oder L2) getroffen werden miissen, was
eine sehr exakte Terminierung der Mittelapplikation erfordert. AuBlerdem besitzen
Baculoviren im Vergleich zu chemischen Insektiziden eine relativ langsame Wirkung:
vom Zeitpunkt der peroralen Aufnahme bis zum Fraf3stopp bzw. Tod der Insektenlarven
konnen je nach Virus-Wirt-Kombination mehrere Tage bis Wochen vergehen. Diese
vergleichsweise langsame Wirkung fiihrt dazu, dass sich die Schidigung der Pflanze
durch das Insekt noch eine Zeit lang fortsetzt, bis die Viren ihre Kontrollfunktion entfal-

ten. Dies ist je nach Fruchtart, Zeitpunkt und Befallshéhe nicht immer akzeptierbar.

Tab. 1.1: In Europa zugelassene kommerzielle Baculovirenpriaparate (Stand 2002, BBA).

Schadling Virus- Handelsname/Vertreiber Erstzulassung
Typ
Adoxophyes orana GV CAPEX CH, 12/89
(Apfelschalenwickler) Andermatt-Biocontrol
Cydia pomonella GV MADEX, CH, 12/87
(Apfelwickler) Andermatt-Biocontrol
GRANUPOM D, 03/89
Probis GmbH
CARPOVIRUSINE F, 10/92
Calliope S.A.
Mamestra brassicae = NPV MAMESTRIN F, 07/93
(Kohleule) Calliope S.A.
Neodiprion sertifer NPV MONISARMIOVIRUS SF, 05/83
(Rote Kiefernbusch- Kemira Oy
hornblattwespe
VIROX GB, 1984
Oxford Virology Ltd.
Spodoptera exigua NPV SPOD-X NL, 12/93

(Gemiiseeule) Brinkmann B.V.
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Der mogliche langfristige Effekt einer Baculovirenapplikation in Form einer nachhalti-
gen Populationsreduktion der Zielorganismen tritt heute wieder in den Vordergrund der

Virusapplikation, wie z.B. beim CpGV (Kienzle et al., 2001a, b).

Innerhalb der Europdischen Union sind derzeit etwa 10 Baculovirenpréiparate zur Kon-
trolle verschiedener Forst- und Obstschidlinge zugelassen, unter denen das Cydia po-
monella GV (CpGV) , Spodoptera exigua NPV (SeMNPV) und das Adoxophyes orana
GV (AdorGV) die grofite kommerzielle Bedeutung haben (Tab. 1.1).

1.3 Anwendung der Gentechnologie bei Baculoviren

Wie oben erwihnt, besteht das Matrixprotein des Einschlusskorpers von Baculoviren
aus einem einzigen Protein, dem sogenannten Polyhedrin bei NPVs bzw. Granulin bei
GVs. Dieses Protein wird in der sehr spaten Phase der Zellinfektion in grolen Mengen
exprimiert, ist aber fiir die eigentliche Replikation der Viren nicht erforderlich. Auf die-
ser Beobachtung beruhend wurde Anfang der 80er Jahren das Baculovirus-
Expressionsvektor-System entwickelt, das die Expression von Fremdgenen unter der
Kontrolle des Promotors des Polyhedrin-Gens erlaubt (Smith ez al., 1983). Seit diesen
frithen Tagen der Molekularbiologie und Gentechnologie ist das Wissen und das Ver-
stindnis um die molekularen und biochemischen Prozesse, die Gen- und Genomfunk-
tion vieler Baculoviren um ein Vielfaches gestiegen (Miller, 1997). Gentechnologische
Methoden erlauben es heute, gezielt in die Gen- und Genomstruktur von Baculoviren
einzugreifen und diese zu verdndern. Diese Methoden haben nicht nur zur funktionalen
Charakterisierung vieler Baculoviren-Gene und damit zum besseren Verstindnis der
molekularen Prozesse wihrend der Baculovirusinfektion beigetragen. Sie erdffneten
auch neue Felder der biotechnologische Anwendung von Baculoviren, z. B. bei der Ex-
pression pharmazeutisch wertvoller Proteine im Baculovirus-Expressionsvektor-System
oder bei der Entwicklung neuer Transfervektoren in der Gentherapie am Menschen

(Hofmann et al., 1995, 1998).
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Ein weiteres Ziel der Anwendung der Gentechnologie bei Baculoviren ist die Optimie-
rung ihres insektiziden Potentials, z.B. ihre Wirkgeschwindigkeit zu erhdhen, die Viru-
lenz gegeniiber dlteren Larvenstadien zu verstiarken oder ihren Wirtsbereich spezifisch
zu erweitern. Hierzu wurden in der Vergangenheit verschiedene Strategien gewéhlt: (1)
die gentechnische Expression von Hormonen oder Enzymen, von denen bekannt war,
dass Sie im Larvenmetabolismus eine Rolle spielen, (2) die Expression von insekten-
spezifischen Toxinen, und (3) die Deletion des viralen egt-Gens, das in den Hautungs-
stoffwechsel der infizierten Larven eingreift (Tab. 1.2). Die Expression des Diureti-
schen Hormons oder der Juvenil-Hormon-Esterase (JHE) fiihrte zu keinen nennenswer-
ten Unterschieden in der Wirkgeschwindigkeit. Hingegen konnte durch die Integration
von Neurotoxin-Genen bzw. einer Deletion des viralen egt-Gens bei zahlreichen gen-
technologisch hergestellten Baculovirus-Rekombinanten eine signifikante Beschleuni-

gung der Wirkgeschwindigkeit erreicht werden (zusammengefasst bei Black, 1997).

Die besten Erfolge hinsichtlich einer Beschleunigung der Wirkung wurden bisher mit
rekombinanten Viren, die insektenspezifische Neurotoxine aus dem Skorpion Androc-
tonus australis (AalT), der Milbe Pyemotes tritici (PxP-I) oder aus dem Gelben Israeli-
schen Skorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus exprimieren, erzielt. Durch die Ex-
pression dieser Toxin-Gene werden die infizierten Larven geldhmt und beenden ihren
Fral3 vorzeitig. Dartliber hinaus konnte eine Verringerung der LTsy (der Zeitspanne, bei
der 50% der infizierten Larven tot sind) um 20-30% und damit einhergehend eine deut-

liche Reduktion des Fral3schadens beobachtet werden (Tab. 1.2).

Eine andere Strategie, die Wirkgeschwindigkeit bei Baculoviren zu erhohen, liegt in der
Deletion des viruseigenen egt-Gens, welches das Enzym Ecdysteroid-UDP-
Glycosyltransferase (EGT) kodiert (O'Reilly und Miller, 1989, O'Reilly, 1995). Das
egt-Gen wurde in allen bisher sequenzierten Baculoviren gefunden und interagiert wih-
rend der Virusinfektion mit dem Hautungsstoffwechsel der Larven. Durch die Expressi-
on des EGT wird die Hiautung der befallenen Larven verzogert oder ganz unterbunden.
Dadurch werden infizierte Larven grof3er als nicht infizierte Larven. Dies geschieht zum

biologischen Vorteil des Baculovirus, das so seinen Replikationszyklus beenden und
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besonders viele Virusnachkommen produzieren kann, bevor die befallene Insektenlarve
stirbt. Aus der Perspektive des Pflanzenschutzes ist diese Verzogerung hingegen nicht
erforderlich, ja sogar unerwiinscht. Allein die gezielte Deletion dieses Gens in
AcMNPV resultierte in einer Reduktion der LTso um etwa 25% (O'Reilly & Miller,
1991). Wie Versuche gezeigt haben, sind diese sogenannten egz-Deletions-Mutanten
zwar hinsichtlich ihrer Wirkgeschwindigkeit den Wildtypviren iiberlegen, jedoch biolo-
gisch mit diesen nicht konkurrenzfihig. Es war erwartet worden, dass egz-Deletions-
Mutanten, die im pflanzenschiitzerischen Sinne allein dadurch effektiver sind, dass ih-
nen lediglich ein Gen entfernt wurde, die ersten gentechnisch verdnderten Baculoviren

mit kommerzieller Bedeutung sein kdnnten (Black, 1997).

Tab. 1.2: Zusammenfassung der rekombinanten Viren, die zur Schadlingsbekdmpfung entwickelt wurden.
Aus Chen, 2001.

Virusbezeichnung Heterologes Protein Wirt Verbesserte Wirk- Referenz
geschwindigkeit
Gen-Deletion
VEGTDEL egt-Deletion St 22% O’Reilly & Miller,
1991

VEGTDEL egt-Deletion Tn 0,5-1 Tag Treacy et al., 1997

VEGT- egt-Deletion Ld 33% Slavicek et al.,1999

DEL(LdMNPV)

Gen-Insertion

(Insektenhormo-

ne)

BMDHS5 (BmNPV) M.S. diuretic hor- Bm ~1Tag Maeda, 1989
mone

AcRP23(B)JHE Hv JHE Tn keine” Hammock et al., 1990

AcUW(2)JHE Hv JHE Tn keine Bonning et al., 1992

Ac-JHE29 Hv JHE mit R statt Tn keine Bonning et al., 1995
K Substitution Hv

Ac-JHES24 Hv JHE mit R statt Tn keine Bonning et al., 1995
K Substitution Hv

VWTPTTHM, Bm PTTH, egt- St keine O’Reilly et al., 1995

vEGTPTTHM Deletion

lel-JHE-KK Hv-JHE mit R statt Hv keine Jarvis et al., 1996

P10-JHE-KK K Substitution

Ac-JHE-KK Hv JHE mit R statt Tn 4-9 % Kunimi et al., 1996
K Substitution

Ac-JHE-KK Hv JHE mit R statt Pi keine Kunimi et al., 1997
K Substitution

AcJHE-KSK HvJHE mit Amino- Hv keine Van Meer et al., 2000

AcJHE-KHK sduren Substitution
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Virusbezeichnung Heterologes Protein Wirt Verbesserte Wirk- Referenz
geschwindigkeit

Gen-Insertion

(Toxin Gene)

BmAalT(BmNPV) Toxin AalT von Bm ~40% Maeda et al., 1991
Androctonus austra-
lis

AcST3 Toxin AalT von A. Tn 24% Stewart et al., 1991
australis

ACUW2(B)AalT Toxin AalT von 4. Hv 36% McCutchen et al., 1991
australis

AcMNPVAalT Toxin AalT von 4. Tn 20-30% Kunimi et al., 1996
australis

P10-AalT Toxin AalT von A4. Hv P10:22% Jarvis et al., 1996
australis anderer lel:10%
Promoter

VSP-tox-34 Neurotoxin 34 von Tn 39% Tomalski & Miller,
P. tritici 1991

VSP-tox21A Neurotoxin 34 von Tn 49% Tomalski et al., 1993a
P. tritici

VSP-toxin 34, Neurotoxin 34 von Ss:26-47%,

vp6.9toxin34, P. tritici, various Tn pr:28-58%; Luetal., 1996

vDA26toxin34, single St $s:47-53%,

vHSPtoxin34 sequence(ss), vari- pr:39-59%
ous promoter (pr)

VSP-TOX34#4 Neurotoxin 34#4 Hv 27-33% Watkins et al., 1997
von P. tritici Tn 56%

VEV-HA5117 Venom Dol m V Tn keine Tomalski et al.,
Gen Delichovespula 1993b
maculata

VSA2p+ Neurotoxin As 11 Tn Tn:37% Prikhod’ko et al.,
von Anemonia sulca- Sf Sf:36% 1996
ta

VMAg4+ Neurotoxin Aga-IV Tn Tn:17% Prikhod’ko et al.,
von Angelenopsis St St:43% 1996
aperta

VSShlp+ Neurotoxin Sh I von Tn Tn:37% Prikhod’ko et al.,
Stichodactyla heli- St St:40% 1996
anthus
Toxin aus der Spin- Tn Tn:20% Hughes et al., 1997

VAcTalTX1 ne Tegenaria Se Se:18%
agrestis

AcNPVLIT Alpha-latroinsecto Hv 1:4% Watkins et al., 1997
Toxin aus der Tn 2:12%
Schwarzen Witwe

AcLqghlT2 Toxin LqhlT2 von Tn 50/56% Presnail ef al.,unpubl.
Leiurus quinquestri- Se 37/47%
atus Hv 40/45%
hebraeus

AcLIT1.p10 Toxin LghIT1 und Ha 32%; Gershburg et al., 1998
LghlT2 von L. quin- 24%
questriatus hebraeus

Ac(PH+)BT Delat-Endotoxin Tn keine Merryweather et al.,
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Virusbezeichnung Heterologes Protein Wirt Verbesserte Wirk- Referenz
geschwindigkeit
1990

AcBtm, AcBtS, Cryl(b) & verkiirzte Hv Ribeiro & Crook, 1993

AcBt3, Formen

AcBt5/3

AcMNPV/IM2, Verkiirzte Formen Se keine Martens et al., 1995

AcMNPV/FW3 CrylA(b)

Gen-Insertion

(andere Gene)

BV13T.BV13.3940 Mais mitochondria- Tn ~40% Korth & Levings, 1993
les GenURF13

AcMNPV .chi Ms Chitinase Gen St 22-23% Gopalakrishnan et al.,

1995

Vhet-1z, AcMNPV Wirtszell- Tn +20-29%, Lu & Miller, 1996

vhef-1del faktor 1 St keine

AcMNPV-MycAs  Humanes c-myc St 28% Lee et al., 1997
Antisense

AcBX-PBAN-4 HzPBAN Tn 19-26% Ma et al., 1998

AcMNPV- JHE antisense Hv keine Hajos et al., 1999

Deletion und In-

sertion

VIHEEGTD HV JHE, egt- Tn keine Eldridge et al., 1992a
Deletion

VEHEGTD Ms Eclosion Hor- St keine Eldridge et al., 1992b
mone, egt-Deletion

VSPTox34 Neurotoxin 34 von Tn ~2 days Tomalski & Miller,
P. tritici 1992

HzEGTp6, 9tox34, Neurotoxin 34 von Hz 35-42% Popham et al., 1997

HzEGThsptox34, P. tritici, egt- 34-47%

HzEGTDA26tox34 Deletion, verschie-

(HzSNPV) dene Promotoren

Anm. ET: effektive Zeit, LT: Letalzeit, ST: Uberlebenszeit, LC: Letalkonzentration

Bm: Bombyx mori, Ha: Helicoverpa armigera, Hv: Helicoverpa virescens, Hz: Helicoverpa zea,

Ld: Lymantria dispar, Pi: Plodia interpunctella, Se: Spodoptera exigua, St: Spodoptera frugi-

perda, Tn: Trichoplusia ni

*Fraflreduktion

In Klammern angegeben ist das parentale Virus, wenn anders als ACMNPV.
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Freisetzungsversuche mit gentechnisch verdnderten Baculoviren

Die ersten Feldversuche mit gentechnisch verdnderten Baculoviren, die allerdings ledig-
lich ein Marker-Gen enthielten, wurden bereits 1986 unternommen (Tab. 1.3). In den
vergangenen Jahren wurden rekombinante Baculoviren, die mit einem zusétzlichen aus
dem Skorpion A. australis stammenden Neurotoxingen AalT ausgestattet waren, in
England und in Nordamerika im Freiland getestet. Diese Tests haben die hohere Effi-
zienz der gentechnisch verdnderten Viren gegeniiber Wildtyp-Viren unter Feldbedin-
gungen bestétigt (Cory et al., 1994, Cory, 2000). Dariiber hinaus wurde festgestellt,
dass Larven, die mit einem rekombinanten AcMNPV (AalT) infiziert wurden, aufgrund
der hoheren Wirkgeschwindigkeit etwa 10mal weniger virale Einschlusskorper enthiel-
ten als Larven, die mit Wildtypvirus infiziert waren. In Mischinfektionen mit einem
Verhiltnis rekombinanter zu natiirlichen Baculoviren von 9:1 konnte das eingefiihrte
Gen nach sechs Generationen nicht mehr nachgewiesen werden (Traynor, 1997). Die
beschleunigte Wirkgeschwindigkeit hatte einen enormen negativen Effekt auf die dko-
logische Persistenz der Viren, da diese deutlich weniger Nachkommen als die entspre-
chenden Wildtyp-Viren produzierten (Cory, 2000). Keine der physikalischen Eigen-
schaften der Viren, wie z.B. GroBe, Stabilitit, UV-Sensitivitit etc., zeigten hingegen
einen Unterschied. AuBlerdem wurde keine Wirkung der in den infizierten Larven
exprimierten Insektenkontollproteine auf natiirliche Réuber, Parasiten, Parasitoide oder

Honigbienen festgestellt (Miller, 1995).

Tab. 1.3: Freisetzungsversuche mit gentechnisch verdnderten Baculoviren (Stand Februar 2002; modifi-
ziert nach Hu & Vlak, 1997).

Jahr Land Wildtyp Gentechnische Verianderung
1986-89 GrofBbritannien ~ AcMNPV Markersequenz

1989 USA AcMNPV Polyhedrin-Deletion

1993 USA LdIMNPV Markergen (3-Galaktosidase)
1994-5 Kanada AcMNPV p10-Deletion, Markergen

1994-8 GroBbritannien =~ AcMNPV Neurotoxingen (AaHIT)

1995 USA AcMNPV Neurotoxingen (AalT), egt-Deletion
1996 USA AcMNPV Neurotoxingen (AalT), egt-Deletion
(12 Bundesstaaten)

1999-2002  China HaMNPV Neurotoxingen (AalT), egt-Deletion
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Biologische Sicherheit

Der Einsatz von Baculoviren im Pflanzenschutz blickt auf langjéhrige praktische Erfah-
rungen zuriick. Dabei konnte ihre biologische Sicherheit fiir Nicht-Zielorganismen und
die Umwelt nachgewiesen werden (Groner, 1986). Mehr noch, Baculoviren sind die
selektivsten Insektizide, die es gegenwirtig gibt. Manche monospezifischen Baculovi-
ren, wie z. B. SeMNPV (SPOD-X) oder das Cryptophlebia leucotreta GV (CeleGV),

konnen in ihrer Selektivitét fiir eine einzige Wirtsart nicht iibertroffen werden.

Die ersten Schritte hin zur moglichen Anwendung gentechnisch veridnderter Baculovi-
ren haben die Diskussion iiber die biologische Sicherheit dieser Viren neu belebt. Als
mogliche Risiken des Einsatzes gentechnisch verdnderter Viren werden neben der un-
gewollten Etablierung eines gentechnisch verdnderten Virus die unvorhergesehene Ver-
anderung der Genomstruktur freigesetzter Viren durch Mutation, Rekombination bzw.
durch die Insertion mobiler genetischer Elemente (Transposons) betrachtet. Unvorher-
gesehene Effekte der modifizierten Viren bzw. der modifizierten Gene konnen hier-
durch nicht ausgeschlossen werden (Jehle ef al., 1993). Versuche in Modellokosyste-
men und begrenzte Freisetzungsexperimente wurden durchgefiihrt, um die Konkurrenz-
fahigkeit und die Wahrscheinlichkeit der Etablierung gentechnisch verdnderter Viren
abzuschitzen (Tab. 1.3). Hierbei hat sich regelmaBig gezeigt, dass gentechnisch verdn-
derte Viren mit beschleunigter Wirkung bzw. erhohter Virulenz ihren entsprechenden
Wildtyp-Viren in ihrer 6kologischen Konkurrenzfahigkeit deutlich unterlegen waren.
Dies verringert die Wahrscheinlichkeit einer ungewollten Etablierung entsprechender

Viren in der Umwelt.

Eine verringerte 6kologische Konkurrenzfahigkeit, die sich aus der Erhéhung der Wirk-
geschwindigkeit bzw. der Virulenz modifizierter Baculoviren ergab, ist ein wertvoller
Wegweiser, wie die Etablierung dieser Viren in der Umwelt verhindert werden kann.
Durch die Deletion weiterer viraler Gene, die fiir die Stabilitdt und Ausbreitung von
Baculoviren verantwortlich sind, aber nicht fiir die Wirtserkennung, Infektion bzw.
Replikation bendtigt werden, lieBe sich ihre Persistenzmoglichkeit weiter verringern.

Am Ende dieses Reduktionsprozesses viraler Gene konnten nicht-replikative Bioinsek-
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tizide stehen, deren Selektivitdt auf den molekularen Erkennungsmechanismen der Vi-
rus-Insekt-Interaktion beruht und deren verbliebene virale Funktionen als biologische
Boten lediglich die genetische Information fiir Insektenkontrollproteine an die Schadin-

sekten iiberbringen (Jehle, 1997).

Eine hinreichende Kenntnis der biologischen Eigenschaften von gentechnisch verénder-
ten Baculoviren und der daraus resultierenden Populationsdynamik in ihren Wirtsinsek-
ten spielen fiir die Abschétzung mittel- oder ldngerfristiger 6kologischer Konsequenzen
eine wichtige Rolle. Eine vertiefte Kenntnis iiber die Populationsdynamik der Baculovi-
ren und deren prézisierten Formulierung in mathematischen Modellen kénnen einen
wesentlichen Beitrag zur Sicherheitsabschitzung und zur Optimierung von Kontrollstra-
tegien leisten (Cory & Hails, 1997; Cory ef al., 1997). Die mathematische Modellierung
der Populationsdynamik von Baculoviren beruht auf der Formulierung und Abstraktion
wesentlicher Interaktionen zwischen Virus, Wirt und Umwelt um Prognosen {iiber ihr

Verhalten machen zu konnen.

1.4 Populationsdynamik von Baculoviren in Abhiingigkeit des Trophie-
Typs des Wirtes

Die taxonomische Klassifikation von Baculoviren basiert iiberwiegend auf morphologi-
schen, physiko-chemischen und molekularen Merkmalen der Virionen. Dariiber hinaus
werden auch biologische und 6kologische Eigenschaften der Viren, wie z. B. Wirtsbe-
reich, Transmissionsstrategien, etc. beriicksichtigt (van Regenmortel et al., 2000). Ein
wesentlicher Gesichtspunkt, der weitreichende Folgen fiir die Populationsdynamik der
Viren hat, sind die Lebensweise und die trophischen Eigenschaften der Wirtsinsekten.
Bei den Wirtsinsekten konnen zwei Trophie-Typen unterschiedene werden: (1) offene

Blattfresser und (2) verdeckt fressende Minierer.

Offene Blattfresser sind dadurch gekennzeichnet, dass sie hdufig polyphag, also nicht

auf einzelne FraBBpflanzen spezialisiert, sind. Die Insekten konnen sporadisch ein Mas-
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senauftreten zeigen, das dazu fiihrt, dass ein in der Insektenpopulation vorhandenes Pa-
thogen relativ einfach von einem Individuum auf ein anderes iibertragen wird (horizon-
tale Transmission). Das Auftreten des Schwammspinners (Lymantria dispar) oder der
Gammaeule (4utographa gamma) sind klassische Beispiele fiir diesen Wirtstyp. Da
diese Insekten ihre gesamte Larvenentwicklung auf der Pflanzenoberfldche durchlaufen,
ist bei ihnen die Moglichkeit einer Pathogeniibertragung durch eine horizontale Trans-
mission im Prinzip in allen Larvenstadien mdglich. Aus vielen Freilandbeobachtungen
ist bekannt, dass Epizootien dieser Insekten auf Grund einer Pathogeninfektion, wie z.B.

Baculoviren, spontan zusammenbrechen kdnnen.

Verdeckt fressende Minierer hingegen bohren sich in die FraBpflanze ein und entwi-
ckeln sich dann abgeschirmt von der Aullenwelt an einem relativ geschiitzten Ort. Diese
Insekten sind in der Regel auf wenige Wirtspflanzen spezialisiert. Die Individuen selbst
sind monophag, da sie die Wirtspflanze bis zum Diapause- bzw. Verpuppungsstadium
in der Regel nicht verlassen. Ein Beispiel hierfiir ist der Apfelwickler (Cydia pomo-
nella), der zwar auf Apfel, Birne und wenigen anderen Wirtspflanzen vorkommen kann,
aber eine einmal befallene Frucht bis zum L5-Stadium nicht mehr verlésst. Fiir die pero-
rale Infektion durch Pathogene, die solche Insekten befallen, bedeutet dies, dass es nur
eine kurze Zeitspanne gibt, wihrend der sich die Larven noch auf der Fruchtoberfldche
befinden und sie das Pathogen aufnehmen koénnen. Beim Apfelwickler z. B. erstreckt
sich diese Zeitspanne auf das erste (L1) maximal noch frithe zweite (L2) Larvenstadi-
um. Da Larven auf dem Apfel iiberwiegend einzeln vorkommen, ist die Wahrschein-
lichkeit einer horizontalen Transmission im Vergleich zum offenen Blattfresser deutlich
herabgesetzt. Bei einem solchen Wirtsinsekt erscheint eine vertikale Transmissionsstra-
tegie (die Ubertragung des Pathogens von einer Wirtsgeneration in die nichste) evoluti-

ondr als erfolgversprechender, um in einer Wirtspopulation zu persistieren.

Beispiele fiir Baculoviren, die fiir die beiden beschriebenen Trophie-Typen pathogen
sind, sind das Ac MNPV, das einen relativ breiten Wirtsbereich hat und das fiir C. po-
monella spezifische CpGV (Groner, 1986). Beide Viren unterscheiden sich auch hin-

sichtlich ihrer Virulenz gegentiber den Wirten. CpGYV ist flir C. pomonella extrem viru-



-25-

lent, ein bis wenige Einschlusskorper sind ausreichend, um bei einer L1-Larve eine In-
fektion auszuldsen (LCso: 2,6 x 10° OB/ml) (Jehle et al., 1995). AcMNPV zeigt gegen-
iiber den verschiedenen Wirten eine unterschiedlich ausgepriagte Virulenz. Neben hoch
suszeptiblen Wirten, wie z. B. Autographa gamma (LCso: 3,2 x 10> OB/ml) gibt es auch
weniger anfillige Wirte, wie Spodoptera exigua (LCso: 6,5 x 10° OB/ml) (El-
Salamouny, 1998). Die LCs, der Larven nimmt dabei mit héheren Larvenstadien drama-
tisch zu und ist fiir L4-Larven um das bis zu 100-1000 fache hoher als fiir L1-Larven
(Bianchi et al., 2000).

Tab. 1.4: Biologische Eigenschaften zweier Systeme im Vergleich.

System 1 System Il
Virus Autographa californica MNPV Cydia pomonella GV
Wirtsbereich breit, ca. 70 Arten eng, 4 Arten
horiz. Transmissions-  hoch niedrig
wahrscheinlichkeit
Wirtsinsekt Autographa gamma Cydia pomonella
FraBBverhalten polyphag + monophag

offener Battfresser verdeckt, minierend
Bekampfungsstadien L1-L5 L1-L2

Fiir offene Blattfresser und das AcMNPV bzw. SeMNPV wurden in den vergangenen
Jahren bereits verschiedene Modelle zur Populationsdynamik entwickelt, z. B. fiir das
tri-trophische System Chrysanthemum/S. exigua/AcMNPV (siehe Kap. 1.4). Verdeckt
fressende Minierer und ihre entsprechenden Pathogene, wie z. B. das Ap-
fel/Apfelwickler/CpGV-System wurden hingegen bisher bei der Modellierung der Po-
pulationsdynamik nicht beriicksichtigt. Eben dieses System ist auf Grund der Pflanzen-
schutzmittelzulassung des CpGV von groB3er praktischer Bedeutung. Da fiir das praxis-
relevante CpGV bereits gentechnisch verdnderte Varianten erzeugt wurden (siche Kap.
3.2.1), sollte der Modellierung der Populationsdynamik des Apfelwicklers und des
CpGV das besondere Gewicht dieser Studie gelten. Des weiteren kann dieses Modell
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natiirlich auch als Grundlage fiir andere Systeme mit minierenden Insekten, wie z. B.

dem System (Baumwolle/Helicoverpa armigera/HaSNPV) dienen.

1.5 Modellierung

Die meisten mathematischen Modelle zur Populationsdynamik von Baculoviren basie-
ren auf einem Modell fiir Mikroparasiten von Anderson & May (1981). Dieses Modell
beriicksichtigt ,,freilebende infektiose Stadien* und ist Teil einer Serie von epidemiolo-
gischen Modellen, die aus dem urspriinglichen Modell von Kermack & McKendrick
(1927) weiterentwickelt wurden. Im Vordergrund steht jeweils die infektiose Krankheit,
deren Dynamik mit Hilfe von kontinuierlichen deterministischen Modellen untersucht
wird. Im Hinblick auf Baculoviren haben Dwyer et al. (1997; 2000) und Sait et al.
(2000) diesen analytischen Ansatz, der nur sehr wenige Parameter verwendet, weiter-
verfolgt und das urspriingliche Anderson & May-Modell ihren Systemen angepasst. Im
Gegensatz zum Anderson & May-Modell haben einige Autoren, darunter Dwyer (1992)
und Dwyer und Elkinton (1993), die abgewandelten Modelle validiert und diesen Mo-

dellen somit eine freilandbezogene Aussagekraft verschafft.

Bianchi (2001) hat in einem Modell iiber die biologische Bekdmpfung von S. exigua
mittels SSMNPV einen etwas anderen und sehr umfassenden Ansatz gewéhlt. Um Aus-
sagen auf relativ kurze Sicht fiir ein sehr definiertes System machen zu konnen, ver-
wendet er ein numerisches Simulationsmodell (BACSIM) mit einer Vielzahl an
Parametern. Mit BACSIM verglich er die Effektivitit zweier Viren mit
unterschiedlichem Wirkungsgrad. Das Modell ist speziell fiir die Kontrolle von .
exigua auf Chrysanthemen im Gewichshaus zugeschnitten. Fiir die Verifizierung des
Modells wurden
samtliche Daten erhoben, welche die biologische Aktivitit von SeMNPV, AcMNPV
und drei Deletionsmutanten von AcMNPV (-Aegt, -App34, -Ap10) gegeniiber S. exigua
beschreiben (Bianchi ef al., 2000).

In BACSIM wird das Gewéchshaus rdumlich in Chrysanthemenbeet, Blatt und patch

differenziert, wobei patch als die Flache definiert ist, die Larven aus einem Eigelege
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nach Nahrung absuchen. Zusitzlich wird die Pflanze vertikal in zwei Schichten unter-
teilt, um einerseits die Larven verfolgen zu konnen und andererseits ein Profil der appli-
zierten Polyhedroviren zu erstellen. Das Pflanzenwachstum wird anhand vom Blattfl-
chenindex und der Anzahl an Bléttern berechnet. Die Entwicklung der Larven wird Sta-
dien-spezifisch modelliert, indem alle Individuen einer Altersklasse zusammengefasst
werden. Jede Altersklasse besitzt eine eigene Mortalitétsrate und eine temperaturabhin-
gige Entwicklungsrate. Infizierte und nicht infizierte Larven werden getrennt gehand-
habt. Infizierte Larven wechseln in ein parallel laufendes Kompartiment, in dem eine
alters- und temperaturabhédngige Sterberate verwendet wird. Auflerdem wird im Modell
zwischen suszeptiblen (anfilligen) und resistenten Larven unterschieden. Suszeptible
Larven machen die Hilfte aller Larven aus und konnen sich auch in spéteren Stadien
mit dem Virus infizieren. Ebenfalls enthalten im Modell sind UV-Inaktivierung, hori-
zontale- sowie vertikale Transmission, die rdumliche Verteilung der Insekten und der

Ertragsschaden.

Eine Sensivititsanalyse des Modells zeigte, dass die Mortalitdtsraten und der durch
Blattfral3 verursachte Schaden robust auf Veridnderungen in den Parameterwerten rea-
gierten. Zum Beispiel hatte eine 10%-ige Verdnderung der UV-Inaktivierungsrate so gut
wie keinen Einfluss auf das AusmaB des Schadens. Ahnlich riefen 10%-ige Verinde-
rungen der Infektionschance und der Wirkgeschwindigkeit des Virus sowie der natiirli-
chen Mortalitdtsrate der Insekten keine nennenswerten Unterschiede in der virusbeding-
ten Mortalitit und im Ausmal des Schadens. In der Validierung von BACSIM hat sich
herausgestellt, dass Modellvorhersagen fiir die Mortalitdt und FraBmenge bei verschie-
denen Aufwandmengen von AcMNPV und SeMNPV mit gemessenen Werten in Ge-
wichshausversuchen iibereinstimmten. Lediglich die im Gewichshaus beobachteten
Letalzeiten waren stets hoher als die Modellvorhersagen, was darauf hin deutet, dass ein
Teil des Systems noch nicht komplett verstanden wurde und noch nédher untersucht
werden muss. Es wird vermutet, dass die Larven sehr viel Zeit auf der Unterseite der
Blatter verbringen — einem Ort an dem sich so gut wie keine applizierten Viren befin-

den.
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Mit dem validierten Modell konnten verschiedene Szenarien durchgespielt werden, in
denen gezeigt wurde, dass der Zeitpunkt der Virusapplikation fiir eine effektive
Kontrolle des Schéddlings am wichtigsten war. Wurden die Chrysanthemen direkt nach
der Eiablage bis spitestens 10 Tage danach gespritzt, konnte bei den hoheren Dosen
(1x107, 3x10", 1x10°® Einschlusskérper/mz) eine vollstdndige Kontrolle erzielt werden.
Bei einem Vergleich von Viren mit unterschiedlicher Wirkgeschwindigkeit, konnten
zwar teilweise unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden, doch musste sehr genau auf
den Zeitpunkt der Virusapplikation geachtet werden, um eine ausreichende Kontrolle zu
erhalten. Es wurden Varianten mit einer 25% (AcMNPV ;s0,) und 50% (AcMNPV _s540,)
schnelleren Wirkgeschwindigkeit mit dem Wildtyp-Virus verglichen. In einer realisti-
schen Simulation mit einem tiglichen Einflug von S. exigua und einer Virusbehandlung
in Abstidnden von 10 Tagen zeigten AcMNPV ;s0, und AcMNPV 54, eine effizientere
Kontrolle als das Wildtyp-Virus. Nach dem Modell wurde mit ACMNPV s, die Anzahl
der beschidigten Pflanzen gegeniiber einer Behandlung mit AcMNPV um 17%, bei
AcMNPV 50, sogar um 43% reduziert. Obwohl diese schneller tétenden Viren den
Wildtyp-Viren nicht in allen Situationen {liberlegen waren, stellten sie sich als erfolgrei-
cher bei den idlteren Larvenstadien heraus und konnten somit das Zeitfenster der Be-
handlung vergréfern. Simulationen mit unterschiedlichen Inaktivierungsraten brachten
bei den liblich verwendeten Dosen keine bemerkenswerten Unterschiede hervor, da die

UV-Inaktivierung im Gewéchshaus ohnehin schon sehr niedrig ist.

