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Kurzfassung

Im integrierten, vor allem aber auch im 6kologischen Pflanzenschutz, bestehen seit langem Bedarfe
und regulatorische Rahmenbedingungen, die einen reduzierten und effektiveren Einsatz von
Pestiziden fordern. In den voraus gegangenen, durch das Bioeconomy Science Center NRW
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geforderten, Projekten ,BiFuProts”, , GreenGel” und , greenRelease” wurde der Grundstein fiir eine
neue auf einer Kombination aus Mikrogelen und Ankerpeptiden bestehende Technologie gelegt. Diese
Plattform kombiniert Mikrogele und Ankerpeptide, um Pflanzenschutzmittel effektiver und
umweltfreundlicher einzusetzen. Die Mikrogele kdnnen mit verschiedenen Wirkstoffen beladen
werden, insbesondere mit Kupferionen, und durch adhasive Peptide regenfest an Pflanzenoberflachen
gebunden werden. Vorangegangene Projekte haben gezeigt, dass diese Technologie den Kupfereinsatz
zum Schutz von Pflanzenkulturen erheblich reduzieren kann, ohne die Schutzwirkung zu
beeintrachtigen. Das EcoGuard-Projekt zielt darauf ab, die Wirksamkeit dieser Technologieplattform
bei der Bekampfung von Rebenperonospora im oOkologischen Weinbau zu validieren, wobei der
Kupfereinsatz reduziert wird. Dariiber hinaus sollen die Mikrogele biologisch abbaubar sein und die
Technologie fiir den 6kologischen Landbau zuganglich gemacht werden. In einem weiteren Teil des
Projekts wird die "GreenGel"-Plattformtechnologie verwendet, um die Wirkung von Spinosad gegen
die Kirschessigfliege im 6kologischen Weinbau zu verbessern. Das Projekt strebt eine nachhaltige
Starkung des 6kologischen Pflanzenschutzes an und befasst sich mit der Validierung der Technologie
unter Okologischen Bewirtschaftungsvorschriften. Die Ergebnisse der Labor- und Freilandversuche
deuten darauf hin, dass das Mikrogel auf Pektinbasis mit Kupferionen eine vergleichbare Wirksamkeit
wie herkdmmliche Kupferpraparate gegen Rebenperonospora aufweist. Es gibt jedoch
Herausforderungen hinsichtlich der Haltbarkeit des Mikrogels auf den Blattern. Die Effektivitat von mit
Spinosad beladenen Mikrokapseln wurde ebenfalls untersucht und zeigt vielversprechende
Ergebnisse, obwohl einige Verbesserungen erforderlich sind, um sie zur Anwendungsreife zu bringen.

Das EcoGuard-Projekt tragt dazu bei, den Einsatz von Pestiziden im 6kologischen Pflanzenschutz zu
reduzieren und gleichzeitig die Schutzwirkung zu erhalten, wodurch 6kologische
Landwirtschaftspraktiken nachhaltiger gestaltet werden kdnnen.



Abstract

In integrated, but especially in organic crop protection, there have long been needs and regulatory
frameworks that call for a reduced and more effective use of pesticides. In the previous projects
"BiFuProts", "GreenGel" and "greenRelease", which were funded by the Bioeconomy Science Center
NRW, the foundation was laid for a new technology based on a combination of microgels and anchor
peptides. This platform combines microgels and anchor peptides to use crop protection products more
effectively and in a more environmentally friendly way. The microgels can be loaded with different
active ingredients, especially copper ions, and can be rainfastly bound to plant surfaces by adhesive
peptides. Previous projects have shown that this technology can significantly reduce the use of copper
to protect plant crops without compromising the protective effect. The EcoGuard project aims to
validate the efficacy of this technology platform in controlling grapevine peronospora in organic
viticulture, while reducing copper use. In addition, the microgels will be biodegradable and the
technology will be made available for organic farming. In another part of the project, the "GreenGel"
platform technology will be used to improve the efficacy of spinosad against cherry vinegar fly in
organic viticulture. The project aims at a sustainable strengthening of organic crop protection and deals
with the validation of the technology under organic management regulations. Results of laboratory
and field trials indicate that the pectin-based microgel with copper ions has comparable efficacy to
conventional copper preparations against grapevine peronospora. However, there are challenges
regarding the durability of the microgel on leaves. The effectiveness of spinosad-loaded microcapsules
has also been studied and shows promising results, although some improvements are needed to bring
them to application maturity.

The EcoGuard project is helping to reduce the use of pesticides in organic crop protection while
maintaining protective efficacy, making organic farming practices more sustainable.
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I.  EinfUhrung

Gegenstand des Vorhabens

Das Gesamtziel des Projekts ist die Validierung einer neuartigen, innovativen und regenbestandigen
Abgabe-Technologieplattform (sog. ,,GreenGel“) zur effektiven Bekampfung von Schadorganismen der
Weinrebe bei verringertem Pestizideinsatz. Insbesondere der 6kologische Weinbau soll durch das
Vorhaben gestarkt werden. Als Validierungsbeispiele haben wir uns anféllige (Mduller-Thurgau,
Spatburgunder) und pilzwiderstandsfahige (Piwi-) Sorten (Regent, Calardis blanc) der Weinrebe
ausgesucht. Als zu bekdampfende Schadorganismen wahlten wir den Falschen Mehltau (Plasmopara
viticola, Erreger der Rebenperonospora) und die Kirschessigfliege (KEF) (Drosophila suzukii).
,GreenGel” besteht aus einem bioabbaubaren Mikrogel-Container (kein Mikroplastik!), der mit
Wirkstoffen beladen werden kann und mit nattrlich vorkommenden Peptiden (sog. Ankerpeptiden)
dekoriert ist. Letztere wirken als Adhdsionsvermittler, die Mikrogele an Blattern und/oder Beeren
anbinden. Da ausschlieBlich natiirliche und bioabbaubare Komponenten eingesetzt werden, sehen wir
in ,,GreenGel” eine Plattform zur nachhaltigen Starkung des 6kologischen Pflanzenschutzes.

|ll

Die Alleinstellungsmerkmale der , GreenGel“-Technologie ergeben sich aus ihren Eigenschaften,
Wirkstoffe universell in Containern zu verkapseln und auf verschiedene Oberfldchen (z.B. auf Pflanzen)
aufzubringen. Die Anbindung erfolgt aus wassrigen Losungen bei Raumtemperatur durch technisch

einfache Verfahren (z.B. Spriihapplikation).

Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Im beantragten Projekt wird angestrebt zwei regenbestandige Mikrogel-Systeme fir zwei
Anwendungsfelder zu entwickeln:

Kupfer (Cu)-lonen-abgebende Mikrogele zum Schutz vor der Rebenperonospora.

Im Gegensatz zu derzeitigen Cu-basierten Pflanzenschutzprodukten (v.a. Cu-Hydroxid, Cu-Sulfat) sind
Cu-lonen im Mikrogel durch spezifische Liganden komplexiert, vor duBeren Einfliissen weitgehend
geschitzt und durch Regen kaum abwaschbar. Weitere Moglichkeiten zur Kupferreduktion bieten
Mikrogele, in denen Cu-lonen bedarfsgerecht (z.B. nach Regen oder Morgentau) freigesetzt werden.

Spinosad-Abgabesysteme mit UV-Schutz zur wirksamen Bekédmpfung der KEF.

Dieser Ansatz erfordert die Entwicklung von Mikrogelen, in denen eingeschlossene Wirkstoffe vor Licht
geschitzt sind. Dazu werden umweltvertragliche UV-Schutzkomponenten (z.B. Sinapatester) in die
Mikrogele eingelagert, um die Halbwertszeit des ,low risk“-Insektizids Spinosad (derzeit nur ein Tag
bei Feuchtigkeit und Sonneneinstrahlung) zu erhéhen. Im Erfolgsfall werden die in Spinosad aktiven,
natirlichen Wirkstoffe Spinosyn A und D aullerdem im Mikrogel vor dem Abwaschen durch Regen
geschiitzt.

Das Vorhaben zielt bewusst auf die Entwicklung zweier verschiedener Abgabesysteme fir
unterschiedliche Wirkstoffe (Kupfer und Spinosad) und Anwendungsfelder (Rebenperonospora und
KEF) ab, um die Wahrscheinlichkeit eines Anwendungserfolgs im Freiland zu erh6hen. Zudem wird eine

erfolgreiche Weiterentwicklung der ,GreenGel“-Technologie durch die Implementierung von
lichtabschirmenden Substanzen in die Mikrogele die Anwendungsbereiche im Pflanzenschutz

erweitern. Fiur die Herstellung von Cu-lonen abgebenden Mikrogel-Systemen kann auf die Erfahrung
1



bei der gelungenen Entwicklung von Abgabesystemen fiir die Blattdiingung mit Eisen(Fe)-lonen?
zurlickgegriffen werden. Cu- und Fe-lonen werden beide Uber ionische Wechselwirkungen mit
Carboxylatgruppen im Mikrogel angebunden, so dass ein rascher Technologietransfer fir die
Anwendung im Weinbau und eine Validierung der Wirksamkeit im Freiland zu erwarten ist. Die
Implementierung von UV-Schutzkomponenten in Mikrogele ist eine anspruchsvolle, technologische
Weiterentwicklung. Zur Validierung der Schutzwirkung von Spinosad-Abgabesystemen werden daher
zunachst , Halbfreilandversuche” durchgefihrt.

