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Aufgabenstellung

Zielsetzung des vorliegenden Kooperationsvorhabens war es, insektenpathogene
Pilze der Gattungen Beauveria, Metarhizium und Akanthomyces (friher: Lecanicillium)
aus Russland, Kuba und Deutschland molekular zu charakterisieren, deren Potenzial
zur Entwicklung von Bioinsektiziden zu evaluieren, potenzielle BioControl-Stamme
auszuwahlen und fur diese Prototyp-Formulierungen zu entwickeln, molekulare
Identifikationsverfahren fur Begleitstudien zu entwickeln, anzupassen oder zu
optimieren und flr hinsichtlich der Fragestellung der endosymbiont-vermittelten

Pathogenabwehr wissenschaftliche Erkenntnisse zu generieren.

Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde
Wissenschaftlich sind die genannten Pilzgattungen unterschiedlich gut untersucht.
Gute erkenntnisse liegen idR vor zur klassischen Biologie (Morphologie, Wachstums-
, Sporulations- und Keimungsbedingungen), zur Wirtsbeziehung (Biotests: Virulenz,
Wirtsspektrum) und - z.T. mit Einschrankungen — zur molekularen Taxonomie und
Systematik. Zu den zur Risikofolgenabschatzung bedeutsamen molekularen
Pathogenesemechanismen liegen mit Ausnahme der Modellorganismen Beauveria
bassiana und Metarhizium anisopliae nur unzureichende Erkenntnisse vor.

Der deutsche Partner hatte mit beiden Kooperationspartnern im Vorfeld bilateral zum
Thema kooperiert und molekular-genetische Arbeiten zur Systematik, molekularen
Diagnostik und infektionsbiologischen Grundlagenforschung insektenpathogener Pilze
durchgefuhrt; die dabei entwickelten Methoden wurden zT nach Anpassung bzw.
Optimierung im Projekt eingesetzt.

Ablauf des Vorhabens
Der Projektablauf wurde wesentlich bestimmt durch die pandemiebedingten
Beschrankungen der Jahre 2020-2022 sowie der Einstellung der Kooperation mit dem



russischen Partner ab 03/2022. Insbesondere die Arbeiten zur endosymbiont-
vermittelten Pathogenabwehr konnten letztlich nicht wie geplant durchgeflihrt werden.
Zu den anderen Arbeiten wurden die definierten Projektmeilensteine wenn auch

zumeist verspatet erreicht.

Wesentliche Ergebnisse

Insektenpathogene Pilze der Gattungen Beauveria, Metarhizium und Akanthomyces
der drei Partner wurden molekulartaxonomisch charakterisiert. Zur Bestimmung der
innerartlichen Diversitat bei Beauveria wurde ein auf der Verteilung bestimmter mobiler
genetischer Elemente, sog. selbst-spleiRender Introns, beruhendes
Identifikationsverfahren erfolgreich angepasst.

Unter den untersuchten kubanischen Akanthomyces-Stammen, die ansonsten alle als
Angehorige der gut beschriebenen Art Akanthomyces muscarius charakterisiert
wurden, konnte ein Stamm als der verwandten insekten-pathogenen Pilzgattung
Simplicillium zugeordnet werden. Simplicillium-Pilze sind insofern von besonderem
Interesse, als sie sowohl Insektenpathogene als auch Parasiten anderer Pilze sind und
daher die prinzipielle Mdoglichkeit des Einsatzes als ,duales® Biopestizid bieten.
Mittlerweile wurden vom kubanischen Partner gezielt weitere Simplicillium-Pilze
isoliert.

Die vom kubanischen Partner in die Kooperation eingebrachten Metarhizium-Stamme
wurden zunachst den beiden Arten Metarhizium anisopliae und Metarhizium robertsii
zugeordnet. Diese Arten sind Teil eines Artkomplexes, der sog. ,PARB-Klade*, der die
fur den biologischen Pflanzenschutz relevantesten Metarhizium-Arten umfasst. Drei
weitere Stamme wurden als Vertreter einer neuen Art identifiziert, fur die die
Bezeichnung Metarhiizum caribense vorgeschlagen wurde. Dies gelang durch den
Einsatz im Projekt entwickelten sequenzierungs-unabhangigen Diagnoseverfahrens.
Die neue Metarhizium-Art weist eine starke Affinitdt zu 6konomisch bedeutsamen
landwirtschaftlichen Schadlingen der taxonomischen Ordnung der ,Russelkafer”
(Curculionidae) auf.