BACSIM konzentriert sich auf die Suche nach Viruseigenschaften, deren Verdnderung
die Anwendung verbessern. Es beinhaltet keine Informationen iiber die Wahrschein-
lichkeit eines Gentransfers von rekombinanten Viren zu natiirlich vorkommenden Popu-
lationen, oder iiber den Effekt, den fremde Genprodukte auf Nicht-Zielorganismen ha-
ben konnen, noch enthélt es Informationen iiber den Einfluss einer Expression eines

fremden Gens auf die Fitness des Baculovirus.
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2 Beschreibung des Systems C. pomonella/CpGV

2.1 Biologie von C. pomonella und CpGV

Der Apfelwickler (Cydia pomonella) gehort zu der Familie der Tortriciden (Lepidopte-
ra) und ist ein bedeutender Schidling in Obstanlagen. Unbehandelt kann er innerhalb
einer Saison eine komplette Apfelernte zerstdren. Generell beginnt im Mai der Apfel-
wicklerflug. Nach der Paarung legen die Weibchen 7-10 Tage lang ihre Eier einzeln in
der Nihe der Frucht oder auf der Frucht ab. Einige Tage nach der Eiablage schliipfen
die Eilarven und wandern in Richtung Frucht. Dort suchen sie nach einer geeigneten
Stelle, an der sie sich in die Frucht bohren konnen. In einer kleinen Kammer unterhalb
der Schale erfolgt die Hdutung zum zweiten Larvenstadium (Ferro & Harwood, 1973).
Die weitere Entwicklung der Larve findet in der Frucht statt. Die Larve frisst einen
Gang zum Kerngehduse und verldsst die Frucht erst als ausgewachsene LS. Diese L5
sucht sich einen geschiitzten Verpuppungsort am Stamm oder auch im Boden. Nach
dem Puppenschlupf beginnt eine neue Generation. In den wéarmeren Anbaugebieten
Deutschlands gibt es hdufig zwei, in seltenen Féllen sogar drei Generationen in einem

Jahr. Der Apfelwickler {iberwintert als Diapauselarve (L5).

Die fiir die Untersuchungen eingesetzten Apfelwicklerlarven stammten aus der an der
Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir biologischen
Pflanzenschutz, in Darmstadt vorhandenen Erhaltungszucht. Die Zucht der Apfelwick-
ler-Larven erfolgte auf semi-synthetischem Néhrmedium, wie es in leicht modifizierter
Zusammensetzung auch fiir Biotests Verwendung findet (Ivaldi-Sender, 1974). Um zu
verhindern, dass die gesamte Zucht durch mogliche Kontaminationen mit dem CpGV
beeintrachtigt wird, wurden die Larven einzeln in Doschen (ca. 8 cm’) gehalten, die mit
Néhrmedium ausgefiillt waren. Alle Entwicklungsstadien wurden in einem klimatisier-
ten Raum bei 26°C, 70% relativer Luftfeuchte und einer 16-stiindigen Fotoperiode
gehalten. Unter diesen Bedingungen begannen die Larven etwa 4-5 Tage nach der Eiab-
lage zu schliipfen und entwickelten sich innerhalb von 12-14 Tagen zur Puppe. Nach

einer Puppenruhe von etwa 7 Tagen schliipften die ersten Falter. Zur Kopulation und
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Eiablage wurden je 10-20 Falter in Plexiglaszylinder gesetzt, die mit Schaumstoff-
Futter ausgekleidet waren. Deren obere und untere Offnung wurde mit Cellophanpapier
abgedeckt, an das die Falter bevorzugt ihre Eier ablegten. Als Nahrung wurde den Fal-
tern lediglich Wasser iiber ein befeuchtetes Filterpapier angeboten. Die Apfelwickler-

Zucht erfolgte im wesentlichen nach der von Bathon (1981) beschriebenen Methode.

Das Cydia pomonella Granulovirus (CpGV) wurde zuerst von Tanada (1964) beschrie-
ben. Da dieses aus mexikanischen C. pomonella Larven isoliert worden war, wurde es
als mexikanisches Isolat benannt (CpGV-M). Neben diesem Isolat wurden spéter auch
ein russisches (CpGV-R) und ein englisches (CpGV-E) Isolat charakterisiert (Harvey &
Volkman, 1983; Crook et al., 1985; 1997).

Das CpGYV ist ein hoch spezifisches Pathogen des Apfelwicklers, das seit mehreren Jah-
ren als Insektizid im Obstbau zugelassen ist. Mit wiederholten Spritzungen des Virus-
praparates (z. B. Madex®, Granupom® oder Carpovirusine®) zur Eiablage, kann der

Apfelwickler effektiv bekampft werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung erfolgten die notwendigen Virusvermehrungen in L5-
Larven des Apfelwicklers, um eine moglichst grole Ausbeute an Viren zu erhalten (vgl.
Kap. 3.1.4). Die Larven wurden mit einer Dosis von 1000 OB infiziert und die virusto-
ten Larvenkadaver anschlieend in etwas Detergenz (0,5% SDS) gemdrsert. Die Sus-
pension wurde tiber Mull filtriert, mehrfach zentrifugiert und schlieBlich {iber einen 20-
80%-igen kontinuierlichen Glyceringradienten aufgereinigt. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Einschlusskorper in Wasser resuspendiert und deren Konzent-
ration durch Auszihlen in einer Zdhlkammer bestimmt. Die Virussuspension wurde
aliquotiert bei —20°C gelagert. Da das Virus durch wiederholtes Einfrieren und Auftau-

en an Aktivitdt verliert, wurde jeweils nur das bendtigte Aliquot aufgetaut.
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2.2 Populationsdynamik des CpGV und deren Parameter

Die Populationsdynamik von Baculoviren wird im wesentlichen durch die Interaktion
zwischen Virus und Insekt geprigt (Abb. 2.1). Da die Viren nicht ohne ihren Wirt exis-
tieren konnen, muss zunichst die Insektenentwicklung modelliert werden. Notwendig
sind hierfiir

(1) die temperaturabhidngigen Entwicklungsraten der einzelnen Entwicklungsstadien

(2) die natiirlichen Mortalitétsraten der einzelnen Entwicklungsstadien

(3) die Reproduktionsrate des Insekts

Virus

Insekt

infiziert
Larven

infizierte
kontaminierte
Adulte

Abb. 2.1: Vereinfachte Darstellung der CpGV-Apfelwickler-Interaktionen mit t; (Infektionsrate), t, (hori-
zontale Transmissionsrate), vp (Virus Produktionsrate), w (Wirkgeschwindigkeit), i; , (Inaktivierungsrate)
und v (vertikale Transmissionsrate).
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Die Hauptgrofen, welche die Vermehrung und Ausbreitung der Viren in der Umwelt
beschreiben, sind

(1) die Virusmenge (appliziertes Virus und virdse Larvenkadaver=Virusflecken)

(2) die Inaktivierungsrate

(3) die Infektionsrate und Wirkgeschwindigkeit

(4) die horizontale und vertikale Transmissionsrate

(5) die Menge an Virusnachkommen

Fiir das System Apfelwickler/CpGV wurde angenommen, dass sich nur die an der Ober-
fliche befindlichen L1-Larven mit Virus infizieren konnen. Ob sich eine frischge-
schliipfte Eilarve mit gespritzten Virus infiziert, hingt von der Infektionsrate, der Viru-
lenz und der Dichte der aktiven Viren ab. Die Dichte der aktiven Viren resultiert aus
dem Spritzzeitpunkt, der Aufwandmenge und der in der Zwischenzeit erfolgten Inakti-
vierung der Viren. Hat sich eine Larve infiziert, so bestimmt unter anderem die Wirkge-
schwindigkeit, wie schnell die Larve stirbt und wie viele Virusnachkommen produziert
werden. Eine an einer Infektion verendete Larve 16st sich auf und setzt Abermillionen
an neuproduzierten viralen Einschlusskdrpern frei. Die Gesamtheit der Virusnachkom-
men einer Larve konnen als ein Virusfleck angesehen werden, da diese zundchst am Ort
der lysierten Larve konzentriert sind. Andere frischgeschliipfte Eilarven konnen mit
einer bestimmten Wahrscheinlichkeit, der horizontalen Transmissionsrate, auf einen
Virusfleck treffen, sich infizieren und an der Infektion zugrunde gehen. Uberlebt eine
Larve eine Infektion, so besteht die Moglichkeit, das Virus an ihre Nachkommen wei-
terzugeben. Diese Form der Ubertragung ist die sogenannte vertikale Transmission.
Nicht infizierte Larven entwickeln sich iiber L2-L5 zu Puppen und Adulten, die sich

wiederum vermehren.

Virusmenge
Die Virusmenge des Systems setzt sich aus den applizierten Viren und den von infizier-
ten Larven freigesetzten Viren zusammen. Baculoviren werden in der Regel durch

Spritzapplikation ausgebracht und werden in unserem System als gleichmifBig verteilt
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angesehen. Da sich die Virusnachkommen aus infizierten Larven nicht gleichmifig

verteilen, werden diese als Virusflecken betrachtet und immer getrennt gefiihrt.

Inaktivierungsrate

Die aktive Virusdosis aus der Applikation ergibt sich aus der Menge der ausgebrachten
Virenpartikel und der Inaktivierung durch UV-Licht. Die Inaktivierung der applizierten
Viren durch UV-Licht ist einer der wesentlichen Parameter, welche die Persistenz der
Viren im Freiland limitieren. Sie folgt einer Gleichung erster Ordnung (Fritsch & Hu-
ber, 1985, Ignoffo et al., 1989). Virusflecken werden nach einer bestimmten Sonnen-
scheindauer inaktiviert. Ein Virusfleck wird im Modell immer als eine Einheit darge-

stellt und ist einheitlich aktiv oder inaktiv.

Infektionsrate und Wirkgeschwindigkeit

Infektionsrate und Wirkgeschwindigkeit beziehen sich auf das applizierte Virus und
beschreiben die Wirkung des Virus auf die Larve. Aufgrund der Biologie des Apfel-
wicklers kann sich nur das erste Larvenstadium (L1) an der Apfeloberfliche und auf
Blattern infizieren. Spétere Larvenstadien bleiben weitestgehend unberiihrt. Die Infekti-
onsrate ergibt sich aus der Aufnahmerate an Einschlusskorpern und der Virulenz der
Viren und wird mittels Biotests durch die LDsy (Dosis bei der 50% der Larven sterben)
gemessen. Die Wirkgeschwindigkeit stellt die Sterberate dar und wird ebenfalls in Bio-
tests durch die LTsg (Zeitraum, nach dem 50% der Larven an der Virusinfektion gestor-
ben sind) bestimmt. Die Virulenz beschreibt somit in quantitativer Form die Wirkung
des Virus. Zwar wurden keine Daten fiir ein gentechnisch verdandertes CpGV erhoben,
doch kann ein gentechnisch verdndertes Virus simuliert werden, indem
Viruseigenschaften wie Infektidsitdt und Wirkgeschwindigkeit im Modell verdndert
werden.

Horizontale und vertikale Transmissionsraten

Horizontale Transmission findet immer dann statt, wenn eine infizierte Larve lysiert,
Virusnachkommen freigesetzt werden und eine zweite Larve diese Virusnachkommen
aufnimmt. Die auf diese Art freigesetzten Viren werden im Modell als Virusfleck be-

trachtet. Die horizontale Transmissionsrate ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine Larve
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beim Durchqueren eines Virusflecks oder beim Einfressen in der Néhe eines solchen
Flecks, Virus aufnimmt und infiziert wird. Sie wird somit groBtenteils durch das
Verhalten der Larven bestimmt. Hingegen kann die vertikale Transmission stattfinden,
wenn Larven eine Virusinfektion iiberleben, sich zu Adulten entwickeln und die Infek-
tion an ihre Nachkommen weitergeben. Bei verschiedenen Baculovirus-Insekt-
Beziechungen trégt die vertikale Transmission in erheblichem Ausmal3 zur Verbreitung
der Infektion innerhalb der Wirtspopulation bei (Easwaramoorthy & Jayaraj, 1989,
Kukan, 1999, Nordin et al., 1990).

Die Virusnachkommen aus dem Infektionsgeschehen

Infizierte Larven produzieren abhingig von ihrem Larvenstadium und der Infektionsdo-
sis eine bestimmte Anzahl von Nachkommen. Im Modell werden ausschlielich die
Virusnachkommen von Larven, die sich im ersten Larvenstadium infizieren verwendet,
da die dlteren Larvenstadien fiir die horizontale Transmission von geringerer Bedeutung
sind. Die Anzahl der Virusnachkommen ist besonders in Hinblick auf gentechnisch ver-
anderte Viren von Bedeutung. Viren, die schneller toten, haben weniger Zeit sich zu
replizieren und produzieren in der Regel weniger Nachkommen. Beispielsweise fiihrt
die Deletion des viralen egt-Gens zu einer erhdhten Wirkgeschwindigkeit und einer
verringerten Anzahl von Virusnachkommen je infizierter Larve (O’Reilly & Miller,
1991). Eine verminderte Virusnachkommenschaft je Larve konnte die Ausbreitungs-

und Etablierungschancen einer Virus-Rekombinanten erheblich beeintriachtigen.
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3 Virusparameter

3.1 Virusaktivitit CpGV

3.1.1 Mittlere Letalkonzentration und mittlere Letaldosis

Fiir die Beurteilung der Baculovirus-Wirt-Beziehung sind Kenntnisse iiber die Infektio-
sitdit des CpGV von grundlegender Bedeutung. Zur Parametrisierung der Virusinfektio-
sitidt diente ein von Huber (1981) standardisiertes Biotestsystem, das fiir jede Virus-
Wirt-Beziehung reproduzierbare Ergebnisse liefert. Hierfiir wurden frisch geschliipften
Eilarven (L1) von C. pomonella liber viruskontaminiertes Futter infiziert und die Wir-
kung der Viren anhand der Larvenmortalitit bestimmt. Als Nahrung fiir die Larven
wurde das normale Zuchtmedium von Ivaldi-Sender (1971) dahingehend modifiziert,
dass es sich bei einer Temperatur von 40°C noch ausgielen liel, um eine thermische
Inaktivierung der Viren auszuschlieBen. Bei einer Temperatur von 40-45°C wurden die
Viren nach einem bestimmten Pipettierschema in frisch zubereitetes Futter eingeriihrt,
so dass man verschiedene Viruskonzentrationen im Medium erhielt. Nach dem Ausgie-
Ben des Mediums in Schalen, wurden diese durch den Einsatz eines Rasters in jeweils
50 Quadrate unterteilt. Diese Rasterschalen blieben iliber Nacht zum Ausdiinsten von
Feuchtigkeit offen stehen. AnschlieBend wurde jedes Quadrat mit einer frisch ge-
schliipften Eilarve besetzt. Als Kontrolle diente eine Rasterschale mit virusfreiem
Nahrmedium. Die verschlossenen Schalen wurden bei 26°C unter Langtagbedingungen
(16 Stunden Licht / 8 Stunden Dunkel) inkubiert. Nach 6 Tagen wurde die virusbeding-
te Mortalitét registriert. Als klassische Methode zur statistischen Auswertung der Bio-
tests diente die Probit-Analyse nach Finney (1971), die auf dem Maximum-Likelihood-
Prinzip basiert. Hiermit konnen qualitative Dosis-Wirkungskurven berechnet werden.
Fiir die Berechnung wurde die PC-Software MLP 3.08 (NAG, Lawes Agricultural
Trust, Rothamsted Experimental Station, 1987) verwendet. Anhand der resultierenden
Probit-Regressionsgeraden, wurde die Viruskonzentration berechnet, die eine Mortali-

tatswahrscheinlichkeit von 50% hervorruft. Dieser Wert, der als mittlere letale Konzent-
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ration (LCsp) bezeichnet wird, stellt ein relatives MaB fiir die biologische Aktivitét der

Viren dar.

In Tab. 3.1 sind die fiir das CpGV ermittelten Biotests-Ergebnisse zusammen mit LCso-
Werten aus der Literatur aufgefiihrt, die nach vergleichbarer Methode fiir das CpGV-M
bestimmt wurden. Die mittlere LCso von 2,56 x 10> OB/ml Medium zeigt dabei eine
gute Ubereinstimmung mit den von Fritsch (1989) und Crook et al. (1984 und 1985)
angegebenen Daten. Der relativ steile Verlauf der Probit-Regressionsgeraden mit einer
Steigung von 2,12 bei Fritsch (1989) wurde in den Biotests, die mit Eilarven aus dem
gleichen Zuchtstamm des Apfelwicklers durchgefiihrt wurden, bestdtigt. Dies ldsst auf

eine grofle Homogenitét der Versuchstiere schlieen.

Tab. 3.1: Ubersicht iiber die in Biotests auf kiinstlichem N#hrmedium (Inkubationszeit 6 Tage) ermittel-
ten LCso-Werte fiir das CpGV-M.

LCs Steigung der
[OB/ml Medium] Probitgeraden Quelle
2,56 x 10° 2,16 diese Untersuchung
2,73 x 10° 2,12 Fritsch (1989)
2,40 x 10° 1,38 Crook et al. (1984)
2,60x 10° 1,21 Crook et al. (1985)

Die vorliegenden LCsp-Daten geben zwar Hinweise auf die biologische Aktivitdt des
CpGV, sie sagen jedoch alleine noch nichts iiber die tatsdchlich wirksame Virusdosis
aus, da diese in hohem Male auch von der FrafBaktivitit und dem Fraflvolumen der
Wirtslarven abhingig ist. Da die Bestimmung der LDsy (Dosis bei der 50% der Ver-
suchstiere sterben) insbesondere bei Eilarven des Apfelwicklers problematisch ist, kann
hier auf Daten aus der Literatur zuriickgegriffen werden (Tab. 3.2). So leiteten Crook et

al. (1984) aufgrund der Methode des ,,in vivo cloning* des CpGV fiir Eilarven theore-
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tisch eine LDsy von 1-2 OB ab. Beim ,,in vivo cloning* werden Eilarven fiir einen kur-
zen Zeitraum (24h) einer so niedrigen Viruskonzentration ausgesetzt, dass hochstens
10% der Versuchstiere an der Virose sterben. Nach einem Modell von Huber & Hughes
(1984) ist bei einer so geringen Mortalitit davon auszugehen, dass bei etwa 95% der
Versuchstiere die Virose durch die Aufnahme eines OBs ausgelost wurde. Anhand der
Biotests von Payne (1981) schitzten Crook et al. (1985) die LDs fiir L1 von C. pomo-
nella auf maximal 3 OB pro Larve. In Biotests mit Apfelrondellen, auf die das CpGV
mit und ohne Netzmittel appliziert wurde, ermittelte Keller (1973) fiir L1-Larven Werte
von 28 bzw. 14 OB. Im Vergleich zu den Eilarven ist die LDsy von L5-Larven des Ap-
felwicklers, wie zu erwarten hoher und betrdgt nach Etzel & Falcon (1976) 50 bzw. 92

OB nach Angaben von Camponovo & Benz (1984).

Tab. 3.2: Ubersicht der LDsy-Werte fiir L1- und L5-Larven des Apfelwicklers, C. pomonella.

L1 L5
LDs Quelle LDs Quelle
[OB/Larve] [OB/Larve]
1,5 Crook et al. (1984) 50 Etzel & Falcon (1976)
Camponovo & Benz
3 Crook et al. (1985) 92 (1984)
1,37 Winstanley (pers. Mitt.) 10 Winstanley (pers. Mitt.)
14 Keller (1973)
28 Keller (1973)
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3.1.2 Mittlere Letalzeit

Bei der Virogenese werden die Wirtslarven erst relativ spét durch die mit der Replikati-
on verbundene Lysis lebenswichtiger Organe abgetotet. Dies bedeutet, dass infizierte
Larven im Friithstadium der Virose zunéchst ihre Aktivitit beibehalten und dabei auch
noch in Friichte einzudringen vermdgen. Die Infektiositidt von Viren wird daher nicht
nur von der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Pathogen und Wirt, sondern auch von
der Zeit-Mortalitits-Beziehung bestimmt. Als MaB hierfiir dient die sogenannte mittlere

Letalzeit (LTsp), d. h. die Zeit, in der 50% der Testtiere sterben.

Um Auskunft iiber das Absterbeverhalten infizierter Apfelwickler-Larven zu erhalten,
wurden Eilarven auf Ndhrmedien mit unterschiedlichen CpGV-Konzentrationen (2500,
5000, 10000 und 20000 OB pro ml Medium) gesetzt. Als Kontrolle diente virusfreies
Medium. Da sich im Freiland die Apfelwickler-Larven im Allgemeinen wiahrend des
kurzzeitigen OberflachenfraBes und damit vor dem Eindringen in virusbehandelte
Friichte infizieren, wurden die Tiere im Laborversuch auch nur kurze Zeit, d.h. 24 h auf
viruskontaminierter Nahrung exponiert. AnschlieBend wurden sie (100 Larven pro Va-
riante) auf virusfreies Medium umgesetzt und in Einzelhaltung bei Standardbedingun-
gen (26°C und Langtagbedingungen) weiter inkubiert. Wéahrend der Inkubation bis zur
Verpuppung wurden in verschiedenen Zeitabstinden die Larvenmortalitdten registriert.
Zur Berechnung der virusbedingten mittleren Letalzeiten wurden zunéchst fiir jede In-
fektions-Konzentration die zeitabhingigen Wirkungskurven mit Hilfe der Probit-
Analyse ermittelt. Hierfiir wurde eine Software verwendet (MLP 3.08), bei der Ober-
grenzen fiir die Larvensterblichkeit vorgegeben werden konnen, da die unterschiedli-
chen Infektionskonzentrationen verschiedene Endmortalititen zur Folge hatten (Tab.

3.3).



-39 -

Tab. 3.3: Mittlere Letalzeiten (LTs) fiir Eilarven von C. pomonella, die die ersten 24 h auf unterschiedli-
chen CpGV-Konzentrationen bei 26°C gehalten wurden (Inkubationszeit 11 Tage).

Virus-Konzent‘ration Endmortalitat LTso (SS::;gdl:::.%_
[OB/ml Medium] [%] [h] abweichung)
2500 27 114,5 ((0)28;41&)
5000 34 109,0 ((0)2332491)
10000 57 104,6 (gzg?gg)
20000 85 105,9 (8’855%)

Die Ergebnisse zeigten, dass mit zunehmender Viruskonzentration die Werte fiir die
mittlere Letalzeit in dem gewdihlten Bereich unabhéngig von der Viruskonzentration
sind. Bei der niedrigsten Viruskonzentration (2500 OB/ml Medium), die innerhalb der
Testlarvenpopulation eine Endmortalitdt von 27% bewirkte, wurde im Vergleich zu den
iibrigen Konzentrationen eine kaum hohere LTsy ermittelt. Auch bei einer Erhéhung der
Viruskonzentration um den Faktor 2, 4 bzw. 8 zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in den mittleren Letalzeiten. Die virusbedingten Endmortalititen erh6hten sich auf 34%,
57% bzw. 85% der Testlarven. Die aus allen Konzentrationsvarianten berechnete mittle-
re Letalzeit betrug 108,5 h (4,5 Tage). Nach dem Modell von Huber & Hughes (1984)
kann man bei diesen Mortalititen davon ausgehen, dass die Versuchstiere durch die
Aufnahme weniger infektioser Viruspartikel gestorben sind. Damit wird, unabhéngig
von der angebotenen Viruskonzentration, die Infektion einer Larve durch eine dhnlich
wirksame Dosis ausgelost. Erst bei hohen Viruskonzentrationen kommt es zu einer
gleichzeitigen Infektion durch mehrere Viruspartikel. Dies bedeutet, dass die Virus-
replikation in mehreren Zellen des larvalen Mitteldarms gleichzeitig beginnen kann und
sich die Virose in der Larve schneller ausbreitet. Die infizierten Tiere sterben frither ab
und die LTsy wird in der Tendenz herabgesetzt. Dariiber hinaus zeigte sich in allen Ver-
suchen, dass an einer Virose gestorbene Larven nicht vor dem 3. Versuchstag auftraten.

Die Erklarung hierfiir liegt in der zeitlichen Entwicklung der Virose. Nach der erfolg-
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reichen Primérinfektion der Larven werden von den Viren mehrere Replikationszyklen
in den larvalen Geweben durchlaufen, ehe der Wirt an einer Lysis der inneren Organe
stirbt. In Pathogenititstests mit Apfelrondellen kam Keller (1973) fiir das CpGV-M zu
vergleichbaren Resultaten. Allerdings lag die mittlere Letalzeit der Apfelwicklerlarven
zwischen 5,48 und 6,0 Tagen etwas hoher. Erste virose Larven wurden am 4. Tag beo-

bachtet, ebenfalls unabhingig von der verabreichten Viruskonzentration.

3.1.3 Temperaturabhingigkeit der Wirkgeschwindigkeit

Ziel der Untersuchungen war es, die Replikationsfahigkeit und Wirkgeschwindigkeit
des CpGV bei unterschiedlichen Temperaturen zu beschreiben. In Biotests wurden da-
her jeweils 500 Eilarven von C. pomonella auf viruskontaminiertem Medium (5000
OB/ml = LCys bei 26°C) bei Temperaturen von 19°C, 22°C, 24°C, 26°C, 28°C, 30°C
und 32°C unter Langtagbedingungen bis zur Verpuppung inkubiert. Fiir jeden Auswer-
tungszeitpunkt wurden pro Temperaturvariante 50 Tiere entnommen und bonitiert, um
die virusbedingte Mortalitdit zu bestimmen. Aus den voneinander unabhédngigen
Mortalitdtsdaten konnten mittels Probit-Analyse (MLP 3.08-Software) fiir jede
Temperatur Wirkungsgeraden und die daraus resultierenden mittleren Absterbezeiten

(LTso) als MaB fiir den zeitlichen Verlauf der Virose ermittelt werden.

Wie in Tab. 3.4 ersichtlich, nahmen die LTso-Werte mit zunehmender Temperatur ab
und zwar von 467 h bei 19°C auf 172 h bei 30°C. Erst bei 32°C ist ein erneuter Anstieg
auf 298 h zu verzeichnen. Die Probitgeraden fiir 19°C und 32°C zeigten eine geringere
Steigung als die Geraden fiir die {ibrigen Temperaturen, die nahezu parallel verlaufen.
Obwohl alle Testlarven mit der gleichen Viruskonzentration infiziert wurden, nahm die
Mortalitét bei 30°C auf 81% und bei 32°C auf 50% deutlich ab. Die iiberlebenden Lar-
ven zeigten keinerlei Symptome einer Virusinfektion. Bei niedrigeren Temperaturen
zwischen 19°C und 28°C war die Empfindlichkeit der Apfelwicklerlarven gegentiber
dem CpGV unverdndert und die erreichten Endmortalitdten lagen wie zu erwarten um

95%.
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Tab. 3.4: Mittlere Letalzeiten (LTs) flir Eilarven von C. pomonella bei unterschiedlichen Temperaturen.
Die Larven wurden bis zur Verpuppung auf viruskontaminierter Nahrung gehalten.

End- o
Temperatur mortalitit LTs 95% Vertrauens- Steigung (SE)
[°C] o [h] grenzen
[%]
19 95 467 445 - 492 0,007 (0,0007)
22 90 230 218 - 242 0,015 (0,0010)
24 93 201 192 - 210 0,022* (0,0020)
26 95 190 182 -200 0,021* (0,0020)
28 95 174 166 — 182 0,024* (0,0020)
30 81 172 162 — 183 0,017* (0,0020)
32 50 298 264 — 382 0,008 (0,0020)

* gekennzeichnete Werte, unterscheiden sich im Chi-Quadrat-Test (95% Schranke) nicht signifikant im
Vergleich zum Standard-Biotest bei 26°C.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass fiir die Entwicklung der Virose der optimale
Temperaturbereich ungefahr zwischen 26 und 28 °C liegt. Sowohl niedrigere als auch
hohere Temperaturen beeinflussen das Virus-Wirt-System, was sich in einer deutlich
reduzierten Wirkgeschwindigkeit ausdriickt. Die Verringerung der Larvensterblichkeit
bei 30°C und 32°C deutet auf eine Hemmung der Virusreplikation bei erhohten Tempe-
raturen hin. Auch aus der Literatur ist bekannt, dass die LTso des CpGV bei Temperatu-
ren liber 30°C ansteigt und die Resistenz der Apfelwicklerlarven gegeniiber den Viren
zunimmt (Keller, 1973). Diese Beobachtung ist jedoch nicht auf eine thermische Inakti-
vierung der Viren zuriickzufiihren, sondern vielmehr auf Verdnderungen im physiologi-
schen Zustand der Wirtslarven, die mdglicherweise zu einer Hemmung der Virusrepli-
kation fithren. Die ermittelten Daten konnen zu einer quantitativen und zeitlichen Prog-

nose iiber den Verbleib der Viren in der Umwelt herangezogen werden.
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3.1.4 Virusnachkommen bei CpGV

Aus der Literatur war bekannt, dass Larven im L5-Stadium bis zu 10'"! Virusnachkom-
men produzieren, wihrend Larven im L4-Stadium 10 bis 15mal weniger produzieren
(Keller, 1973). Die Anzahl der Virusnachkommen von Eilarven sollte entsprechend
threr KorpergroBe um einen Faktor 660 kleiner sein als bei den L5-Larven. AuBlerdem
wurde angenommen, dass Larven, die mit einer hdheren Dosis infiziert wurden, schnel-
ler sterben und somit weniger Virusnachkommen produzieren. Frisch geschliipfte Eilar-
ven wurden iiber die droplet-feeding-Methode (Kadir et al. 1999; Hughes & Wood,
1981) mit einer Dosis von 100, 500 oder 5000 Einschlusskorpern pro Larve infiziert.
Die Larven wurden anschlieBend auf Zucht-Medium gehalten. Tote Larven wurden ab-
gesammelt, zerrieben und in Wasser aufgenommen. Die Viren wurden in einer Petroff-
Hauser-Zahlkammer im Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.1
dargestellt. Bei einer Dosis von 100 OB wurden durchschnittlich 3,5 x 10® Nachkom-
men gebildet und bei 500 OB pro Larve 6,4x10’ OB. Einen signifikanten Unterschied
gab es bei einer Dosis von 5000 OB, bei der nur 2,2x10° OB gebildet wurden. Das ent-
spricht einer Reduktion von 99,4% im Vergleich zu der niedrigsten Dosis, die getestet
wurde. Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung konnte sein, dass die Larven
durch den massiven Befall des Mitteldarms kaum noch Nahrung zu sich nehmen kon-
nen und verhungern. Sie sterben schneller und lassen den Viren weniger Zeit flr die
Replikation. Eine dhnlich hohe Reduktion der Anzahl an Virusnachkommen konnte
auch bei einem schneller tétenden gentechnisch verinderten AcMNPV, dem Ac-
TOX34.4, festgestellt werden (Burden et al., 2000). Da in unseren Versuchen eine 50-
fach hohere Infektionsdosis beziiglich der Virusnachkommenproduktion vergleichbar
war mit einem schneller tétenden gentechnisch verdnderten Virus, konnte fiir bestimmte
Fragestellungen eine solche hohere Infektionsdosis ein gentechnisch verédndertes Virus

in den Versuchen ersetzen.
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Abb. 3.1: Anzahl der Virusnachkommen von Larven, die als frischgeschliipfte Eilarven mit unterschiedli-
chen Dosen CpGV infiziert wurden. Es wurden je vier Verdiinnungen einer Larvensuspension mikrosko-
pisch ausgezéhlt. Die Anzahl der Nachkommen bei einer Dosis von 5000 OB unterscheidet sich signifi-
kant von denen der anderen beiden Dosen (p<0,01).

3.1.5 UV-Inaktivierung

Im Freiland wird die Persistenz von Baculoviren, wie bei anderen Pathogenen auch,
erheblich von Umwelteinfliissen beeintridchtigt. Die UV-Strahlung der Sonne, die etwa
1% der Gesamtstrahlung ausmacht, gilt als Hauptfaktor, der die biologische Aktivitét
und damit die Persistenz der Viren in der Natur begrenzt. Im Korper des Wirtes sind
Baculoviren vor dieser inaktivierenden Strahlung relativ gut geschiitzt und im Boden
konnen sie unter gilinstigen Bedingungen iiber Jahre hinweg persistieren (Thompson et
al., 1981). Dagegen ist die Stabilitdt von applizierten Viren auf Pflanzen und Blattern,

die dem Sonnenlicht direkt ausgesetzt sind, du3erst begrenzt.

In einer Reihe von Untersuchungen unter Labor- und Freilandbedingungen konnte der
Einfluss des UV-Lichtes auf die Aktivitit von verschiedenen Baculoviren nachgewiesen
werden (Ubersicht bei Jaques, 1977, Krieg et al., 1981). Wihrend eine Strahlung im

Wellenldngenbereich von iiber 320 nm nur einen geringen Einfluss auf die Virusaktivi-
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tit zeigte, erwies sich das kurzwellige UV-C (254 nm) als besonders wirksam. Unter
natiirlichen Bedingungen ist dieser UV-C-Anteil allerdings von geringer Bedeutung, da
dieser grofitenteils in der Ozonschicht der Erdatmosphédre absorbiert wird. Die mittel-
und langwellige UV-B (285-315 nm) und UV-A (315-380 nm) in der erdnahen Strah-
lung der Sonne ist es, die im wesentlichen zur Inaktivierung der Pathogene im Freiland
beitragen. Dabei ist die Intensitét der UV-Einstrahlung auf der Erdoberfldche von ver-
schiedenen Faktoren abhédngig, wie z.B. der Ozonkonzentration in der Atmosphére, von
Witterungsbedingungen, insbesondere aber von der Hohe des Sonnenstandes und damit

von der Jahreszeit.