Das hauptsachliche Ziel von ,EcoGuard” ist die Validierung der , GreenGel“-Technologie fiir die
Nutzung im Freiland am Beispiel der oben genannten Weinsorten gegen die Rebenperonospora und
die KEF. Die dazu nétigen Produktions- und Applikationstechnologien von mit Cu-lonen oder mit
Spinosad beladenen Mikrogelen werden im beantragten ,,EcoGuard“-Projekt entwickelt und auf ihre
Wirksamkeit in der Praxis untersucht. Im sehr wahrscheinlichen Erfolgsfall werden wir die ,,GreenGel“-
Technologie fiir den ©kologischen Weinbau zuganglich zu machen. Um Verzégerungen bei der
spateren Zulassung zu vermeiden, werden wir bereits im ersten Projektjahr den Kontakt zum
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) suchen. Zur Verwertung der
,GreenGel“-Technologie werden zwei Strategien verfolgt: (1) die Griindung eines Hochschul-Start-Ups
und (2) Lizensierungen insbesondere fiir groRflachig angebaute Kulturpflanzen (z.B. Weizen, Mais).
AuBerdem werden wir den kontinuierlichen Austausch und Wissenstransfer mit dem Netzwerk
,VitiFit“ und anderen relevanten Akteuren sicherstellen.

Planung und Ablauf des Projekts

Die Planung des Projektes fand in Meilensteinen (MS) statt, welche in den einzelnen Projektjahren
erreicht werden sollten. Es kam zu Verzégerungen im Ablauf, da MalRnahmen, welche aufgrund der
Covid19-Pandemie getroffen wurden, zu zeitlich begrenzten SchlieRungen der 6ffentlichen
Einrichtungen fiihrten. So konnte eine ausreichende Menge der Mikrogel-Formulierung fir
Freilandversuche erst mit Verspatung zur Verfligung gestellt werden. Eine Verlangerung der gesamten
Projektlaufzeit wurde daraufhin genehmigt.

Fir den Projektteil Rebenperonospora konnte der dritte MS erreicht werden. Die bio-basierte
Mikrogel-Formulierung auf Pektin-Basis wurde im Freiland getestet, dabei wurde aufgrund des
deutschlandweiten, geringen Infektionsdrucks auf Versuche an einem zweiten Standort verzichtet.
Stattdessen wurden weiterflihrende Versuche an Topfpflanzen und im Labor durchgefiihrt und die
Schutzwirkung des Mikrogels validiert. Da die verlangerte Haltbarkeit der Gelformulierung auf den
Rebblattern nicht nachgewiesen werden konnte, fallt die Erstellung eines Merkblattes zu
Handlungsempfehlungen und auch die Riickstandsanalytik weg.



[l.  Wissenschaftlicher und technischer Stand
Cu-Fungizide zur Bekdmpfung der Rebenperonospora

Die Rebenperonospora kann in Deutschland Ernteausfdlle von bis zu 50 % verursachen (EcoVin,
personliche Mitteilung). Um dies zu verhindern, werden im 6kologischen Weinbau meist mehr als
10 Cu-Behandlungen/Jahr durchgefiihrt’. Cu-lonen bekimpfen P. viticola effektiv und haben den
Vorteil, dass sich keine Resistenzen beim Krankheitserreger ausbilden. AuBerdem verleiht derzeit kein
anderer Wirkstoff einen &hnlich breiten Schutz®. Grundsitzlich bestehen keinerlei Bedenken
gegenliber Riickstanden von Kupfer im Endprodukt Wein. Dies beruht auf der Cu-adsorbierenden
Wirkung der bei der Weinerzeugung eingesetzten Hefen; frisch gepresste Moste haben einen
Cu-Gehalt von 0,5 - 5 mg/L Cu, die in Jungweinen weniger als 0,1. mg/L "¢ Mehrjihrige
Cu-Anwendungen kénnen aber zur Akkumulation von Cu-lonen im Boden und in Gewdssern fiihren
und die Biodiversitat bedrohen®®. Deshalb werden Cu-basierte Pflanzenschutzmittel derzeit nur in
einer vom Gesetzgeber auferlegten Hochstmenge von 3-4 kg/ha/a (abhangig von der Kultur)
eingesetzt6, die kaum einzuhalten ist (z.B. im Jahr 2016 aufgrund einer kritischen Befalls-Situation).
Ein Verzicht auf Cu-haltige Praparate wiirde zum sofortigen Riickgang des 6kologischen Landbaus in
Deutschland fiihren, da es trotz intensiver Bemiihungen bislang keinen hinreichend wirksamen Ersatz
fiir Cu-Praparate gibt?. Durch verbesserte Prognosemodelle zur Fritherkennung moglicher Infektionen,
kulturtechnische MaBnahmen, mikrobielle Antagonisten und Pflanzenstarkungsmittel, Ziichtung von
PiWis, etc. konnte der Einsatz von Cu zwar leicht verringert werden’?; letztlich wire aber insbesondere
der Okolandbau beim Verzicht auf Cu-Priparate in Deutschland nicht mehr wirtschaftlich>®°,
Aufgrund fehlender Alternativen ist es notig, neue Technologien zu entwickeln, die eine verbesserte
Wirkung der applizierten Cu-Mengen ermdglichen. Durch die Optimierung von Cu-Praparaten wurden
diesbezliglich bereits Erfolge erzielt2. Allerdings ist der Erfolg der duBerlichen Cu-Anwendung im
Pflanzenschutz aufgrund des kurzen Verbleibs von Cu-Verbindungen auf der Pflanzenoberflache
limitiert, vor allem aufgrund der geringen Regenbestandigkeit!!. Eine verlangerte Verweilzeit von Cu-
lonen auf der Pflanze und eine Abgabekinetik an Cu-lonen aus Mikrogelen, die gerade noch einen
effizienten Schutz erméglicht, wiirde den Cu-Einsatz signifikant reduzieren, ohne den Pflanzenschutz
zu beeintrachtigen.

Das Insektizid Spinosad zur Bekémpfung der KEF im Weinbau

Der deutsche Weinbau war bis zur Einschleppung der KEF Uberwiegend frei von Insektizid-
Behandlungen. Im Jahr 2014 traten erstmals Schaden auf, die mit D. suzukii assoziiert wurden. Seitdem
besteht Bekampfungsbedarf (v.a. bei Trollinger, Dornfelder, Acolon, Roter Elbling). Das einzige
hinreichend wirksame Insektizid mit einer Zulassung im 6kologischen Weinbau ist Spinosad, dass
folglich seit 2014 zur Kontrolle der KEF verwendet wird. Spinosad zeichnet sich durch eine geringe
Warmbllter-Toxizitat aus und wird deshalb auch oft als ,,low risk insecticide” betrachtet. Weil Spinosad
aus zwei Wirkstoffen besteht ist das Risiko der Resistenzbildung gering®2. KEF-Befall tritt vor allem nach
Regen auf, z.B. wenn die Weinbeeren platzen oder rissig werden. Unter diesen Bedingungen zeigt
Spinosad allerdings eine besonders geringe Wirkung, weil Ndsse den photolytischen Abbau der
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Wirkstoffe beschleunigt. Vor Sonnenlicht abgeschirmtes Spinosad ist wesentlich wirksamer als der

lichtexponierte Wirkstoff. Eine weitere grundsatzliche Herausforderung bei der Behandlung von
Weinbeeren mit Pflanzenschutzmitteln ist, dass eine Anhaftung der Spritzflissigkeit aufgrund der
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Wachsbeldge oft unterbleibt’. AuRerdem biiRen Insektizide ihre Wirksamkeit gegen D. suzukii auch

bei zunehmendem Regenmengen ein'®. Sowohl die Dauer der Wirksamkeit von Spinosad



(Lichtstabilitdt und Regenfestigkeit), als auch die Benetzung von Weinbeeren kdnnen mit der
,EcoGuard“-Technologie signifikant verbessert werden.

Mikrogele

Wassrige Mikrogele (1-20 um) sind quervernetzte, in Wasser gequollene Polymer-Kolloide® und daher
weiche Partikel, die durch einfache Sprithanwendungen aufgetragen werden kénnen. |hre Synthese
kann mit verschiedenen Methoden (v.a. radikalische Fallungs- und Emulsionspolymerisation) erfolgen.
Wasserlosliche Monomere werden z.B. mit einem bi- oder multi-funktionellen Vernetzer zu
Mikrogelen co-polymerisiert, wobei das verwendete Monomer die Funktionalitdt der Mikrogele
vorgibt. Auch Nachmodifizierungen von Mikrogelen sind moglich. Durch die Wahl des Vernetzers (z.B.
Ester, Disulfid) sind biologisch abbaubare Mikrogele herstellbar, deren Abbaugeschwindigkeit gezielt
eingestellt werden kann. Zu den Eigenschaften der Mikrogele gehdren die Schaltbarkeit durch
bestimmte Umgebungsbedingungen (z.B. Feuchte), biologische Abbaubarkeit, und die Fahigkeit,
Wirkstoffe oder Metall-lonen aufzunehmen, zu transportieren und wieder abzugeben, sowie z.B. auf
Pflanzenoberflichen = monomolekulare  Schichten auszubilden. Mikrogele schiitzen die
eingeschlossenen Wirkstoffe vor dulReren Einflissen und erlauben einstellbare Abgabe-Kinetiken. Die
Verwendung von Mikrogelen zur kontrollierten Abgabe von Metallionen wurde von den AGs Pich und
Schwaneberg am Beispiel von Fe-lonen bereits verifiziert.