FUr mehrere der untersuchten Beauveria- und Metarhizium-Pilze wurden
Formulierungs-Prototypen entwickelt; einige der Produkte finden in Kuba bereits als
Bioinsektizide Verwendung. Aus dem Projekt sind bislang sechs Publikationen in
international referierten Fachzeitschriften hervorgegangen; mehrere weitere

Publikationen sind in Vorbereitung.



Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Um den Ausfall des russischen Partners teilweise zu kompensieren, wurden
Pilzstamme und Expertise eines argentinischen Partners (CEPAVE, La Plata) in die
Untersuchung einbezogen. Es hat sich hierbei eine gute, wissenschaftlich fruchtbare
und vertrauensvolle Zusammenarbeit auch zwischen dem kubanischen und

argentinischen Partner herausgebildet, an die flr die Zukunft angeknupft werden soll.

Verwendung der Zuwendung, erzielte Ergebnisse, vorgegebene Ziele

Anliegen des Projekts war es, auf der Basis insekten-pathogener filamentdser Pilze

der Gattungen Beauveria, Metarhizium und Lecanicillium Vorarbeiten zur Entwicklung

marktfahiger Bioinsektizide zu leisten. Im Sinne einer Entwicklung entlang der

Wertschopfungskette sollte hierbei eine naturlich vorkommende Bio-Ressource Uber

folgende drei Schritte in ein hochwertiges Produkt umgewandelt werden.

1. Reinkultur-Isolation von Pilzen aus der Umwelt sowie deren molekulare
Identifikation und Charakterisierung des entomopathogenen Potentials machen
definierte Bio-Ressourcen fur weitere F&E-Aktivitaten verfugbar.

2. Technische Entwicklung mit Hilfe verschiedener Fermentations- und
Formulierungsmethoden erzeugt aus diesen Bio-Ressourcen marktfahige
Produkte in Form nicht nur wirk-effizienter, sondern auch potentiell nachhaltiger
und oko-effizienter Bio-Insektizide.

3. Wissenschaftliche Forschung leistet einen weiteren Beitrag zur Wertschdpfung,
indem sie die Bedingungen erforscht und Anwendungsstrategien entwickelt, unter
denen die Bio-Insektizide in einem bestimmten Agrar-Okosystem ihr volles
Effizienz- und Nachhaltigkeitspotential entfalten konnen.

Aufgrund pandemiebedingter Beschrankungen der Jahre 2020-2022 sowie der

Einstellung der Kooperation mit dem russischen Partner ab 03/2022 konnten

substantielle Beitrage zum o.g. Schritt 3, insbesondere die Erforschung der

Wechselwirkung bakterieller Symbionten von Blattlausen mit blattlaus-pathogenen

Lecanicillium-Pilzen nicht realisiert werden. Bzgl. der anderen beiden vorgegebenen

Ziele wurden die nachfolgend aufgeflhrten Ergebnisse erzielt.



Molekular-taxonomische Charakterisierung insektenpathogener Pilze

Insektenpathogene Pilze der Gattungen Beauveria, Metarhizium und Lecanicillium
(letztere  heillen  mittlerweile  aufgrund  systematischer =~ Neueinordnung
,<Akanthomyces®) der drei Partner wurden molekulartaxonomisch charakterisiert.
Hierbei ergaben sich erhebliche Unterschiede hinsichtlich der fur die Gattungen in den
Stammsammlungen abgebildeten Biodiversitaten.

So gehorten die analysierten Beauveria-Pilze der drei Partner ausschliel3lich der Art
Beauveria bassiana an. Da die untersuchten Stamme dennoch sehr verschiedene
Eigenschaften aufwiesen, ruckte methodologisch die innerartliche Differenzierung in
den Vordergrund. Diese wurde Uber die Analyse der Verteilung mobiler genetischer
Elemente, sog. selbst-spleildender Introns, im Beauveria-Genom geleistet. Arbeiten an
einer alternativen Methode (ISSR) =zur stammspezifischen Kontrolle der
Umweltpersistenz ausgebrachter BioControl-Stamme laufen z.Z. noch.