In Laborversuchen untersuchten Fritsch & Huber (1985) die Inaktivierung von trocke-
nen Virusspritzbeldigen des CpGV unter Verwendung einer kiinstlichen UV-
Strahlenquelle (Ultravitallux-Lampen), deren Strahlenspektrum dem natiirlichen Son-
nenlicht relativ dhnlich ist. Die Experimente zeigten, dass ca. 95% der Viren bereits
nach kurzzeitiger UV-Exposition inaktiviert wurden und eine weitere Aktivitdtsabnah-
me wesentlich langsamer erfolgte. Es war auch dann kein signifikanter Unterschied im
Verlauf der Inaktivierung festzustellen, wenn die Umgebungstemperatur von 25°C auf
50°C erhoht wurde. Die aus den Inaktivierungskurven ermittelten Halbwertszeiten, bei
denen 50% der Viren inaktiviert wurden, betrugen 6,4 min bei 25°C und 4,2 min bei
50°C. Erst bei hohen Temperaturen von iiber 70°C war eine deutlich schnellere Aktivi-
tatsabnahme des CpGV und eine signifikant niedrigere Halbwertszeit von 2,7 min zu
verzeichnen, was auf einen Synergismus zwischen UV-Strahlung und Temperatur hin-
weist. Fiir das CpGV bedeuten diese Resultate, dass selbst bei maximal erreichbaren
Temperaturen (40-50°C) auf Bléttern im Freiland die UV-Empfindlichkeit der Viren
durch hohe Umgebungstemperaturen nicht weiter erhoht wird und somit das Sonnen-

licht den groBten Einfluss auf die Virusinaktivierung hat.

Die Ergebnisse der Laborversuche vermitteln zwar Hinweise iiber die UV-Inaktivierung
des CpGV, sie lassen sich aber nicht direkt auf Freilandbedingungen tiibertragen. Er-
kenntnisse hieriiber lieferten Freilanduntersuchungen von Fritsch & Huber (1989), die

bei unterschiedlichen Witterungsbedingungen durchgefiihrt wurden. Die Spritzversuche
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mit dem CpGV wurden im Sommer 1981 bei hdufig bewdlktem Himmel und 1982 bei
iiberwiegend sonniger Witterung auf dem Versuchsfeld der BBA in Darmstadt durchge-
fiihrt. Nach Applikation der Viren wurden zu verschiedenen Zeiten Blattproben ent-
nommen, um im Labor in Biotests nach der Methode von Krieg et al. (1980) mit Ap-
felwickler-Larven die Virusaktivititen (LCsyp) zu bestimmen. Die reziproken LCso-
Werte stellen dabei ein direktes MaB fiir die Virusaktivitit auf den Blattoberflichen dar.
Wie in den Laboruntersuchungen, so zeigte sich auch im Freiland, dass die Aktivitét der
CpGV-Spritzbeldge innerhalb weniger Tage signifikant herabgesetzt wird und die wei-
tere Inaktivierung langsamer voranschreitet. Fiir den Untersuchungszeitraum lésst sich
jedoch der Verlauf der Aktivitdtsabnahme bis zu einer 99,9%igen Inaktivierung durch
eine lineare Beziehung beschreiben, wenn die Aktivititswerte logarithmisch gegen die
Expositionszeit in Sonnenstunden aufgetragen werden (Abb. 3.2). Anhand dieser linea-
ren Inaktivierungskurven wurden die in Tab. 3.5 dargestellten Halbwertszeiten fiir das
CpGYV errechnet. Bei sonniger Witterung wurden bereits nach 2 Tagen bzw. 14,4 Son-
nenstunden 50% der Viren inaktiviert, wihrend bei bewdlktem Himmel die Halbwerts-
zeit auf etwa eine Woche bzw. 20 Sonnenstunden anstieg. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Stabilitdt des CpGV in hohem Male von den jeweils herrschenden Witterungsbe-
dingungen abhidngig ist, d.h. die Virusspritzbeldge bei bedecktem Himmel wesentlich
besser persistieren, als bei hoher Sonneneinstrahlung. Ein Grund hierfiir ist die in unse-
ren Breiten insgesamt geringere UV-Einstrahlung, die durch den niedrigeren Stand der
Sonne in der zweiten Jahreshilfte bedingt ist und deren Intensitit bei Bewolkung noch
weiter reduziert wird. Spritzbeldge des CpGV werden zwar im Freiland groBtenteils (zu
95%) sehr schnell innerhalb kurzer Zeit inaktiviert und damit unwirksam, dennoch ist
zu beriicksichtigen, dass ein gewisser Prozentsatz an Viren an geschiitzten Stellen im
Boden, auf Blittern und Friichten durchaus liangere Zeit persistieren kann, zumal Ein-
schlusskorper sogar in Blattstomata einzudringen vermdgen (Reed, 1971; siehe auch

Kap. 3.1.6.1 Persistenz und horizontale Transmission im Freiland).
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Abb. 3.2: Verlauf der Inaktivierung des CpGV im Freiland (nach Huber unverdffentlicht, 1982)

Tab. 3.5: Halbwertszeiten fiir das CpGV in Freilandversuchen 1981 und 1982 (Fritsch & Huber, 1989).

Versuch Durchschnittliche Hoéhe der Halbwertszeit
Sonnenstunden  Mittagssonne Tage (Sonnenstunden)]
I (o] (o]
07.07.-03.08.81 3,7 62° - 57 6,5 (20,0)
II (o] o]
21.06. 20.07.82 6,9 63° - 60 2,0 (14,3)

Parallel zu den Freiland-Untersuchungen iiber die horizontale Transmission (Kap.

3.1.6.2), wurde im Rahmen dieses Forschungsvorhabens ein Versuch zur UV-

Inaktivierung in der ,Braeburn‘-Parzelle der
Versuchsanlage ,Nussacker® der Staatlichen
Lehr- und Forschungsanstalt, Neustadt/Weinstr.
durchgefiihrt. Die ,Braeburn‘-Parzelle wird in
Abb. 3.7, Kap. 3.1.6.1 ndher beschriecben. Am
12.06.01 fand eine einmalige Spritz-Applikation

des CpGV-Insektizids, Granupom®,

Aufgrund von Laborversuchen (sieche

statt.

Kap.  Abb. 3.3: Inkubation des Biotests.
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3.1.6.1), wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich viele Larven in der Stielgrube infi-
zierten und das Virus dort mdglicherweise weniger UV-Strahlung ausgesetzt war und
dadurch ldnger aktiv blieb. Hierfiir wurden ebenfalls am 12.06.01 bei 13 Bdumen in den
unbehandelten Kontrollparzellen 2l verdiinntes Granupom® (Konzentration 2 x 10*
OB/ul) in die Stielgrube punktuell appliziert. Um die verbleibende Aktivitit des CpGV
in einem Biotest zu bestimmen, wurden anschlieBend jeweils 50 Apfel der beiden
CpGV applizierten Gruppen und 50 Apfel der unbehandelten Kontrolle zu zehn unter-
schiedlichen Zeitpunkten geerntet (siche Tab. 3.6). Bis zur Durchfiihrung des Biotests
wurden die Apfel bei 4°C gelagert. Fiir den Biotest wurde je eine Eilarve auf einen Ap-

fel in einem verschlieBbaren Becher gesetzt (Abb. 3.3) und deren Mortalitdt nach drei

Wochen bestimmit.

Tab. 3.6: Ubersicht der Termine fiir die Probenentnahmen.

Zeitraum nach CpGV-Applikation am 12.06.01
Datum, Uhrzeit ¥ Tage X Sonnenstunden X Gesamteinstrahlung
13.06.01, 18:00 1 23,5 14,8
15.06.01, 17:00 3 40,3 26,8
17.06.01, 19:00 5 55,2 38,0
19.06.01, 18:00 7 61,8 44.8
23.06.01, 18:00 11 105,4 72,8
27.06.01, 17:30 15 150,2 101,4
04.07.01, 18:30 22 204,7 138,4
11.07.01, 19:00 29 272,1 183,8
25.07.01, 16:30 43 389,5 2639
29.08.01, 16:00 35 693,3 4434

Beim gleichmédBig gespritzten Virus lisst sich eine deutliche Aktivitdtsabnahme erken-

nen. Diese Aktivitidtsabnahme wird durch folgende angepasste Gleichung beschrieben
y=76,1132%exp(-0,013291*x).

Die berechnete Halbwertszeit liegt somit bei 52,2 Sonnenstunden und ist im Vergleich

zu den bisherigen Arbeiten von Fritsch & Huber (1989) wesentlich hoher (Tab. 3.5).

Das zeigt, dass die unterschiedlichen Versuchsmethoden (sonnenexponierte Blattschei-
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ben bei Fritsch & Huber, 1989 bzw. sonnenexponierte Apfel in diesem Versuch) sehr

abweichende Ergebnisse liefern.

¥=75 11 Fexp(-0,01 3291 44
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Abb. 3.4: UV-Inaktivierung von CpGV aus einem Freilandversuch. Das CpGV wurde entweder durch
eine Spritzung gleichmifig appliziert (A.) oder in die Stielgrube des Apfels aufgetragen (B.). Die im
Biotest erhaltenen Mortalitdten wurden iiber die Abbott-Formel gegen eine Kontrolle korrigiert (Abbott,
1925); n = 50. Die hohe Mortalitét des gleichmaBig gespritzen CpGV bei 272 Sonnenstunden (C8, ent-
spricht 29% Mortalitét) wurde als Ausreifler betrachtet und in der Auswertung nicht beriicksichtigt. Fiir
die Anpassungskurven wurde jeweils das gleiche Modell verwendet. Die erklirte Varianz des gleichmé-
Big verteilten CpGV (A.) liegt bei 89,0%, die des punktuell applizierten Virus (B.) liegt bei 7,8%.
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Im Gegensatz zu dem gespritzten Virus, ldsst sich bei dem punktuell in der Stielgrube
aufgetragenem Virus keine exponentiell verlaufende Abnahme der Virusaktivitét erken-
nen. Erwartet wurde, dass viele der Larven die Apfel in der Nihe des Stielansatzes an-
fressen. Die Vermutung, dass CpGV in der Stielgrube weniger UV-Strahlung ausgesetzt
wurde und ldnger aktiv blieb, konnte jedoch nicht eindeutig bestétigt werden, da sich
relativ wenig Larven an dieser Stelle in den Apfel fraBen. Anndherungsweise nimmt die
Inaktivierung einen eher linearen Verlauf. Verwendet man jedoch, wie in anderen Fil-
len, eine exponentielle Anpassung, dann ergibt sich eine Inaktivierungsrate von 0,001
und eine Halbwertszeit von 657,2 Sonnenstunden (Abb. 3.4 B.), was dennoch eine sehr

geringe Abnahme der Virusaktivitét in der Stielgrube andeutet.

3.1.6 Transmission

Obwohl das CpGV bereits seit mehreren Jahren im Obstbau erfolgreich angewendet
wird, ist unbekannt, ob und wie sich das Virus in einer Insektenpopulation halten kann.
Fiir den Apfelwickler ist das CpGV extrem pathogen, was auf eine horizontale Trans-
mission schlieBen lieBe. Hingegen spricht die eher solitdre Lebensweise und das saiso-
nale Auftreten des Apfelwicklers mehr fiir eine vertikale Transmission des CpGVs. Um
die Dynamik des CpGVs modellieren zu konnen, sind qualitative und quantitative

Kenntnisse iiber beide mdgliche Ubertragungsstrategien notwendig.

3.1.6.1 Horizontale Transmission CpGV

Die horizontale Ubertragung einer Baculovirus-Infektion setzt voraus, dass eine Larve
auf einen an einer Virose gestorbenen Larvenkadaver trifft. Denkbar wire auch, dass
aus Larvenkadavern freigesetzte Viren durch andere Insekten oder auch Vogel verteilt
wiirden (Entwistle et al., 1977, Entwistle et al., 1993 Vasconcelos et al., 1996) und so-
mit das Infektionspotential erhohen wiirden, doch sind diese Ansdtze nur sehr schwierig
quantifizierbar. Apfelwickler-Eier werden einzeln abgelegt und es entwickelt sich in der

Regel nur eine Larve pro Apfel. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Larven begeg-
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nen scheint, rein flichenméBig betrachtet, duBerst gering. Hinzu kommt, dass im Herbst
Laub und Apfel abfallen bzw. geerntet werden und sich das Virus, auBer in Borkenrit-
zen, nicht bis zur nichsten Saison auf dem Baum halten kann. Wegen dieser Uberle-

gung wurde die horizontale Transmission fiir das CpGV bisher weitgehend ignoriert.

Um quantitative Aussagen iiber die Wahrscheinlichkeit der horizontalen Transmission
des CpGV treffen zu konnen, wurden gezielte Experimente in einem Modellsystem mit
"losen" Apfeln und im Freiland durchgefiihrt. Im Modellsystem wurden Szenarien der
moglichen horizontalen Transmission unter definierten Bedingungen getestet. Verwen-
det wurden Larven im L1-Stadium, da fiir diese die groite Wahrscheinlichkeit einer
Begegnung angenommen wurde. In der Regel machen sich frisch geschliipfte Eilarven
sofort auf die Suche nach einem Apfel. An einer geeigneten Stelle bohren sie sich
schnell in den Apfel ein, weshalb sie sich nur sehr kurze Zeit auf der Apfeloberfliache
befinden. Junge Larven, die sich auBerhalb des Apfels infizieren, sterben entweder an
oder direkt unter der Oberfliche und hinterlassen dort bis zu 9x10® OB. Da sich iltere
Larvenstadien im Kerngehduse territorial verhalten, tragen die wenigen Apfelwickler,
die erst in spéteren Stadien an der Virose erkranken, wahrscheinlich nicht zu einer hori-
zontalen Ubertragung bei. Fiir eine horizontale Transmission auf der Oberfliche spricht
zudem eine groflere Wahrscheinlichkeit, dass ein weiblicher Falter ein weiteres Ei auf
oder in der Nihe eines Apfels ablegt, wenn sich auf dem Apfel nur ein oberflachlicher,

abgestoppter Fral} befindet.

Experimentelle Infektionsrate: Einfluss der Virusverteilung

Ausgangspunkt fiir die Modellversuche zur horj

me, dass die Infektionswahrscheinlichkeit von
Aus diesem Grund wurde eine Serie von Ex
schiedlich groBe Flichen korrespondierend der produz
auf Apfel appliziert wurden. Die gleiche Virus

tuellen Fleck, (2) auf einer kreisformigen Fléc : dem gesamten

ver imitieren, die kleine Flache die gleichen Virusnachkommen, die durch Regen ver-
Abb. 3.5: CpGV-Applikation auf einer Fldache

von 7em’.
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teilt wurden und die vollstindige Benetzung eine Spritzbehandlung. Um festzustellen,
ob die Virusmenge ebenfalls einen Einfluss auf die Infektionswahrscheinlichkeit hat,
wurden die Modellapplikationen mit jeweils drei verschiedenen Viruskonzentrationen
durchgefiihrt (siche Abb. 3.6). Nachdem das Virus angetrocknet war, wurde jeweils eine
frischgeschliipfte C. pomonella-Eilarve auf einen Apfel gesetzt. Die Auswertung der
Mortalitdten erfolgte nach drei Wochen, einem Zeitraum, in dem sich nicht infizierte
Larven bis zum L5-Stadium entwickelt hatten, wodurch das Wiederfinden der Uberle-

benden erleichtert wurde.

2x10% G/Apfel

S S &
C"D@ < &

4x10* G/Apfel

mit Virus bedeckte Flache

ADbb. 3.6: Schematischer Versuchaufbau.

Diese Versuchsreihe wurde mit Apfeln der Sorte "Elstar” durchgefiihrt und zeigte, dass
punktuell aufgetragenes Virus nur eine sehr geringe, vernachlidssigbare Mortalitédt her-
vorruft (Abb. 3.7). Die kleine Virusflache hatte insbesondere bei der hochsten Konzent-
ration eine erkennbar h6here Mortalitit als die Virusflecken. Wie erwartet, war die Mor-
talitdt bei der kompletten Benetzung eindeutig am hochsten. Dabei stellte sich heraus,
dass sowohl bei der kleinen Flache als auch bei der kompletten Benetzung ein Unter-

schied in der Mortalitdt in Abhingigkeit von den applizierten Virusmengen erkennbar
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war. Als weiteres Ergebnis dieses Versuches konnte gezeigt werden, dass die Héufig-
keitsverteilung der FraBstellen nicht mit dem jeweiligen Flichenanteil der Apfeloberflé-
che korrelierte (Abb. 3.9, Tab. 3.7). Vielmehr hatten die Larven bevorzugte Fral3stellen
auf der Oberflache. Obwohl beziiglich der FraBstellenpriferenz zum Teil deutliche Un-
terschiede zwischen den vier verglichenen Sorten beobachtet werden konnte, war bei
allen Sorten der Stielansatz derjenige Ort mit der anteilig hochsten Priferenz. Im Be-
reich des Stielansatzes, der weniger als 1% der Oberfliche des Apfels einnimmt, fralen

je nach Sorte 25-63% der Larven an (Tab. 3.7)

Bevorzugte FrafBstellen wurden auch von anderen Autoren beobachtet. Zum Beispiel
beobachtete Geier (1963) in Australien, dass 18% der "Granny Smith” Apfel am Stiel
angefressen wurden. Hingegen stellten Coutin (1959) in Frankreich bei der Sorte 'Rei-
nette du Canada” und Glen & Clark (1985) in GroBbritannien bei der Sorte "Cox’s
Orange Pippin” einen bevorzugten Fral im Kelch fest. Audemard (1976) bemerkte au-
Berdem, dass Larven die Apfel nicht nur bevorzugt im Stielansatz und Kelch anfressen,
sondern hdufig auch an Stellen, an denen sich zwei Friichte oder ein Blatt oder Zweig
und eine Frucht sich beriihren. Diese Unebenheiten auf der Apfeloberflache erleichtern
den Larven den Eintritt (Putman, 1963). Durch sie kdnnten auch viele der FraB3stellen
die im Freiland auf der Seite des Apfels auftreten als sehr kleine definierte Stellen gel-

ten.

Wie schon Audemard (1976) feststellte, hingt die FraBstellen-Praferenz mit der Apfel-
sorte, den Witterungsbedingungen und moglicherweise auch anderen Faktoren zusam-
men. In den Modellversuchen wurden ausschlieBlich reife Apfel verwendet, wihrend im
Freiland bereits sehr junge Apfel fiir eine horizontale Transmission relevant wiren. Es
ist dabei nicht auszuschlieBen, dass das Reifestadium ebenfalls das Verhalten der Lar-
ven beeinflusst und die Larven im Feld den Apfel woanders anfressen. AuBlerdem wur-
de in den Modellversuchen beobachtet, dass ein Teil der Larven den Apfel dort anfral3,
wo der Apfel im apikalen Bereich auf dem Becherboden auflag. Dieses stimmt mit Be-
obachtungen von Audemard (1976) iiberein, nach denen sich Larven auch hiufig an

Beriihrungspunkten zwischen zwei Apfeln oder einem Blatt und einem Apfel in den
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Apfel bohrten. Obwohl ein geringer Teil der FraBstellen im apikalen Bereich ein Arte-
fakt darstellen konnte, wurden sie nicht weiter beriicksichtigt, da fiir den Modellversuch
die FraB3stellen im Stielansatz die grof3te Bedeutung haben. Zudem wurde in einem Ver-
gleich zwischen hingenden und aufliegenden Apfeln kein Unterschied in dem Anteil

der Frafistellen im apikalen Bereich festgestellt (Winstanley, pers. Mitt.).
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Abb. 3.7: Prozentuale Mortalitét in Biotests mit oberflachlich aufgetragenem CpGV. In diesem Versuch
wurden verschiedene Virusmengen punktuell, auf eine 7cm” Fliche oder auf die gesamten Apfeloberfli-
che aufgetragen. Die Versuchsmortalititen wurden gegen die Mortalitét der unbehandelten Kontrollen
nach Abbott (1925) korrigiert und einer Varianzanalyse unterworfen. Gleiche Buchstaben unterscheiden
sich bei einer Wahrscheinlichkeit von p<0,05 nicht voneinander; n=20 je Versuchsglied; 4 Wiederholun-
gen.

Stielansatz

basaler Bereich

mittlerer Bereich

\ apikaler Bereich
Kelch

Abb. 3.8: Um die Einbohrstellen zu charakterisieren, wurden Apfel in fiinf Bereiche unterteilt.



-55-

A @\ é}aQ
é/@ Q)@ <bé\
& @& Q}
& . \@\ &
S (O
K &

AnteilmafBige
Apfeloberfliche (%)

FraB3stellen
(%)

T T T T T 1

0% 20% 40% 60% 80% 100%
n=626

Abb. 3.9: Fralistellenanteil (%) im Vergleich zu der dazugehorigen anteilméBigen Apfeloberfliche. Dar-
gestellt am Beispiel der Sorte ,Elstar*.

Tab. 3.7: FraBstellenanteil (%) im Vergleich zu der dazugehorigen anteilmiBigen Apfeloberfliche. Die
bevorzugten FraBorte unterscheiden sich bei verschiedenen Sorten.

Fraflort Fliachen- Elstar Jonagold Braeburn HER123T
anteil (%)

Stielansatz <1 62,6 37,4 36,6 25,3
basaler Bereich ~17 32 2,6 6,6 10,9
mittlerer Bereich ~70 6,2 20,0 13,2 30,8
apikaler Bereich ~13 10,9 21,0 23,1 17,2
Kelch <1 2,1 3,1 8,8 7,7
unbekannt 15,0 15,9 12,1 8,1

n=626 n=195 n=91 n=221

Experimentelle Infektionsrate: Einfluss der Lage des Virus

Aus der im Modellsystem beobachteten FraBstellenpriferenz der C. pomonella-Larven
konnte a posteriori die Hypothese aufgestellt werden, dass eine Nichtgleichverteilung
der bevorzugten Frafistellen am Apfel die Wahrscheinlichkeitsverteilung mdoglicher

Kontakte zwischen Larven und simulierten Larvenkadavern auf der Apfeloberfliche
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beeinflusst. Denn fiir das Zusammentreffen einer sich in den Apfel einbohrenden, nicht
infizierten Larve und eines Virusflecks (bzw. einer an einer Virose gestorbenen Larve)
macht es einen Unterschied, ob deren Héufigkeitsverteilung iiber die Apfeloberfliche
gleich verteilt oder aufgrund biologischer Priaferenzen an bestimmten Stellen, wie z.B.

den Stielansatz, besonders hoch ist.

Um eine mdgliche Abhédngigkeit zwischen der Lage eines Virusflecks (bzw. einer toten
Larve) und der Infektionsrate zu priifen, wurde Virus in der Ndhe des Stielansatzes
punktuell aufgetragen. Wegen der hohen Virulenz des CpGV wurde auch bei diesem
Experiment nicht erwartet, dass die Virusmenge Auswirkungen auf die Infektionswahr-
scheinlichkeit hat. Um diese Annahme dennoch zu testen, wurden wiederum verschie-
dene Virusmengen verwendet. Ahnlich wie im bereits beschriebenen Versuch, wurden
nach Antrocknen der Virussuspension Eilarven auf die Apfel gesetzt. Apfel in der Kon-
trolle blieben unbehandelt. Die Anzahl der iiberlebenden Larven wurde nach drei Wo-
chen festgestellt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.8 aufgefiihrt und zeigen, dass sich die
Mortalitdten fiir die verschiedenen Virusmengen nicht voneinander unterscheiden. Fiir
einen Vergleich mit den Mortalititen, die im vorangegangenen Versuch bei einem seit-
lichen Virusfleck entstanden, wurden deshalb jeweils die drei verschiedenen Virusmen-
gen zusammengefasst und anschliefend einem Wilcoxon-Rang-Test unterworfen. Dabei
konnte ein hoch signifikanter Unterschied (p<0,001) zwischen den Mortalititen, die
durch einen Virusfleck im mittleren Bereich (Abb. 3.7) bzw. im Stielansatz (Tab. 3.8)

festgestellt werden.

Tab. 3.8: Einfluss der Lage des Virusflecks auf die Mortalitdt von Eilarven von C. pomonella. Die in 3-4
Versuchswiederholungen mit jeweils 18-20 Apfeln erhaltenen Mortalititen wurden nach Abbott (1925)
korrigiert.

Virusfleck Mortalitat£S.D.
Menge Lage (%)
4x10* OB Stiel 37,4+13,9
1x10’ OB Stiel 48,6+9,6
2x10° OB Stiel 33,3+19,9
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Experimentelle Infektionsrate: Larvenkadaver als Inokulum

Die einfachen, aber sehr effizienten Versuche hatten gezeigt, dass sich in Abhadngigkeit
von der Lage des Virusflecks Larven mit hoher Wahrscheinlichkeit infizieren konnen.
Vorausgesetzt die virosen Larven sterben in der Ndhe ihres Bohrlochs, dann wiirde die
beobachtete Frafstellenpriferenz somit auch die Wahrscheinlichkeit der horizontalen
Transmission erhohen, da davon ausgegangen werden kann, dass eine nicht infizierte
Larve an einer bevorzugten FraBstelle mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf einen Lar-

venkadaver trifft als an jedem anderen Ort auf der Apfeloberflache.

Um diese Hypothese zu testen, wurden in einem weiteren Versuch frisch geschliipfte
Eilarven mit einer sehr hohen Dosis CpGV (LD 99,9; 5000 OB/Larve) mittels der
droplet-feeding-Methode infiziert. Die frisch infizierten Larven wurden dann auf einen
losen Apfel gesetzt und 7 Tage lang bei Raumtemperatur gehalten. Da sich die Larven
noch bis zu ithrem Tod in den Apfel fraBen, befand sich das freigesetzte Virus nicht un-
mittelbar an der Oberfliche wie in den bisherigen Versuchen. Der Versuch wurde in
zwei Versuchsgruppen mit unterschiedlicher Dichte an infizierten Larven und eine un-
behandelte Kontrolle gegliedert. Um die Transmissionsrate zu bestimmen, wurde nach 7
Tagen (zu diesem Zeitpunkt waren alle infizierten Larven tot) jeweils eine gesunde Lar-
ve auf einen Apfel gesetzt und drei Wochen spéter deren Mortalititsrate bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tab. 3.9 dargestellt. Je nach Anzahl der primér infizierten Larven
schwankte die Mortalitdt der Sekundirinfizierten zwischen 40-75%. Die relativ hohe
Mortalitéts- bzw. horizontale Transmissionsrate ldsst sich durch die bevorzugten Fral3-
stellen erkldren, durch die die Wahrscheinlichkeit, auf eine sehr kleine definierte Stelle

zu treffen, hoch ist.

Auf der Basis dieses Ergebnisses, wurde ein #hnlicher Versuch an losen Apfeln durch-
gefiihrt, bei dem jedoch eine 20fach niedrigere Dosis flir die Primérinfektion gewéhlt
wurde. Wie in Kap. 3.1.4 gezeigt wurde, starben Larven bei einer niedrigeren Infekti-
onsdosis langsamer und produzierten mehr Virusnachkommen. Der folgende Versuchs-
ansatz hatte zum Ziel, festzustellen, wie sich die Transmissionsrate dndert, wenn die an

einer Virose gestorbenen Larven mit einer geringeren Dosis infiziert wurden. Frischge-
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schliipfte Eilarven wurden mit einer niedrigeren Dosis (LDgo; 250 OB / Larve) mittels
der droplet-feeding-Methode infiziert. In diesem Versuch wurden die Eilarven nach der
Inokulation mit Wasser gespiilt um eine duflere Virus-Kontamination der Larven zu
vermeiden. Eine oder drei inokulierte Larven wurden auf Apfel gesetzt und 7 Tage bei
Raumtemperatur gehalten. AnschlieBend wurde wieder je eine gesunde Eilarve auf die

Apfel gesetzt und deren Mortalitit nach drei Wochen bestimmt.

Tab. 3.9: Horizontale Transmission auf losen Apfeln in Abhéngigkeit der unterschiedlichen Infektionsdo-
sen und der Anzahl an primér infizierten Larven. Die Prozent Mortalititen und Standardabweichungen
bezichen sich auf eine Stichprobe von 20 Apfeln mit jeweils 4 Wiederholungen. Die Mortalitiiten wurden
nach der Abbott-Formel mit den Mortalititen in der unbehandelten Kontrolle korrigiert (Abbott, 1925).
Verwendet wurden Apfel der Sorte ‘Braecburn’ (alle 4 Wdh. bei einer Kadaverinfektionsdosis von 5000
OB sowie eine Wdh. bei einer Kadaverinfektionsdosis von 250 OB) und HER123T-Apfel (3 Whg. bei
einer Kadaverinfektionsdosis von 250 OB).

Kadaverdichte Prozent Mortalitit
(pro Apfel) Kadaverinfektionsdosis
5000 OB 250 OB
1 40,3+7,5 42,716.,9
3 74,8+18,1 56,9+10,1
n=18-20 n=16-20

Die Versuchsserien haben gezeigt, dass eine horizontale Transmission stattfinden kann.
In den Versuchen, in denen ein Virusfleck korrespondierend der produzierten Virus-
menge einer Eilarve seitlich auf den Apfel appliziert wurde, war unter den aufgesetzten
Apfelwicklerlarven lediglich eine sehr geringe Mortalitit von 3,5-4,7% zu beobachten.
Wurde jedoch ein Virusfleck im Stielansatz appliziert, so erhdhte sich diese Mortalitit
auf 33,3-48,6%. Das zeigt einerseits, dass die Mortalitit stark vom dem Ort des appli-
zierten Virusflecks abhingig ist und andererseits, wie das Verhalten der Larven, genau-
er gesagt die bevorzugten Fraf3stellen, eine horizontale Transmission zulassen. Nur so

konnte eine hohe horizontale Transmission von uber 40% erreicht werden.
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Obwohl bekannt ist, dass die Dichte von C. pomonella relativ gering ist, weil sich meist
nur eine Larve pro Apfel entwickelt, so wurde doch gelegentlich beobachtet, dass sich
auch zwei oder drei Larven pro Apfel entwickelten. Dies geschieht besonders dann,
wenn sich diese Larven nicht gleichzeitig im Apfel befinden (Garlick, 1948). Vorstell-
bar wire auch, dass weibliche Falter, vor allem bei einem abgestoppten Fraf3 ein weite-
res Ei auf einen Apfel legen. So wurden beispielsweise ein oder mehrere Eier auf einem
Apfel beobachtet, der bereits eine junge Larve enthielt (Washburn, 1893). In diesem
Zusammenhang wire es wichtig zu wissen, inwieweit Pheromone und vom Apfel abge-
sonderte fliichtige Bestandteile das Verhalten der weiblichen Falter bei der Eiablage
beeinflussen. Untersuchungen hatten gezeigt, dass Apfel in den ersten drei Tagen nach
einem Befall groBere Mengen Aldehyde und das Terpene a-Farnesen absondern. Die
Mengen der abgesonderten Substanzen werden in den néchsten Tagen wieder reduziert,
bis nach 9-21 Tagen kein Unterschied zu unbefallenen Apfeln feststellbar ist (Hern &
Dorn, 2001). Auch haben Wearing & Hutchins (1973) festgestellt, dass a-Farnesen die
Eiablage der Weibchen stimuliert. Zudem haben Landolt e al. (2000) beobachtet, dass
sogar die Eilarven von befallen Apfeln, genauer gesagt vom (E, E)-a-Farnesen in den
Apfeln, angelockt werden. Diese Beispiele zeigen, dass im Freiland eine horizontale

Transmission durchaus durch weitere Faktoren begiinstigt werden kdnnte.

Aus der Praxis ist bekannt, dass das CpGV als Bio-Insektizid auch bei relativ unregel-
méBiger Spritzung geringerer Dosen erstaunlich effektiv ist (Kienzle et al., 2001a). Die
beschriebenen Modellexperimente deuten darauf hin, dass die horizontale Transmission
eine zusitzliche Komponente der Wirksamkeit vom CpGV darstellen konnte (siche

auch Kap. 3.1.6.2).

3.1.6.2 Persistenz und horizontale Transmission im Freilandversuch

Nachdem unter den gewéhlten Bedingungen in den Modellversuchen im Labor eine
hohe Wahrscheinlichkeit flir eine horizontale Transmission nachgewiesen werden konn-
te, sollte ein Freilandversuch kliren, ob eine solche Erreger-Ubertragung auch im Frei-

land stattfinden kann. Aulerdem war aus einem Vorversuch bekannt, dass sich iltere
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Larvenstadien, die sich bereits im Apfel befanden, mit oberflachlich appliziertem Virus
infizieren konnen. Auch diese Annahme wurde im Freiland getestet. Parallel dazu wur-
de ein UV-Versuch durchgefiihrt, der im Kap. 3.1.5 beschrieben wird. Als letztes Ziel
sollten die erhobenen Daten dieses Freilandversuches zur Modellverifizierung herange-

zogen werden.

Ausgewihlt wurde eine Parzelle mit 320 Baumen der Sorte "Braeburn” in der Versuchs-
anlage ,,Nussacker* der Staatlichen Lehr- und Forschungsanstalt in Neustadt/Weinstr.,
die im vorigen Jahr einen geringen Apfelwicklerdruck von 3% hatte (Abb. 3.11). Da
wihrend des Versuchs bis auf eine einzige CpGV-Behandlung auf Insektizidbehandlun-
gen verzichtet werden musste, wurde der natiirlich vorkommende Apfelwicklerbefall
weitestgehend durch die Verwirrungstechnik unterdriickt. Fiir die Verwirrungstechnik
wurden Pheromondispenser mit dem Lockstoff der Apfelwicklerweibchen (RAK 3,
BASF) ausgebracht, um die Paarung der Apfelwickler zu unterbinden. Der zeitliche
Ablauf des Versuchs ist in Tab. 3.10 schematisch dargestellt. Das handelsiibliche
CpGV-Insektizid Granupom® wurde
einmalig in der vom Hersteller empfohlenen
Menge (2,1x10" OB pro ha) ausgebracht.
Am darauf folgenden Tag wurden iiber 2000
Apfelwicklereilarven (Fa. Andermatt

Biocontrol, Schweiz) mit Pinseln auf Apfel

gebracht. Dabei wurde auf jeden Apfel eines
Baumes eine Eilarve gesetzt. Bestiickte  Abb. 3.10: Frisch applizierte Eilarve; ca.
Apfel wurden mit einem kleinen farbigen 1.5mal vergrofiert

Aufkleber markiert (Abb. 3.10). Uber 1600 Larven der zweiten Larvencharge wurde in
der gleichen Weise nach 27 Tagen (entsprach 254 Sonnenstunden) auf die Apfel ge-
setzt. Die Erntezeitpunkte wurden so gewaihlt, dass sich ein groBler Teil der iiberleben-
den Larven im L5-Stadium befand. Die Apfel wurden bei der Ernte individuell eingetii-
tet, um zu verhindern, dass Larven entkommen konnten, und anschlieBend bis zur Aus-

wertung bei 4°C gelagert. Um auch Larven zu erfassen, die sich schneller entwickelt

hatten, wurden vor den Ernteterminen Wellpappringe an den Baumstdmmen angebracht
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und kurze Zeit nach der Ernte wieder entfernt. Bei der Auswertung wurden die Anzahl
der lebenden und toten Larven, ihr Stadium und der Schaden bonitiert. Beim Schaden
wurden drei Stufen unterschieden: oberflachlicher Schalenfral3, etwas tieferer Fra3 (ab 5

mm, aber nicht bis zum Kern) und das Vordringen zum Kerngehduse (Kernfraf3).