Derzeit kbnnen Mikrogele zu einem Preis von etwa 8-10 € pro kg im Labormalstab hergestellt werden.
Sprith- oder Gefriertrocknungsexperimente wurden erfolgreich durchgefiihrt’®. Getrocknete
Mikrogele kdnnen durch die Zugabe von Wasser gequollen werden.

Mit Cu-lonen beladene, biologische Polymergele wurden im Zusammenhang mit einer gezielten
Cu-Freisetzung bereits diskutiert®. Aufgrund der fehlenden Verankerung an der Pflanzenoberfliche
sind diese Polymergele aber wenig berieselungs- und regenbestandig und wiirden den Cu-Einsatz
daher nicht wesentlich reduzieren. Unsere mit Ankerpeptiden an der Pflanze anhaftenden Mikrogele
gewadhrleisten, dass die darin eingeschlossenen Cu-lonen bis zu ihrer gezielten Freisetzung kaum
ausgewaschen werden und langer an der Pflanzenoberflache verbleiben. Letzteres ist zum Beispiel
nach Niederschlagen und feuchten Nachten der Fall; also genau dann, wenn der Wirkstoff bendtigt
wird.

Im konventionellen Landbau werden Kombinationen aus Kapselformulierungen und UV-
Schutzkomponenten zur Kontrolle von Schadinsekten bereits erfolgreich eingesetzt (Karate-Zeon;
Syngenta; https://www.syngenta.de/kultur/getreide-karate-zeon). Jedoch unterscheiden sich die
Eigenschaften von Kapseln und Mikrogelen deutlich. Die bisher eingesetzten Kapseln sind starr und
nicht regenfest. Sie kollabieren auf der Pflanzenoberflache oder platzen auf ihr auf und entlassen den
Wirkstoff und eventuell beigemischte UV-Schutzkomponenten unkontrolliert. Im Gegensatz dazu wird
der Wirkstoff in den von uns verwendeten, mit adhdsionsvermittelnden Ankerpeptiden und
nattrlichen UV-Schutzkomponenten funktionalisierten Mikrogelen auf der Pflanzenoberflache
verankert und bis zu seiner Freisetzung vor duReren Einflissen (Regen, Sonnenlicht) geschiitzt.
Aufgrund ihrer Flexibilitdt (weiche Partikel) passen sich Mikrogele der Pflanzenoberflache an, so dass
eine gute Oberflachenverteilung des Wirkstoffs nach seiner Abgabe aus dem Gel moglich wird. Die
Abgabekinetik kann so eingestellt werden, dass stets eine wirksame Konzentration vorhanden ist.
Kapsel- oder Mikrogel-Formulierungen fiir Spinosad wurden nach unserem Wissen noch nicht
entwickelt.



Ankerpeptide

Die Anbindung der Mikrogele an Pflanzenoberflachen erfolgt lber natlrliche Ankerpeptide als
Adhéasionsvermittler. Sie binden an die Wachsschicht von Blattern und Friichten. Ankerpeptide sind
nattrliche, amphiphile Molekiile aus 20-100 Aminosauren, die hauptsachlich von Mikroorganismen
oder Insekten abgegeben werden?’. Zur Verankerung an hydrophobe Oberflichen sind besonders die
fassbildenden Ankerpeptide geeignet, weil sie sich nach der Anbindung zusammenfinden und ihre
Anbindungsstarke dadurch weiter verstarken. In vorausgegangenen Projekten an der RWTH Aachen
wurden acht unterschiedliche Ankerpeptide identifiziert, die eine feste Bindung an die epikutikuldre
Wachsschicht verschiedener Pflanzenarten (u.a. Sojabohne, Mais, Gerste, Gurke) ermdglichen und
durch simulierte Regenbehandlung kaum abgewaschen werden. Im Gegensatz zu derzeit
gebrauchlichen Formulierungen zur Verbesserung der Regenfestigkeit miissen die Ankerpeptide nicht
erst auf der Oberfliche antrocknen. Weitere Experimente zeigten, dass die ausgewdhlten
Ankerpeptide (z.B. LCI) auch bei hohen Konzentrationen (10-100 uM) pflanzenvertraglich sind. Mit
250 mg Ankerpeptid kann eine Flache von mehr als 50 gm benetzt werden. Die Kosten fiir die zur
Funktionalisierung von Mikrogelen benétigten Ankerpeptide liegen bei weniger als 1 €/kg Mikrogel.
Die Verwendung von Ankerpeptiden und ihr Einsatz zur Anbindung von Mikrogelen an
Pflanzenoberflachen wurde von anderen Arbeitsgruppen noch nicht beschrieben. Die Antragsteller
Conrath, Pich und Schwaneberg haben ein gemeinsames Grundlagenpatent (W02016134806) zur
Verwendung der Technologie im Bereich der Pflanzengesundheit eingereicht. Das Patent schiitzt die
Technologieplattform und bildet die Grundlage fir weitere Anwendungspatente (z.B. im Weinbau).
Mit dieser Patentstrategie konnen Lizenzen und Patente in Anwendungsfelder an Dritte vergeben bzw.
an diese Ubertragen und weitere Patente in neuen Anwendungsfeldern (z.B. in der Medizin-technik)
erarbeitet werden. Patente Dritter, die einer Nutzung der Technologieplattform im Okolandbau
entgegenstehen, sind uns nicht bekannt.



[ll.  Material und Methoden

Methoden zur Herstellung der Ankerpeptide und kupferbeladenen Mikrogelen

Die synthetischen Gene wurden von Genscript bezogen. Zur Herstellung der rekombinanten Proteine
wurde der Expressionsstamm E. coli BL21 DE3 Gold (Agilent) verwendet. Die Reinigung der
rekombinanten Proteine erfolgte mittels AKTA GO und HisTrap FF columns (Cytiva). Die
Fluoreszenzbestimmung erfolgte mittel FLUOstar Omega (BMG Labtech) und folgenden Parametern
(Anregung: 485 nm; Emission: 510 nm; Gain: 1000). Zur immunologischen Detektion der bi-adhasiven
Peptide wurde das Penta-His HRP Conjugate Kit, Qiagen in Kombination mit dem TMB-ELISA Substrat
(1-StepTM Ultra, Thermo Scientific) eingesetzt und die Absorption bei 450 nm gemessen (Sunrise,
TECAN). Zur fluoreszenzmikroskopischen Visualisierung wurde derAlexa488-konjugierter Anti-His-
Antikorper (HIS.HS8, Invitrogen) eingesetzt zusammen mit einem BX51-Mikroskop, das mit einer XC30-
Kamera, einem U-RFL-T-Brenner und einer BX-UCB-Kontrolleinheit (alle Komponenten von Olympus)
ausgestattet ist. Die Bindung an Blattscheiben wurde mit einem Axioplan Mikroskop mit den
Lichtquellen HAL100 und XBO75 (Zeiss; Fluoreszenzfilter: eGFP-Langpass; Hellfeldfilter: polarisiert)
untersucht. Das genutzte Pektin 901 wurde von der Firma Herbstreith & Fox zur Verfligung gestellt.
1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid (EDC), Adipinsduredihydrazid (ADH), n-Heptan,
Span80 und Tween80 wurden von Sigma-Aldrich bezogen. MES-Puffer zur Synthese wurde von Carl-
Roth bezogen. Die Pektin-Mikrogele wurden mit einem Biichi Encapsulator B-390 synthetisiert. Es
wurden folgende Parameter verwendet: 3 ml/min Zufluss, 20 mL/min Stickstoff, 1400 Hz, 1000 V,
25 °C. Die Kupferanalysen wurden mit einem Plasma Quant PQ 9000 Elite der Fa. Analytik Jena
durchgefihrt.

Bindungsanalysen der Ankerpeptide auf Rebbldttern

Es wurden Versuche mit zwei Ankerpeptiden an vier Rebsorten (Vitis vinifera L.), Regent, Miiller-
Thurgau, Spatburgunder und Calardis Blanc durchgefiihrt. Die zwei Ankerpeptide, eGFP-LCl und eGFP-
hDerm, sowie die Negativkontrolle eGFP wurden in flinf verschiedenen Verdiinnungen auf die
Blattober- und -unterseite aufgetragen. Die Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 und 1:1000
wurden mit ddH,0 angesetzt. Es wurden je 3 ul mittig auf Blattscheiben auf getropft und antrocknen
gelassen. Drei Stunden nach der Applikation fand die Detektion mittels Fluoreszenz-Foto-
Dokumentation (Scanalyzer FluoPL, LemnaTec, Aachen) statt. Die Verdiinnungen eGFP-LCI 1:10 und
eGFP-hDerm 1:50 wurden zusatzlich als Spriihapplikation getestet. Dabei wurde eine Airbrush-Pistole
mit Kompressor (0,3 mm Disendurchmesser, Luftdruck 3,1 bar, Abgabeleistung 13 |/min) verwendet
um ca. 0,75 ml der Verdiinnung auf die Blattober- bzw. -unterseite aufzubringen. Nach dem Trocknen
wurden Blattscheiben ausgestanzt und die Detektion fand mittels Fluoreszenz-Foto-Dokumentation
(Scanalyzer FluoPL, LemnaTec, Aachen) statt. Die Verdiinnungen eGFP-LCI 1:10 und eGFP-hDerm 1:50
wurden auch fiir einen Abwaschversuch mit den vier beschriebenen Rebsorten verwendet. Pro Blatt
wurden dafiir 1,5 ml der jeweiligen Verdiinnung ,until runnoff’ aufgespriht. Fiir den Abwasch kamen
pro Blatt 50 ml ddH,O aus einer Handspriihflasche zum Einsatz und die Detektion fand mittels
Fluoreszenz-Foto-Dokumentation (Scanalyzer FluoPL, LemnaTec, Aachen) statt.