Strain 28Si4 | 28Si3 | 28Si2 | 28Si1 | variant
CEP 042 1 0 0 1 A
CEP 044 1 0 0 0 E
CEP 075 1 1 0 0 C
CEP 091 1 0 0 1 A
CEP 138 0 0 1 0 B1
CEP 174 0 0 1 0 B1
CEP 229 0 0 1 0 B1
CEP 317 0 0 1 0 B1
CEP 322 1 1 0 0 C
CEP 348 0 0 1 0 B1
CEP 417 0 0 1 0 B1
CEP 420 0 1 0 0 D
CEP 436 0 0 1 0 B2
CEP 560 0 0 1 0 B1
CEP 572 1 1 1 0 F

Konstellationen selbstspleiRender Introns in den 28S rRNA-Genen von Beauveria bassiana —

Stdmmen und Definition innerartlicher Varianten des Pilzes gemaf Intronkonstellationen.

Bei den untersuchten Akanthomyces - bzw. Lecanicillium — Stammen wurden sehr

unterschiedliche Biodiversitatsniveaus in den Sammlungen der Partner festgestellt.
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Wahrend die russischen Akanthomyces-Stamme nahezu alle projektrelevanten Arten
reprasentierten, wurden alle kubanischen Stamme einer einzigen Art, Akanthomyces
muscarius, zugeordnet. Eine groRe Zahl im Rahmen der Kooperation gewonnener
neuer Isolate aus Russland konnte ab 2022 nicht mehr in die Studie mir einbezogen

werden.

Einen Sonderfall stellte ein zunachst als ,nicht naher bestimmte Lecanicillium-Art*
bestimmter Stamm aus Kuba mit hoher Aktivitat gegen den Kaffeebeerenbohrer
Hypothenemus hampei, einen hochrelevanten Schadling in Kaffeeplantagen, dar, von
dem durch genetische Analyse gezeigt werden konnte, dass er nicht Lecanicillium
bzw. Akanthomyces, sondern der verwandten insekten-pathogenen Pilzgattung
Simplicillium angehort. Simplicillium-Pilze sind insofern von besonderem Interesse, als
sie sowohl Insektenpathogene als auch Parasiten anderer Pilze sind. So wird u.a. der
Pilz Hemileia vastatrix, der Erreger einer 6konomisch hochrelevanten Krankheit von
Kaffeepflanzen, von Simplicillium parasitiert. Simplicillium-Pilze bieten daher die
prinzipielle Maoglichkeit des Einsatzes als ,duales” Biopestizid mit dem - im
vorliegenden Fall im Kaffeeanbau — Kulturpflanzen simultan gegen ein Insekt und eine
Pilzerkrankung geschltzt werden koénnten. Mittlerweile wurden vom kubanischen
Partner gezielt weitere Hemileia-assoziierte Pilze aus Kaffeeplantagen isoliert und
genetisch als Simplicillium identifiziert. Die entsprechende Forschung an diesen
Isolaten soll gemeinsam fortgesetzt werden.

Die vom kubanischen Partner in die Kooperation eingebrachten Metarhizium-Stamme
wurden zunachst den beiden Arten Metarhizium anisopliae und Metarhizium robertsii
zugeordnet. Diese Arten sind Teil eines Artkomplexes, der sog. ,PARB-Klade®, der die
fur den biologischen Pflanzenschutz relevantesten Metarhizium-Arten umfasst.

FiUr drei weitere Stamme mit den systematischen Bezeichnungen LBM-30, LBM-41
und LBM-42, die ebenfalls der PARB-Klade angehoren, war mit Hilfe der international
gangigen Methoden eine konsistente Art-Zuordnung nicht moglich. Da die drei
Stamme im Labor-Biotest hohe Virulenz gegen einen in Kuba bedeutsamen
landwirtschaftlichen Schadling, den SuRkartoffelkafer Cylas formicarius, zeigten,
wurde an einer Verfeinerung der diagnostischen Methoden zu deren rascher und
exakter Bestimmung auf Artebene gearbeitet.



Entwicklung genetischer Diagnose-Methoden

Auf die abgeschlossene Entwicklung der Intron-Analyse und die noch in Arbeit
befindliche ISSR-Diagnose fur die innerartliche Differenzierung von Beauveria-Pilzen

wurde vorstehend hingewiesen.