8 8 16 8 8 16 Anzahl der Bdume je Reihe
L 1 | — i
| ' | '
———— ] : ‘ E
. i L .. i
Block 1 Block 2 Block 3 Block 4

CpGV-Behandlung Osten
12.06.01

E::::_: unbehandelte Bdume Norden 4—1—} Siiden

D CpGV-Behandlung Westen
26.06.01

Abb. 3.11: Ubersicht des Versuchsfeldes im ,,Nussacker” der SLFA, Neustadt/Weinstr. Das Versuchsfeld
bestand aus 5 Reihen mit je 64 Apfelbdumen der Sorte ‘Bracburn” (M9 Unterlage, 1997). Das Feld wurde
in 4 Blocks unterteilt, in denen die Bdume der jeweiligen Gruppen zufillig ausgewahlt wurden. Block 1
und 3 wurden mit Ausnahme von jeweils 8 Baumen am 12.06.01 mit CpGV in der vom Hersteller emp-
fohlenen Menge mit 3,8 bar bei 6 km/h und 5 Diisen des Typs DG 8003 VS ausgebracht (Schlachtner
Druckluft und Holder Geblise). Block 2 und 4 blieben unbehandelt. Die 16 ausgesparten Bdume in Block
1 und 3 wurden am 26.06.01 mit CpGV behandelt. Weitere Erkldrungen befinden sich im Text.

Der Versuchsaufbau setzte sich aus zwei getrennten Versuchen zusammen und ist in
Tab. 3.10 dargestellt. Versuch 1 (Wirkung auf dltere Larvenstadien) sollte beantworten,
ob sich éltere Larvenstadien, die sich bereits in den Apfel eingefressen haben, mit ge-
spritztem CpGV infizieren konnen. In diesem Versuch wurden die iiberlebenden Larven
bzw. der Schaden an den Apfeln untersucht, die entweder einen Tag vor dem Ausbrin-
gen der Larve (CpGV-1) bzw. zwei Wochen nach dem Ausbringen der Larven (VI-AL)
mit einem handelsiiblichen CpGV-Insektizid (Granupom®) gespritzt wurden. Als Kon-
trolle diente eine unbehandelte Parzelle (Kontrolle-1) (Abb. 3.11).
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In Versuch 2 (Horizontale Transmission im Freiland) sollte die horizontale Transmissi-
on unter Feldbedingungen quantifiziert werden. Hierzu wurden ein Tag nach CpGV-
Applikation L1-Larven auf die Apfel gesetzt. Nach einem Zeitraum von vier Wochen,
wihrend dem sich die L1-Larven infizieren und sterben konnten und wihrend dem ent-
sprechend dem damaligen Kenntnisstand (vgl. Kap. 3.1.5) ausreichend Sonnenstrahlung
herrschte, um das urspriinglich applizierte CpGV zu 99,9996% zu inaktivieren, wurde
eine zweite Charge von Apfelwicklerlarven auf die Apfel gesetzt (V2-HT). Die zweite
Larvencharge sollte sich daher nur an den neu produzierten Viren, nicht jedoch an der
urspriinglichen CpGV-Applikation infizieren. Als Kontrollen zu diesem Versuch dien-
ten (1) eine Variante CpGV-2 zur Uberpriifung der tatsichlich stattgefundenen UV-
Inaktivierung, bei der die Restaktivitit des CpGV nach vier Wochen bestimmt wurde,
(2) die Kontrollen-1 und -2, in denen die Ubetrlebensraten bzw. der Schaden der jeweili-
gen unbehandelten Larvenchargen bestimmt wurden und (3) Variante CpGV-1, aus der

der Schaden durch die behandelte erste Larvencharge abgegrenzt werden konnte.

Mit der Gruppe Hintergrund-Cp sollte etabliert werden, wie hoch der natiirliche Apfel-

wicklerdruck wahrend des Versuchs war.

Fiir die Auswertung der Daten wurden die Prozent iiberlebenden Larven und die Prozent
KernfraB iiber die Anzahl der Apfel errechnet, um einen subjektiven Fehler beim Boni-
tieren der oberflachlichen FraB3stellen auszuschlieBen. Die Bonitierung wurde in einer
randomisierten Form durchgefiihrt, wobei die Boniturhelfer weder Herkunft noch Inhalt
der Versuchsglieder kannten. Die statistische Auswertung erfolgte iiber eine Varianz-

analyse bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05.
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Tab. 3.10: Schema und Zeitplan zum Versuchsaufbau im Freiland. Es wurden zwei Versuche Infektion
dlterer Larvenstadien und Horizontale Transmission parallel durchgefiihrt. Die Tabelle gibt die Daten fiir
die jeweiligen CpGV-Behandlungen (CpGV) und Larvenapplikationen wieder (L1). Bei der Gruppe V1-
AL (Versuch 1- iltere Larven) handelt es sich um die Versuchsgruppe des Versuchs 1, bei dem die
CpGV-Behandlung zwei Wochen nach der Larvenapplikation stattfand. Verglichen wurden die Uberle-
bensraten nach Ernten der Apfel mit einer Gruppe in der die Larvenapplikation nach der CpGV-
Behandlung stattfand (CpGV-1) und einer unbehandelten Kontrolle (Kontrolle-1). Bei der Gruppe V2-HT
handelt es sich um die Versuchsgruppe des Versuchs 2, bei der sich die Larven der 2. Larvenapplikation
an den Kadavern der 1. Larvenapplikation infizieren sollten. Auch hier wurden die Uberlebensraten mit
einer unbehandelten Kontrolle (Kontrolle-2) und einer weiteren Gruppen verglichen, um festzustellen, ob
von der 4 Wochen zuvor erfolgten CpGV-Behandlung noch Restaktivitdt vorhanden war (CpGV-2).

Infektion alterer Stadien Horizontale Transmission
-Versuch 1- -Versuch 2-
Datum V1-AL CpGV-1 Kontrolle-| V2-HT CpGV-2 Kontrolle- | Hinter-
1 2 grund-Cp

12.06.01 — CpGV — CpGV CpGV — —

13.06.01 L1 L1 L1 L1 — — —

26.06.01 CpGV — — — — — —

09.07.01 — — — L1 L1 L1 —
12.-13.07.01 ernten ernten ernten — — — ernten

02.08.01 ernten ernten ernten ernten

Versuch 1: Wirkung des CpGV auf dltere Larvenstadien
Viele Larven bringen ihren Kot aus dem Tunnel nach drauflen und konnten so auch in
spateren Stadien mit dem gespritzten Virus in Kontakt kommen. Um diese Hypothese
zu testen, wurden Biaume der Gruppe VI-AL, erst nachdem sich die Larven zwei Wo-
chen lang in die Apfel gefressen hatten, mit CpGV behandelt. Im Versuch war die Mor-
talitit in dieser Gruppe (V1-AL) ebenso hoch wie in der Gruppe CpGV-1, bei der die
L1-Larven mit CpGV behandelt waren (Abb. 3.13; bei p<0,05 kein signifikanter Unter-
schied zwischen diesen beiden Gruppen in einer

Varianzanalyse der mittleren Uberlebensraten fest- v

stellbar). Dies bedeutet, dass das CpGV auch auf
dltere Larven, die sich bereits innerhalb des Apfels
befanden, eine Wirkung hatte. Dagegen gab es bzgl.
des Schadens, ausgedriickt als Anteil der Apfel mit

Kernfral}, einen deutlichen Unterschied zwischen

den beiden Gruppen VI-AL und CpGV-1 (Abb.

Abb. 3.12: Virustote C. pomonella

3.14). Hier war der Kernfra3 bei den élteren behan- , ,
Larve im L5-Stadium.
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delten Larven signifikant (p<0,05) groBer als bei den behandelten L1-Larven. Im Ver-
gleich zu der unbehandelten Kontrolle-1, gibt es eine Tendenz, dass dieser Schaden et-
was geringer ausfiel, doch war das statistisch nicht signifikant. Das bedeutet, dass die
Population dlterer Larvenstadien durch eine CpGV-Applikation in gleichem Masse re-
duziert wurde wie die L1-Larven, dass der Schaden aber fast so grof3 war wie auf unbe-
handelten Flachen. Abb. 3.12 zeigt dies exemplarisch: eine Larve stirbt im L5-Stadium

an der Virusinfektion, hinterldsst aber einen unbrauchbaren Apfel.
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Abb. 3.13: Die Wirkung von CpGV auf L1- und auf dltere Larven. Dargestellt sind Mittelwerte der Pro-
zent Uiberlebender Larven (n=8 Baume). Gleiche Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant vonein-
ander (p>0,05).
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Abb. 3.14: Die Wirkung von CpGV auf L1- und auf dltere Larven. Dargestellt ist der Schaden als mittle-
rer Prozent KernfraB3 ausgedriickt. (n=8 Bdume). Gleiche Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (p>0.05).

Versuch 2: Horizontale Transmission im Freiland

Bei diesem Versuch wurde zwischen einer ersten und einer zweiten Larvencharge diffe-
renziert (siehe Tab. 3.10). Anstatt infizierte Larven auf Apfel zu setzen, wie in den La-
borversuchen durchgefiihrt, sollten sich die applizierten Eilarven der ersten Larvenchar-
ge an dem zuvor gespritzten CpGV infizieren. Die zweite Larvencharge wurde auf die
Apfel gesetzt, nachdem die infizierten Larven der ersten Charge gestorben waren und
das gespritzte CpGV laut Berechnungen grof3tenteils UV-inaktiviert sein sollte. Fiir die
zweite Larvencharge sollten somit die Larvenkadaver aus der ersten Charge das Virus-
Inokulum sein. Die restlichen Gruppen (CpGV-1, CpGV-2, Kontrolle-1 und Kontrolle-
2) waren Kontrollgruppen. Aus der Literatur ist generell die Befallsreduktion aufgrund
regelméBiger CpGV-Behandlungen bekannt, nicht aber die Mortalitétsrate einer einzel-

nen Spritzung (Keller, 1973; Huber & Dickler, 1975; Sheppard & Stairs, 1976; Glen &
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Payne, 1984; Charmillot, 1989). Mit den Gruppen CpGV-1 und Kontrolle-1 wurde da-
her im Nachhinein der Anteil an Larvenkadavern als Ergebnis einer Einzelanwendung
errechnet. Der eigentliche Vergleich der Versuchsgruppe V2-HT wurde mit den Grup-
pen CpGV-2 und Kontrolle 2 durchgefiihrt. Mit der Gruppe CpGV-2 wurde auf eine
mogliche Restaktivitit des gespritzten CpGVs getestet. Die unbehandelte Kontrolle-1
wurde fiir die Abschétzung der natiirlichen Mortalitét der ersten Larvencharge verwen-

det.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 dargestellt. In der Versuchsgruppe V2-HT war im Mit-

tel eine geringere Anzahl an {iberlebenden Larven gegeniiber der Gruppe CpGV-2 und

der unbehandelten Kontrolle-2 zu erkennen. AuBerdem war im Mittel eine geringere

Anzahl an iiberlebenden Larven in CpGV-2 gegeniiber der Kontrolle-2 zu finden. Das

gespritzte Virus persistierte demnach lénger als erwartet und verursachte natiirlich auch

in der Gruppe VT-HT dhnliche Mortalititen. Die beobachteten Unterschiede konnten
zwar in einer Varianzanalyse statistisch nicht abgesichert werden, da die Unterschiede
zwischen den Gruppen relativ gering und die Schwankungen innerhalb einer Gruppe
verhéltnisméBig gro waren. Anhand der Wirkungsgrade konnen die beschriebenen

Tendenzen jedoch verdeutlicht werden. Dieser Versuch erlaubt somit, in mehrfacher

Hinsicht, interessante neue Einblicke in die Persistenz und mdogliche horizontale Trans-

mission des CpGV unter praxisnahen Bedingungen.

(1) Nach 254 h Sonneneinstrahlung war die UV-Inaktivierung des CpGV nicht voll-
standig, sondern es konnte noch anhand der iiberlebenden Larven ein Wirkungsgrad
von 21,6% gegeniiber der Kontrolle gemessen werden. Dieser Befund deckt sich
nicht mit den Daten von Fritsch & Huber (1989; Kap. 3.1.5), nach denen 254 h Son-
neneinstrahlung eine Restaktivitdt von lediglich 0,0004% erwarten lieBe. In der Ar-
beit von Fritsch & Huber (1989) wurde die Inaktivierung iiber Blattscheiben in ei-
nem Biotest gemessen, was ein nicht ganz zutreffendes Modell ist, da das Virus zum
Beispiel in Kelch, Stielgrube oder Blattachsen ldnger persistieren konnte.

(2) Der Wirkungsgrad der Variante V2-HT lag bei 32,6% und war damit um 30% hoher
als in der Variante CpGV-2, die keine Larvenkadaver aus der ersten Larvencharge

hatte. Zwar waren die Unterschiede dieser beiden Gruppen nicht signifikant, doch
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belegen die Beobachtungen die horizontale Transmission mehr, als dass sie diese
widerlegen. Das Ergebnis ist umso beachtlicher, wenn man sich vor Augen fiihrt,
dass wahrscheinlich nur auf einem geringen Teil der Apfel Larvenkadaver vorhan-
den waren. Die Varianten Kontrolle-1 und Kontrolle-2 zeigten, dass die natiirliche
Mortalitét in diesem Versuch sehr hoch war. Bei einer 100%-igen Infektionschance
konnten auf maximal 27% der Apfel Larvenkadaver vorkommen. Da die Gruppe
CpGV-1 aber zeigte, dass auch bei einer CpGV-Behandlung einige Larven tiberleb-
ten, fiel die Anzahl an potentiellen Larvenkadavern somit noch geringer aus.
Die beobachteten Tendenzen wurden anhand von iiberlebenden Larven beschrieben.
Auch beim Schaden machte sich die Persistenz vom CpGV bemerkbar (Abb. 3.16). Der
Wirkungsgrad des vier Wochen zuvor gespritzten CpGVs (CpGV-2) lag bei immerhin
15,6% gegeniiber der Kontrolle-2. Der Schaden der Gruppe V2-HT fiel in diesem Fall
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Abb. 3.15: Horizontale Transmission und eine Restaktivitit des CpGV 4 Wochen nach der Applikation.
Dargestellt sind Mittelwerte der Prozent iiberlebender Larven (n=8 Baume)
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Abb. 3.16: Horizontale Transmission und eine Restaktivitit des CpGV 4 Wochen nach der Applikation.
Dargestellt ist der Schaden als mittlerer Prozent Kernfra3 ausgedriickt. (n=8 Béume)

sehr hoch aus und lie sich nicht mit dem der Gruppen CpGV-2 und Kontrolle-2 ver-
gleichen, da hier nicht zwischen dem Schaden durch die erste und die zweite Larven-

charge unterschieden werden konnte.

Natiirlicher Apfelwicklerbefall wihrend des Versuchs

Zu beiden Erntezeitpunkten wurden die Apfel von jeweils vier unbehandelten Biumen
der Gruppe Hintergrund geerntet. Zum ersten Erntezeitpunkt (n=188) konnten 1,64%
iiberlebende Larven und 1,54% Kernfral festgestellt werden. Zum zweiten Erntezeit-
punkt (n=154) gab es keine iiberlebenden Larven und keinen Kernfral3. Im Vergleich zu
den 69,9+8,5% angefressenen Apfeln bei den Biumen, auf denen L1-Larven ausge-
bracht wurden, wurden nur 12,4+5,6% aller Apfel der Gruppe Hintergrund angefressen.
Der natiirlich vorkommende Apfelwicklerbefall in der Anlage wurde daher als vernach-

lassigbar betrachtet, da er die Versuchsergebnisse nicht beeinflussen konnte.
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Abb. 3.17: Wetterdaten, CpGV- und Larvenapplikation fiir den Freilandversuch.

Daten fiir die Modellverifizierung

Da in diesem Freilandversuch die Anzahl der L1-Larven und die Anzahl der sich daraus
entwickelnden Larven im L4-bis L5-Stadium genau bekannt war und diese Daten auch
gleichzeitig mit dem Wetter (Abb. 3.17) und verschiedenen Spritzterminen korreliert
werden konnten, eignen sich die Daten (in Tab. 3.11 zusammengefasst) zusétzlich fiir

eine Modellverifizierung (Kap. 7.1).
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Tab. 3.11: Fiir eine Modellverifizierung relevante Daten aus dem Freilandversuch.

Larven Virus
. Anzahl der Uberlebens-
Vell"lslucl:f- Datum der L1 D:;?c?eze:lir- Datum der Sonnenstd. zw. rate (%) =
grupp Applikation . Applikation | Virus- und L1- SD
Stadien L4-L5 o .
Applikation
Kontrolle-1 13.06.01 12.07.01 - - 26,6 + 8,9
Kontrolle-2 09.07.01 02.08.01 — — 23,2+8,9
CpGV-1 13.06.01 12.07.01 12.06.01 0 6,8 +3.9
CpGV-2 09.07.01 02.08.01 12.06.01 233 18,2+4,7
VI-AL 13.06.01 12.07.01 26.06.01 0 7,7+£33
V2-HT 09.07.01 02.08.01 12.06.01 -+ 233 15,6 8,2
Kadaver

3.1.6.3 Vertikale Transmission CpGV

Bei einer vertikalen Transmission handelt es sich um eine Ubertragung eines Erregers
von den Elterntieren auf ihre Nachkommen. Die vertikale Transmission ermdglicht ei-
nem Pathogen bei einer relativ niedrigen Dichte der Wirtspopulation fortzubestehen,
was bei einer ausschlieBlich horizontalen Transmission ausgeschlossen ist (Anderson &
May, 1981). Die vertikale Transmission des CpGV auf die Nachkommen seines Wirtes
konnte daher fiir die Persistenz des Virus von groBBer Bedeutung sein. Pathogene und so
auch Baculoviren koénnen generell transovum, d.h. duBerlich auf der Ei-Schale, oder
transovarial, d.h. im Ei-Innern iibertragen werden. Vertikale Transmission wurde bei
einigen NPVs und GVs, wie z.B. Spodoptera frugiperda NPV (Fuxa & Richter, 1991),
Spodoptera exigua MNPV (Smits & Vlak, 1988; Bianchi, 2001), Chilo fuscatellus GV
(Easwaramoorthy & Jayaraj, 1989), Mythimna separata (Neelgund & Mathad, 1978),
Sesamia nonagroides GV (Melamed-Madjar et al., 1979) beobachtet. Fiir S. exigua
wurde gezeigt, dass 18% bzw. 10-28% der Nachkommen von subletal infizierten Insek-

ten an einer Virusinfektion sterben (Bianchi, 2001; Smits & Vlak, 1988).

In Zuchten des Apfelwicklers treten auch bei strengen Hygienemaflnahmen immer wie-
der virdse Larven auf. Obwohl das CpGV eine sehr hohe Pathogenitit gegeniiber allen
fiinf Larvenstadien des Apfelwicklers besitzt, wird eine latente Infektion, die auf Nach-

kommen iibertragen wird und unter bestimmten Stress-Situation zum Ausbruch kommt,
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zwar héufig vermutet, doch konnte diese bisher nicht nachgewiesen werden. Bei einer
latenten Infektion geht man von einer nicht replikativen Form des Virus aus, bei der
sich das genetische Material in das Wirtszellgenom dhnlich wie beim Hepatitis-B-Virus
integriert (Howard, 1986) oder wie beim Herpes-Simplex-Virus im Ruhezustand als
eigenstidndiges genetisches Material im Zellkern vorhanden ist (Mellerik & Fraser,
1987). Alternativ kann es auch eine persistente Infektion geben, in der Bildung von Vi-
rusproteinen auf einem sehr niedrigen Niveau stattfindet. Beispiele hierfiir sind das Ma-
sern-Virus (Cattaneo et al., 1988) und das Baculovirus, Mamestra brassicae NPV
(Hughes et al., 1997). Diese latenten und persistenten Infektionsformen konnen wieder-
um in einer vertikalen Transmission auf die Nachkommen tibertragen werden und unter
bestimmten Bedingungen wie Stress durch zu hohe Populationsdichte, sehr hohe oder
auch niedrige Temperaturen, Nahrungsknappheit zum Ausbruch der Krankheit fithren

(Goulson & Cory, 1995).

Etzel & Falcon (1976) untersuchten die vertikale Transmission von CpGV histologisch
und mit Biotests und kamen zu dem Schluss, dass das Virus mit Sicherheit nicht in den
Eiern tibertragen wurde. Es konnte aber nicht ausgeschlossen werden, dass CpGV auf
der Ei-Schale {ibertragen wurde. In dieser Studie testeten sie Apfelwickler-Eier aus ihrer
eigenen und einer anderen Zucht, wobei die Eier aus der fremden Zucht auf der Ei-
Schale anscheinend mit Viruspartikeln kontaminiert waren. Mit Medium verfiitterte
Eier der fremden Zucht waren infektids fiir Apfelwicklerlarven. Die der eigenen Zucht
waren nicht infektios. Interessanterweise waren auch die Eier der fremden Zucht nach
einer dulerlichen Desinfektion ebenfalls nicht infektids. In Versuchen in denen Larven
subletal infiziert wurden, konnte Virus mit einer fluoreszierenden Antikdrperfarbung in
den Fettkorpern und in der Epidermis eines weiblichen Falters, nicht aber im Reproduk-
tionsgewebe, nachgewiesen werden. In anschlieBend durchgefiihrten Biotests mit der F-

1 Generation von subletal infizierten Insekten starb nur 1 der 144 Larven an Virus.
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Experimentelle vertikale Transmissionsrate

Um die Moglichkeit und das AusmaR der vertikalen Transmission von CpGV im Ap-
felwickler abzuschitzen, wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem die Nachkommen
von subletal infizierten C. pomonella Larven hinsichtlich ihrer Mortalitdt untersucht

wurden.

Ausschlaggebend fiir den Erfolg der Versuche war, dass jegliche Kontamination mit
CpGV vermieden wurde. Daher wurden autoklavierbares Material und Instrumente
verwendet. Kontrolltiere, sowie Adulttiere und Eier wurden getrennt von jeglichem in-
fektiosen Material gehalten. Zusitzlich wurden Insekten im Ei- und Puppenstadium
desinfiziert, da auch in vorangegangenen Versuchen festgestellt wurde, dass wesentlich

mehr Kontrolltiere iiberlebten, wenn sie als Eier mit Formaldehyd behandelt wurden.

Verwendet wurden Insekten aus der Apfelwicklerzucht der SLFA. Die Eier wurden
nach der Ablage mit Formaldehyd behandelt, um eventuell vorhandene Viren auf der
Ei-Schale abzutoten, und anschlieend auf semi-synthetischem Medium bei 26°C und
60% Luftfeuchte herangezogen. Um Larven mit einer subletalen Infektion zu erhalten,
wurden Larven im L5-Stadium mit 50 CpGV OB pro Larve (entspricht einer LDsp) ino-
kuliert. Hierfiir wurde ein Virustropfen auf ein etwa 8 mm’ groBes Medium-Blsckchen
aufgetragen und nach Antrocknen den Larven angeboten. Nach 24 h wurden diejenigen
Larven fiir den Versuch verwendet, die das Blockchen mit Virus komplett gefressen
hatten. Diese Larven erhielten ausreichend Futter fiir ihre weitere Entwicklung. Bei den
iiberlebenden Larven wurde angenommen, dass zumindest ein Teil der Larven subletal
infiziert war und diese nicht-invasive Infektion moglicherweise an die Nachkommen
weitergeben konnte. Kontrolltiere blieben unbehandelt. An dieser Stelle ist zu erwih-
nen, dass sich unter den Kontrolltieren viele Larven nicht verpuppten und schlielich
sehr spat im L5-Stadium starben. Die Ursache hierfiir ist noch unklar. Nachdem sich
Puppen aus den inokulierten und den Kontrolllarven entwickelt hatten, wurden sie je
nach Geschlecht getrennt und anschlieend mit 70%-igem Ethanol desinfiziert, um auch
in diesem Schritt eine oberflachliche Kontamination mit Virus zu meiden. Mallgeblich

fiir den Versuch war die Paarung der Adulten:
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unbehandelte & x unbehandelte Q (Kontrolle)
subletale 3 x unbehandelte
unbehandelte & x subletale Q

Mit diesen Paarungen sollte festgestellt werden, welches Geschlecht in der Lage ist, die
Infektion zu iibertragen. Je nach Falterschlupf wurden 4-15 Falter in einen Paarungska-
fig gesetzt. Die Eier wurden auf Plastikblittchen abgelegt und alle zwei bis drei Tage
abgesammelt. In diesem Schritt wurde auf eine Formaldehydbehandlung der Eier ver-
zichtet, da eine Ubertragung des CpGV mdglicherweise auf der Ei-Schale stattfindet.
Die Mortalitdt der Nachkommen der verschiedenen Paarungsvarianten wurde in einem
Biotest bestimmt. Der Biotest wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen angesetzt
und an zwei Zeitpunkten ausgewertet. Nach ein bis zwei Tagen sollte festgestellt wer-
den, welcher Anteil der Larven das Umsetzen nicht iiberlebte. Zum Zeitpunkt als die
Larven im L4- oder L5-Stadium waren, wurde ein zweites Mal bonitiert. Larven, die
bereits durch das Umsetzen gestorben waren, wurden in die eigentliche Mortalitéitsbe-

stimmung nicht mit einbezogen.

Beim Trennen der Geschlechter im Puppenstadium war festzustellen, dass mehr Méann-
chen als Weibchen die Infektion iiberlebten. Bei den Kontrolltieren war das Verhéltnis
von Miénnchen zu Weibchen 60:63 (also etwa 1:1), bei der experimentellen Gruppe der
subletal infizierten Tiere war es 73:33 (also etwa 2:1). Die Tatsache, dass weniger
Weibchen als Ménnchen eine niedrige Infektionsdosis iiberleben, hat ein stark ge-
schwichtes Wachstumspotential der Population zur Folge. Die Weibchen sind der ei-
gentliche Vermehrungsfaktor einer Population. Sie legen im Freiland durchschnittlich
47 Eier ab (siche Kap. 4.1.3), von denen schlieBlich ca. 25% tiberleben (siehe Kap.
4.1.1). Wenn es umgekehrt wire und mehr Weibchen die Infektion iiberleben wiirden,
wire das Wachstumspotential der Population wesentlich geringer beeinflusst, da ménn-

liche Apfelwickler in der Lage sind, mehrere Weibchen zu begatten.

Die anschlieBend durchgefiihrten Biotests zeigten, dass die Mortalitit der F1-

Generation bei unbehandelten Méannchen und Weibchen bzw. subletal infizierten Méann-
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chen und unbehandelten Weibchen bei 27-28% lag, wéihrend die Nachkommen aus der
Paarungskombination mit unbehandelten Méannchen und subletal infizierten Weibchen
eine 44%-ige Mortalitdt aufwiesen, was wiederum einem Wirkungsgrad von 23% ent-
spricht. Dies ldsst den Schluss zu, dass eine subletale CpGV-Infektion von den Weib-
chen auf ihre Nachkommen iibertragen wird (Tab. 3.12), denn die Mortalitit der Nach-
kommen subletal infizierter Mannchen unterscheidet sich nicht von den Nachkommen
der Kontrolltiere. Die relativ hohe Mortalitit der Nachkommen von Kontrolltieren
konnte mehrere Ursachen haben. Es ist nicht auszuschlieBen, dass Apfelwicklerzucht
der SLFA nicht ganz frei von CpGV ist und zumindest ein Teil der Mortalitdten durch
das Virus bedingt ist. AuBBerdem konnte die Mortalitdt der Nachkommen in der Kon-
trollgruppe die gleiche Ursache haben wie die unerwartete und bisher ungeklarte Morta-

litdt in den L5-Larven der Elterngeneration.

Tab. 3.12: Mortalitdten der F1-Generation die sich aus unterschiedlichen Paarungen der Elterntiere erge-
ben.

Paarungen der Elterngeneration % Mortalitit der  Stichproben-
3 Q F1-Generation Umfang
Unbehandelt Unbehandelt 27 253
Subletal Unbehandelt 28 80
Unbehandelt Subletal 44 86

Ein Teil der Puppen und ein Teil der Larven, die nicht in Biotests verwendet wurden,
wurden bei —20°C gelagert, um sie mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) auf
Vorkommen von CpGV-DNA zu testen. Mit der PCR steht ein weitaus sensitiverer mo-
lekularer Nachweis zur Verfiigung, der im Gegensatz zu immunologischen Farbungen

(Etzel & Falcon, 1976) nicht voraussetzt, die Form zu kennen, in der das Virus vorliegt.
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Alternative vertikale Transmission

Eine alternative Form der vertikalen Transmission ist die du3erliche Kontamination der
Adulttiere. Diese wurde in den Versuchen bisher nicht beriicksichtigt, obwohl sie fiir
CpGV ebenfalls in Frage kommen konnte. Nordin ef al. (1990) erreichten in Biotests
beachtliche Mortalitidten von 69% und 53% bei Nachkommen von Helicoverpa vires-
cens-Ménnchen, die als Adulttiere mit ACMNPV und Helicoverpa zea SNPV bestidubt
wurden. Bei Virus-bestdubten Weibchen konnten sie in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen ebenfalls Viruspartikel auf der Ei-Schale nachweisen. Besonders in Anla-
gen, die mit CpGV-Priparaten gespritzt werden, wire diese Form der Transmission

ebenfalls vorstellbar.

Subletale Effekte

Die Folgen von subletalen Infektionen, wie z.B. ein verdndertes Geschlechterverhéltnis,
konnen gravierende Folgen fiir die Populationsdynamik des Wirtes haben. Einige Auto-
ren haben sich aus diesem Grund mit subletalen Effekten von Baculoviren befasst
(Goulson & Cory, 1995; Sait et al., 1994; Vail & Hall, 1969; Geier & Oswald, 1977;
Shapiro & Robertson, 1987; Vargas-Osuna & Santiago-Alvarez, 1988; Young & Yeari-
an, 1982; Melamed-Madjar & Raccah, 1979). In den verschiedenen Untersuchungen
wurden unter anderem die Entwicklungsdauer, das Gewicht der Puppen, das Geschlech-
terverhéltnis, die Anzahl der Eier pro Weibchen und die Lebensfahigkeit der Eier suble-
tal infizierter Insekten bestimmt (siehe Tab. 3.13). Doch lassen sich die Ergebnisse nicht
auf beliebige Insekt-Baculovirus-Beziehungen iibertragen, da in diesen Arbeiten keine
einheitlichen Ergebnisse flir die verschiedenen Insekten- und Virenarten vorliegen. So
konnten Goulson & Cory (1995) im Gegensatz zu unseren Ergebnissen, keinen Unter-
schied im Geschlechterverhiltnis bei Mamestra brassicae und dem MbMNPV erken-
nen. Es gab selbst fiir das gleiche Insekt-Virus-System widerspriichliche Aussagen
(Myers et al., 2000; Murray et al., 1991). Auswirkungen von subletalen Baculovirus-
Infektionen koénnten einen enormen Beitrag zur Reduktion bzw. Schwiéchung einer
Wirtspopulation leisten. Bisher fehlen jedoch theoretische Ansétze, die solche alterspe-

zifischen Effekte in einer Prognose integrieren.
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Tab. 3.13: Eine Zusammenfassung der beobachteten subletalen Effekte bei verschiedenen Baculovirus-

Insekt Beziehungen.

Virus Untersuchte Verinderte Referenz
Eigenschaften Eigenschaften

Plodia inter- Entwicklungsrate, Gewicht Entwicklungsrate, Sait et al., 1994
punctella GV der Puppen, Fruchtbarkeit  Fruchtbarkeit
Mamestra bras- Entwicklungsrate, Gewicht Entwicklungsrate = Goulson & Cory,
sicae NPV der Puppen, Geschlechter- 1995

verhéltnis, Fruchtbarkeit
Lymantria Gewicht der Puppen, Gewicht der Pup-  Myers et al, 2000
dispar NPV Fruchtbarkeit pen, Fruchtbarkeit
Lymantria Gewicht der Puppen, Keine Murrey et al.,
dispar NPV Fruchtbarkeit, Gewicht der 1991

F1-Larven und F1-Puppen
Sesamia no- Geschlechterverhéltnis, Geschlechterver-  Melemed-Madjar
nagrioides GV Pigmentation der Puppen,  hiltnis, Pigmenta- & Raccah, 1979

Chilo inuscatel-
lus GV

Fruchtbarkeit

Geschlechterverhiltnis,
Pigmentation der Puppen

tion der Puppen,
Fruchtbarkeit
Geschlechterver-
héltnis, Entwick-
lungsrate

Easwaramoorthy
& Jayaraj, 1989

3.2 Einfluss gentechnischer Veriinderungen auf die Virusaktivitiit

Wie in Kap. 1.2 aufgefiihrt, wurden in den vergangenen Jahren verschiedene gentech-
nisch verdnderte Baculoviren mit verbesserter Wirkgeschwindigkeit erzeugt. Dabei
zeigten die Expression von Neurotoxin-Genen und die Deletion des egr-Gens den
stiarksten Effekt. Hierdurch konnten in verschiedenen Virus/Wirt-Systemen die mittlere
Letalzeit um 20-50% gesenkt werden (siche Tab. 1.2). Die egr-Deletionsmutanten sind
gentechnische Konstrukte, die nicht mit einem zusétzlichen Gen aus einem anderen Or-
ganismus ausgestattet sind, sondern lediglich eine Deletion besitzen, wie sie auch natiir-
licherweise entstehen konnte. Dieser Unterschied ist selbstverstidndlich auch in Hinblick
auf die biologische Sicherheit der Viren eine bedeutende Eigenschaft. Daher galten auch
Baculoviren mit einer egz-Deletion als die wahrscheinlichsten Kandidaten gentechnisch

verdnderter Baculoviren-Insektizide, die eventuell als erste in der Pflanzenschutzpraxis
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eingesetzt werden konnten. In den vergangenen Jahren wurden die egt-Gene von tiber
20 Baculoviren identifiziert und charakterisiert (Chen et al., 1997; Chen et al., 2000;
Wormleaton & Winstanley, 2001).