Zoosporen-Toxizitdts-Schlupftests

Flr die Zoosporen-Schlupftests wurden 100 pl Sporangien-Suspension zu 100 ul Testsubstanz gegeben
und der Schlipfvorgang beobachtet. Nach 24 h wurden 50 Sporangien unter dem Mikroskop
ausgezahlt und in ,geschlipft” und , nicht geschlipft” eingeteilt. Die P. viticola-Sporangien stammten
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zu 50 % aus gefrorenen Proben, die nicht alter als 4 Monate waren und zu 50 % aus frischen Proben
aus dem Freiland.

Infektionsassays mit P. viticola

Fir Blattscheibenassays wurden die Blattscheiben mit einem Durchmesser von 17 mm auf mit
Methylenblau gefarbtem Wasser-Agar 0,9 % mit der Blattunterseite nach oben ausgelegt.

Gefrorene P. viticola-Sporen wurden in entsalztem Wasser re-suspendiert, die Sporendichte auf
30 000 Sporen/ml eingestellt und je 100 pl der Suspension auf die Blattscheiben pipettiert. Nach einer
Stunde wurde der Schlupf und die Agilitdit der Zoosporen in der Suspension Uberprift. Die
Blattscheiben wurden in einer Klimakammer mit Tag/Nacht-Rhythmus bei 23 °C und 70 % Luftfeuchte
inkubiert und nach 24 Stunden wurde die Uberschissige Flissigkeit von den Blattscheiben
abgenommen. Der Verlauf der Infektion wurde beobachtet und auf dem Hohepunkt der Sporulation
wurde die Infektion dokumentiert.

Versuche an Topfpflanzen wurden mit mehreren Pflanzen von zwei Rebsorten, Spatburgunder und
Madller-Thurgau, in einer Applikationskammer (Laborapplikationsanlage ,SpraylLab Epilogic“ von
Schachtner Geratetechnik, Ludwigsburg; Disentyp IDKS 80-02 mit vorgeschaltetem Schlitzfilter 25M,
Lechler GmbH, Metzingen) drei verschiedenen Behandlungen durchgefiihrt. Appliziert wurden
Funguran®progress, Pektin-Mikrogel und Leitungswasser als Kontrolle. Die Ausbringmenge der
verschiedenen Flussigkeiten pro Applikation wurde zuvor Uberprift und betrug jeweils 56 ml.
Appliziert wurden 150 g/ha Reinkupfer. Das entspricht einer Kupferkonzentration von 378 mg/L. Die
Einstellung der Applikationsanlage waren 408 I/ha bei einem Druck von funf bar. Das entspricht einer
Fahrgeschwindigkeit von 1,75 km/h. Die Diisen waren in einem Abstand von 55 cm zueinander in 180°
vor und hinter den Topfpflanzen positioniert, um eine moglichst groRflachige Benetzung der Blatter
auf Ober- und Unterseite zu gewahrleisten.

Die behandelten Topfpflanzen wurden fiir 48 Stunden im Freiland den Umweltbedingungen ausgesetzt
und anschlieBend wurden von jeder Pflanze zwei Blatter flr weitere Untersuchungen genommen.
Diese Blatter wurden nach der Freilandmethode mit LWB abgewaschen und der Kupfergehalt im
Blattabwasch bestimmt (Spectroquant® Kupfer-Test von Merck, Darmstadt). Vor dem Waschen
wurden aus diesen Blattern Blattscheiben mit einem Durchmesser von 17 mm fiir Infektionsversuche
ausgestanzt.

Durchfiihrung der Feldversuche mit kupferbeladenen Pektin-Mikrogelen

Im Versuchsjahr 2021 wurde ein Vorversuch im Freiland in einer Riesling-Parzelle durchgefiihrt. Es
wurden am 19.07.2021 die vorherigen Spritzungen mit Funguran®progress und Netzschwefel ersetzt
durch acht verschiedene Behandlungen. Davon fanden in einem Abstand von je einer Woche vier
Wiederholungen statt. In diesem Jahr waren maximal vier Spritzungen von je 12 Rebstécken moglich.
Im Laufe der Versuchsspritzungen fanden, im Abstand von je zwei Wochen, an drei Terminen
Bonituren nach der EPPO-Richtlinie ,,PP1/031(3) - Plasmopara viticola” in der Versuchsparzelle statt.
Es wurden 50 Gescheine und keine Blatter bonitiert. Die Blatter waren zum Beginn der Spritzungen
bereits alle befallen und es fand kein groRer Blattzuwachs mehr statt. Bei den Gescheinen wurde
auBerdem bereits auch Echter Mehltau festgestellt. Wahrend der Bonitur wurde dabei nicht
unterschieden, sondern die Lasionen allgemein an den Trauben bonitiert.

Ein umfangreicherer Freilandversuch fand im Versuchsjahr 2022 in einer Riesling-Parzelle statt. Die

Reben wurden vier verschiedenen Behandlungen unterzogen und es fanden zwischen dem 01.06.2022
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und dem 27.07.2022 insgesamt neun Spritzungen statt. Die Kupfer- und Schwefelmenge pro Spritzung
wurde entsprechend der Arbeitshinweise fiir den 6kologischen Weinbau des Dienstleistungszentrums
Landlicher Raum Rheinhessen-Nahe-Hunsriick des Landes Rheinland-Pfalz (www.dlIr.rlp.de)'® gewéhlt.
Vor und nach jeder Spritzung wurden Blattproben genommen, welche in Probentiiten mit 200 ml Leaf-
Wash-Buffer (LWB; 0,01 % Tween80) zweimal 30 min mit zwischenzeitlichem Wenden auf einem
horizontalen Rittler bei 130 rpm gewaschen wurden. Von dem Blattabwasch wurden 100 ml bei
-20 °C fur spatere Analysen eingefroren und die Blattflaiche wurde bestimmt. Die Bestimmung des
Kupfergehalts im Blattabwasch erfolgte photometrisch mittels des Spectroquant® Kupfer-Test (Merck,
Darmstadt). Zusatzlich wurde an finf Terminen jeweils ein Langzeitversuch gespritzt, welcher tGber
einen Zeitraum von drei Wochen beprobt wurde, um einen zeitlichen Verlauf des Kupfergehalts, in
Abhéangigkeit des Niederschlags, auf den Blattern zu ermitteln.

Identifizierung geeigneter Komponenten zur Verkapselung von Spinosad

Ab dem Frihjahr 2022 wurden die vier Mikrokapselvarianten Sonnel00, Sonne90CandelO,
Sonne90Roti10 und WarePalm100 paarweise mittels der Beerentest-Methodik und der Erstellung von
Dosis-Wirkungsbeziehungen, die zur Berechnung der LR50.dienten, auf ihre Effektivitdt gegen
D. suzukii untersucht. Unter Verwendung des horizontalen Spritzverfahrens wurde nach Kalibrierung
der Applikationskammer eine Spritzbriihenrate von 25 ml/m? ausgebracht (Druck:4 bar; Dise: IDK 120-
02, ohne Vorfilter, Fahrgeschwindigkeit: 3,5 km/h, Tisch ganz oben). Pro Replikat wurden eine
mannliche und eine weibliche D. suzukii eingesetzt. Es wurde immer eine Kontrolle, die mit
Leitungswasser und eine Kontrolle, die mit einer 25 %-igen Zuckerldsung bespritzt wurde, mitgefiihrt.
Im ersten Testset wurde Sonnel00 und Sonne90Candel0 appliziert. Da durch einen menschlichen
Fehler eine 3 %-ige anstatt der geplanten 0,3%-igen Zuckerlosung fiir die Tranken angesetzt wurde,
wurde dieser Test mit einer 0,3%-igen Zuckerldsung fir die Tranken wiederholt und ein Test mit
Sonne90Roti10 und WarePalm100 wie geplant durchgefiihrt. Da bei diesen beiden Tests die Mortalitat
der Wasserkontrolle bereits 24 h nach Teststart bei 50 % beziehungsweise bei 40 % lag, wurde der Test
mit Sonne90Rotil0 und WarePalm100 mit einer 3 %-igen Zuckerlésung wiederholt, um die
Vergleichbarkeit mit dem ersten der vier Tests zu gewdhrleisten. Daher wurden fiir alle weiteren Tests
Tranken-Losungen mit 3 % Zucker verwendet. Im zweiten Testset wurden alle vier Kandidaten in einem
einzelnen Test mit je einer Wirkstoffrate von 10 mg/m?und 1 mg/m? ausgebracht. Auf den
Petrischalen-Deckel wurde vor Applikation eine Beere der Tafeltraubensorte ,Crimson seedless’ mit
Heillkleber befestigt. Im dritten Testset wurde die Paarung aus dem ersten Testset beibehalten und
die Abstinde der W.irkstoffraten vom Faktor vier auf zwei verringert. Bei der Paarung
Sonnel00/Sonne90Candel0 wurden vor Applikation Beeren der Tafeltraubensorte ,Ralli seedless’ und
bei der Paarung Sonne90Roti10/WarePalm100 von der Sorte ,Black beauty’ auf die Petrischalendeckel
geklebt. Im vierten Testset sollte geklart werden, ob es einen Unterschied zwischen der Verwendung
von Beeren und Weinblattscheiben gibt. Die Verwendung von Weinblattscheiben koénnte die
Moglichkeit bieten eine von der Reifezeit unabhangige Standardisierung zu erreichen, da die Sorte der
Tafeltrauben, die vor dem Weichwerden der Weinbeeren verwendet werden, vom Sortiment der
Supermarkte abhdngt. Hierzu wurden die Petrischalen-Deckel von je finf Replikate mit Blattscheiben
oder Beeren der Sorte ,Regent’ beklebt und die im dritten Testset ausgebrachten Wirkstoffraten
appliziert. Die Kandidatenpaarung war Sonne90Candel0/SpinTor®. Im fiinften Testset wurden die
vorherigen Raten beibehalten und drei Tests mit den Paarungen Sonnel00/Sonne90RotilO0,