Im Fall der Metarhizium-Pilze sollte ein Instrument flr eine verlassliche
Unterscheidung der vier Metarhizium-Arten der PARB-Klade - Metarhizium
pinghaense, Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii und Metarhizium
brunneum - erarbeitet werden. Dabei war es wichtig, ein nicht auf DNA-Sequenzierung
angewiesenes Verfahren zu erarbeiten, da beim kubanischen Partner (wie auch in den
meisten Landern der Erde) DNA-Sequenzierung technisch und/oder 6konomisch nicht
zur Verfugung steht. Zu diesem Zweck wurde durch Analyse von Metarhizium-
Genomsequenzen als geeignete Markersequenz der ribosomale ,InterGenic Spacer®
(rIGS) ausgewahlt. Durch intensive vergleichende Sequenzanalyse des rlIGS-Markers
der o.g. Metarhizium-Arten wurde ein diagnostischer PCR-Ansatz etabliert und
anwendungstechnisch optimiert. Die Funktionalitat des Ansatzes wurde zunachst im
Sinne eines ,proof of principle® an Referenzstammen Uberpraft und dann auf die zu
bestimmenden Metarhizium-Stamme aus Kuba (und weitere Stamme global weit
gestreuter geographischer Herkunft) angewendet. Dabei konnten alle untersuchten

Stamme eindeutig einer der vier Arten zugeordnet werden.

FUr die drei o.g. kubanischen Metarhizium-Stamme LBM-30, LBM-41 und LBM-42
hingegen konnte mit Hilfe der rIGS-dgnPCR gezeigt werden, dass sie keiner der
bekannten Metarhizium-Arten angehdren. Uber vergleichende Sequenzanalysen
dieser Stamme konnte gesichert gezeigt werden, dass es sich um Vertreter einer
neuen Pilzart handelt. Fir die neue Art wurde die Bezeichnung ,Metarhizium
caribense* vorgeschlagen. Uber einen Abgleich der Sequenzdaten der drei
kubanischen Stamme mit GenBank-Eintragen liel3en sich zwei zuvor falschlich als
Metarhizium pinghaense charakterisierte Pilzstdmme aus Florida bzw. Brasilien
identifizieren, die ebenfalls der Art Metarhizium caribense angehoren.

Interessanterweise sind alle funf Metarhizium caribense - Stamme naturlich mit
Insekten derselben taxonomischen Ordnung der ,Russelkafer” (Curculionidae)
assoziiert, die zahlreiche 6konomisch hochrelevante landwirtschaftliche Schadlinge



umfasst, darunter die vorstehend bereits erwahnten, regional bedeutsamen
SuRkartoffelkafer und Kaffeebeerenbohrer sowie der Zuckerrohrstengelbohrer.
Russelkafer sind weltweit und — natirlich mit Bezug zu anderen Kulturpflanzen wie
z.B. im Weinbau - auch in Deutschland bedeutsame landwirtschaftliche Schadlinge.

Die diagnostische PCR-Methode wurde erweitert, um auch Pilze der Art Metarhizium
caribense identifizieren und insbesondere von der nachstverwandten Art Metarhizium
pinghaense eindeutig unterscheiden zu kénnen. Damit steht insbesondere ein
Werkzeug zur Verfugung, Metarhizium caribense — Pilze gezielt auch auRerhalb Kubas

in der Umwelt zu identifizieren und zu isolieren.

Biotests und Bioinsektizid-Entwicklung

Aufgrund des Wegfalls der Biotest-Kapazitaten des russischen Partners wurden im
Projekt bearbeitete Stdmme nur in Kuba und nur gegen dort relevante Schadlinge, in
diesem Fall Fruchtfliegen und Russelkafer, getestet. Wahrend die Tests gegen
Fruchtfliegen durchgangig negative Ergebnisse brachten, konnten einige Metarhizium-
und Beauveria-Stamme mit hoher Virulenz gegen Curculioniden, insbesondere gegen
den Sulkartoffelkafer, identifiziert werden, darunter auch ein Beauveria bassiana —
Stamm des deutschen Partners. Fur je einen Beauveria bassiana- und Metarhizium
anisopliae-Stamm aus Kuba wurden bereits Formulierungs-Prototypen entwickelt; die

Produkte finden in Kuba als Bioinsektizide Verwendung.

Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

Der weitaus grofdte Teil der Férderung bestand in Personalmitteln. Dies spiegelt den
personalintensiven Charakter von im Projekt wichtigen Forschungsaktivitaten
(Methodenentwicklung und -optimierung bei molekularer Diagnose und Bioinsektizid-
Formulierung, Biotests) wider. Die hinter der urspringlichen Finanzplanung
zuruckbleibenden Ausgaben flr Mobilitat, Sachmittel und externe Auftrage sind den
pandemiebedingten Reisebeschrankung geschuldet sowie der Tatsache, dass mit
dem Wegfall des russischen Partners Themenbereich B nicht mehr wie vorgesehen
bearbeitet werden konnte.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit
Unter der Zielsetzung der Entwicklung entsprechender Bio-Insektizide und der
notwendig zu leistenden Technikfolgenabschatzung sollten die durchgefuhrten



Arbeiten als notwendig wie auch angemessen erkennbar sein.

Voraussichtlicher Nutzen/Verwertbarkeit der Ergebnisse

Anschlussfahig sind die Projektergebnisse fur die Entwicklung von Bioinsektiziden auf
der Basis der identifizierten BioControl-Stamme. Die im Projekt entwickelten und
getesteten Prototypen formulierter Pilzsporen kubanischer Metarhizium- und
Beauveria-Stamme werden derzeit in Kuba fur die Anwendung weiterentwickelt. Das
Entwicklungspotenzial des deutschen Beauveria-Stammes bedarf noch weiterer
Prufungen.

Die im Projekt entwickelten diagnostischen Methoden kdnnen zur gezielten
Identifikation und Isolation neuer BioControl-Stamme eingesetzt werden und auch als
Modell fur die Entwicklung analoger Verfahren fur andere Pilz-Gruppen auch in
anderen Anwendungskontexten als dem des Biologischen Pflanzenschutzes dienen.
Die Methoden werden z.Z. in Kuba eingesetzt zur Technikfolgenabschatzung,
insbesondere zur Bestimmung der Umweltpersistenz ausgebrachter Bioinsektizide;

auch diese Ansatze sind prinzipiell auf andere Pilze und Kontexte Ubertragbar.

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Seit Antragstellung wurden von Seiten Dritter mehrere neue Akanthomyces-Arten
beschrieben, zumeist in Sudostasien. Dies ist von wissenschaftlichem Interesse und
muss z.B. in die laufende Methodenentwicklung zur Akanthomyces-Diagnose
einbezogen werden. Ein Einfluss auf die Zielsetzung des Projekts ist aber nicht zu
erkennen. Sonstige relevante Fortschritte anderer Stellen zum Thema sind uns bis

dato nicht bekannt.

Veroffentlichungen der Ergebnisse

e Yamilé Bar6 Robaina', Christina Schuster?, Rafael F. Castafieda-Ruiz', Yohana Gato
Cardenas’, Maria Elena Marquez Gutiérrez', Amaia Ponce de la Cal', Andreas Leclerque?.
Metarhizium caribense sp. nov., a novel fungal entomopathogen associated with weevils
impairing coffee, sugar cane and sweet potato cultivation. Journal of Fungi 10, 612.
https://doi.org/10.3390/jof10090612.

e Bard Robaina Y, Gonzalez Marrero I, Lorenzo Nicao ME, Castafieda Ruiz RF, Li DW,
Ponce de la Cal A, Ben Gharsa H, Manfrino RG, Schuster C, Leclerque A (2024) First
Description of Simplicillium lanosoniveum, a Potential Antagonist of the Coffee Leaf Rust
from Cuba. Appl. Microbiol 4, 275-283. https://doi.org/10.3390/ applmicrobiol4010018.



Schuster C, Baro Robaina Y, Ben Gharsa H, Bobushova S, Manfrino RG, Gutierrez AC,
Lopez Lastra C, Doolotkeldieva T, Leclerque A (2023) Species discrimination within the
Metarhizium PARB clade: ribosomal intergenic spacer (rIGS) based diagnostic PCR and
single marker taxonomy. J Fungi 9, 996. https://doi.org/10.3390/jof9100996.

Baré Y, Schuster C, Gato Y, Marquez ME, Leclerque A (2022) Characterization,
identification and virulence of Metarhizium species from Cuba to control the sweet potato
weevil, Cylas formicarius Fabricius (Coleoptera: Brentidae). J Appl Microbiology
132:3705-3716. doi: 10.1111/jam.15460.

10