3.2.1 Egt-Deletion bei CpGV

Erste mittels Gentechnologie hergestellte egr-Deletionsmutanten von CpGV wurden
von Doreen Winstanley und Mitarbeitern vom Horticulture Research International in
Warwick, England erzeugt (Winstanley, pers. Mitt.). Wirksamkeitsstudien haben aller-
dings gezeigt, dass sich diese Deletionsmutanten, CpGV-eg#(-), hinsichtlich ihrer Wirk-
geschwindigkeit gegeniiber Apfelwicklerlarven nicht in der gewiinschten Form vom
Parentalvirus CpGV-M1 unterschieden. Zwischen beiden Virus-Typen gab es keinen
Unterschied im ersten Larvenstadium, lediglich gegeniiber L5-Larven zeigte CpGV-
egt(-) eine um etwa 9% reduzierte LTsy (D. Winstanley, pers. Mitt.). Da das Ziel der
CpGV-Applikation aber L1- und L2-Larven sind, spielt dieser Effekt fiir die Praxis kei-
ne grofle Rolle. Daher wurde diese Mutante bei der Modellierung der Populationsdyna-

mik nicht weiter betrachtet.

3.2.2 Egt-Deletion bei AcMNPV

Das hier verwendete Nukleopolyhedrovirus von Autographa californica (AcMNPV)
wurde gegeniiber den Zielorganismen Spodoptera exigua und Helicoverpa armigera
getestet, deren Larven als polyphage offene Blattfresser bekannt sind. Als Wildtyp-
Isolat diente das AcMNPV/E2. Bei dem verwendeten rekombinanten Nukleopolyhedro-
virus (AcMNPV/RM1) handelt es sich um eine gentechnisch hergestellte egt-
Deletionsmutante, die anstelle des egt-Gens das Markergen B-Galaktosidase besitzt.
Diese Rekombinante wurde uns freundlicherweise von Prof. Just M. Vlak, Department
of Virology, Wageningen University, Niederlande, iiberlassen. Fiir das AcCMNPV wurde
frither gezeigt, dass eine egt-Deletion einerseits zu einer Erhohung der Wirkgeschwin-

digkeit der Viren und andererseits zu einer Verringerung der Zahl an Virennachkommen
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fiihren kann, was wiederum eine geringere Freisetzung von Viren in das Okosystem zur

Folge hitte (O’Reilly & Miller, 1989; O’Reilly, 1991).

Um diese moglicherweise verdnderten Eigenschaften zu untersuchen, wurden in Labor-
experimenten die biologischen Parameter wie Virulenz (LCsop-Bestimmung, LTso-
Bestimmung) sowie das Vermehrungspotential (Bestimmung der Virennachkommen in
infizierten Larven) an dem rekombinanten AcMNPV/RMI1 und dem Wildtyp
AcMNPV/E2 vergleichend untersucht.

3.2.2.1 Mittlere Letalkonzentration

Die zur Verfiigung stehenden, in Zellkultur produzierten Proben des AcMNPV/E2-
Wildtyps und der AcMNPV/RM1-Rekombinante wurden zunéchst in vivo vermehrt, um
ausreichend Virusmaterial fiir die Biotests zur Verfiigung zu haben. Bei den Untersu-
chungen des Wildtyps standen zwei verschiedene Varianten zur Verfiigung; ein dlteres
Isolat mit der Bezeichnung AcMNPV/E2-I, dass 1992 in Larven von S .exigua vermehrt
und anschlieBend in A. gamma passagiert wurde und ein neueres Isolat (AcMNPV/E2-
IT), welches 2001 nur in S. exigua vermehrt wurde. Das rekombinante Virus
(AcMNPV/RM1) wurde ebenfalls in S. exigua Wirtslarven vermehrt. Zum Vergleich
der biologischen Aktivitdt (LCso) dieser Virusisolate diente wiederum der von Huber
(1981) entwickelte standardisierte Biotest, wobei als Testtiere Eilarven von S. exigua
und H. armigera eingesetzt wurden. Die Inkubation der Larven erfolgte bei 26°C unter
Langtagbedingungen (16 Stunden Licht / 8 Stunden Dunkel) iiber eine Versuchsdauer

von 6 bzw. 12 Tagen.

Die Biotestergebnisse zeigten, dass sich die drei verschiedenen Isolate untereinander
nicht signifikant in ihrer Aktivitdt gegeniiber den jeweiligen Wirten unterscheiden. Al-
lerdings erscheint das Isolat AcCMNPV/E2-I gegeniiber E2-11 und RM1 um den Faktor
2,3 aktiver. Wenn diese Beobachtungen nicht ein Effekt der Vermehrung des Viruspra-
parates in unterschiedlichen Wirts-Spezies ist, kdnnte sie auch auf geringfiigigen geneti-

schen Variationen beruhen. Restriktionsanalysen wéren ein erster Ansatz solche geneti-
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schen Unterschiede zwischen den Priparaten zu entdecken. Alle untersuchten Viren
zeigten eine um Faktor 2-3 hohere Wirksamkeit gegeniiber Eilarven von §. exigua als

gegeniiber den Wirtslarven von H. armigera.

Tab. 3.14: Virusaktivitit von Wildtyp (Isolat E2/-I uns E2/-II) und Rekombinante des AcMNPVs getestet
an Eilarven von S. exigua und H. armigera im 12-Tage-Biotest. Als klassische Methode zur statistischen
Auswertung der Biotests diente wiederum die Probit-Analyse nach Finney (1971), mit deren Hilfe aus
den Regressionsgeraden die mittlere Letalkonzentration (LCso-Werte) bestimmt wurde und als relatives
MaB fiir die biologische Aktivitdt der Viren angegeben wurde. Fiir diese Berechnungen wurde das Com-
puter-Programm (MLP 3.08, NAG, Lawes Agricultural Trust, Rothamsed Experimental Station, 1987)
verwendet.

Spodoptera exigua Helicoverpa armigera
Virus LCso [OB/ml] LCso[OB/ml]
(95% Vertrauensgrenzen) (95% Vertrauensgrenzen)

7,1 x 10* 1,6 x 10°
AcMNPV/E2-] (5.59 - 8.61) (0,95 2.17 x 10°)

1,6 x 10° 4,5x 10°
AcMNPV/E2-IT (047 -2.73 x 10°) (1,09~ 7.96 x 10°)

2,1x 10° 6,7x 10°
AcMNPV/RMI (134 2.86 x 10°) (0,65 — 1,28 x 10°)

3.2.2.2 Mittlere Letalzeit

Ebenso wie die Virulenz wurde auch die Wirkgeschwindigkeit der verschiedenen Virus-
Isolate im Biotest unter standardisierten Laborbedingungen bestimmt. Bei der Infektion
der Larven wurde die unterschiedliche Virulenz der beiden Wildtyp-Isolate berticksich-
tigt, in dem das Ndhrmedium mit 2 bzw. 6 x 10° OB /ml kontaminiert wurde, womit im
Biotest eine Virusmortalitidt von 80-90 % hervorgerufen wurde. Die Testlarven wurden
bei 26 °C unter Langtagbedingungen bis zur Verpuppung inkubiert. Zur Feststellung der
Uberlebenszeit wurden pro Variante 200 Larven tiglich ein bis zweimal gesichtet. Die

statistische Auswertung der Biotestdaten erfolgte mit Hilfe des Lifetest- Programms aus
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Tab. 3.15: Mittlere Uberlebenszeit (STs,) von Eilarven von S. exigua infiziert im Biotest mit dem Wildtyp
(AcMNPV/E2-I und IT) und der Rekombinante AcCMNPV/RM1 bei 26 °C unter Langtagbedingungen.

Virus- Endmortalita¢  Vuttlere Uberlebenszeit
Virus Konzentration [%] (STso) [Tage]
[OB/ml Medium] ? (Standardabweichung)
AcMNPV/E2-1 2x 10° 92,1 6,79 (0,215)
AcMNPV/E2-1 6x 10’ 95,9 5,72 (0,197)
AcMNPV/E2-11 6x10° 92,9 5,99 (0,172)
AcMNPV/RM1 6x10° 95,7 5,45 (0,137)

dem SAS 6.11 Software Package (SAS Institute Inc., 1989) und lieferte die mittleren
Uberlebenszeiten (STso) fiir die verschiedenen Viren (Tab.3.15).

Tab. 3.15 zeigt, dass Wildtyp und rekombinante AcMNPV bzgl. der Eilarven von S.
exigua keinen signifikanten Unterschied in der Wirkgeschwindigkeit (STs) aufweisen.
Stellt man die Uberlebensrate der verschiedenen Testlarven-Populationen in Abhéingig-
keit von der Zeit graphisch dar, zeigte sich fiir das in etwas geringerer Konzentration (2
x 10° OB/ml Medium) verabreichte Wildtyp-Isolat (AcMNPV/E2-I) ein weniger steiler
Verlauf der Uberlebenskurve (Abb. 3.18). Dieser war im Vergleich zu den iibrigen Kur-
ven signifikant verschieden. Dieses Resultat und die daraus resultierende etwas erhohte
STso hdngen moglicherweise mit der Wechselwirkung zwischen verabreichter Virus-
konzentration und der Uberlebensdauer zusammen. Die verringerte Virusdosierung

fiihrt offensichtlich zu einer Abnahme der Wirkungsgeschwindigkeit.
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Abb. 3.18: Verlauf der Uberlebenskurven fiir die beiden Wildtyp-Isolate (Ac/E2-I und IT) und der Re-
kombinante (Ac/RM1) getestet an Eilarven von S. exigua im Biotest mit Medium bei 26 °C unter Lang-
tagbedingungen.

Alle fiir das AcCMNPV ermittelten experimentellen Daten aus Biotests mit Eilarven von
S. exigua und H. armigera lassen keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Wild-
typ und dem hier verwendeten rekombinanten Virus hinsichtlich ihrer biologischen Ei-
genschaften (LCsy und STsg) erkennen. Auch Bianchi ef al. (2000) konnten keinen Un-
terschied in den biologischen Parametern (LDsy und LTsp) zwischen dem AcMNPV
Wildtyp und einer AcMNPV-egt(-) Mutante bei L2-Larven feststellen. Beziiglich der
Infektidsitit (LCsg) fanden O'Reilly & Miller (1991) ebenfalls keinen signifikanten Un-
terschied zwischen dem AcMNPV-egt(-) und dem Wildtyp in Eilarven von S. frugiper-
da. Untersuchungen zur Wirkgeschwindigkeit im gleichen Wirt ergaben jedoch eine um

27,5 h niedrigere STs fiir die Rekombinante im Vergleich zum Wildtyp.
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3.2.2.3 Virusnachkommen

Die Bestimmung der Virusnachkommen in Einzellarven erfolgte in S. exigua nach In-
fektion mit dem Wildtyp bzw. der gentechnisch verdnderten Variante des AcCMNPV.
Hierzu wurden sowohl Eilarven als auch é&ltere Larvenstadien iliber kontaminiertes
Néhrmedium infiziert. Die dabei verabreichte Viruskonzentration im Medium variierte
je nach Alter der Larven zwischen 10° und 10* OB/ml Medium, so dass Larvenkadaver
in allen Stadien erhalten wurden. Die Inkubation der Testtiere erfolgte bei 26°C unter
Langtagbedingungen. Zur Quantifizierung der im Wirt replizierten Viren wurden die
virustoten Larven einzeln in Eppendorfgefdf3e iiberfiihrt und zundchst bei —18°C einge-
froren. Anschliefend wurden die Larvenkadaver nach Zugabe von Tris-HCI-Puffer (pH
8) in den Eppendorfgefilen homogenisiert und die Virussuspension ggf. serienver-
diinnt. Die Titerbestimmung der Nukleopolyhedroviren erfolgte anschlieBend durch
Auszidhlen im Phasenkontrastmikroskop unter Verwendung einer Thomakammer. Tab.
3.16 zeigt die Anzahl der Virusnachkommen der rekombinanten- bzw. Wildtypviren in
unterschiedlichen Larvenstadien von S. exigua. Die Virusnachkommen steigen mit zu-
nehmendem Larvenstadium von L2 — L4 etwa um den Faktor 10 an. Lediglich im Uber-
gang vom L4- ins L5-Stadium blieb der Virusgehalt konstant. Die mit der Rekombinan-
te infizierten Larven zeigten dabei keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu

den Tieren, die mit dem Wildtyp infiziert waren.

Untersuchungen von O'Reilly & Miller (1991) an L5-Larven von S. frugiperda haben
dagegen einen signifikanten Unterschied im Virusgehalt ergeben, wobei filir das
AcMNPV-egt(-) 23% weniger Virennachkommen bestimmt wurden als fiir das natiirli-

che AcMNPV.
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Tab. 3.16: Mittlerer Virusgehalt in unterschiedlichen Entwicklungsstadien virustoter Einzellarven von S.
exigua infiziert mit dem Wildtyp-Isolat (E2-II) und der Rekombinante (RM1) von AcMNPV. Virusgehalt
wurde bestimmt aus 5 Larven pro Variante mit den zugehdrigen 95 % Vertrauensgrenzen (in Klammern)
nach einer Inkubation bei 26 °C und Langtagbedingungen.

Larvenstadium

Virus
L2 L3 L4 L5

2,9x 10° 2,6 x 10’ 6,5x 10° 6,6 x 10°

AcMNPV/E2-II (1,5-42x10% (1,1-4,0x10") (2,0-11x10% (4,9-8,1x 10%

44x10° 48x 10’ 6,1 x 10° 42 x 10

AcMNPV/RMI (2,0-6,7x10%  (0,5-15x10")  (0,7-13x10% (1,3-6,9x 10%

3.2.3 Bewertung der egr-Deletion bei Baculoviren

Die eigenen Ergebnisse als auch die Daten aus der Literatur machen deutlich, dass die
Deletion des egr-Gens in den betrachteten Virus/Wirt-Kombinationen, CpGV/C. pomo-
nella und AcMNPV/H. armigera bzw. AcMNPV/S. exigua nicht die in anderen Vi-
rus/Wirt-Kombinationen beobachtete schnellere Wirkgeschwindigkeit und reduzierte
Anzahl an Virusnachkommen zeigt. Dies bedeutet, dass die egz-Deletion keine generelle
und allgemeingiiltige Methode darstellt, um die Wirkgeschwindigkeit bei Baculoviren
zu erhdhen. Vielmehr muss jede einzelne Virus/Wirt-Kombination individuell betrach-
tet und hinsichtlich der mdglichen Verdnderung der Wirkgeschwindigkeit und damit

einhergehenden FraBBreduktion betrachtet werden.
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4 Insektenparameter

4.1 Populationsdynamik des Apfelwicklers

Ein sehr wichtiger Teil des Modells ist die Populationsdynamik des Apfelwicklers, die
sich im wesentlichen aus der natiirlichen Mortalitédtsrate (Mortalitdten, die nicht CpGV
bedingt sind), der temperaturabhéngigen Entwicklungsrate und der Reproduktionsrate
zusammensetzt. Die Literatur des letzten Jahrhunderts birgt eine Fiille an Erkenntnissen
iiber den Apfelwickler. Im folgenden Abschnitt sollen besonders die Daten, die fiir un-
ser System von Bedeutung sind, zusammengefasst werden. Hierbei werden auch solche
Daten beriicksichtigt, die nicht direkt in das Modell eingeflossen sind, vielmehr aber

dem Verstandnis dienen.

4.1.1 Natiirliche Mortalititen

Wie in Tab. 4.1 ersichtlich ist, unterscheiden sich die Mortalititsraten von C. pomonella
z.T. erheblich von Studie zu Studie. Dieses liegt zum einen an unterschiedlichen geo-
graphischen Lagen und klimatischen Bedingungen, zum anderen an wahrscheinlich un-
terschiedlichen biologischen Gegenspielern (Réuber, Parasiten). Fiir das Modell wurden

die Mortalitdtsraten aller Regionen gemittelt.

4.1.2 Ontogenese

Die Entwicklungsgeschwindigkeit ist bei Insekten stark temperaturabhingig. Um Er-
gebnisse verschiedener Wetterbedingungen miteinander vergleichen zu kdnnen, werden
in 6kologischen Studien und auch beim Modellieren sehr hdufig Gradtage verwendet.
Die fiir die Entwicklungsberechnungen notwendigen Gradtage setzen sich bei C. pomo-

nella folgendermallen zusammen (Glenn, 1922)

Gradtage = Anzahl der Tage x [(Tagesmaximum + Tagesminimum)/2 —10] °C
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Tab. 4.1: Aus verschiedenen Studien zusammengefasste Mortalitdtsraten der verschiedenen Entwick-
lungsstadien von C. pomonella mit den dazugehdrigen Mortalititsursachen: ' Riuber,' Vogel,"™ Amei-
sen,” Krankheit,” Parasiten,” Pilze,® andere Pathogene,3 Klima,* Temperatur,3b Regen,4 Unfruchtbar-

keit, > unbekannt. Modifiziert nach Ferro et al, 1975 und der CMISS Datenbank.

% Mortalitiit Insekten- Region Referenz
herkunft
25° Feld  N.Amerika Ferro et al, 1975
19* Feld  N.Amerika Ferro et al, 1975
29* Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
174 Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
= 144! Feld Kanada MacLellan, 1962
._g 22,1120 Feld Kanada MacLellan, 1977 (9 Jahre)
S 1-5% Feld USA Riedl & Croft, 1978
,Vﬁ 32-431, Feld N. Amerika Summerland & Steiner,
= 19-23* 1943
12-62 - Kanada Hagley, 1972b
18-35 Labor N. Amerika Hathaway et al., 1971
5-18 Feld N. Seeland  Wearing, 1979
3.8 Lischke, 1992
62 Feld N. Amerika Ferro et al., 1975
72 Feld N. Amerika Ferro et al., 1975
63 Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
§ 63 Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
= 69 Feld Kanada  McLellan, 1962
7 55,4103 Feld Kanada  McLellan, 1977 (9 Jahre)
= 18,2°° - Kanada  Hagley, 1972a
66 - N. Amerika Hall, 1934
10-55 Feld N. Seeland  Wearing, 1979
2,9 Lischke, 1992
N 67,8 Feld Kanada MacLellan, 1977 (9 Jahre)
— = 43-66 Feld N. Seeland  Wearing, 1979
28" Feld  N.Amerika Ferro et al., 1975
2 23% Feld N. Amerika Ferro et al., 1975
Ei 144 Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
8 5% Labor N. Amerika Ferro et al., 1975
2 39,9%11a.3 Feld Kanada  McLellan, 1977 (9 Jahre)
— 14-30" Feld N. Amerika Jaynes & Marucci, 1947
94' Feld Kanada  McLellan, 1960
o 2,8 Feld N. Amerika Ferro et al., 1975
2, 5 Feld N. Amerika Ferro et al., 1975
§ 2-14 N. Seeland  Wearing, 1979
8,5 Lischke, 1992
Adult 2,5 Lischke, 1992

* L5-Stadium nach Verlassen des Apfels.
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Das Temperaturminimum, unterhalb dessen keine Entwicklung stattfindet, unterscheidet
sich fiir C. pomonella leicht zwischen den Stadien, doch wird der Einfachheit halber
10°C generell als Basislinie verwendet (in CMISS; Riedl & Croft, 1978; Jorgensen et
al., 1979; Howell & Neven, 2000). Die Anzahl der bendtigten Gradtage fiir die jeweili-
gen Stadien sind in Tab. 4.2 zusammengefasst. Die Embryonalentwicklung im Freiland
dauert bei 12°C 26 Tage, bei etwa 26°C sind es 6 Tage (Andermatt et al., 1988). Um die
Entwicklung der Larven unter Freilandbedingungen noch genauer zu simulieren, kon-
nen auBBerdem die mikroklimatischen Effekte im Apfelbaum bzw. im Apfel beriicksich-

tigt werden (Gold et al., 1987).

Tab. 4.2: Notwendige Temperatursummen fiir die Entwicklung von C. pomonella. Modifiziert nach der
CMISS Datenbank.

Stadium Mittelwert der 95% Konfidenz- Referenz
benotigten Gradtage interval
L1 54,59 (53,10-56,08) Setyobudi, 1990
L2 55,75 (53,09-58,41) Setyobudi, 1989
L3 33,18 (28,32-38,04) Setyobudi, 1989
L4 21,20 (17,50-24,80) Setyobudi, 1989
L5 124,24 (115,2-132,96) Setyobudi, 1989
Puppe 2222 Pickel et al., 1986
Puppe 152,30 (147,43-157,17) Setyobudi, 1989

4.1.3 Reproduktionsrate & Geschlechterverhaltnis

Fiir die Reproduktionsrate wird hauptsidchlich die Legeleistung der Weibchen bertick-
sichtigt (Tab. 4.3). Wetterverhéltnisse, Populationsdichte und Geschlechterverhiltnis
tragen zusétzlich zur Reproduktionsrate bei (siche Tab. 4.5 in Abschnitt 4.1.5), dienen
einem Modell jedoch nicht zum weiteren Verstindnis des Systems Apfelwickler —

CpGV.
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Tab. 4.3: Die Legeleistung der Weibchen (Eier pro Weibchen) mit Standardabweichung (S.D.) und Stan-
dardfehler (S.E.). Daten aus der CMISS Datenbank, (n = Anzahl der Studien).

Labor Freiland

Mittelwert 88,24 46,70
S.D. 58,32 18,24
S.E. 14,6 3,9

n 17 23

Nach Hall (1929) liegt bei Faltern im Friihjahr der Anteil der Weibchen bei 56,5%. In
einer Studie von McLellan (1977) war der Anteil der Weibchen, die groftenteils in Rin-
gen aus Sackleinen um den Stamm gefangen wurden, bei 51,5%. Ebenso konnten Glen
et al. (1981) ein Verhiltnis von 1:1 und Geier & Briese (1978) ein dhnliches von
1,16+0,06 (Miannchen/Weibchen) feststellen. AuBBerdem hatte MacLellan (1972) beo-
bachtet, dass in Obstbau-Anlagen das Geschlechterverhiltnis von Weibchen zu Ménn-

chen umgekehrt proportional zu der Falterdichte ist.

Fiir den Apfelwickler existiert demnach generell ein 1:1 Geschlechterverhéltnis, doch
hat der Versuch zur vertikalen Transmission gezeigt, dass sich das Geschlechterverhélt-
nis bei einer subletalen CpGV-Infektion zu Gunsten der Ménnchen verschieben kann.
Das Geschlechterverhiltnis ist im Modell ein essentieller Teil der Apfelwicklerpopula-
tionsdynamik, wenngleich das verschobene Verhiltnis bei einer subletalen Infektion

derzeit noch nicht integriert wurde.

4.1.4 Zeitpunkt der Apfelwicklerentwicklung

Zusitzlich zu einer mit der Temperatur korrelierten Entwicklung ist fiir Berechnungen
der Apfelwicklerpopulation auch der Zeitpunkt dieser Entwicklung wichtig. Gottwald
(1996) berechnet den Eiablagebeginn indem er die Gradstunden iiber der Schwelle 10°C
ab dem 1. Mirz addiert. Ab einer Gradstundensumme von 5700 erfolgt die Eiablage.
Tab. 4.4 zeigt ein Beispiel fiir die Schlupfzeitpunkte in einem warmeren deutschen Ge-

biet mit zwei Apfelwickler Generationen.



Tab. 4.4: Berechnete Schlupfzeitpunkte von Apfelwicklerlarven in frithen Lagen. Daten aus Walder

(1999).

Tab. 4.5: Relevante Daten aus der Literatur fiir die Populationsdynamik des Apfelwicklers. Modifiziert
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Gradtage Anteil der geschliipften
Larven
0 (Biofix) Flugbeginn
140 3 % Larven der 1. Gen.
555 100 % Larven der 1. Gen.
655 3 % Larven der 2. Gen.
1189 100 % Larven der 2. Gen.

nach Geier & Briese, 1978.

Parameter Eigenschaft Referenz
Reproduktions-  Photoperiode: lange Photoperioden in den frithen Entwick- (1) Desed & Saringer,
verhalten lungsstadien (1) maximiert die Anzahl der Eier/ Weibchen 1975
(2) minimiert die Frequenz ungepaarter Weibchen (2) Geier & Briese,
1978
Eier pro Weib-  Befallsdichte: bei einer hohen Befallsdichte kann die An- Ferro & Harwood,
chen zahl der Eier pro Ovariole reduziert sein 1973
Eiablage Wind: kein Falterflug bei Wind Borden, 1931
1 od. auch mehrere Eier wurden auf einem Apfel gefun- Washburn, 1893
den, der bereits eine junge Larve enthielt
Ort: siehe auch Tab. 4.6
Fruchtbarkeit Photoperiode: lange Photoperioden in den frithen Entwick- (1) Geier & Briese,
der Eier lungsstadien maximiert die Fruchtbarkeit der Eier (1) und 1978
die Frequenz gepaarter Weibchen (2) (2) Deseo, 1973
Entwicklungs-  Photoperiode: lange Photoperioden beschleunigen die Geier & Briese, 1978
rate Entwicklung der pra-Imagines
Befallsdichte: Larvenentwicklung ist bei hoher Befalls- Ferro & Harwood,
dichte verzogert 1973
Immigration Flugentfernung: bis zu 11 km; 16,7% der ungepaarten u. Schumacher et al.,
10% der gepaarten & sowie 20% der ungepaarten u. 7,4% 1997
der gepaarten Q flogen iiber 5 km in einer Flugmiihle
Vorzeitiger Tod  Temperatur & relative Lufifeuchte (RH): bei >30°C und Hagley, 1972b
von <50% RH sterben Adulttiere frithzeitig
Adulten
Geschlechterverhdltnis: ein iberméafiger Anteil an Mann- Hathaway et al., 1970
chen kann durch Uberpaarung zu einem friihzeitigen Tod
der Weibchen fiithren
Winter- Dichteabhdngigkeit: die Wintermortalitét ist bei Diapause- (1) McLellan, 1977
mortalitdt larven z. T. erheblich und wird als abhéngig von der Ap- (2) Geier, 1961

felwicklerdichte beschrieben (1), hingt lediglich von der
Anzahl sicherer Kokonunterschliipfe ab (2)
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4.1.5 Weitere fiir die Populationsdynamik wesentliche Faktoren

In der Literatur ist eine Vielzahl an biologischen Parametern des Apfelwicklers be-

schrieben, die fiir ein Modell wie GRANULO (Kap. 6) jedoch zu speziell sind. Den-

noch sind einige in Tab. 4.5 und Tab. 4.6 aufgelistet, um Abweichungen, die durch ein

vereinfachtes Modell entstehen, besser zu erklaren.

Tab. 4.6: Zusammenfassung der Orte der Eiablage fiir die 1. und 2. Generation von C. pomonella.

Abgelegte Eier (%)
Gen. Blatt Frucht Ast Referenz
Oberseite | Unterseite | Stielgrube | Kelchgrube | sonstig

I. 22-39 17-18 1-3 0-1 3-7 — | Blago & Dickler,
1990

2. 22-15 12-27 13-20 3-7 4-10 — | Blago & Dickler,
1990

1. 45 27 6 22 Audemard, 1976

2. 25 27 20 28 | Audemard, 1976

53 30 16 — | McLellan, 1962

4.1.6 Relevantes Verhalten fiir die horizontale Transmission von CpGV

In Kap. 3.1.6.1 wurde bereits auf das Verhalten der Apfelwicklerlarven eingegangen. In

Tab. 4.7 sind mégliche Infektionsquellen und die fiir eine horizontale Ubertragung des

Virus relevanten Daten nochmals in Tabellenform umfassender zusammengefasst.



Tab. 4.7: Verhaltenstypische Daten aus der Literatur, die fiir das System Apfelwickler-CpGV relevant
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sind.
Parameter Eigenschaft Referenz
Infektionsquelle  Nicht auf der Ei-Schale: mit Virus bespritzte Eier Glen & Clark, 1985
und -zeitraum verursachen keine Mortalitét
(CpGV)
Vor dem eigentlichen Anfressen: Die Virusautnahme Ballard ef al., 2000
war unabhingig vom aktiven Fressen. Larven konnten
sich innerhalb 3,5 min durch Grasen und Uberqueren
einer mit Virus bedeckten Flache infizieren.
Kontinuierlich: Larven konnten vor dem Einbohren, Sheppard & Stairs, 1976
kurz nach dem Einbohren und bis zum Vordringen zum
Kerngehduse mit dem Virus infiziert werden
Verhalten Auferhalb des Apfels: (1) 90% der Larven verbringen (1) Glen & Clark, 1985

Besiedlung von
Apfeln

mindestens 10 min auf Blittern, ehe sie eine Frucht
aufsuchen (2) Eilarven, die auf eine Frucht gesetzt wer-
den, finden nach einigen Minuten bis zwei Stunden eine
geeignete Frafistelle; das Einbohren dauert 1-2,5 h

Frafistellen: Bevorzugt wurden Unebenheiten auf der
Frucht und Stellen an denen sich Friichte oder eine
Frucht und ein Blatt od. Zweig beriihrten (1),(2); 73%
auf der Seite, 27% im Kelch (1); 22% auf der Seite,
26% beim Stiel, 52% beim Kelch (3); Die FraBstellen
unterscheiden sich je nach Fruchtsorte, Region, Wetter

2

Anfressen der Eilarven: Beim Eindringen in den Apfel
fressen die Larven keine Schale. Erst das Fruchtfleisch
wird gefressen.

Einbohrdauer: 43,5£24,5 min (n=17) (1); 15-200 min
(2) (3); die benétigte Zeit hdngt von Temperatur, Licht-
verhiltnissen, Apfelsorte und der Vitalitdt der Larven ab

) ().

Bei Regen: bei nassem Wetter konnen Larven ihren
Tunnel verlassen und fressen sich entweder in die glei-
che Frucht oder in eine andere.

Dichte: meist eine Larve pro Apfel, gelegentlich bis zu
3 — Beobachtungen im Freiland (1)(2)(3); in einem
Freilandversuch waren etwa 10% der Apfel mehrfach
angefressen (2); in Versuchen iiberleben 20% bei 10
Larven pro Apfel, 30% bei einer Dichte von 5-6 Larven,
45% bei 2-3 und 60% bei einer Larve (4). Wenn 2 Lar-
ven in einem Apfel vorhanden sind, dann sind sie gene-
rell von unterschiedlicher GroBe (5)

(2) Geier, 1963

(1) Hall, 1929
(2) Audemard, 1976
(3) Glen & Clark, 1985

Simpson, 1903

Hall, 1929
Audemard, 1976
Andermatt et al., 1988

(1) Jackson, 1982
(2) Hoerner, 1925
(3) Hall, 1934

(4) Smith, 1926

McLellan, 1962

(1) Garlick, 1948
(2) Wearing, 1979
(3) Geier, 1961

(4) Jackson, 1982
(5) Howard, 1887
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4.2 Experimentelle Daten zur Populationsdynamik des Apfelwicklers

4.2.1 Temperaturspezifische Entwicklung

Laborbeobachtungen, die parallel zu den Infektionsversuchen in Abschnitt 3.1.2 ange-
stellt wurden, zeigten, dass sich die Entwicklungsdauer vom ersten Larvenstadium bis
zum Puppenstadium ab 15°C bei zunehmender Temperatur bis 32°C von 49 auf 16 Tage
verringerte (Abb. 4.1, Tab. 4.8). Dabei wurde die maximale Entwicklungsrate bereits

bei 26°C erreicht.

In einer Studie von Pitcairn et al. (1991) wurde mit den Entwicklungszeiten von Eiern,
Larven und Puppen bei Temperaturen von 8,9°C, 10,0°C, 11,1°C, 12,2°C, 15,6°C,
25,6°C, 27,8°C, 30,0°C, 32,2°C und 34,4°C untersucht. Bei 12,2°C und darunter konnte
keine Entwicklung in den jeweiligen Stadien gemessen werden. Bei Temperaturen bis
zu 25,6°C verlief die Entwicklung der Larven dhnlich wie den in Abb. 4.1 und Tab. 4.8
dargestellten Daten und betrug bei 25,6°C beispielsweise 17,14+0,53 Tage. Im Gegen-
satz zu eigenen Beobachtungen zeigte diese Arbeit bei hoheren Temperaturen jedoch
keine stagnierende, sondern eine kiirzer werdende Entwicklungsdauer, die bei 32,2°C
nur noch 11,27+0,25 Tage betrug. Bei 34,4°C starben nicht nur Larven, sondern auch
Puppen. Lediglich die Eier konnten sich bei dieser Temperatur, wenngleich auch etwas

langsamer, weiterentwickeln.
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Abb. 4.1: Entwicklungsdauer der einzelnen Larvenstadien von C .pomonella. Angegeben ist die Dauer in
der 50% der Tiere das entsprechende Stadium erreicht hatten. Diese von uns erhobenen Daten wurden im
Modell verwendet.

Tab. 4.8: Entwicklungsdauer der einzelnen Larvenstadien. Zeit (in Tagen) in der 50% der Tiere das ent-
sprechende Stadium erreicht hatten.

Entwicklungs- Entwicklungsdauer (Tage)

stadium 15°C 19°C 22°C 24°C 26°C 28°C 30°C 32°C
L1 4 1 1 1 1 1 1 1
L2 8 9 4 2 2 1 1 1
L3 7 3 3 3 2 3 2 1
L4 20 10 6 3 2 3 2 3
L5 7 8 5 7 4 3 5 5

Prapuppe 3 6 10 3 5 5 5 5
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4.2.2 Relevantes Verhalten fiir die horizontale Transmission des CpGV

Fiir Laborversuche iiber die horizontale Transmission war es wichtig zu wissen, wie
viele Larven sich auf einem Apfel entwickeln konnen. Bei extrem unrealistischen Dich-
ten von 10 Larven pro Apfel, hatte zwar ein relativ groBer Anteil der Larven iiberlebt
(46£14%, Tab.4.9), doch waren die meisten der Larven sehr klein und unterentwickelt.
Generell konnten nur eine, gelegentlich auch zwei, manchmal drei L4- und L5-Larven
im Kerngehiuse gefunden werden. Die Uberlebensraten in diesem Versuch waren hdher
als die von Jackson (1982) in Tab. 4.7 dargestellten Uberlebensraten bei hoheren Dich-

ten.