Sonne90Cande10/Sonne90Roti10 und Sonne90Candel10/SpinTor® durchgefihrt. Als Beere wurde die
Weintraubensorte ,Regent’ genommen.

Halbfreilandversuch mit Spinosad-Mikrokapseln und SpinTor®

Im Jahr 2021 wurden die SpinosadCaps und SpinTor® in einem Feldversuch auf die Auswirkungen von
abiotischen Faktoren untersucht. Hierzu wurden Weintrauben der Sorte Reberger sowie Deko-
Trauben aus Plastik, die auf ihre mogliche Verwendung als Ersatz fir echte Trauben untersucht und
vor Applikation in die Zeilen gehdngt wurden, appliziert. Falls sie als verwendbar eingestuft wirden,
kénnten sie in aged residual-Tests, bei denen die Applikation in der Applikationskammer durchgefiihrt
wird, eingesetzt werden, da echte Trauben, die nicht mehr am Stock hdangen, schnell zu Problemen wie
Beerenverlust oder Aussaften bei der Testdurchfiihrung fihren, sodass die Mortalitat nicht nur auf die
Testmittel zurickzufihren ist. Es war geplant ein Teil der im Feld applizierten Trauben als
Referenzgruppe direkt nach dem Antrocknen der Spritzbriihe und der andere Teil nach zwei Tagen
einem Trauben-Labortest zu unterziehen. Es wurde je eine hohe (12 mg/m? behandelter Fldche) und
eine niedrige (6 mg/m? behandelter Fliche) Wirkstoffrate in der Traubenzone von 60 cm sowie
Leitungswasser als Kontrolle appliziert. Hierbei verstopften die Diisen bei der hoch dosierten
SpinosadCaps-Spritzbriihe, sodass die tatsachlich ausgebrachte Wirkstoffrate nicht mehr zu
bestimmen war. Weiter gab es kurz vor dem Einholen der Referenzgruppe ein Sommergewitter mit
einem Niederschlag von 9 L/m2. Daher konnte die urspriingliche Effektivitat ohne das Einwirken von
abiotischen Effekten nicht getestet werden. Da im Testdesign immer zwolf Gruppen untersucht
werden konnen, der Feldversuch aber nur aus zehn (2 Mittel x 2 Raten x 2 Traubensorten und je eine
Wasserkontrolle pro Traubensorte) Gruppen bestand, wurden am nachsten Tag noch zwei Gruppen an
Deko-Trauben, jeweils mit 11 mg/m? behandelter Fliche mit SpinTor® beziehungsweise mit den
SpinosadCaps in der Applikationskammer appliziert, um die Eignung der Deko-Trauben in einem reinen
Labortest zu untersuchen. Pro Replikat wurden 20 Fliegen eingesetzt und die Methodik des
Traubentests angewandt. Im Jahr 2022 wurden die drei Kandidaten Sonne90Cande10, Sonne90Roti10
und Sonnel00 sowie das Referenzmittel SpinTor® mit einer geplanten Wirkstoffrate von 6,4 mg
Spinosad/m? (76,8 g Spinosad/ha Grundflache bei einer Applikationshéhe von 1,2 m) in einer Reberger-
Parzelle im randomisierten Blockverfahren ausgebracht und die frisch applizierten Trauben, die vor
Applikation anhand des Kriteriums eines minimalen Spritzschatten durch Blatter und Trauben und
einer angemessenen Hanghdhe ausgewahlt und mit Nummern markiert wurden, noch am selben Tag
nach antrocknen des Spritzbelags im Labor einem Trauben-Test unterzogen. Hierbei wurde versucht
bei der Ernte und dem Transport ins Labor den Spritzbelag so wenig wie moglich zu verletzen, sodass
die Trauben bereits im Feld an ein vorbereitetes Gitter gehdangt wurden. Vier Tage spater wurden
erneut ganze Trauben geerntet und mittels eines Traubentests die Effektivitdit der Kandidaten
bestimmt. Zwei Wochen nach Applikation wurden aus jeder Behandlung je zehn weitere, vor
Applikation ausgewahlte Trauben entnommen, davon je finf Beeren zufillig ausgewahlt und die
abgelegten Eier gezahlt.



IV.  Ausfihrliche Darstellung und Diskussion der wichtigsten Ergebnisse

Projektteil Rebenperonospora

Entwicklung der Einzelkomponenten und Anbindung der Peptide an Mikrogele

Die gruppeninterne Ankerpeptidbibliothek (umfasst mehr 100 Ankerpeptide fusioniert an das griin
fluoreszierende Reporterprotein eGFP) wurde zur Identifizierung von Blattbindepeptiden
durchmustert. Die Bindung der Ankerpeptide an die Blatter wurde initial tiber die griine Fluoreszenz
des Reporterproteins fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Dadurch wurden drei vielversprechende
Ankerpeptide (#18 hDerm, #21 LCl, #40 Sping) identifiziert, die an die Blatter der Rebsorten Miiller-
Thurgau, Regent und Spatburgunder binden. Es wurde sowohl die Bindung an die Blattunterseite als
auch an die Blattoberseite getestet und keine Bindungsunterschiede festgestellt. Um weitere
vielversprechende Ankerpeptide zu identifizieren und um saisonal unabhadngig Bindungsstudien
durchfihren zu kénnen, wurde die Wachsschicht von Weinblattern und Weintrauben (Riesling, vom
Projektpartner JKI zu Verfligung gestellt) extrahiert und ein  Multititer-Platten-
Durchmusterungssystem mit extrahiertem Wachs etabliert'®>. Dadurch wurde zusatzlich das
Ankerpeptid #22 MacHis als vielversprechender Adhasionsvermittler fiir Pflanzenblatter identifiziert,
der sowohl an die Wachsschicht von Weinblattern als auch an die Wachsschicht von Weintrauben
bindet. Das Ankerpeptide #22 MacHis wurde bereits als vielversprechender Kandidat fiir die
Anbindung an Pflanzenblatter identifiziert'®>. Neben dem Vorteil der Saisonunabhangigkeit bietet das
Pflanzenblattwachs-basierte Multititer-Platten-Durchmusterungsverfahren eine einfache,
quantifizierbare und vergleichende Bewertung der fluoreszenzmarkierten Ankerpeptide. Nach
Applikation der fluoreszenz-normalisierten Ankerpeptide auf Wachs-beschichtete Multititer-Platten
kann die Fluoreszenz Gber mehrere Waschschritte (simulierter Regen) verfolgt und die Effizienz der
Bindung analysiert werden. Final wurden die beiden Ankerpeptide #21 LCl und #22 MacHis aus der
gruppeninternen Bibliothek als die vielversprechendsten Kandidaten fir die Blattbindung identifiziert
und fiir weitere Arbeiten ausgewahlt.

In der spateren Anwendung sollen die bioabbaubaren und biokompatiblen Pektin-Mikrogelcontainer
regenfest an Weinblattern gebunden werden. Dazu soll das Konzept der bi-adhasive Peptide als
Haftvermittler zum Einsatz kommen und entsprechend adaptiert werden?. Fiir die im Projekt
anvisierte Anwendung bestehen diese zum einen aus den bereits identifizierten Blattbindepeptiden
und aus einem Pektin-Bindepeptid. Zur Identifizierung solcher Pektin-Bindepeptide wurde ebenfalls
die gruppeninterne Ankerpeptidbibliothek durchmustert und zusatzlich in der Literatur nach natiirlich
vorkommenden Proteinen ,,carbohydrate-binding modules (CBM)“ gesucht, die spezifisch an Pektin
binden. YeCBM32 aus Yersinia enterolitica bindet spezifisch an Polygalacturonsaure (Hauptbestandteil
von Zitrus-Pektin) und ist als nicht katalytisches Protein in den Pektin-Transport involviert?!. Als Protein
mit prokaryotischem Ursprung (Yersinia enterolitica) ist es zudem fiir eine skalierbare Produktion in
E. coli geeignet. YeCBM32 wurde zur Untersuchung der Pektin-Bindung analog zu den Ankerpeptiden
als fluoreszenzmarkiertes Protein in E. coli produziert. Zur Bewertung der Pektin-Bindung wurde ein
Multititer-Platten Verfahren entwickelt. Eine fllissige Pektin-Losung wurde in die Wells vorgelegt und
vorsichtig mit einer Calciumchlorid-Lésung Gberschichtet. Dadurch kommt es zur Gelierung des Pektins
(klassisches egg-box Modell??) und zur Ausbildung eines festen Films, der zur Bewertung der Pektin-
Bindung der fluoreszenzmarkierten Peptide verwendet werden kann. Analog zu dem bereits oben
beschriebenen Verfahren zur Identifizierung der Blattbindepeptide konnte Uber die
Fluoreszenzwertbestimmung die Bindung vergleichend bewertet und die Effizienz der Bindung
analysiert werden. YeCBM32 wurde als vielversprechendster Kandidat fiir die Pektin-Bindung
identifiziert.
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Nach erfolgreicher Identifizierung der einzelnen Haftvermittler fiir Weinblatter (Ankerpeptide #21 LCI
und #22 MacHis) und Pektin (YeCBM32) wurden die bi-adhasiven Peptide erstellt. Die bi-adhéasive
Peptide bestehen aus einem pflanzenspezifischen Ankerpeptid und einem Pektin-Bindeprotein,
welche durch einen Linker raumlich getrennt werden. Als Linker wird eine Domane aus Protein A aus
Staphylococcus aureus (Domain Z) ausgewahlt, da diese nicht nur die beiden Proteine bestméglich
raumlich voneinander trennt, sondern zudem als prokaryotisches Protein hervorragend produziert
werden kann und die Loslichkeit des bi-adhdsiven Peptides erhéht. Zur Herstellung der bi-adhasiven
Peptide wird im weiteren Verlauf auf eine genetische Fusion mit dem fluoreszierenden
Reporterprotein  eGFP verzichtet und daher zur Reinigung wund insbesondere zur
Detektion/Visualisierung ein His6-Tag eingefligt. Die beiden bi-adhasiven Peptide (#1 His-YeCBM32-
DZ-LCI und #2 His-YeCBM32-DZ-MacHis) wurden als synthetische Gene codon-optimiert fir den
Expressionsorganismus E. coli bestellt und zur Transformation in den Expressionsstamm E. coli BL21
DE3 Gold eingesetzt. Beginnend mit dem bi-adhasiven Peptid #1 His-YeCBM32-DZ-LCl wurde ein
skalierbarer biotechnologischer Herstellungsprozess (Fermentation, Zellaufschluss,
Affinitatschromatographie inklusive Puffertausch) etabliert und das bi-adhdsive Peptide #1 His-
YeCBM32-DZ-LCl zur Funktionalisierung von kupfer-beladenen Pektin-Mikrogelen fir die
Freilandversuche im Projektjahr 2021 eingesetzt. Basierend auf dem entwickelten Herstellungsprozess
wurde das zweite bi-adhdasive Peptide #2 His-YeCBM32-DZ-MacHis mit einer finalen Ausbeute von ca.
1 g reinem Peptid produziert. Neben der Produktion der beiden bi-adhasiven Peptide wurde an der
Entwicklung  von immunologischen Nachweisverfahren zur Charakterisierung der
Bindungseigenschaften gearbeitet. Die Bindung der beiden bi-adhasiven Peptide (#1 His-YeCBM32-DzZ-
LCI und #2 His-YeCBM32-DZ-MacHis) an Pektin-Mikrogele (freundlicherweise vom Projektpartner AG
Pich zur Verfligung gestellt) konnte Uiber einen Alexa488-Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorper,
der spezifisch den His6-Tag detektiert, visualisiert werden. Nach Adaption der oben aufgefiihrten
Multititer-Platten-Durchmusterungsverfahren zur Charakterisierung der Wachs- bzw. Pektin-Bindung,
genauer gesagt Umstellung von Fluoreszenz auf einen immunologischen (Antikdrper-basierten)
Nachweis der Bindung, konnte gezeigt werden, dass beide bi-adhasive Peptide sowohl an Blattwachs
also auch an Pektin binden. Das bi-adhasive Peptid #2 His-YeCBM32-DZ-MacHis wurde hierbei als der
vielversprechendere Kandidat identifiziert. In Laboruntersuchungen an Blattscheiben von
Weinblattern konnte zudem gezeigt werden, dass Pektin-Mikrogele nach Funktionalisierung mit dem
Haftvermittler #2 His-YeCBM32-DZ-MacHis nach mehrmaligem Waschen im Vergleich zur Kontrolle
(nichtfunktionalisierte  Pektin-Mikrogele) eindeutig auf den Blattscheiben mikroskopisch
nachgewiesen werden konnten. Fiir den Feldversuch im Jahr 2022 wurde daher das bi-adhasive Peptid
#2 His-YeCBM32-DZ-MacHis ausgewahlt und in Zusammenarbeit mit AG Pich zur Funktionalisierung
der Kupfer(ll)-beladenen Pektin-Mikrogele eingesetzt. Es wurde 6,9 L eines 20-fach Konzentrats (138 L
finale Spritzbriihe) hergestellt. Der Anteil des bi-adhédsiven Peptides betrug 2 % (w/w) bezogen auf den
Pektin-Feststoffanteil.

Synthese von Mikrogelen und Verkapselung der Wirkstoffe

Verkapselung von Kupfer in polysacchariden Mikrogelen

Mittels bioabbaubaren und biokompatiblen Container soll die Verkapselung von Kupfer(ll)salzen
erreicht werden. Zu diesem Zweck wird ein auf Pektin basierendes Mikrogelsystem entwickelt. Auf
Grund seiner Struktur ist es moglich mit Pektin Kupfer(ll)salze direkt Gber die Carbonsduregruppen zu
komplexieren. So ist keine weitere Funktionalisierung des Pektins nétig. Zunachst war geplant das
Pektin mit Hilfe von Trinatrium-Trimetaphosphat zu vernetzen. Dies erwies sich nicht als geeignet, da
bei der Skalierung der Reaktion Probleme auftraten. Daher wurde ein neuartiges System mittels eines
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Mikrofluidik-Ansatzes entwickelt. Die mit 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)
vermittelte Kondensation des Pektins mit Adipinsauredihydrazid verlief erfolgreich. Die Kinetik der
Reaktion konnte via Rheologie charakterisiert werden, sodass das System hinsichtlich seiner
Performance und des geringstmoglichen Vernetzer-Einsatzes optimiert werden konnte. Hierbei zeigte
sich eine gute Kontrolle der Reaktion Uber den pH-Wert, sowie die Temperatur, der bei der die
Reaktion ausgefihrt wird. Dieses System wurde zunachst im kleinen Malstab mittels Mikrofluidik
validiert. Die Skalierung wurde durch ein Emulsionssystem umgesetzt, bei dem die vertraglichen
Tenside Span80 und Tween80 verwendet wurden. Als Losungsmittel musste hierbei auf n-Heptan
zuriickgegriffen werden. Die hergestellten Mikrogele wurden erfolgreich mittels dynamischer
Lichtstreuung analysiert, wobei ein hydrodynamischer Radius von etwa 230 nm ermittelt werden
konnte. Da auch die Beladung mittels Kupfer(ll)sulfat erfolgreich bei einem pH-Wert von 8
durchgefiihrt werden konnte, konnten dem JKI 20 Liter zur Pflanzenapplikation zur Verfligung gestellt
werden. Diese Charge war bereits mit einem bi-adhasiven Protein der AG Schwaneberg versehen.

Fiir die Feldversuche 2021 und 2022 war es jedoch notig den Prozess weiter zu skalieren, da hierfir bis
zu 120 L veranschlagt wurden. In Ricksprache mit dem JKI wurde festgehalten, dass Mikrogele mit
einer maximalen GroRe von 300 um hergestellt werden missen, da ansonsten Filter oder Disen
verstopfen kénnten. Daher wurde fiir die Skalierung der Synthese die Herstellung mittels eines Blichi
Encapsulators B- 390 durchgefiihrt. Hierbei kann eine maximale AnsatzgréRe von 100 mL gewahlt
werden. Durch das spezielle Disensystem des Biichi Encapsulator B 390 ist es moglich homogene
GroRenverteilungen zwischen 200 und 300 um zu synthetisieren.

Da fur die Feldversuche groRere Mengen Mikrogel und somit auch Kupfer(ll)salz benétigt werden,
wurde im Laufe des Projektes der Aufnahme Mechanismus des Pektin Mikrogels charakterisiert.
Hierflr wurde mittels ICP-OES der Kupfergehalt in den Mikrogelen, sowie in den Waschiiberstanden
bestimmt. Hingegen der Erwartung, dass die Beladung des Kupfers im basischen stattfinden muss, hat
konnte titrimetrisch belegt werden, dass die Carbonsdure-Gruppen des Pektin Mikrogels bereits ab
einem pH-Wert von 5,8 vollstdandig deprotoniert sind. Bei Versuchen mit hoherem pH-Wert wurde
festgestellt, dass bei der Justierung des pH-Wertes einer Kupfer(ll)sulfat-haltigen Losung ein feiner,
hellblauer Niederschlag entsteht, bei dem es sich um Kupfer(ll)hydroxid handelt. Um dies zu
vermeiden wurden erneut Beladungsexperimente mit Kupfer(ll)acetat durchgefiihrt, da dieses
weniger sauer mit der wassrigen Mikrogel-Losung reagiert und so der pH-Wert weniger stark
angepasst werden muss, um eine optimale Beladung des Mikrogels zu gewahrleisten. Hierbei zeigte
sich, dass mit einer 40 mM Kupfer(ll)acetat Losung bei pH 6 eine maximale Beladung von 138 ug
Kupfer(ll) pro Milligramm Pektin Mikrogel erzielt werden konnte. Dies entspricht einer Beladung von
ca. 14-gew%.