Tab. 4.9: Anteil der iiberlebenden Larven (%) bei unterschiedlich dichter Apfelbesiedlung. Hierfiir wur-
den 1-10 frisch geschliipfte Eilarven auf jeweils einen Apfel gesetzt und deren Uberlebensrate nach 3
Wochen ausgewertet.

Anzahl Larven  Uberlebende n (Stichpro-
pro Apfel (%) = S.D. benumfang)

10 46+14 14

5 5617 16

3 62428 21

2 80+28 15

1 81+40 21
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5 Methoden zur Quantifizierung von Viren in Umweltkompartimen-

ten

In der Vergangenheit wurden Viren in Umweltproben iliberwiegend mittels Biotests
nachgewiesen (Undorf, 1991, Lopez-Pila, 1988). In diesen Biotests wurden den Larven
die Umweltproben angeboten und die Mortalitdt mit einem Virus-Standard mit bekann-
ter Konzentration verglichen. Bei einem solchen Nachweis konnen nur aktive, infektio-
se Viren nachgewiesen (Kap. 5.1) werden. Einen alternativen Nachweis von Baculovi-
ren in der Umwelt stellt der direkte DNA-Nachweis mittels der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) dar, bei der die virale DNA durch eine enzymatische Reaktion ver-
mehrt wird (Kap. 5.2). Dieser Nachweis ist sensitiver, unterscheidet jedoch nicht zwi-

schen infektidsen und inaktiven Viren.

Verléssliche Untersuchungen zum Verbleib und zur Ausbreitung von Baculoviren, die
in die Umwelt eingebracht wurden, erfordern, dass man den Virusgehalt in den einzel-
nen System-Komponenten (Pflanzen, Boden und Sickerwasser) quantitativ bestimmen
kann. Virusbeldge auf Pflanzen lassen sich relativ einfach und schnell untersuchen, in-
dem die viralen OBs mit Hilfe einer Detergenzldsung (0,1 % SDS) von den Pflanzen
abgewaschen werden. Anschlieend werden die OBs durch Zentrifugation aufkonzent-
riert, und der Titer wird mikroskopisch bestimmt. Ahnlich kann auch der Virusgehalt

des aus Boden aufgefangenen Sickerwassers bestimmt werden (Undorf, 1991).

Sehr viel schwieriger erweist sich die Bestimmung der Virusmenge im Boden selbst, da
die OBs je nach Bodenart und Zusammensetzung unterschiedlich adsorbiert werden
(Bitton, 1980 & Dizer, 1988) und durch Anwendung verschiedener Elutionsverfahren
mit unterschiedlicher Effizienz aus dem Boden extrahiert werden kénnen. Die von E-
vans et al. (1980) beschriebene Methode eignet sich flir die Standardisierung der Ex-
traktion (Undorf, 1991). Direktes Auszdhlen der OBs in den auf diese Art gewonnenen
Bodenextrakten kann jedoch unpraktikabel sein, da die OBs optisch nicht von den

Kleinstbodenpartikeln zu unterscheiden sind und meist an ihrer Oberflidche aggregieren.
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Zwar bietet die Literatur addquate Methoden zur Demonstration von Nukleopolyhedro-
viren im Boden an; doch sind diese recht aufwéndig, da sie auf Techniken der Immu-
nofluoreszenz-Mikroskopie (Hukuhara, 1987) und der Proteinfarbung (Jaques, 1971)
beruhen. Eine recht zuverldssige Methode fiir den quantitativen Nachweis der Viren ist
dagegen der Biotest, mit dem die biologische Aktivitdt der Virusproben bestimmt wer-

den kann.

5.1 Biotests zur Bestimmung der Virusmenge im Boden und auf Bliit-

tern

Werden im Biotest definierte Virusmengen in aufsteigender Konzentration eingesetzt,
so konnen die hieraus gewonnenen Dosis-Wirkungs-Kurven auch als Eichkurven zur
Berechnung von Versuchsproben mit unbekannter Virusmenge herangezogen werden.
Fiir die Bestimmung der Virusmenge in Bodenproben finden zwei Methoden Verwen-
dung. Die Viren konnen entweder iiber die von Evans et al. (1980) beschriebene Me-
thode extrahiert werden und im Biotest in das Nahrmedium gemischt werden oder die
Bodenproben konnen direkt in das Nahrmedium gemischt werden (Undorf, 1991). Ein
Beispiel fiir Eichkurven fiir die Bestimmung des extrahierten Virusgehalts ist in Abb.
5.1 dargestellt. Die zweite Methode eignet sich besonders bei Bodenproben mit gerin-
gem Virusgehalt, kann aber nur in relativ kurzen Biotests (6 Tage) angewendet werden,
da die Mortalitdt der Larven durch vermehrtes Pilzwachstum und baktierielle Kontami-

nation sonst deutlich hoher ist.

Zur Berechnung unbekannter Virusmengen in den Versuchsproben werden die oben
erwahnten Dosiswirkungskurven (Eichkurven) zunichst durch Transformation der Mor-
talitdtsprozentwerte in Probit-Einheiten in eine Gerade iiberfiihrt. Durch Einsetzen der
im Biotest mit Versuchsproben registrierten Probit-Mortalitit in die Geradengleichung,
lasst sich der Einschlusskorper-Gehalt in der Bodenproben iiber folgende Beziehung

berechnen, wobei p fiir Probe und g fiir Eichkurve steht:
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Probit Mortalitét p — (5 — (log LCs g x Steigung g))

log Konzentration p =
Steigung g

Der LC-Wert sowie die Steigung werden aus den Regressionsgeraden der Eichkurven
abgeleitet. Eine exemplarische Zusammenstellung von LC-Werten fiir das AcMNPV
aus Bodenproben und der zugehorigen Steigungswerte, die aus den einzelnen Eichkur-
ven der verschiedenen Virus-Wirt-Systeme bzw. Virus-Boden-Varianten ermittelt wur-

den, ist in Tab. 5.1 zu finden.

120
100 - Foo-®
Autographa gamma
:\‘; 80 :
5 s
= 60 - .
£ *
o 1
= 40 N
,‘ Spodoptera exigua
20 - .
,»
‘ -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ; :
2 3 4 5 6 7 8 9 10

log Polyeder / 25 g Boden

Abb. 5.1: Eichkurven zur Bestimmung von unbekannten Virusmengen von AcMNPYV in Erdproben einer
kiinstlichen Mischerde (bestehend zu 50 % Kompost, 25 % Sand und 25 % Torf) nach Extraktion mit
0,1%iger SDS-Losung. Die Aktivititsbestimmung der Bodenextrakte erfolgte im 12-Tage-Biotest bei 26
°C mit Eilarven von 4. gamma und S. exigua (Undorf, 1991).
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Tab. 5.1: Parameter zur Berechnung der Viruskonzentrationen in Bodenextrakten. LCs-Werte und Stei-
gung der Wirkungsgeraden aus Biotests mit Extrakten aus Bodenproben mit definierten Viruskonzentrati-
onen (Undorf, 1991).

- LCsy (OB/25 g Boden) Steigung
Variante 95 % *S.D.)
Vertrauensgrenzen) o
AcMNPV/S. exigua 1,9x 107 1,65
kiinstliche Mischerde (1,1-3,5x 10" (£0,22)
AcMNPV/S. exigua 2,9 x 10° 1,46
Lehm (2,4 -3,5x 10° (+0,08)
AcMNPV/ A. gamma 5,8x 10* 2,14
kiinstliche Mischerde (3,9 — 8,4 x 10 (£0,33)

Bei der Bestimmung der Virusmenge auf Bléttern mittels Biotest gibt es wiederum zwei
Methoden. Das Virus kann entweder abgewaschen werden und anschlieBend fiir den
Biotest mit semi-synthetischen Ndhrmedium vermischt werden oder die Blétter konnen
den Larven im Biotest direkt angeboten werden. Wird das Virus abgewaschen, konnen
die aus den Biotestergebnissen ermittelten LCso-Werte (nl/ml Medium) mit den LCsy-
Werten (OB/ml Medium) aus Standard-Biotests direkt verglichen werden. Zur Abschét-
zung eventuell noch verbleibender Virusriickstdnde an den bereits gewaschenen Pflan-
zen, wird das Blattmaterial luftgetrocknet und gewogen. AnschlieBend werden die ge-
trockneten Blatter mit einem Morser zerkleinert und zur Aktivitdtsbestimmung ebenfalls
ins Biotest-Medium eingeriihrt. Die anhand der Virusmortalitit bestimmte Restaktivitit

wird bei der Bilanzierung der Gesamtvirusmenge auf den Pflanzen beriicksichtigt.

Bei Biotests in denen die Blétter den Larven direkt angeboten werden, miissen gleich-
grof3e Blattrondelle verwendet werden, die so groB} sind, dass sie von der Testlarve in-
nerhalb der vorgesehenen Versuchsdauer komplett verzehrt werden. Um bei diesen Bio-
tests eine Virusquantifizierung zu ermoglichen, miissen vorab Eich-Biotests mit Blatt-
rondellen durchgefiihrt werden, die mit definierten Virusmengen kontaminiert werden.
Hierzu eignen sich fiinf verschieden konzentrierte Virussuspensionen. Die mit Hilfe der

Probit-Analyse erstellten Dosis-Wirkungskurven liefern LCsp-Werte und die Parameter
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der Geradengleichung, die wie bereits beschrieben zur Berechnung von unbekannten

Virusmengen herangezogen werden.

5.2 Virus-Nachweis mittels PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Zur Detektion von CpGV in Umweltkompartimenten wurde ein DNA-
Nachweisverfahren etabliert, das auf der PCR beruht. Zu Beginn der Arbeiten lag ledig-
lich die Sequenz fiir das CpGV-Ganulingen vor (Crook et al., 1997). Die fiir die PCR
verwendeten Primerpaare basierten deshalb auf der Granulinsequenz (siehe Tab. 5.2 fiir
die Primersequenz). Mittlerweile ist die komplette Sequenz des CpGV bekannt (Luque
et al., 2001), so dass heute PCR-Nachweise von weiteren CpGV-spezifischen Sequen-
zen etabliert werden konnten. Bei PCR-Nachweisen von CpGV in Larven-, Boden- und

Pflanzenproben wurden die Primerpaare PRCP1 und nestedPRCP1 verwendet.

Tab. 5.2: Beschreibung der verwendeten PCR Primer.

Primer Sequenz Produktlinge
PRCP1U 5-GAA TAC GGC ACC AGA TAC AC-3¢ 1210 bp
PRCPIL 5‘-AGA TGA TGA TTT AGA CAA CTT AG-3¢

nestedPRCP1U  5°-GGC CCG GCA AGA ATG TAA GAA TCA-3° 422 bp
nestedPRCPIL  5°-GTA GGG CCA CAG CAC ATC GTC AAA-3°

Reaktionszusammensetzung und Programme fiir die PCR der jeweiligen Primerpaare:

Reagenz Endkonzentration

PCR-Puffer (Gibco LifeTechnologies) Ix

dNTP mix je 0,2 mM

MgCl, 2,5 mM (PRCP1 Primer) bzw. 1,5 mM

nested Primer
Primer-Mix je 0,5 mM
Template DNA —
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Reagenz Endkonzentration

Taq DNA Polymerase (Gibco LifeTechnologies) 1,25 units

autoklaviertes destilliertes Wasser auf 50ul auffiillen

Primerpaar PRCP1:

@® 2 min 94°C, @ 1 min 94°C, @ 0,45 min 52°C, ® 0,45 min 72°C, ® 5 min 72°C; 35
Zyklen @-®

Primerpaar nested PRCP1:

@ 2 min 94°C, @ 1 min 94°C, ® 1 min 60°C, ® 0,30 min 72°C, ® 7 min 72°C; 30 Zyk-
len @-®
(®,@ Denaturierung; @ Primer-Bindung, ®,® Kettenverlangerung)

Nachweis von CpGV in Larven

Mit dem Primerpaar PRCP1 und 0,25 pg genomischer C. pomonella-DNA als Hinter-
grund lag die Nachweisgrenze einer PCR bei 1x10° Viruspartikeln. Diese Nachweis-
grenze blieb bestehen, wenn die PCR mit CpGV-Einschlusskorpern statt mit der be-
kannten Menge an aufgereinigter CpGV-DNA, durchgefiihrt wurde. Da diese Nach-
weisgrenze fur eine latente Infektion noch immer zu hoch erschien, wurde eine auf dem
Nachweis des Granulin-Gens basierende nested PCR etabliert. Das Primerpaar der
nested PCR liegt innerhalb der bereits amplifizierten Granulinsequenz (Abb. 5.2) und
erzeugt in einer zweiten Reaktion ein PCR-Produkt mit einer Linge von 422 bp. Fiir die
nested PCR wurden Primer mit einer hdheren Schmelztemperatur gewihlt, so dass die
Primer der Primarreaktion die zweite Reaktion nicht beeintrdchtigte. Die Nachweis-
grenzen der beiden Reaktionen wurden bestimmt, indem unterschiedliche Mengen von
Virus-DNA der Insekten-DNA zugefiigt wurden. Mit Hilfe der eingesetzten DNA-
Menge und der Virusgenomlinge konnte die in den PCR-Ansitzen enthaltene Anzahl
viraler Genome berechnet werden. Bei der nested PCR lag die Nachweisgrenze von
CpGV-DNA und auch CpGV-Einschlusskorpern bei 10 Viruspartikeln. Der Nachweis
mit der nested PCR ist jedoch so empfindlich, dass auch in nicht infizierten C. pomonel-

la-Larven ein Virus spezifisches Signal erhalten wurde, was auf eine latente Infektion



- 100 -

oder eine mogliche Kontamination schliefen lie. Die Bestimmung der Nachweisgren-
zen wurde deshalb mit genomischer DNA, die aus dem fiir CpGV weniger suszeptiblen

Insekt Cryptophlebia leucotreta stammte, durchgefiihrt.

genomische DNA

PRCP1 Primerpaar

—>

1. PCR Produkt

nested Primerpaar

=)

2. PCR Produkt

Abb. 5.2: Schematische Darstellung der nested PCR.

In den bisher beschriebenen Versuchen wurde die DNA mit einem Phenolisierungspro-
tokoll isoliert, doch erwies sich dieses Verfahren fiir groBe Probenmengen als zu ar-
beitsaufwéndig. Eastwell et al. (1999) verwendeten in ihrer Arbeit eine einfachere,
schnellere Methode in der sie die Larve morsern, in Detergens und NaOH kochen, neut-
ralisieren und abzentrifugieren. Mit einem hundertstel dieser Losung als Hintergrund in
einer PCR mit dem Primerpaar PRCP1, lag die Nachweisgrenze bei 1x10* Einschluss-
korpern. Die Nachweisgrenze der nested PCR lag ebenso wie bei dem Phenolisie-

rungsprotokoll bei 10 Einschlusskorpern.

Um eventuelle Verluste bei dieser Methode besser abschidtzen zu kénnen, wurden drei
C. leucotreta-Larven unterschiedliche Mengen an CpGV (5x10°, 5x10%, 5x10°) zuge-
fiigt und anschliefend die DNA nach Eastwell ef al. (1999) isoliert. Dabei konnten in
der ersten PCR mit dem PRCP1 Primerpaar 5x10* OB in einer Larve, nicht aber 5x10°
OB nachgewiesen werden (Abb. 5.3). Hingegen konnte in der nested PCR bei allen drei

Konzentrationen CpGV nachgewiesen werden (Abb. 5.4). Die Verluste scheinen somit
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sehr gering zu sein. Mit Hilfe dieses vereinfachten DNA Isolierungsprotokolls und der
hoch empfindlichen nested PCR konnen die Larvenproben aus den Versuchen zur verti-

kalen Transmission rasch und sensitiv analysiert werden.

Abb. 5.3: PCR mit dem PRCPI Abb. 5.4: PCR mit dem nested Pri-
Primerpaar. 1) 1 kb Ladder, 2) po- merpaar. 1) 100 bp Ladder, 2) posi-
sitiv Kontrolle, 3) H,0 Kontrolle, tiv Kontrolle, 3) H,0 Kontrolle, 4)
4) Larve mit 5x10° OB CpGV, 5) Larve mit 5x10° OB CpGV, 5) Lar-
Larve mit 5x10° OB CpGV, 6) ve mit 5x10* OB CpGV, 6) Larve
Larve mit 5x10° OB CpGV. mit 5x10° OB CpGV.

Nachweis von CpGV in Umweltproben

Um die Nachweisgrenze der PCR-Reaktionen mit reinem CpGV zu liberpriifen, wurde
zunéchst mit einer CpGV-DNA-Losung eine Verdiinnungsreihe erstellt. Mit dieser Ver-
diinnungsreihe konnten in der Ausgangs-PCR eine Nachweisgrenze von 640
fg/Reaktion, und in der nested PCR eine Nachweisgrenze von 64 fg/Reaktion erreicht

werden.

Ahnlich wurde spiter die Sensitivitit der PCR mit isolierter DNA aus Umweltproben
getestet. Hierfiir wurden acht Verdiinnungen (10° - unverdiinnt, entspricht 2,2 x 10"
OB/l - bis 107 - entspricht 2,2 x 10° OB/l) des CpGV-Insektizids, Granupom®, mit
Boden- und Pflanzenproben vermischt (,,Spiken‘). Die Boden- und Pflanzenproben
wurden von einer beliebigen Wiese gesammelt. Der Erdboden wurde von der oberen

Bodenschicht abgetragen, wobei darauf geachtet wurde, dass der pflanzliche Material-
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anteil moglichst gering war. AnschlieBend wurde der Boden gesiebt, um ihn besser
mischen und portionieren zu konnen. Das Pflanzenmaterial wurde an der gleichen Stelle
wie der Erdboden gesammelt und in kurze Stiicke zerschnitten, um ebenfalls die Mi-
schung und Portionierung zu erleichtern. Jeweils 1 g Boden- und Pflanzenmaterial wur-

de mit 200 pl Virus-Losung (4,4 x 10° OB) griindlich vermischt.

Um den eventuellen Einfluss einer (zeitabhingigen) Adsorption der Viruspartikel an
Boden- oder Pflanzenmaterial zu ermitteln, wurde die Mischung unterschiedliche Zeiten
vor der Isolierungsprozedur inkubiert. Nach 1 Stunde und 24 Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die DNA mittels des ,,UltraClean Soil DNA Kit*“ (MO BIO La-
boratories, Inc.) aus den Proben eluiert. Von 1 g Material wurden 0,25 g in die DNA-
Isolierung eingesetzt. Die genaue Vorgehensweise ist im Protokoll des Kits beschrie-
ben. Das Elutionsvolumen betrug 50 pl, so dass die theoretische Viruskonzentration im
Eluat jener der zugemischten Virus-Losung entsprach. Von den Eluaten wurden zu-
ndchst unter Verwendung von 1 ul Template-DNA in einer PCR mit dem PRCP1 Pri-
merpaar keine Produktbanden in einem mit Ethidium-Bromid gefarbten Agarose-Gel
nachgewiesen. Die Eluate wurden daher 1:10 verdiinnt in die Ausgangs-PCR eingesetzt,
um mogliche Hemmstoffe der PCR in der Praparation zu verdiinnen. Gleichzeitig wurde
zur Senkung der Nachweisgrenze eine nested PCR durchgefiihrt. Dazu wurde 1 ul PCR-
Produkt aus der Ausgangs-PCR (PRCP1-Primer) als Template-DNA in die nested PCR

eingesetzt.

Tab. 5.3: Nachweisgrenzen vom CpGV in Boden- und Pflanzenproben mittels PCR.

. Nachweisgrenze
11:1:32:;1 Adi‘;irtp(tl‘l‘;“s' (in OB CpGV pro Reaktion)
PRCP1 PCR nested PCR
Boden 1 2,2x10° 2,2x10'
Boden 24 2,2x10° 2,2x10°
Pflanzen 1 2,2x10° 2,2x10°
Pflanzen 24 2,2x10° 2,2x10*
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Die beim Spiken von Umweltmedien erreichten Nachweisempfindlichkeiten (Tab. 5.3)
sind befriedigend, konnten aber moglicherweise durch Protokollvariation (speziell fiir
Pflanzenmaterial) noch verbessert werden. Eine Quantifizierung der Anzahl vorhande-
ner Ziel-Molekiile in unbekannt exponierten Proben ist derzeit iiber den Vergleich mit
gespikten Proben nur anndherungsweise moglich. Diese miissten unexponiert, aber
moglichst identisch mit dem analysierten Probenmaterial sein. Wenn die vorliegende
Probe selbst gespikt werden soll, so muss das mit einer Virusvariante mit spezieller
Zielsequenz fiir den DNA-Nachweis durch PCR geschehen. Die PCRs fiir beide Zielse-
quenzen sollten mit identischer Kinetik verlaufen. Erst unter diesen Voraussetzungen ist
auch an einen Einsatz einer aufwindigeren quantitativen PCR zu denken. Inwieweit es
sinnvoll ist, fiir die Korrelation zwischen DNA-Zielsequenz / Viruspartikel durch Expe-
rimente eine empirische Basis zu erstellen, hingt von der jeweiligen experimentellen
Fragestellung ab. Zu bedenken ist, dass etwa bei Virus-Inaktivierung diese Korrelation
selbst starker Verdnderung unterliegen kann. Beim experimentellen Einsatz mehrerer
Virus-Varianten liee sich das Konzentrationsverhiltnis bei Anwendung einer solchen
gemischten PCR relativ problemlos und ohne Kalibrierung durch Spiken ermitteln.
Wenn keine unterschiedliche Inaktivierung der Virusvarianten unterstellt wird, tréte hier
auch das Problem der Interpretation des Zielsequenzen-Nachweises hinsichtlich der
dem Nachweis zugrunde liegenden infektiosen Viruspartikel nicht auf. Fiir die Analyse
von Endpunkten von Experimenten mit unterschiedlichen Virusvarianten und die Uber-
prifung von Modellierungsergebnissen konnte dies ein geeignetes Monitoring-

Verfahren darstellen.
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6 Das Modell GRANULO

6.1 Zielsetzung

Die Zielsetzung des Modells GRANULO besteht hauptsdchlich im Studium der Aus-
wirkungen von verdnderten Viruseigenschaften (wie z.B. durch genetische Verdnde-
rung) auf das quantitative Verhalten des Virus aufgrund seines Wirtes im System und
der speziellen Wechselwirkungen zwischen Virus (CpGV) und Wirt (Apfelwickler).
Das Modell bietet den Vorteil, dass Verdnderungen in den Viruseigenschaften hinsicht-
lich ihrer Auswirkungen auf das Wirt-Parasit-Sytem gepriift werden koénnen, ohne zu-
ndchst Viren mit solchen Eigenschaften labortechnisch herstellen zu miissen. Es ermdg-
licht somit, entsprechend zahlreiche Szenariorechnungen vorausgesetzt, mogliche Aus-
wirkungen einer gentechnischen Verdnderung auf die Populationsdynamik des Virus
und des Wirtes abzuschitzen. Die Moglichkeit einer Einschitzung der langfristigen Per-
sistenz und Etablierung eines verdnderten Virus kann als Beitrag zu einer vorsorglichen
Sicherheitsbeurteilung verdnderter CpGV (und mit der Moglichkeit einer Modellvaria-

tion auch anderer Viren) angesehen werden.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Umsetzung dieser Zielstellung ist, dass der Mo-
dellnutzer die Moglichkeit erhilt, alle den Virus beschreibenden Eigenschaften und Pa-
rameter in willkiirlicher Weise einzustellen bzw. zu variieren. Diese Forderung wurde in

GRANULO integriert und umgesetzt.

6.2 Modellbeschreibung

6.2.1 Allgemeine Angaben

GRANULO ist ein deterministisches und diskretes Modell. Das heifit, alle betrachteten
populationsdynamischen Prozesse werden durch ihre Einflussfaktoren genau bestimmt
und sind exakt berechenbar (deterministisch). Abundanz- bzw. Zustandsdnderungen

werden taktweise (zeitdiskret) bilanziert. Als Taktzeit des Modells wurde 1 Tag ausge-
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wihlt. Als Raumbezug wird 1 m? Blattoberfliche eines beliebigen Apfelbaumes ange-
nommen. Als abiotische Einflussfaktoren auf das System wurden Temperatur (Stun-
denwerte, °C), Niederschlag (Tagessumme, '/;o mm) und Sonnenscheindauer (h/Tag)

beriicksichtigt.

Fiir die Simulation der Populationsdynamik wurden (wie bei Insektenmodellierungen
iiblich) die Prozesse Immigration, Reproduktion, Ontogenese und Mortalitét
beriicksichtigt. Um den unterschiedlichen Entwicklungs- bzw. Alterszustand der
einzelnen Individuen in den verschiedenen Kompartimenten beriicksichtigen zu konnen,
wurden alle Einzelindividuen, die am gleichen Tag zum aktuellen Kompartiment
iibergewechselt sind, in einer Altersklasse zusammengefasst und somit fiir jedes
Apfelwickler-Kompartiment ~ eine  Altersklassenstruktur ~ aufgebaut.  Insofern
unterscheidet sich dieses Modell nicht von anderen populationsdynamischen Modellen
von Insekten.

Als Besonderheit im System CpGV/Apfelwickler muss fiir jedes Insekt zusétzlich zum
Zustand Alter auch der Zustand Gesundheit betrachtet werden. Letzterer ist eine ja/nein
bzw. 0/1-GroBe. Eine Larve kann gesund und virusfrei oder virusinfiziert bzw. virus-
kontaminiert sein. Zusdtzlich werden fiir die Abbildung der Wechselwirkungen zwi-
schen Virus und Wirt die Prozesse Infektion von LI-Larven und Virus-bedingte Mortali-
tdt der Larven sowie die Virusfreisetzung aus abgestorbenen Larven verbunden mit der
horizontalen Transmission und Fortschreibung des Krankheitszustandes (=vertikale
Transmission) betrachtet. Ein weiterer virusspezifischer Parameter ist die sich tiglich
andernde Virusabundanz, die durch eine Virusausbringung, Virusfreisetzung aus infi-
zierten Kadavern bzw. Virusninaktivierung durch UV-Strahlung bedingt ist. Die Struk-
tur des Modells ist in Abb. 6.1 umfassend dargestellt.

Die Art und Weise der Datengewinnung fiir die Parametrisierung der abzubildenden
Prozesse wurde bereits in den vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich dargestellt und
diskutiert. Die entsprechenden Werte sind also vorwiegend aus Literaturdaten und eige-
nen Versuchsergebnissen abgeleitet worden. Im Weiteren wird darauf nicht mehr expli-

zit eingegangen.
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ADbb. 6.1: Grobstruktur des Modells GRANULO
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6.2.2 Voraussetzungen fiir den Simulationsbeginn

Das Programm GRANULO startet mit dem Beginn der Eiablage der Apfelwicklerweib-
chen und endet an dem vom Nutzer vorgegebenen Termin (spdtestens am 31.10. eines
bestimmten Jahres). Eine Abbildung der Uberwinterungsprozesse ist nicht vorgesehen.
AuBerdem wird vorausgesetzt, dass sich zu Simulationsbeginn keine Viren im System
befinden. Die Anzahl der sich zu Simulationsbeginn im System befindlichen
Apfelwickler-Adulten bestimmt der Programmnutzer per Eingabe. Granuloviren
gelangen vorwiegend durch menschliche Aktivititen (Pflanzenschutzmittel-
Applikation) ins System. Deshalb muss der Nutzer auch alle wéhrend des
Simulationszeitraumes durchgefithrten CpGV-Applikationen dem Modell als

Inputfaktor mitteilen.
6.2.3 Abgebildete Prozesse

Das betrachtete System gliedert sich in fiinf Kompartimente fiir verschiedene Entwick-
lungsstadien des Apfelwicklers und das CpGV-Kompartiment. Die Kompartimente sind
untereinander mit den sich aus biologischen Aspekten ergebenden Stoff- und Informati-

onsflussen verbunden.

6.2.3.1 Immigration der Apfelwickler-Adulten (Bestimmung des Simulationsstartes)

Die Simulation beginnt mit der Eiablage der Weibchen. Dieser Termin kann zum einen
durch entsprechende Beobachtungen festgestellt werden und fiir retrospektive Simulati-
onsrechnungen durch den Nutzer iiber den Eingabedialog fiir Anfangswerte dem Pro-
gramm mitgeteilt werden. Ist dies nicht der Fall, berechnet GRANULO den Simulati-
onsstart (= Eiablagebeginn) nach der Temperatursummenformel von Gottwald (1996)
selbst. Beginnend ab 1. Mérz werden die Gradstunden iiber der Schwelle 10°C addiert.
Der Tag, an dem die Gradstundensumme den Wert 5700 erreicht, wird als Simulations-
start definiert. Die Start-Abundanz der Apfelwickler-Adulten wird dagegen grundsitz-
lich vom Nutzer als Eingabewert abgefragt. Das Verhiltnis Mannchen zu Weibchen ist

als Parameterwert vom Nutzer einstellbar (Tab. 6.1).
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6.2.3.2 Apfelwickler-Reproduktion (Eiablage)

Die Anzahl abgelegter Eier am aktuellen Tag wird in grober Anlehnung an Blago
(1992) in Abhingigkeit von der Temperatur um 19.00 Uhr berechnet. Die Verteilung
der Eiablage wird dabei wie folgt abgebildet:

temp(19.00 Uhr) < 16°C— keine Eiablage

temp(19.00 Uhr) =16°C— 4 Eier / Weibchen / Tag
temp(19.00 Uhr) > 24°C— 8 Eier / Weibchen / Tag
temp(19.00 Uhr) 16°C < x < 24°C— lineare Interpolation.

Die Gesamtablageleistung pro Weibchen ist als Parameterwert vom Nutzer beeinfluss-
bar (Tab. 6.1). AuBerdem wird angenommen, dass gesunde, virusfreie und CpGV kon-
taminierte Weibchen gleichermallen Eier ablegen, also keine Unterschiede im Eiablage-
verhalten und in Eilegeleistung aufweisen. Allerdings kann als Parameter eingestellt
werden, wie grof3 der Anteil kontaminierter Eier ist, der von kontaminierten Weibchen

abgelegt wird (Tab. 6.1).

6.2.3.3 Ontogenese des Apfelwicklers

Die Ontogenese von Insekten ist im Allgemeinen relativ gut untersucht. In zahlreichen
Laborversuchen wurde unter Konstanttemperaturen die zugehorige Entwicklungsdauer
einzelner Insektenstadien ermittelt. Um diese Ergebnisse fiir die Berechnung der Onto-
genese unter Wechseltemperaturen zu nutzen, wird in diskreten Simulationsmodellen in
der Regel der inverse Wert der Entwicklungsdauer, als der Entwicklungsfortschritt pro

Zeiteinheit verwendet. Das folgende Beispiel soll das verdeutlichen:
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Temperatur  Entwicklungsdauer des Entwicklungsfortschritt
[°C] Stadiums [d] pro Tag [1/d]

15 20 0,05

19 10 0,17

22 6 0,17

26 2 0,5

Dies bedeutet zum Beispiel, dass ein Tier, das bei 15°C 20 Tage fiir das Durchlaufen
des betrachteten Stadiums benétigt, an einem Tag also '/» = 0,05 (bzw. 5%) dieser
Entwicklung vollzieht. Natiirlich kann man diese Betrachtung auf jede andere Zeitein-
heit, z.B. Entwicklungsfortschritt pro Stunde, iibertragen. Im Modell besitzt jedes Indi-
viduum, genauer gesagt jede Altersklasse eines Kompartiments, einen definierten Ent-
wicklungszustand, der den Anteil der in diesem Kompartiment bereits durchlaufenen
Entwicklung beschreibt. Diese Zahl liegt immer zwischen 0 (beim Neu-Eintritt in das

Kompartiment) und 1 (Entwicklung beendet; Ubertritt zum niichsten Kompartiment).

Analog wird auch der Alterungsprozess von Adulten betrachtet. Alterszustand = 1 bei
Adulten bedeutet, dass das Tier sein maximales Lebensalter erreicht hat und aus dem
System ausscheidet. Fiir die Berechnung der Ontogenese im Kompartiment L1-Larven
wurde allerdings eine Ausnahme formuliert. Auf der Basis der Ergebnisse von Kap.
4.2.1 wurde die einfache Annahme gemacht, dass L1-Larven grundsitzlich einen Tag

alt werden und dann in das L.2-Stadium iibergehen.

6.2.3.4 Mortalitdt

Bei der Berechnung der Mortalitét in den einzelnen Kompartimenten wird grundsétzlich
unterschieden zwischen natiirlicher Mortalitidt (mogliche Ursachen sind alles aufler Vi-
rusbefall, so z.B. VogelfraB3, Starkniederschlag, Krankheiten, usw.) und virusbedingter
Mortalitdt. Das Modell ist so konzipiert, dass nur Individuen des Kompartiments L2-L5
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an einer CpGV-Infektion sterben. Alle librigen Kompartimente (Puppen, Adulte, L1,
Eier) sterben nicht infektionsbedingt, selbst wenn sie virusbelastet sind. Infizierte L1-

Larven gehen vor ihrem Tod in das L2-Stadium tiber.

Beziiglich der natiirlichen Mortalitit wird fiir alle Kompartimente eine Gesamtmortali-
tatsrate fir das jeweilig betrachtete Entwicklungsstadium als Parameter angegeben
(Tab. 6.1). Diese Werte konnen vom Nutzer jederzeit entsprechend seines Erkenntnis-
standes variiert werden. Die aktuell tigliche natiirliche Mortalitétsrate ergibt sich aus
dem Produkt von Entwicklungsfortschritt pro Tag und Gesamtsterberate des Komparti-

ments.