Durch die optimierte Synthese und Beladung konnte dann im Mai 2022 ein 20-fach Konzentrat dem
JKI Ubergeben werden, was einem Volumen von 138 L fertiger Spritzbriihe mit einer
Kupferkonzentration von 160 pg/L entspricht. Parallel zu den Feldversuchen wurde die Freigabe des
Kupfers aus den Mikrogelen untersucht. Hierflir wurde die Freisetzung in Essigsdurepuffer mit pHS5,
Phosphatpuffer mit pH6, Reinstwasser und Leitungswasser Uber den Zeitraum von 2 Wochen
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass vor allem in den beiden Pufferldsungen sehr schnell Kupfer
freigegeben werden kann, sodass sich bereits nach 10 Tagen bei pH 5 ein Gleichgewicht einstellte, bei
dem etwa 40 % der zuvor beladenen Masse Kupfer freigesetzt wurden. Fiir Reinstwasser und
Leitungswasser konnte ebenso eine Freisetzung detektiert werden, jedoch war diese deutlich
langsamer, sodass im Zeitraum von 2 Wochen kein maximaler Freisetzungsgrad bestimmt werden
konnte.
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AbschlieBen konnte die biologische Abbaubarkeit des Systems mittels Pektinase nachgewiesen
werden. Hierbei zeigt sich, dass mit steigender Pektinase-Konzentration auch die Zersetzung des
Mikrogels beschleunigt wurde. Die Zersetzung konnte sowohl mikroskopisch wie auch mit einer
selbstentwickelten Methode mit Hilfe eines LUM Lumisizer bestatigt werden.

Verkapselung von Spinosad in polysacchariden Mikrogelen

Zu Beginn des Projektes wurde zunachst das zu verkapselnde Spinosad naher analysiert. Hierbei stellte
sich raus, dass vor allem Spinosyn-A und Spinosyn-D als aktive Substanzen fir den Schutz
verantwortlich sind. Nachdem das Spinosad ausfihrlich mittels thermogravimetrischer Analyse (TGA),
nuklearmagnetischer Resonanzspektroskopie (NMR), sowie Infrarot- und Ramanspektroskopie
analysiert wurde, wurde auRerdem ein Protokoll zur Analyse und Quantifizierung von Spinosad mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) etabliert. Da die Kirchessigfliege (Drosophila suzukii)
stark von Ethanol angezogen wird, welcher entsteht, wenn reife Trauben noch an der Rebe aufplatzen
und der austretende Saft von Hefekulturen fermentiert wird, soll ein System entwickelt werden,
welches Ethanol als Ausloser fiir die Freigabe des Spinosads nutzt. Bei ersten Tests zeigte sich, dass
Spinosad in Ethanol I6slich ist. Das freigesetzte Ethanol stort die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Spinosad und dem Mikrogelsystem, sodass eine Freisetzung des Wirkstoffes erfolgt. Die
Wechselwirkungen von Mikrogel und Spinosad sind durch die hydrophobe Natur von Spinosad deutlich
komplexer als die Wechselwirkung von Kupfer und Pektin. Durch die niedrige Loslichkeit von Spinosad
in Wasser ist die Beladung ebenso erschwert. Wahrend das Pektin-Mikrogelsystem mit hohem
Methylierungsgrad entwickelt wird, wird ein Beladungs-Protokoll etabliert. AuBerdem wurde eine
Postmodifikation des bereits fiir die Kupferbeladung hergestellten Pektinmikrogels mit
Glycidylmethacrylat durchgefiihrt. Zur Entwicklung des Beladungsprozesses wurden im DWI etablierte
Mikrogele verwendet, die mittels einer radikalischen Fallungspolymerisation aus N-Vinylcaprolactam
und Glycidylmethacryl (GMA), alkyl funktionalisiertem Vinylimidazol (VIM+C12) oder Tert-
Butylcyclohexylacrylate (TBCHA) synthetisiert wurden.

Um die Mikrogele mit Spinosad zu beladen, wurde eine Losungsmittel Austausch Methode verwendet.
Dazu wurde zunéachst das Spinosad in Ethanol geldst und anschlieRend zusammen mit den Mikrogelen
gegen Wasser dialysiert. Da das Spinosad nicht wasserloslich ist, wird es sofern mdglich in den
Mikrogelcontainer gedriickt. Andernfalls fallt es aus und kann durch Filtration abgetrennt werden.

Hierbei zeigt sich, dass fir TBCHA oder VIM+C12 Mikrogele keine Aufnahme von Spinosad detektiert
werden konnte. Auch mit den GMA funktionalisierten Mikrogelen konnten keine reproduzierbaren
Aufnahmen erzielt werden, da das Spinosad bei der Dialyse gegen Wasser sofort ausfallt. Trotz des
sehr hydrophoben Charakters samtlicher Mikrogelsysteme war es nicht moglich signifikante Mengen
Spinosad im Mikrogel nachzuweisen.

Nach Riicksprache im Projekt wurden fir das Spinosad beladene System auf extern Entwickelte
Spinocaps zurtickgegriffen.

Studien zur Benetzbarkeit und Applikation

Zu Beginn des Projekts mussten geeignete Ankerpeptide identifiziert werden, die eine regenfeste
Anbindung von Mikrogelen an die Blatter und Friichte der Weinrebe gewahrleisten. Um die Anbindung
der Peptide mittels Fluoreszenzmikroskopie nachweisen zu kénnen, wurden die Ankerpeptide mit
einem griin fluoreszierenden Protein fusioniert (eGFP) und auf die Blattober- und -unterseite
appliziert. Die Blattproben wurden anschliefend gewaschen und auf eine verbleibende Fluoreszenz
hin untersucht. Hierbei wurde die Anbindung des #21 LCI-Peptids (Liquid chromatography peak I; ein
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natirliches Peptid aus Bacillus subtilis) an die Blatter der Weinrebe bestatigt. Die Anbindung von LCI
an Pflanzenblatter wurde bereits zuvor fiir zahlreiche andere Kulturen (z.B. Gerste, Mais, Soja,
Blaubeere, etc.) gezeigt. Zusatzlich wurde dariiber hinaus die Bindungsaffinitdt der Peptide #18
hDermcidin, #40 Spingerin und #22 MacHis Uberprift. Dabei zeigte sich, dass auch #22 MacHis
(Macaque histatin 1; ein natiirliches Peptid aus Macaca fascicularis) eine starke Bindungsaffinitat zu
der Blattoberflache aufweist. Im nachsten Schritt wurden die eGFP-Ankerpeptide mit Mikrogelen
kombiniert. Auch hier zeigte sich, dass die vorab identifizierten Peptide #21 LCl und #22 MacHis fiir
eine Anbindung von Mikrogelen an die Blatter der Weinrebe geeignet sind. Zusatzlich sollte die
Anbindung der Ankerpeptid-Mikrogele an die Beeren der Weinrebe getestet werden. Aufgrund der
dulerst hydrophoben Eigenschaften der Beerenhaut war eine Benetzung nur sehr schlecht oder gar
nicht moglich. Um dieses Problem zu umgehen, wurden geeignete Netzmittel identifiziert. Die Zugabe
von 0,2 % WETCIT (Produkt der Firma BioFA; enthalt: 8,1 % Fettalkoholethoxylat) oder 2 % CropCover
CC-1000 (Produkt der Firma amynova polymers GmbH; enthélt: modifizierte Starke) flihrte zu einer
homogenen Benetzung der Beerenhaut und lieferte daher zufriedenstellende Ergebnisse.

Im nachsten Schritt der Bindungsanalysen wurde das Trocknungsverhalten und die Regenfestigkeit der
Ankerpeptide unter simulierten Bedingungen getestet. Die Tropfenapplikation von Ankerpeptiden auf
Rebblattern ergab keine signifikanten Unterschiede in der Antrocknung auf den Blattoberseiten und -
unterseiten. Bei der Sorte Miiller-Thurgau zeigte sich jedoch eine verstarkte Fluoreszenz am dulReren
Rand der Proben im Vergleich zu anderen Sorten. Die Detektion der Ankerpeptide mittels Fluoreszenz-
Foto-Dokumentation war aufgrund von Bildqualitatsproblemen und schlechten Lichtverhaltnissen
begrenzt. Dennoch war das Ankerpeptid eGFP-hDerm besser nachweisbar als eGFP-LCI, wobei
letzteres oft schlechter detektiert wurde als die Negativkontrolle eGFP selbst. Die Spriihapplikation mit
einer Airbrush-Pistole flihrte nicht zu einer guten Detektierbarkeit auf ganzen Blattscheiben unter dem
Mikroskop. Eine bessere Detektierbarkeit wurde auf der Blattunterseite beobachtet. Nach der Runoff-
Applikation wurden nur vereinzelte Stellen mit bindenden Ankerpeptiden unter dem Mikroskop
erkannt. Die Spritzbrihe war insgesamt auf der Blattunterseite besser nachweisbar. Das
Fluoreszenzprotein eGFP und die Ankerpeptide eGFP-LCI und eGFP-hDerm hielten dem
Abwaschvorgang nach einem Regenereignis von 50 ml nicht stand. Nur auf der Blattoberseite der Sorte
Regent waren leichte Riickstdnde von eGFP-hDerm sichtbar.