Die Berechnung der aktuell tiglichen virusbedingten Mortalitét fiir infizierte L2-L5 ist
etwas komplexer. Sie basiert neben dem Entwicklungsfortschritt pro Tag fiir L2-L5 auf
den beiden als Viruseigenschaften deklarierten Parametern Wirkgeschwindigkeit und
Virulenz (Tab. 6.1). Der Parameter Wirkgeschwindigkeit ist leicht im Labor zu ermit-
teln. Er entspricht der in entsprechenden Versuchen festgestellten STsy bezogen auf alle
bis zur Verpuppung virusbedingt gestorbenen Larven. Allerdings wurde in Laborexpe-
rimenten festgestellt, dass sich die Wirkgeschwindigkeit (gemessen in Tagen bzw.
Stunden) in Abhédngigkeit von der Temperatur dndert (Kap. 3.1.3). Bezogen auf den
sich gleichfalls mit der Temperatur d&ndernden Entwicklungszustand der L2-L5-Larven
ergab sich aber eine nur sehr geringe Schwankungsbreite um den Wert 0,5. Deshalb
wird der Parameter Wirkgeschwindigkeit bezogen auf den Entwicklungszustand der L2-
L5-Larven angegeben. Die Mortalititsrate infizierter Larven, die sich bis zum Beginn

der Verpuppung ergeben hat, wird im Modell als Virulenz bezeichnet; also:

Virulenz = Anzahl virusbedingt gestorbener Larven (AvgL)
Anzahl infizierter Larven
bzw.
Virulenz = Avgl

Avgl + Anzahl kontaminierter Puppen.
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6.2.3.5 Infektion

Die Infektion einer Larve erfolgt durch die Aufnahme der viralen Einschlusskorper mit
der Nahrung und durch die anschlieBende Infektion der Mitteldarmepithelzellen durch
wenigstens ein Virion. Aufgrund der biologischen Besonderheit, dass die Larven des
Apfelwicklers bereits ab dem L2-Stadium in einem Bohrloch im Apfel leben, wurde
zunichst angenommen, dass sich nur L1-Larven durch Frucht- und moéglicherweise
BlattfraB mit Viren infizieren konnen. Diese Annahme wurde im Freilandversuch
widerlegt (siehe Kap. 3.1.6.2) und muss in einer zukiinftigen Version des Modells korri-
giert werden. Solange sich im System keine Virusflecke (durch Viren-Infektion getotete
und zerflossene Larven) befinden, berechnet sich die Anzahl der von einer L1-Larve

aufgenommenen Viren (zav) ausschlieBlich wie folgt:

zav = a * Virenanzahl

mit

Virenanzahl: Anzahl der durch Spritzung gleichmifBig im System verteilten Viren;
bezogen auf 1 m?

a: Parameter Faktor fiir Virenaufnahme

Der Prozentsatz sich infizierender Larven hdngt von der Anzahl aufgenommenen Virus-
partikel (zav) und von der Viruseigenschaft Infektiositdt (wie alle anderen Viruseigen-
schaften ebenfalls als Parameter vom Nutzer einstellbar; Tab.6.1) ab. Unter Infektiositét
wird im Modell die Wahrscheinlichkeit verstanden, mit der ein aufgenommenes Virus-
partikel die Larve liber die Mitteldarmepithelzellen infiziert und so die Voraussetzung
fiir seine eigene Replikation schafft. Diese wird iiber eine LCsy bzw. LDs, parametri-

siert.

Dagegen wird bei der Begegnung einer L1-Larve mit einem virustoten Larvenkadaver
(=Virusfleck) die Virenaufnahme gar nicht berechnet, sondern es wird sofort eine da-
durch bedingte Infektion angenommen. Die Wahrscheinlichkeit im Leben einer L1-

Larve einen Virusfleck zu treffen, hdngt natiirlich von der Anzahl der vorhandenen Vi-
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rusflecke ab und wird zusétzlich durch den Parameter Faktor fiir Begegnung mit Viren-

flecken variiert.
6.2.3.6 Horizontale Transmission

Durch die horizontale Transmission (vgl. Kap. 3.1.6.1) wird eine Infektion iiber die Vi-
rusnachkommen von infizierten Larven initiiert. Dem Modell liegt die Annahme zu
Grunde, dass sich nur L1-Larven an der Apfeloberfliche durch Kontakt mit Virusfle-
cken {iber eine horizontale Transmission infizieren. Wie stark dieser Prozess zum Befall
der Apfelwicklerpopulation beitragt, hdngt unter anderem davon ab, wie hoch der Anteil
der an der Apfeloberfliche sterbenden infektidsen Larvenkadavern (Tab. 6.1) ist und

wie viele Virusflecken dementsprechend entstehen.

6.2.3.7 Vertikale Transmission

Vertikale Transmission setzt voraus, dass nicht alle mit Viren infizierten Larven an ei-
ner Infektion sterben und dass einzelne Individuen trotz Wechsel ins néchste Kompar-
timent latent Virustrdger bleiben. Hierfiir wird im Modell der Begriff kontaminiert ver-
wendet. Im Modell wird die vertikale Transmission beim Ubergang von L2-L5 zu Pup-
pen, beim Ubergang von Puppen zu Adulten, bei der Reproduktion und beim Ubergang
von Eiern zu L1 betrachtet. Mit dem Parameter Faktor fiir vertikale Transmission kann
der Nutzer fiir diese Uberginge definieren, welcher Anteil der kontaminierten Tiere
auch im neuen Kompartiment kontaminiert bleibt. Werden alle diese Parameter auf 0

gesetzt, so bedeutet dies, dass keine vertikale Transmission stattfindet.

6.2.3.8 Inaktivierung von Viren

Die Berechnung der UV-abhédngigen Inaktivierung der durch Applikation eingetragenen
Viren erfolgt iiber den Parameter Sonnenscheindauer. Es wurde folgende Relation defi-

niert:
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pro Stunde Sonnenschein — Inaktivierung von 3% der vorhandenen Viren.

Tab. 6.1: Vom Modell-Nutzer einstellbare Parameter (Dateiname in Klammern).

ANFANGSBELEGUNG (granulo.anf)

Beginn Eiablage 0
Termin fiir die Eiablage (TT.MM.) 01.06.
Simulationsende (TT.MM.). 20.09
Anzahl Apfelwickler-Adulten pro m? Blattoberfldche in einer Baumkrone 6
BEHANDLUNGEN (ausbring.par)

Anzahl ausgebrachter Viren pro Behandlung 2.000.000
APFELWICKLER ADULTEN (aw_adult.par)

Geschlechterverhiltnis (Weibchen-Anteil) 0.5
Anzahl Eier pro Weibchen 80
Anteil infizierter Eier an Gesamtlegeleistung infizierter Weibchen 0
natiirliche Mortalitdtsrate wiahrend des Adulten-Stadiums 0,04

APFELWICKLER EIER (aw_eier.par)
natiirliche Mortalitdtsrate im Ei-Stadium 0,2
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Eier zu L1" 0

APFELWICKLERLARVEN-L1 (aw_l1.par)

natiirliche Mortalitdtsrate im L1-Stadium 0,1
Faktor in Berechnungsfunktion "Virenaufnahme" 0,0002
Faktor fiir "Begegnung mit Virusflecken" 0,1
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "L1 zu L2" 1

APFELWICKLER-LARVEN L2-L5 (aw_I24.par)

natiirliche Mortalitdtsrate im L2- bis L5-Stadium 0,1
Anteil der auBBerhalb des Apfel sterbenden infektiosen Larven 0,5
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Larven zu Puppen" 0

APFELWICKLER-PUPPEN (aw_puppe.par)

natiirliche Mortalitédtsrate im Puppen-Stadium 0,02
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Puppen zu Adulten" 0
GRANULOVIREN (cpgv.par)

Infektiositat (Wahrscheinlichkeit fiir Infektion des Mitteldarmepithels) 0,15
Wirkgeschwindigkeit (LTs); bezogen auf Entwicklungszustand L2 bis L5 0,5
Virulenz (Mort.-Rate bis zur Verpuppung der LS5) 0,95
UV-Empfindlichkeit des Virus (% Inaktivierung pro Sonnenstunde) 3
1.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Summe Sonnenscheinstunden [h]) 100
2.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Starkregen [1/10mm]) 100

Dagegen wird das Verschwinden von Virusflecken in Abhangigkeit von einer kumulier-

ten Sonnenscheindauer und von eventuellen stirkeren Tagesniederschligen berechnet.
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Ein Virusfleck gilt als inaktiviert bzw. nicht mehr vorhanden, wenn es seit dessen Er-
scheinen mindestens 100 Sonnenstunden gegeben hat (Tab. 6.1). Weiterhin wird ein
Verlust von Virusflecken durch ein niederschlagbedingtes Abspiilen ermittelt. Diese
Funktion setzt bei einer tdglichen Niederschlagssumme von 5 mm ein. Bei einer Tages-
Niederschlagssumme von 15 mm oder mehr wird im Modell angenommen, dass alle bis
zu diesem Ereignis entstandenen Virusflecken verschwunden sind. Bei tdglichen Nie-
derschlagssummen zwischen 5 mm und 15 mm wird durch eine lineare Interpolation ein

entsprechender Verlust der vorhandenen Virusflecken berechnet.

6.2.4 Output

Neben den ausfiihrlichen Ergebnistabellen zur Abundanzdynamik der einzelnen Ent-
wicklungsstadien des Apfelwicklers und zum Virenbesatz werden zusitzlich Ubersich-
ten zu den fiir die Simulation genutzten Wetterdaten, Inputwerten und den vom Nutzer
einstellbaren Parametern in tabellarischer Form bereitgestellt. Zusétzlich werden auch
Grafiken zum Abundanzverlauf der Insekten und Viren und des Witterungsverlaufs an-
geboten. Diese Grafiken entsprechen allen Anforderungen an eine moderne Nutzer-

schnittstelle; sie sind z.B. verschiebbar und vergroBerbar.

6.3 Sensitivititsanalyse

Die zum Programm GRANULO durchgefiihrte Sensitivititsanalyse zielte auf die Identi-
fikation jener frei zugénglichen Parameter (vgl. Tab. 6.2), deren Variation zu besonders
gravierenden Anderungen der Modellergebnisse fiihrt. Insbesondere sollte untersucht
werden, welche Anderungen der Viruseigenschaften zu besonders groBen Anderungen
in der Populationsdynamik der Apfelwickler fiihrt. Andererseits konnen aus dieser Ana-
lyse auch Schlussfolgerungen gezogen werden, welche besonders sensitiven Parameter
in weiteren wissenschaftlichen Untersuchungen mit groflerer Genauigkeit bestimmt

werden sollten.
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In entsprechenden Szenariorechnungen wurde jeweils ein Parameter gegeniiber der
Standardvariante (= Vergleichsvariante) geindert und die Auswirkung dieser Anderung
auf die Vergleichskriterien Maximalabundanzwert L2-L5, Abundanzintegral L2-L5,
Termin fiir Maximalabundanzwert und Dauer fiir Starkbefall (Abundanz > 0,8 * Maxi-
malabundanzwert) bewertet. Die Maximalabundanz oder auch der Zeitpunkt der maxi-
malen Befallsstirke (1 Tag) ist fiir viele BekdmpfungsmalBBnahmen ebenso wie das A4-
bundanzintegral von Bedeutung. Letzteres driickt aus, wie lang und wie stark ein Befall
ist. Die Dauer fiir Starkbefall ist dem Abundanzintegral sehr dhnlich, beriicksichtigt
jedoch nur die Zeit in der der Befall 80% des Maximums erreicht. Die genannten Ver-
gleichskriterien beziehen sich jeweils auf die erste Apfelwicklergeneration. Die Einzel-
ergebnisse dieser Szenariorechnungen sind in Tab. 6.2 dargestellt. Sensitivitdtsanalysen
zu Auswirkungen der horizontalen und vertikalen Transmission wurden bisher nicht

durchgefiihrt.

6.3.1 Verinderungen bzgl. des Maximalabundanzwertes von L2-L5

Sehr starke Verdnderungen fiir den Maximalabundanzwert ergeben sich durch die Vari-
ation des Anfangswertes filir die Anzahl Apfelwickler pro m?. Bei Erhéhung bzw. Ver-
ringerung dieses Anfangswertes um 50% gegeniiber der Standardvariante ergeben sich
dhnliche Verdnderungen fiir den Maximalabundanzwert von L2-L5 (+ 80%, - 50%).
Dies ist ziemlich problematisch fiir eine exakte Abbildung des Abundanzverlaufes (ins-
besondere der Hohe des Abundanzverlaufes), weil gerade der Anfangswert fiir die An-

zahl Apfelwickler pro m? in der Praxis duferst schwer zu bestimmen ist.

Ahnlich hohe Verinderungen ergeben sich allerdings auch bei der Variation des Para-
meters maximale Anzahl Eier pro Weibchen und Geschlechterverhdltnis (Weibchen-
Anteil). Die Verdnderung der Maximalzahl Eier pro Weibchen um + 50 % fiihrt zu ana-
logen Anderungen bei dem Maximalabundanzwert von L2-L5. Eine Verschiebung des
Weibchenanteils von 50% in der Standardvariante auf 70% bzw. auf 30% bewirkt eine
Erh6hung des Maximalabundanzwertes auf 161% bzw. eine Verringerung auf 59%. Im

Gegensatz zum Anfangswert fiir die Anzahl Apfelwickler pro m?, sind die hier erwihn-
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ten Parameter allerdings besser bestimmbar. Eine Erhohung des Maximalabundanzwer-
tes von L2-L5 auf mehr als 120% des Wertes aus der Standardvariante konnte auch be-
obachtet werden, wenn Parameter, die im Zusammenhang mit der Infektion von L1-

Larven durch Viren stehen, entsprechend verdndert wurden:

Erreichte Prozentzahl

Art der Parametervariation fiir Maximalabundanzwert
keine Virusaufnahme durch L1 144 %
auf 1/10 gesenkte Virusaufnahme durch L1 128%
Verringerung der ausgebrachten Virusdosis auf 1/10 128%
Verringerung der Virulenz auf 50% 121%
Erh6hung der Virusinaktivierungsrate auf 5% 133%

SchlieBlich fiihrt auch die Erniedrigung der natiirlichen Eimortalitit auf 5 % (Standard-
wert 20 %) zu einer Erhohung des Maximalabundanzwertes von L2-L5 auf 128%, was
aber durchaus innerhalb des Erwartungsbereiches liegt. Derzeit kann allerdings nicht
erklart werden, weshalb eine Erhdhung des Parameters Anteil der auflerhalb des Apfel

sterbenden infektiésen Larven zu einer Erh6hung des Maximalabundanzwertes fiihrt.

Deutliche Erniedrigungen des Maximalabundanzwertes von L2-L5 auf unter 90% des
Wertes fiir die Standardvariante konnten dagegen auf3er in den bereits genannten Féllen
nur durch eine Verdopplung der natiirlichen Mortalititsraten fiir Apfelwicklereier und
Junglarven (L1) und durch die Senkung der Virusinaktivierungsrate auf 1% erreicht

werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Sensitivititsanalyse zum Modell
GRANULO hinsichtlich des Vergleichskriteriums Maximalabundanzwert L2-L5 die
von den Modellentwicklern erwarteten Zusammenhinge auch quantitativ bestétigte.
Festzuhalten ist der groBBe Einfluss des Parameters UV-Empfindlichkeit des Virus (%

Inaktivierung pro Sonnenstunde). Um diesen empfindlichen Parameterwert zu festigen,
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wire aus Sicht der Modellentwicklung noch eine verstérkte Forschungsarbeit erforder-

lich.

Dass die Variation der Viruseigenschaften Infektiositit, Wirkgeschwindigkeit und Viru-
lenz dagegen wenig Anderungen bzgl. des Vergleichskriteriums bewirkte, liegt vor al-
lem an der Tatsache, dass der Maximalabundanzwert L2-L5 sowohl die gesunden als
auch die mit Viren infizierten, aber noch nicht gestorbenen Apfelwicklerlarven umfasst
und dass dieser Wert zu einem relativ frithen Zeitpunkt dieses Entwicklungsstadiums
erreicht wird. Eine Sensitivitdtsanalyse, die gesunde und infizierte L2-L5 gesondert be-

trachtet, konnte im Rahmen des Projektes aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt werden.

Tab. 6.2: Parameterdnderungen fiir Sensitivitdtsanalyse.

. variierter Abundanz- Abundanz- Start Maxima- Dauer
Verinderter Parameter

Wert maximum  integral labundanz [Tage]
Standardmodell 105 1706 178 8
naturllche Mortalititsrate im L2- bis 0.2 100 1588 178 ]
L5-Stadium
naturhche Mortalititsrate im L2- bis 0.3 94 1490 178 8
L5-Stadium
naturhche Mortalititsrate im L2- bis 0.05 108 1775 178 9
L5-Stadium
Anteil auBBerhalb sterbender Larven 0,8 132 2089 179 8
Anteil auBBerhalb sterbender Larven 0,2 107 1977 178 9
Geschlechterverhaltnls (Weibchen- 0.7 169 2697 179 7
Anteil)
Geschlechterverhaltnls (Weibchen- 0.3 62 1087 178 9
Anteil)
Anzahl Eier pro Weibchen 120 158 3018 180 11
Anzahl Eier pro Weibchen 40 54 816 173 10
natur.llche Mortalititsrate im Adulten- 0.06 105 1706 178 8
Stadium
natur.llche Mortalititsrate im Adulten- 0.1 105 1706 178 ]
Stadium
natur'llche Mortalitatsrate im Adulten- 0,02 105 1706 178 ]
Stadium
natur'llche Mortalitiatsrate im  Ei- 0.4 74 1248 178 ]
Stadium
natur.llche Mortalititsrate im  Ei- 0,05 134 2153 178 ]
Stadium
Anzahl Apfelwickler-Adulten pro m? 9 189 3014 179 8

Anzahl Apfelwickler-Adulten pro m? 3 53 947 178
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. variierter Abundanz- Abundanz- Start Maxima- Dauer
Verinderter Parameter

Wert maximum integral labundanz [Tage]
natﬁr.hche Mortalitdtsrate im LI1- 0.2 91 1496 178 8
Stadium
natur.llche Mortalitdtsrate im LI1- 0.01 119 1925 178 ]
Stadium
Faktor in Bfrechnungsfunktlon Vi- 0.00002 134 2379 179 9
renaufnahme
Faktor in Bfrechnungsfunktlon Vi- 0 151 2770 179 10
renaufnahme
Faktor in B'e':rechnungsfunktlon Vi- 0,002 99 1560 178 ]
renaufnahme
natur'llche Mortalitdtsrate im Puppen- 0,05 105 1706 178 ]
Stadium
natur.llche Mortalitdtsrate im Puppen- 0.1 105 1706 178 ]
Stadium
natur.llche Mortalitdtsrate im Puppen- 0.01 105 1706 178 ]
Stadium
Anzahl ausgebrachter Viren pro Be- 20000000 98 1538 178 8
handlung
Anzahl ausgebrachter Viren pro Be- 200000 134 2380 179 9
handlung
Infektiositat 0,2 104 1690 178 8
Infektiositat 0,3 104 1668 178 8
Infektiositit 0,05 114 1902 178 9
Infektiositit 0,1 106 1740 178 9
Wirkgeschwindigkeit (LT 50) 0,6 108 1794 178 9
Wirkgeschwindigkeit (LT 50) 0,7 113 1941 178 9
Wirkgeschwindigkeit (LT 50) 0,3 105 1670 178 9
Wirkgeschwindigkeit (LT 50) 0,4 104 1657 178 8
Virulenz 1 104 1663 178 8
Virulenz 0,5 127 2323 178 10
Virulenz 0,7 115 2012 178 9
UV-Empfindlichkeit des Virus 4 118 2006 178 10
UV-Empfindlichkeit des Virus 5 140 2532 179 9
UV-Empfindlichkeit des Virus 1 91 1410 178 8
UV-Empfindlichkeit des Virus 2 96 1515 178 8
Summe Sonnenscheinstunden [h] 150 105 1711 178 8
Summe Sonnenscheinstunden [h] 50 101 1721 178 8
Starkregen [1/10mm] 150 105 1706 178 8
Starkregen [1/10mm] 50 105 1706 178 8

6.3.2 Verinderungen bzgl. des Abundanzintegrals von L2-L5

Beziiglich des Vergleichskriteriums Abundanzintegral von L2-L5 lassen sich dhnliche
Aussagen wie im Kap. 6.3.1. treffen. Bei Erhohung bzw. Verringerung des Anfangswer-

tes flir die Anzahl Apfelwickler pro m* um 50% gegeniiber der Standardvariante erge-
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ben sich hier Veriinderungen fiir das Abundanzintegral von + 77% und - 45%. Ahnlich
hohe Verdnderungen werden ebenfalls bei der Variation des Parameters maximale An-
zahl Eier pro Weibchen und Geschlechterverhdltnis (Weibchen-Anteil) erzielt. Die Ver-
dnderung der Maximalzahl Eier pro Weibchen um = 50 % fiihrt zu Anderungen von +
77% und — 52% bei dem Abundanzintegral L2-L5. Eine Verschiebung des Weibchenan-
teils von 50% in der Standardvariante auf 70% bzw. auf 30% bewirkt eine Erhohung
des Abundanzintegrals auf 158% bzw. eine Verringerung auf 64%. Eine Erhohung des
Abundanzintegrals von L2-L5 auf diesmal mehr als 135% des Wertes aus der Standard-
variante konnte erneut beobachtet werden, wenn Parameter, die im Zusammenhang mit

der Infektion von L1-Larven durch Viren stehen, entsprechend verdndert wurden:

Art der Parametervariation erreichte Prozentzahl fiir Abundanzintegral
keine Virusaufnahme durch L1 162%
auf 1/10 gesenkte Virusaufnahme durch L1 140%
Verringerung der ausgebrachten Virusdosis auf 1/10 140%
Verringerung der Virulenz auf 50% 136%
Erhohung der Virusinaktivierungsrate auf 5% 140%

Das heiBt, gleiche Anderungsraten fiir die genannten infektionsbeeinflussenden Parame-
ter bewirken hohere Anderungsraten fiir das Kriterium Abundanzintegral als fiir das
Kriterium Maximalabundanzwert, was wiederum den Erwartungen der Modellentwick-
ler entspricht. SchlieBlich fiihrt auch die Senkung der natiirlichen Ei-Mortalitédt auf 5%
(Standardwert 20 %) zu einer Erh6hung des Abundanzintegrals fiir L2-L5 auf 126%.
Unerklart bleibt dagegen auch an dieser Stelle die Reaktion des Modells auf eine Erho-

hung des Parameters Anteil der aufSerhalb des Apfel sterbenden infektiosen Larven.

Deutliche Senkungen des Abundanzintegrals von L2-L5 auf unter 90% des Wertes fiir
die Standardvariante konnten dagegen (dhnlich wie in 6.3.1.) auller in den bereits ge-
nannten Fillen nur durch eine Verdoppelung der natiirlichen Mortalitétsraten fiir Ap-

felwickler-Eier und L1-Larven, eine Verdreifachung der natiirlichen Mortalitétsrate fiir
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L2-L5-Larven und durch die Senkung der Virusinaktivierungsrate auf 1% bzw. 2% er-

reicht werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Sensitivitidtsanalyse zum Modell
GRANULO hinsichtlich des Vergleichskriteriums Abundanzintegral L2-L5 die Schluss-

folgerungen aus dem vorhergehenden Abschnitt umfassend bestétigt.

6.3.3 Verinderungen bzgl. der zeitlichen Kriterien fiir das Starkauftreten von

L2-L5

Die Vergleichskriterien Termin fiir Maximalabundanzwert von L2-L5 und Dauer fiir
Starkbefall (Abundanz > 0,8 * Maximalabundanzwert) wurden durch die fiir die Sensi-
tivitdtsanalyse durchgefiihrten Parameterdnderungen kaum beeinflusst. Lediglich die
Variation der maximalen Anzahl von Eiern pro Weibchen um + 50 % fiihrte zu erwih-

nenswerten Effekten (vgl. Tab. 6.2).
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7 Simulationen

7.1 Simulationen der Freilandversuche

Mit den aus den Freilandversuchen gewonnenen Daten (Kap. 3.1.6.2) wurden Simulati-
onen fiir eine vorldufige Modellverifizierung durchgefiihrt. In den Versuchen wurden
die Uberlebensraten von Larven bei unterschiedlichen Wetterbedingungen und unter-
schiedlichen Virusapplikationen erhalten (Tab. 3.11), die mit den Modellsimulationen
verglichen werden konnten. Auflerdem war durch den bekannten Zeitpunkt der LI-
Applikation und Apfelernte die Entwicklungsdauer der Larven bekannt (Tab. 3.11), die

mit der Entwicklungsdauer im Modell verglichen werden konnte.

Fiir die Parameterwerte der Insekten wie das Geschlechterverhiltnis und die Mortalitéts-
raten der jeweiligen Entwicklungsstadien, wurden Werte aus der Literatur herangezogen
(in Kap. 4.2.2 und 4.1.1 beschrieben). Parameterwerte der Viren (Infektidsitit, Wirkge-
schwindigkeit, UV-Inaktivierung) orientieren sich an den aus Labor- und Freilandver-
suchen erhaltenen Werten. Auch der Umfang der Virusbehandlung wurde beispielswei-
se aus der Aufwandmenge des CpGV im Freilandversuch berechnet. Alle verwendeten

Parameter sind in Tab. 7.1 zusammengefasst.

Fiir die vorlaufige Verifizierung des Modells wurden die Versuchsgruppen Kontrolle-1,
Kontrolle-2, CpGV-1 und CpGV-2 herangezogen. Bei den Kontrollgruppen handelt es
sich L1-Larven, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Kontrolle-1 am 13.06.01 und
Kontrolle-2 am 09.07.01) auf Apfel unbehandelter Biume appliziert wurden. Diese Si-
mulation konnte daher bei leicht unterschiedlichen Wetterbedingungen durchgefiihrt
werden. Fiir die Gruppe CpGV-1 wurde, wie im Freilandversuch, eine Virusbehandlung

in handelsiiblicher Menge zum Zeitpunkt der Larvenapplikation (13.06.01) simuliert.
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Tab. 7.1: Parameterwerte fiir die Simulationen der Freilandversuche.

ANFANGSBELEGUNG

Termin fiir die L1-Applikation (TT.MM.)

Simulationsende (TT.MM.).

Anzahl L1-Larven pro m? Blattoberfliche in einer Baumkrone

BEHANDLUNGEN
Anzahl ausgebrachter Viren pro Behandlung
Termin fiir die CpGV-Behandlung

Wetterstation: Karlruhe 2001

APFELWICKLER ADULTEN

Geschlechterverhéltnis (Weibchen-Anteil)

Anzahl Eier pro Weibchen

Anteil infizierter Eier an Gesamtlegeleistung infizierter Weibchen
natiirliche Mortalitdtsrate wihrend des Adulten-Stadiums

APFELWICKLER EIER
natiirliche Mortalitétsrate im Ei-Stadium
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Eier zu L1"

APFELWICKLERLARVEN-L1

natiirliche Mortalitétsrate im L1-Stadium

Faktor in Berechnungsfunktion "Virenaufnahme"

Faktor fiir "Begegnung mit Virusflecken"

Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "L1 zu L2"

APFELWICKLER-LARVEN L2-L5

natiirliche Mortalitdtsrate im L2- bis L5-Stadium

Anteil der auBlerhalb des Apfel sterbenden infektiosen Larven

Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Larven zu Puppen"

APFELWICKLER-PUPPEN
natiirliche Mortalitdtsrate im Puppen-Stadium
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Puppen zu Adulten"

GRANULOVIREN

Infektiositdt (Wahrscheinlichkeit fiir Infektion des Mitteldarmepithels)
Wirkgeschwindigkeit (LTsp); bezogen auf Entwicklungszustand L2 bis L5
Virulenz (Mort.-Rate bis zur Verpuppung der L5)

UV-Empfindlichkeit des Virus (% Inaktivierung pro Sonnenstunde)
1.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Summe Sonnenscheinstunden [h])
2.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Starkregen [1/10mm])

13.06./09.07.
10.09
55

800.000.00(0)
13.06/09.07

0,5
50

0,04

0,5
0,0000000125
0

1

0,5
0,5
0

0,02

0,13
0,5
0,95

100
100
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Hingegen wurde bei CpGV-2 das Virus mit der im parallel zum Freilandversuch gemes-
senen Inaktivierungsrate (Kap. 3.1.5) bis zum 09.07.01 inaktiviert, ehe die Larvenent-
wicklung simuliert wurde. Da eine Simulation immer nur mit der Eiablage oder einer
Larvenapplikation beginnen kann, wurde diese Verifizierung in zwei hintereinanderge-
schalteten Simulationen durchgefiihrt. Die erste Simulation diente dabei nur dazu, die
Menge an verbleibenden aktiven Viren nach etwa vier Wochen UV-Inaktivierung zu

bestimmen.

Zwei der Versuchsgruppen (V1-AL und V2-HT) konnten aufgrund der Modellstruktur
nicht simuliert werden. In der Versuchsgruppe V1-AL infizierten sich im Freiland Lar-
ven im L2- bis moglicherweise L3-Stadium. Bislang ist in GRANULO jedoch vorgese-
hen, dass sich nur Larven im L1-Stadium mit dem Virus infizieren konnen. Die Ver-
suchsgruppe V2-HT wiederum setzt voraus, dass L1-Larven zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten ausgebracht werden. Zur Zeit ist es im Modell allerdings nur moglich, L1-
Larven zu einem Zeitpunkt auszubringen. Auf dieses Szenario zur Verifizierung der

horizontalen Transmission musste daher ebenfalls verzichtet werden.

Im Modell ldsst sich nicht zwischen den Stadien L2 bis L5 differenzieren. Um die Mo-
dellsimulationen dennoch mit den Daten aus den Freilandversuchen vergleichen zu
kénnen, wurde auf die Uberlebensrate der Puppen im Modell zuriickgegriffen. Damit
sich die Uberlebensraten der Puppen (Berechnung) denen der L4-L5 Larven (Beobach-
tung) dhneln, wurden die Mortalitétsraten der L2-L5 Larven im Modell leicht reduziert.
Grundsitzlich setzt sich die Mortalititsrate der L2-L5 Larven aus zwei Werten zusam-
men. Zum einen beinhaltet sie die Mortalitdtsrate der L2-L5, die sich im Apfel entwi-
ckeln, zum anderen aber auch die Mortalitétsrate der LS Larven, die den Apfel verlassen
und ein Versteck zum Verpuppen aufsuchen. Fiir die hier beschriebenen Simulationen
wurde ausschlieBlich die Mortalitétsrate flir die Larvenstadien im Apfel verwendet, um

beim Puppenstadium (Berechnung) eine vergleichbare Uberlebensrate zu erhalten.
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Tab. 7.2: Ein Vergleich zwischen den Uberlebensraten aus den Freilandversuchen und dem Modell (+
Standardabweichung, SD).

Versuchsgruppe % iiberlebende Larven (x SD)
Beobachtung Berechnung
Kontrolle-1 26,6 (= 8.,9) 25,5
Kontrolle-2 23,2 (£8.9) 23,6
CpGV-1 6,8 (£3.9) 3,6
CpGV-2 18,2 (£4,7) 21,8

Tab. 7.3: Ein Vergleich der Entwicklungsdauer im Freiland und im Modell. In den Freilandversuchen
wurde die Uberlebensrate bei Larven bestimmt, die sich groBtenteils im L4- bis L5-Stadium befanden. Da
im Modell nicht zwischen L2 und LS5 differenziert werden kann, wurde hier der Beginn des Puppenstadi-
ums betrachtet.

Dauer bis zum jeweiligen Entwicklungsstadium

Versuchsgruppe Beobachtung (L4-L5)  Berechnung (Puppe)
Kontrolle-1 29 Tage 20 Tage
Kontrolle-2 24 Tage 19 Tage

CpGV-1 29 Tage 20 Tage
CpGV-2 24 Tage 19 Tage

Bei allen vier Modellsimulationen zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung der
Uberlebensraten zwischen den Freilandbeobachtungen und der Modellrechnung (Tab.
7.2), doch war die Entwicklungsdauer im Modell jeweils schneller als im Freiland (Tab.
7.3). Um den Zeitpunkt einer zweiten Generation simulieren zu koénnen, miisste die

Entwicklungsrate der Insekten in Zukunft iiberarbeitet werden.

7.2 Simulationen mit verinderten Parameterwerten

Das Modell GRANULO erlaubt, verschiedene Szenarien zu berechnen und den mogli-
chen Einfluss der Verdnderungen biologischer Eigenschaften der Viren auf die Popula-
tionsdynamik der Viren bzw. des Wirtes simulativ darzustellen. An zwei konkreten Bei-
spielen, der UV-Stabilitidt und der Wirkgeschwindigkeit der Viren, soll dies im Folgen-

den dargestellt werden.
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7.2.1 Simulationen zur UV-Stabilitit

Die relativ rasche UV-Inaktivierung gilt als eine der stirksten Limitierungen der Wir-
kung von Baculoviren im Freiland, da sie die Ursache fiir die Notwendigkeit hdufiger
Virus-Applikationen und somit auch ein bedeutenden Kostenfaktor darstellt. Anderer-
seits stellt die UV-Inaktivierung den groften Virus-Sink dar, der wesentlich zur Elimi-
nierung bzw. biologischen Inaktivierung der ausgebrachten Viren in der Umwelt bei-
tragt. Daher ist sie auch fiir die Betrachtung der Risikoabschitzung gentechnisch verin-

derter Viren von gro3em Interesse.

In Tab. 7.4 sind die Standardparameter, die bei den Simulationsrechnungen der UV-
Inaktivierung verwendet wurden, dargestellt. Die Simulationsrechnungen wurden fiir
vier verschiedene Inaktivierungsraten, ndmlich 0,3%, 0,5%, 3% und 5% durchgefiihrt
(Abb. 7.1 - 7.4). Diese Werte orientieren sich einerseits an den abweichenden experi-
mentell ermittelten Inaktivierungsraten (vgl. Kap. 3.1.5) und sollen andererseits das
mogliche Systemverhalten bei einem weitergehenden UV-Schutz durch biotechnologi-
sche bzw. verfahrentechnologische MaBlnahmen analysieren. Die restlichen Parameter-
annahmen wurden wie bereits beschrieben (Kap. 7.1), der Literatur, Labor- und Frei-

landversuchen enthommen.
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Tab. 7.4: Verwendete Parameterwerte fiir die Simulation verschiedener UV-Inaktivierungsraten.

ANFANGSBELEGUNG

Termin fiir die Eiablage (TT.MM.)

Simulationsende (TT.MM.).

Anzahl Apfelwickler-Adulten pro m? Blattoberfldche in einer Baumkrone

BEHANDLUNGEN
Anzahl ausgebrachter Viren pro Behandlung
Termin fiir die CpGV-Behandlung

Wetterstation: Karlruhe 2001

APFELWICKLER ADULTEN

Geschlechterverhéltnis (Weibchen-Anteil)

Anzahl Eier pro Weibchen

Anteil infizierter Eier an Gesamtlegeleistung infizierter Weibchen
natiirliche Mortalitatsrate wihrend des Adulten-Stadiums

APFELWICKLER EIER
natiirliche Mortalitétsrate im Ei-Stadium
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Eier zu L1"

APFELWICKLERLARVEN-L1

natiirliche Mortalitédtsrate im L1-Stadium

Faktor in Berechnungsfunktion "Virusaufnahme"

Faktor fiir "Begegnung mit Virenflecken"

Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "L1 zu L2"

APFELWICKLER-LARVEN L2-L5

natiirliche Mortalitdtsrate im L2- bis L5-Stadium

Anteil der auBlerhalb des Apfel sterbenden infektiosen Larven

Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Larven zu Puppen"

APFELWICKLER-PUPPEN
natiirliche Mortalitdtsrate im Puppen-Stadium
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Puppen zu Adulten"

GRANULOVIREN

Infektiositdt (Wahrscheinlichkeit fiir Infektion des Mitteldarmepithels)
Wirkgeschwindigkeit (LTsp); bezogen auf Entwicklungszustand L2 bis L5
Virulenz (Mort.-Rate bis zur Verpuppung der L5)

UV-Empfindlichkeit des Virus (% Inaktivierung pro Sonnenstunde)
1.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Summe Sonnenscheinstunden [h])
2.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Starkregen [1/10mm])

13.06.
10.09
4

800.000.000
24.06.

0,5
0,0000000125
0

1

0,65
0,5

0,02

0,13
0,5
0,95
variiert
100
100
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Wie den Abb. 7.1 — 7.4 zu entnehmen ist, sinkt nach einmaliger Applikation des Virus
die Anzahl der infizierten Larven mit zunehmender Inaktivierungsrate erwartungsgemas
(vgl. Kurven ,,infizierte Larven®). Aus der Kurven ,,gesunde Larven* wird andererseits
deutlich wie groB3 der quantitative Einfluss der UV-Inaktivierung auf die Abundanz der
zweiten Generation im Hochsommer (nach dem 11.08) ist. Durch einen verbesserten
UV-Schutz kdnnte demnach die direkte Wirkung auf die erste Generation und eine indi-
rekte Wirkung auf die zweite Generation erzielt werden. Eine Etablierung des Virus in
der Wicklerpopulation ist entsprechend der Modellrechnung nur bei den beiden nied-
rigsten UV-Inaktivierungsraten (0,3% und 0,5%) rechnerisch darstellbar, da bei diesen

beiden Modellvarianten auch in der zweiten Generation virusinfizierte Larven auftreten.

Abundanzdynamik L2-L5

UV Inaktivierungsrate:  0,3% |
Beginn Eiablage: 13.06. |
CpGV-Behandlung: 2406. |/

ulll"l LT """" ||||

a T T T T
2106 2406, 2806 0207 0607 1007, 1407 1807, 2207 2607 3007 0308 0708 11.08 1508

‘ gesunde Larven (Anzahl) —— infizierte Larven {Anzahl) Il =im sktuellen Tag gestorbene Larven I

Abb. 7.1: Simulation der L2-L5 Abundanzen bei einer UV-Inaktivierungsrate von 0,3 %.



- 128 -

Abundanzdynamik L2-L5

UV Inaktivierungsrate:  0,5%

= ,,,,,,, | Beginn Eiablage: 13.06. )
o o CpGV-Behandlung: 24.06.
GRER T R [ (A . [ AR LR R S
B NG

Foosoe s SRR R Rl

ottt it

T T Y u T T T T
21.06. 2406, 2806 0207 0607, 1007, 1407 1807 2207, 2807, 3007 0308

T T T
o7.os. 11.08 15.08.

| —— gesunde Larven (Anzahl) —— infizierte Larven (Anzahl) Il = aktuellen Tag gestorbene Larven I

Abb. 7.2: Simulation der L2-L5 Abundanzen bei einer UV-Inaktivierungsrate von 0,5 %.

T s i S S S AR
72 . .
UV Inaktivierungsrate: 3 % .
;23 S
« Beginn Eiablage: ;
@ CpGV-Behandlung: 24.06.
o
gm A U U U DU SO A
q: ' '
S S U SO AU SN N SR U SO U SRV SO Y S
24
15 S A S O S SO S S S
s
Y SR TPTry 2 " WTT T T - S = S S T | |
2106 2408 2806, 0207. 0807. 1007. 1407, 1807. 2207 2607, 3007 0308 0705 1108 1503

—— gesunde Larven (Anzahl) —— infizizrte Larven (Anzahl) Il =m sktuelien Tag gestorbens Larven I

Abb. 7.3: Simulation der L2-L5 Abundanzen bei einer UV-Inaktivierungsrate von 3 %.

Abundanzdynamik L2-L5

UV Inaktivierungsrate: 5 %
Beginn Eiablage: 13.06.
CpGV-Behandlung: 24.06.

| amm H " n
2106 2408, 2306, 0207, 0607. 1007, 1407, 1807,

0708 1108 1508,

2207 2607. 3007 0308

—— gesunde Larven (Anzahl) —— infizizrte Larven (Anzahl) Il =m sktuelien Tag gestorbens Larven I

Abb. 7.4: Simulation der L2-L5 Abundanzen bei einer UV-Inaktivierungsrate von 5 %.
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7.2.2 Simulation unterschiedlicher Wirkgeschwindigkeiten

Da die Beschleunigung der Wirkgeschwindigkeit eines der priméiren Ziele der gentech-
nischen Verbesserung von Baculovireninsektiziden ist, wurde die Auswirkung der im
Modell verwendeten Standardwirkgeschwindigkeit von 0,5 mit einer um ca. 40%
schnelleren Wirkung (Wirkgeschwindigkeit 0,3) verglichen. Die {ibrigen Parameter
wurden konstant gehalten (Tab. 7.5.).

Wie die Simulationen zeigen (Abb. 7.5 — 7.79), gibt es so gut wie keine unmittelbare
Auswirkung auf die Anzahl der gesunden und infizierten Larven. Lediglich der Zeit-
punkt, wann die Larven sterben, verschiebt sich um ca. zwei Tage. Entsprechend gering
ist auch die Auswirkung auf die Populationsdynamik des Wirtes. So bedeutend die
Wirkgeschwindigkeit der Viren fiir die Reduktion des Fra3schadens ist, fiir die Abun-
danz des Apfelwicklers ist es letztendlich egal, ob die Larven einen Tag frither oder
spéter sterben. Entscheidend fiir die Wirtsdynamik ist lediglich, wie viele der Larven
infiziert werden. Interessanterweise errechnet das Modell aber einen Unterschied der
Wirtsdichte in der zweiten Generation. Hier ist die Anzahl der lebenden Larven bei der
langsameren Wirkung etwa doppelt so groB3. (Abb. 7.5 und Abb. 7.6). Dieser Unter-
schied wird bereits bei der Betrachtung der gesunden Adulten und abgelegten Eier deut-
lich, die beim langsameren Virus ebenfalls erhoht sind (Abb. 7.7 und Abb. 7.8). Dieses
Modellergebnis ist biologisch derzeit nicht ganz erklarbar, da im Modell davon ausge-
gangen wird, dass sich infizierte Larven nicht weiter entwickeln und nicht weiter ver-
mehren konnen. Ausschlaggebend sollte hier allein die Tatsache sein, dass sich eine
Larve infiziert, nicht aber wie schnell die Larve an der Infektion stirbt. Ob es sich hier-
bei um einen modellimmanenten Artefakt handelt oder ob dieser Effekt tatsichlich auf-

treten kann, muss in zukiinftigen Validierungsexperimenten geklirt werden.

Fiir die Populationsdynamik des Virus spielt aus den oben genannten Griinden die Be-
schleunigung der Wirkgeschwindigkeit ebenfalls keine Rolle. Allerdings sind im Mo-
dell weder die eventuelle geringere Anzahl an Virusnachkommen bei schneller wirken-

den Viren noch eine mogliche verdanderte Konkurrenzfihigkeit gegeniiber einem unver-
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anderten Virus beriicksichtigt. Bei einer weiteren Modifizierung des Modells wire es

wiinschenswert, diese beiden Modifikationen in das Programm zu implementieren.

Tab. 7.5: Verwendete Parameterwerte fiir die Simulation verschiedener Wirkgeschwindigkeiten.

ANFANGSBELEGUNG

Termin fiir die L1-Applikation (TT.MM.) 13.06.
Simulationsende (TT.MM.). 10.09
Anzahl L1-Larven pro m? Blattoberfliche in einer Baumkrone 55
BEHANDLUNGEN

Anzahl ausgebrachter Viren pro Behandlung 800.000.000
Termin fiir die CpGV-Behandlung 13.06.
Wetterstation: Karlruhe 2001

APFELWICKLER ADULTEN

Geschlechterverhiltnis (Weibchen-Anteil) 0,5
Anzahl Eier pro Weibchen 50
Anteil infizierter Eier an Gesamtlegeleistung infizierter Weibchen 0
natiirliche Mortalitdtsrate wiahrend des Adulten-Stadiums 0,04
APFELWICKLER EIER

natiirliche Mortalitdtsrate im Ei-Stadium 0,2
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Eier zu L1" 0
APFELWICKLERLARVEN-L1

natiirliche Mortalitdtsrate im L1-Stadium 0,5
Faktor in Berechnungsfunktion "Virusaufnahme" 0,0000000125
Faktor fiir "Begegnung mit Virenflecken" 0
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "L1 zu L2" 1
APFELWICKLER-LARVEN L2-L5

natiirliche Mortalitdtsrate im L2- bis L5-Stadium 0,65
Anteil der auBerhalb des Apfel sterbenden infektidsen Larven 0,5
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Larven zu Puppen" 0
APFELWICKLER-PUPPEN

natiirliche Mortalitdtsrate im Puppen-Stadium 0,02
Faktor fiir transstadiale Transmission beim Ubergang "Puppen zu Adulten" 0
GRANULOVIREN

Infektiositdt (Wahrscheinlichkeit fiir Infektion des Mitteldarmepithels) 0,13
Wirkgeschwindigkeit (LTsp); bezogen auf Entwicklungszustand L2 bis L5 variiert
Virulenz (Mort.-Rate bis zur Verpuppung der L5) 0,95
UV-Empfindlichkeit des Virus (% Inaktivierung pro Sonnenstunde) 0,7
1.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Summe Sonnenscheinstunden [h]) 100
2.Grund fiir "Flecken-Inaktivierung" (Starkregen [1/10mm]) 100
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Abundanzdynamik L2-L5

Wirkgeschwindigkeit: 0,3
L1-Applikation: 13.06.
CpGV-Behandlung:

| Mt

T T T
13061606 2008 2406 2808 0207. 0607 1007

T T T T T T T
1407 1807, 2207 2607, 3007 0308 0703

‘ —— gesunde Larven (Anzahl) —— infizierte Larven {Anzahl) Il =im sktuellen Tag gestorbene Larven I

Abb. 7.5: Simulation der Abundanzdynamik von L2-L5 Larven bei einer CpGV-Wirkgeschwindigkeit
von 0,3.

Abundanzdynamik L2-L5

ol N TR T B S L
1 Wirkgeschwindigkeit: 05 |
7 L1-Applikation: 13.06. |
—n CpGV-Behandlung: 13.06. [
§10 B [ A

Mol

T T
13061606 2006 2406, 2806 0207, 0807 1007

T T T T T T T
1407 1807 2207 2607 3007 0308 0708 11.08

‘ —— gesunde Larven (Anzahl) —— infizierte Larven {Anzahl) Il =im sktuellen Tag gestorbene Larven I

Abb. 7.6: Simulation der Abundanzdynamik von L2-L5 Larven bei einer CpGV-Wirkgeschwindigkeit
von 0,5.
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Abundanzdynamik Puppen, Adulte und Eier

™| Wirkgeschwindigkeit: 0,3
"I L1-Applikation: 13.06.
. CpGV-Behandlung: 13.06.

4

? ? ? ? ? T y ? ? ? ? ? ? ?
2606, 2906 0307, OFO7. 1OF. 1507, 1907, 2307. 2707, .07, 0408 0308 1208 1603 2008

- gesunde Puppen 2= kontaminierte Puppen e gesunde Adulte or kontaminierte Adulte  -#- gesunde Eier
= kortaminisrte Eier

Abb. 7.7: Simulation der Abundanzdynamik von Puppen, Adulten und Eiern bei einer CpGV-
Wirkgeschwindigkeit von 0,3.

Abundanzdynamik Puppen, Adulte und Eier

10

oJ| Wirkgeschwindigkeit: 0,5

*Il L1-Applikation: 13.06.

|l cpGV-Behandlung:  13.06.
E a

0= T T T T T T T ? T y y y y T
27063006, 0407, 0807. 1207, 1607. 2007. 2407. 2307, 01.08. 0508 0908 1303 1708 21.08

- gesunde Puppen 2= kontaminierte Puppen e gesunde Adulte or kontaminierte Adulte  -#- gesunde Eier
= kortaminisrte Eier

Abb. 7.8: Simulation der Abundanzdynamik von Puppen, Adulten und Eiern bei einer CpGV-
Wirkgeschwindigkeit von 0,5.



- 133 -

8 Abschlielende Betrachtung

Mit der Modellierung der Populationsdynamik des Systems Apfelwickler/CpGV wurde
ein neuer Weg zur qualitativen und quantitativen Darstellung der Interaktion zwischen
dem Apfelwickler und dem als Bioinsektizid eingesetzten Apfelwicklergranulovirus
eingeschlagen. Ausgehend von einem qualitativen Modell, das die einzelnen Prozesse
der Interaktion zwischen Insekt und Virus beschreibt, wurden die diesen Prozessen zu
Grunde liegenden Parameter durch Labor-, Modell- und Freilandversuchen quantitativ
bestimmt bzw. aus vorhandenen Literaturdaten sublimiert und in ein mathematisches
Modell integriert, das diese Interaktion auch quantitativ beschreibt und im Zeitablauf
simulieren kann. Damit wurde eine wesentliche Grundlage geschaffen, die Populations-
dynamik des CpGV besser zu verstehen und wertvolle quantitative Aussagen zur Popu-
lationsdynamik dieses Virus und seines Insektenwirtes zu erhalten. Das vorliegende
Modell versteht sich als eine Grundlage, das die Basisdaten zur Populationsdynamik des
Systems Apfelwickler/CpGV bereitstellt und damit in der Lage ist, Vorhersagen zur
Abundanzdynamik von Wirt und Virus zu leisten. Unter Beriicksichtigung der spezifi-
schen biologischen Daten anderer Insekten bzw. Baculoviren kann dieses Modell auch
eine Basis fiir die Modellierung weiterer Insekt-Baculovirus-Interaktionen darstellen,
bei denen die Larven verdeckt fressen (Tab. 1.4) und damit nur fiir kurze Zeit dem Vi-

rus exponiert sind.

In Hinblick auf das zur Zeit in der Pflanzenschutzpraxis eingesetzte natiirlich vorkom-
mende CpGV-Isolat sowie auf mogliche gentechnisch verdnderte CpGV-Varianten, ist
es das Ziel dieses Modells, die Abundanz und damit auch die Wahrscheinlichkeit einer
Persistenz eines bestimmten Virus-Genotyps in einer Apfelwicklerpopulation abzu-
schitzen und somit eventuell Vorhersagen {liber die Moglichkeit einer Etablierung eines
bestimmten Virus-Genotyps in der Umwelt zu treffen. In der bestehenden Version des
Modells konnte der Gesichtspunkt der Konkurrenz bei einer unterschiedlichen Fitness
von zwei Virus-Genotypen nicht beriicksichtigt werden, obwohl diese fiir deren jeweili-

ge Etablierungswahrscheinlichkeit sicherlich eine grof3e Bedeutung hat.
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Zwar wurde mittels einer umfangreichen Sensitivitidtsanalyse das Modellverhalten hin-
sichtlich seiner Stabilitdt und Plastizitét tiberpriift, doch konnte eine umfassende Vali-
dierung des Modells innerhalb des Projektzeitraumes noch nicht geleistet werden. Erste
Modellverifizierungen, die anhand der erhobenen Freilanddaten zur Bestimmung der
horizontalen Transmission und Persistenz des CpGV durchgefiihrt wurden, ergaben
jedoch eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen den beobachteten Werten und den
Simulationswerten (Kap. 7.1). Dies lédsst auf eine sehr gute Modellperformance schlie-

Ben.

Eine weitergehende Modellvalidierung wire der natiirliche und notwendige nichste
Schritt, um die Genauigkeit der getroffenen Modellaussagen zu priifen und moglicher-
weise vorhandene Schwachstellen auszumerzen. Dennoch bieten die umfangreichen
Untersuchungen und viele der fiir das System Apfelwickler/CpGV erstmals erhobenen
biologischen Parameter eine wertvolle Datengrundlage und in ihrer Integration zu einem
mathematischen Modell auch ein Analysewerkzeug, das qualitative und semi-
quantitative Vorhersagen zum moglichen Verhalten von CpGV mit veridnderten biologi-

schen Eigenschaften erlaubt.

Im Folgenden sollen nochmals die einzelnen Parameter hinsichtlich ihres Modellverhal-
tens und der Bedeutung fiir die Populationsdynamik des CpGV und von Baculoviren im

Einzelnen betrachtet werden.

UV-Inaktivierung

Die Stabilitdt der Viren in der Umwelt hdngt im Allgemeinen von den physiko-
chemischen Eigenschaften des Einschlusskorpers, der Virionen und der viralen DNA
ab. Ein wesentlicher Faktor, der reduzierend auf die Aktivitit der Viren wirkt, ist die
Inaktivierung mittels UV-Licht. In Modellexperimenten konnte gezeigt werde, dass die
UV-Inaktivierung in Abhéngigkeit von der Dauer und Intensitét der Sonneneinstrahlung
sehr schnell und umfassend sein kann. Andererseits gaben die unter natiirlichen Feldbe-

dingungen angestellten Versuche Hinweise darauf, dass die biologische Aktivitit der



- 135 -

Viren moglicherweise ldnger im System erhalten bleibt, als durch die reinen Inaktivie-
rungsversuche auf Blattoberflichen vorhergesagt wurde. Dies konnte damit zusammen-
hiangen, dass sich das Virus-Insektizid bei der Spritzung an relativ geschiitzten Orten,
wie z. B. Borkenritzen, Blattachseln, Kelch- und Stielgrube der Apfel, oder Beriihrungs-
flichen von Blittern und Apfeln oder Apfeln und Apfeln sammelt und dort im Ver-

gleich zur Blattoberfldche einer relativ geringen direkten UV-Strahlung ausgesetzt ist.

Fiir die Betrachtung der Persistenz und der Populationsdynamik des Virus ist die UV-
Inaktivierung von enormer Bedeutung, da sie neben der Auswaschung durch Regen den
wesentlichen Sink fiir das Virus im System darstellt. Da in Hinblick auf eine gentechni-
sche Verdnderung die physiko-chemischen Eigenschaften der Viren in der Regel kaum
betroffen sein sollten, spielt dies fiir den Vergleich zwischen natiirlichen und gentech-
nisch verdnderten CpGV und Baculoviren im Allgemeinen, nur eine untergeordnete

Rolle.

Virulenz

Die Virulenz des Virus umfasst alle Faktoren und Eigenschaften, welche den Grad und
die Schwere der Krankheitsetablierung auf der Ebene des Individuums und der Popula-
tion beschreiben. Biologische Eigenschaften des Wirt/Virus-Systems, die in Bezug zur
Virulenz stehen, sind (1) Anzahl der Viren, die fiir die Etablierung der Infektion not-
wendig ist und mittels LCsy oder LDs, parametrisiert werden kann, (2) die Wirkge-
schwindigkeit, die als LTso bzw. STs, ausgedriickt werden kann und (3) die Endmortali-
tét innerhalb einer befallenen Population. Die Erhohung der Wirkgeschwindigkeit und
die Erh6hung der Virulenz der Viren gegeniiber dlteren Larvenstadien werden als pri-
mire Ziele jeder Selektion wirksamerer Genotypen bzw. der Herstellung gentechnisch
verdnderter Rekombinanten betrachtet. Aus dem Virus/Wirt-System AcMNPV/S. frugi-
perda und vielen anderen Wirt/Virus-Kombinationen ist bekannt, dass sich eine Erho-
hung der Wirkgeschwindigkeit in der Regel negativ auf die Hohe der Produktion an
Virusnachkommen pro Insektenlarve auswirkt. Dies wurde sowohl fiir Toxin-
exprimierende Rekombinanten als auch fiir Baculoviren mit eine eg#-Deletion beobach-

tet. Entgegen der urspriinglichen Annahme zeigten die in dieser Studie in Betracht ge-
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zogene CpGV-egf(-)- und AcMNPV-egf(-)-Rekombinante keine Verdnderung der
Wirkgeschwindigkeit gegeniiber den Ziellarvenstadien (Winstanley, pers. Mitt., vgl.
Kap. 3.2.2). In den Untersuchungen zur Aktivitit von AcMNPV/RMI1 gegeniiber
S. exigua und H. armigera konnte weder eine Wirkbeschleunigung noch eine Reduktion
der Virusnachkommen festgestellt werden. Diese und die Beobachtungen aus jlingeren
Studien (Bianchi et al., 2000, Slavicek ef al., 1999) haben gezeigt, dass die egt-Deletion
keine generelle Strategie ist, die Wirkgeschwindigkeit des Virus zu erh6hen. Vielmehr
scheint diese von der jeweiligen Virus/Wirtkombination und vom betrachteten Larven-
stadium abhingig zu sein. Beispielsweise wurde sowohl fiir die egz-Deletionsmutanten
von CpGV wie fiir das LAMNPV gefunden, dass diese gentechnische Verdanderung nur
die Wirksamkeit gegeniiber dem L5-Larvenstadium beeinflusst (Winstanley, pers. Mitt.,

Slavicek et al., 1999).

Von groflerer Bedeutung hingegen ist die Beobachtung, dass das CpGV entgegen bishe-
rigen Annahmen unter Feldbedingungen eine gute Wirkung auf éltere Larvenstadien
(L2-L5) zeigt. Offensichtlich infizieren sich diese Altstadien noch, nachdem sie sich
bereits in den Apfel eingebohrt haben. Wie in Kap. 3.1.6.2 gezeigt, wird durch die Wir-
kung auf éltere Larvenstadien der Fruchtschaden nicht vermieden. Da jedoch die Wir-
kung auf dltere Larvenstadien zu dhnlichen Endmortalitidten wie die Infektion von L1-
Larven fiihrt, hat diese Wirkung fiir die weitere Populationsentwicklung des Apfelwick-
lers eine signifikante Bedeutung. Die Wirkung auf Altlarven konnte auch ein Grund fiir
die beobachtete positive Regulierung von Apfelwicklerpopulationen in Gebieten sein,

wo CpGV-Préaparate kommerziell eingesetzt werden (Kienzle et al., 2001).

Zudem produzieren dltere Larven 100-1000mal mehr Viren als infizierte L1-Larven
(Kap. 3.1.4), so dass in der Infektion dlterer Larvenstadien ein bedeutendes Reservoir
fiir die Produktion von Virusnachkommen gesehen werden muss. Bei gentechnisch ver-
anderten CpGV, die eine schnellere Wirkung und eine damit einhergehende Reduktion
der Virusnachkommen insbesondere bei dlteren Larvenstadien aufweisen, wiirde diese
Eigenschaft zu einer deutlichen Reduktion der in der Apfelwicklerpopulation neu pro-

duzierten Virusnachkommen fiihren.
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Horizontale Transmission

Im Rahmen der Untersuchungen wurde ferner festgestellt, dass bei L1-Larven eine hori-
zontale Ubertragung des CpGYV stattfinden kann. Zum einen kann diese Ubertragung zu
einer verbesserten und vor allem einer ldnger anhaltenden Wirkung des CpGVs beitra-
gen. Zum anderen muss sie auch bei der Risikobewertung gentechnisch veranderter Vi-
ren mit evaluiert werden, weil diese Form der Transmission fiir Persistenz und Etablie-
rung in der Umwelt von groBBer Bedeutung ist. Sofern sich das Verhalten der Larven
nicht verdndert, diirfte sich die Transmissionsrate fiir gentechnisch verdnderte Viren
nicht wesentlich von den untersuchten Wildtyp-Viren unterscheiden, denn es konnte
gezeigt werden, dass das Vorhandensein eines Kadavers wichtig ist, weniger aber, wie
viele Einschlusskorper in diesem Kadaver enthalten sind. Untersucht wurde noch nicht,
inwieweit eine Infektion in dlteren Larvenstadien an andere Larven weitergegeben wer-
den kann. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass auch im Apfelinnern oder anschlie-
Bend am Verpuppungsort eine Ubertragung stattfinden kann. Daher muss festgehalten
werden, dass die horizontale Transmission, besonders bei einer entsprechend hohen

Wirtsdichte, eine erhebliche Rolle spielen kann.

Vertikale Transmission

Eine weitere Moglichkeit der Etablierung kann durch eine Virusiibertragung auf die
Nachkommen stattfinden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass
eine Ubertragung wahrscheinlich iiber subletal infizierte Weibchen erfolgen kann. Dies
bedeutet natiirlich auch hier, dass in der Folgeinsektengeneration eine zusitzliche Wir-
kung des CpGV auftreten kann und dass auch diese Form der Ubertragung méglicher-
weise zu einer dauerhaften Etablierung eines gentechnisch verdnderten Virus beitragen
kann. Da iiber den Mechanismus der vertikalen Transmission beim CpGV nichts be-
kannt ist, kann im Gegensatz zur horizontalen Transmission, liber den Einfluss einer
gentechnischeren Verdanderung eines Virus auf seine vertikale Transmission keine Aus-

sage getroffen werden.

Die Existenz jedes Virus ist der sichere Hinweis auf das Vorliegen einer erfolgreichen

Uberlebensstrategie. Anders als in anderen Insektenpopulationen, wie z.B. bei den
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Forstschiadlingen Lymantria dispar (Dwyer et al., 1997) und Panolis flammea (Ent-
wistle et al., 1993), treten beim Apfelwickler keine Baculovirus-bedingten Epizootien
auf. Hierfiir reicht die Populationsdichte des Apfelwicklers in einer Anlage nicht aus.
Eine Apfelwicklerpopulation wird vermutlich durch andere Faktoren wie z. B. Rauber
und die Anzahl der Verpuppungsverstecke reguliert (Geier, 1961). Das saisonale Vor-
kommen des Apfelwicklers eignet sich nicht fiir eine ausschlieBlich horizontale Trans-
mission, wihrend die vertikale Transmission grundsétzlich durch die hohe Virulenz des
Virus benachteiligt wird. Aufgrund dieser Uberlegungen ist nicht auszuschlieBen, dass
moglicherweise weitere Insektenarten als alternative Wirte des CpGV eine Rolle bei der
Etablierung in der Umwelt spielen. Beispielsweise sind Choristoneua rosaceana und
Archips argyrospila, die ebenfalls in Apfelanlagen vorkommen konnen, wesentlich un-
empfindlicher gegeniiber dem CpGV (Eastwell et al., 1999). Persistenz und Vermeh-
rung in solchen Wirten konnten einen wesentlichen Beitrag zur Populationsdynamik des
Virus leisten. Bei der Betrachtung der Etablierungsfahigkeit von gentechnisch verdnder-
ten CpGV wiren dann auch diese alternativen Wirte mit einzubeziehen. Bei anderen
Baculoviren konnte beobachtet werden, dass sie durch Regen (D’Amico & Elkinton,
1995; Kaupp, 1981) und Réuber, wie z.B. Vogel, verbreitet wurden (Entwistle et al.,
1993). AuBerdem konnen C. pomonella-Falter erhebliche Strecken zuriicklegen
(Schuhmacher et al., 1997). Sie konnten so durch eine Emigration bzw. Immigration
von subletal infizierten Tieren ebenfalls zur Verbreitung des Virus in andere Gebiete
beitragen. Bei der Betrachtung der Etablierungswahrscheinlichkeit miisste also ein we-

sentlich breiterer Ansatz verfolgt werden.

Die im Rahmen der Modellierung erhobenen Daten zur Virusproduktion in infizierten
Larven, zur UV-Inaktivierung und biologischen Persistenz und zur horizontalen und
vertikalen Transmission deuten insgesamt darauf hin, dass das Fortbestehen eines
pathogenen Virus in der Population auch bei einem Wirt, der wie z. B. der Apfelwickler
verdeckt minierend frisst und in relativ geringen Dichten vorhanden ist, durch angepass-
te Eigenschaften gesichert werden kann. Inwiefern diese Beziehung allein zu einer dau-

erhaften Etablierung fithren kann, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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Ein gentechnisch verdndertes Virus wire nur aus der Population zu eliminieren, wenn
seine biologischen Eigenschaften in mindestens einem der fiir Etablierung entscheiden-
den Eigenschaften von Transmission, Replikation und Persistenz nachteilig signifikant
verdndert wire. Fiir die Risikoabschitzung gentechnisch verdnderter Viren bedeutet
dies, dass die biologische Sicherheit der Viren nicht allein in der mangelnden Konkur-
renzkraft oder einem Selektionsnachteil gegeniiber Wildtypviren begriindet sein kann,
sondern auf Grund ihres prognostizierten Etablierungspotenzials allein auf der Basis der
verdnderten genetischen Eigenschaft und des damit verbundenen biologischen Verhal-

tens bemessen werden darf.

Das erstellte Modell zur Populationsdynamik des Apfelwickler-CpGV-System ist als
Werkzeug geeignet, um die Einfliisse der CpGV-Applikation, des Zeitpunktes der Ap-
plikation und der ausgebrachten Virusmenge auf die Kontrolle des Apfelwicklers analy-
tisch zu untersuchen. Viele dieser Aspekte nehmen direkten Bezug zur aktuellen Pflan-
zenschutzpraxis, in der CpGV als eines der wenigen zugelassenen Mittel zur Kontrolle
des Apfelwicklers eingesetzt wird. Ein modellgestiitzter, optimierter Einsatz des CpGV
im Pflanzenschutz konnte somit dazu beitragen, den direkten Wirkungsgrad einer Virus-
Applikation zu erhdhen und den bestmdglichen Einfluss auf die Populationsdynamik
des Apfelwicklers zu ermitteln. Damit kann das Modell iiber die Fragestellung der Risi-
koabschédtzung gentechnisch verdnderter Baculoviren hinaus, auch einen wertvollen
Beitrag zum besseren Einsatz und zur optimaleren Gestaltung bestehende Kontrollstra-

tegien des Apfelwicklers leisten.
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9 Zusammenfassungen

Zusammenfassung

Baculoviren werden zunehmend als selektive und umweltfreundliche Bioinsektizide zur
biologischen Kontrolle von Schadinsekten verwendet. Die Methoden der Gentechnolo-
gie haben in jlingster Zeit zusitzlich die Moglichkeit erschaffen, deren genetische und
damit auch insektizide Eigenschaften zu verdndern. Eine Abschédtzung mittel- und lang-
fristiger 6kologischer Konsequenzen des Einsatzes natiirlicher und gentechnisch veréin-
derter Viren ist nur bei hinreichender Kenntnis ihrer biologischen Eigenschaften in der
Umwelt und der daraus resultierenden Abundanzdynamik in der Population der Wirts-

insekten moglich.

Im Rahmen dieses Projektes wurden verschiedene Parameter quantifiziert, mit deren
Hilfe die Populationsdynamik des Apfelwicklergranulovirus (CpGV) mathematisch
beschrieben werden kann. Hierfiir wurden die Virulenz (mittlere Letalkonzentration,
Wirkgeschwindigkeit), Menge der Virusnachkommen, UV-Inaktivierung der Viren,
horizontale Transmission und vertikale Transmission in Labor- und Freilandexperimen-
ten quantitativ erfasst. Relevante Parameter, welche die Dynamik der Wirtspopulation
(Apfelwickler: Cydia pomonella) beschreiben, wurden der Literatur entnommen oder in
Laborexperimenten bestimmt. Fiir die sich gegenseitig beeinflussenden Populationsdy-
namiken des Systems CpGV-Apfelwickler wurde das deterministische mathematische
Modell GRANULO programmiert, in das die erhobenen Parameter eingeflossen sind.
Das Modell erlaubt die Simulation der Populationsdynamiken von Wirt und Virus unter
verschiedenen Bedingungen. Durch Verdndern der Viruseigenschaften (Parameter) im
Modell kann der mogliche Effekt der genetischen Verdanderung auf die Populationsdy-
namiken von Wirt und Virus simuliert werden. Die Modellierung und ihre Uberpriifung
sollen zu einer Abschitzung der Prognosesicherheit fiir die Populationsdynamik verén-
derter Viren in der natiirlichen Umwelt eingesetzt werden. Damit wird die Einschédtzung

moglicher Risiken bei dem Einsatz gentechnisch verdnderter Baculoviren in der Umwelt
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verbessert. Weiterhin soll das Modell zur prédziseren Planung biologischer Bekdmp-

fungsstrategien mit natiirlichen Baculoviren beitragen.

Summary

Baculoviruses are increasingly being used as selective and environmentally friendly bio-
insecticides. With the advent of genetic engineering, it has become possible to modify
their genetic information for improved insecticidal properties. Before releasing a re-
combinant baculovirus, it is necessary to assess the long-term ecological consequences.
This can only be accomplished by understanding the biological traits and forces that

drive the population dynamics of the virus.

This project focussed on the analysis and quantification of parameters that are important
in describing the population dynamics of the codling moth granulovirus (CpGV) in
mathematical terms. Parameters, such as the virulence of the virus (median lethal con-
centration and median lethal time), its inactivation rate, the production rate of virus
progeny and both the horizontal and vertical transmission rate, were quantified in labo-
ratory and field experiments. Parameters essential to the host population dynamics of
the codling moth, Cydia pomonella, (mortality rate, developmental rate, reproduction
rate) were largely extracted from previously published articles. A mathematical model
that integrated all parameters was developed for the two interacting systems of CpGV
and the codling moth. With this model, the population dynamics of CpGV and the cod-
ling moth can be simulated under various conditions. Simulations for a genetically
modified CpGV can be generated by varying the virus parameters in the model. The
purpose of the model is to help assess the risks of a recombinant virus by forecasting its
fate in the field and also to aid a more precise planning of the control strategies using a

naturally occurring baculovirus.
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