Zoosporen-Schlupftests mit P. viticola

Die zuvor erwahnten Pilotprojekte haben gezeigt, dass in Mikrogel eingebundene Kupferionen dazu
geeignet sind pilzliche Krankheiten der Zuckerriibe bzw. Apfelkulturen zu schiitzen (Cercospora-
Blattflecken verursacht durch Cercospora beticola sowie die Apfelschorfkrankheit verursacht durch
Venturia inaequalis). Vor Beginn des EcoGuard-Projektes wurde noch nicht untersucht, ob sich die
Kupfer-beladenen Mikrogele auch fir die Kontrolle von Oomyceten eignen. Kupfer wird im
okologischen Landbau hauptsachlich zur Kontrolle des falschen Mehltaus (Plasmopara viticola)
eingesetzt. Um zeigen zu kdnnen, dass die ,,GreenGel“-Technologie fir die Kontrolle von Plasmopara
geeignet ist, wurden die Pilotexperimente ab April 2020 zunachst mit einer Mikrogel-Variante aus den
Vorgangerprojekten durchgefiihrt. In Zoosporen-Schlupftests zeigte sich, dass das in Mikrogele
eingebundene Kupfer eine vollstandige Unterdriickung des Schlupfvorgangs herbeifiihrt. Dies auch bei
geringen Kupferkonzentrationen (getestet: 800 mg Cu?*/L, 160 mg Cu?*/L und 20 mg Cu?*/L). In den
Kontrollen, in denen das Standard-Marktprodukt Funguran®progress eingesetzt wurde, konnte das
gleiche Ergebnis erzielt werden.
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Im Weiteren wurden die Schlupftests zudem mit den Ankerpeptiden und den neuen Pektin-Mikrogelen
durchgefiihrt. Im Zoosporen-Schlupftest zeigen die Ankerpeptide eGFP-hDerm und eGFP-LCI genauso
wie eGFP keinen Effekt auf das Schlupfverhalten der Zoosporen im Vergleich mit der Wasserkontrolle.
Die Varianten Mikrogel + LCI Anker + Cu 800 mg/L und Pektin-Mikrogel pH3 konnten nicht ausgezahlt
werden, da es zu einem starken Niederschlag bzw. einer Tribung der Probe kam, wodurch die
Sporangien nur sehr schlecht beobachtet werden konnten. Die wenigen Sporangien, die zu sehen
waren, waren nicht geschllpft. Auch von der Variante CS-Mikrogel + Fluorescein konnten nur ca. 25 %
der Wiederholungen, aufgrund von schlechten Sichtverhadltnissen, ausgezahlt werden. Das gleiche gilt
fir CS-Mikrogel 160 mg/L Reinkupfer.

Bei allen Funguran®progress-Behandlungen und bei allen kupferbeladenen CS-Mikrogel-
Behandlungen konnten nur vereinzelte geschliipften Sporangien beobachtet werden, was auf eine
gute Wirkung der Testsubstanzen schlief3en lasst.

Infektionsversuche mit Blattscheiben und Topfreben mit P. viticola

Im Anschluss an die Abwaschversuche wurden Infektionsversuche auf Blattscheiben mit P. viticola
durchgefiihrt. Die Versuche zeigen, dass die Piwi-Sorten Regent und Calardis Blanc Uber alle
Behandlungen hinweg einen geringeren Befall als die Sorten Miller-Thurgau und Spatburgunder.
Betrachtet man also nur die Rebsorten Miiller-Thurgau und Spatburgunder, so scheint die
Leerformulierung von dem CS-Mikrogel mit Fluorescein auch nach dem Abwasch eine Schutzwirkung
gegenliber der Rebenperonospora zu haben. Dagegen zeigt das, mit Kupfer beladene CS-Mikrogel mit
dem LCI-Ankerpeptid keine Schutzwirkung und scheint komplett abgewaschen worden zu sein.
Vergleichend lasst sich sagen, dass die Rebsorte Miiller-Thurgau weniger anfallig gegeniber der
Infektion zu sein scheint als Spatburgunder. Bei den Versuchen mit Kupfer sich ein geringerer Befall
der Blattscheiben nach der Behandlung mit 160 mg/L Kupfer unabhangig davon, ob das Kupfer in Form
von Funguran®progress oder in Form von CS-Mikrogel aufgetragen wurde. Auffallig ist, dass auch die
Kupferkonzentration von 20 mg/L in Form von CS-Mikrogel eine Schutzwirkung zeigt, welche bei
Funguran®progress in der gleichen Konzentration nicht zu sehen ist. Auch scheint die Kombination aus
der CS-Mikrogel Leerformulierung und Fluorescein auf den Blattern von Miller-Thurgau eine
Schutzwirkung zu haben, die mit der von 20 mg/L Kupfer in CS-Mikrogel vergleichbar ist. Auf den
Blattern von Spatburgunder zeigt sich diese Wirkung nicht. In der statistischen Auswertung der
Versuche sind keine Signifikanzen feststellbar.

Auch die kupferbeladenen Pektin-Mikrogele wurden zunachst in Blattscheiben-Assays getestet. Die
Behandlungen wurden mit Funguran®progress und Pektin-Mikrogel in vier Konzentrationen
durchgefiihrt (0 mg/L, 20 mg/L, 80 mg/L und 160 mg/L Kupfer). Es war sowohl bei Funguran®progress
als auch bei dem Pektin-Mikrogel allgemein eine Dose-Response zu erkennen. Insgesamt kann das
Pektin-Mikrogel in seiner Schutzwirkung mit dem Standard Funguran®progress mithalten. Bei beiden
Rebsorten zeigt sich eine etwas bessere Schutzwirkung des Mikrogels in der Konzentration von 20 mg/L
im Vergleich zu Funguran®progress in der gleichen Konzentration (p = 0,013278). Diese Beobachtung
kann auch in hoheren Konzentrationen gemacht werden. Hier ist der Unterschied jedoch kleiner und
nicht mehr signifikant. Die Leerformulierung des Mikrogels scheint keinen Einfluss auf das Wachstum
von P. viticola zu haben. Im Test von vier Komponenten der Ankerpeptide (DZ, DZ-MacHis, DZ-LCI,
YeCBM32) hat keines davon einen Einfluss auf den Infektionserfolg mit Pero.
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Freilandversuche mit P. viticola

Insgesamt wurde die Performance der Kupfer-beladenen Mikrogele in unterschiedlichen Jahren in
Feldversuchen bewertet. Im Versuchsjahr 2021 wurde kupferbeladenes Pektin-Mikrogel hergestellt.
Die Menge war ausreichend fiir einen klein angelegten Freilandversuch, in dem das Pektin-Mikrogel in
verschiedenen Kupferkonzentrationen mit Funguran®progress und Chitosan verglichen werden sollte.
Da es sich in dem Jahr 2021 um einen sehr nassen Sommer mit vielen Regenereignissen handelte,
waren die Bedingungen flir Peronospora an den Reben sehr gut und der Befall schon zu Beginn des
Versuchs entsprechend hoch. Trotz der regelmaRigen Spritzungen entsprechend der Arbeitshinweise
fur den 6kologischen Weinbau® wiesen schon vor dem Start des Versuchs 60 % - 70 % der Gescheine
Lasionen auf. Auch wenn Cabus et al. nachgewiesen haben, dass der Einsatz von Kupfer auch eine
gewisse Zeit nach der Infektion noch wirksam sein kann?, so wirkt Kupfer hauptséchlich praventiv?,
Diese Eigenschaft erklart, aufgrund der vorherrschenden Witterungsbedingungen und dem hohen
Infektionsdruck, die fehlende Wirkung aller Praparate in diesem Versuch.

In dem umfangreichen Freilandversuch im Versuchsjahr 2022 wurden Funguran®progress und Pektin-
Mikrogel vergleichend eingesetzt. Die Bonituren zeigen keinen Unterschied zwischen den
Behandlungen. Aufgrund des sehr trockenen und warmen Sommers war der Infektionsdruck durch
Rebenperonospora verhiltnismaRig gering?*. Es kam flichendeckend nur zu wenigen Infektionen, dies
erklart die fehlenden Unterschiede zwischen den Behandlungen, auch im Vergleich zur Kontrolle.

In den Analysen des Blattabwaschs ist kein Unterschied in der Kupferkonzentration zwischen der
Funguran®progress- und der Mikrogel-Behandlung, der gleichen Kupferkonzentration messbar.
Unabhangig davon, ob es zwischen den zwei Probennahmen zu Regenereignissen kam oder nicht.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Ankerpeptid, welches an das Pektin-Mikrogel gekoppelt
ist und die Adhasion an die Rebblatter vermitteln soll, nicht in dem Mafle wirkt, wie es Ziel des
Projektes war. Es ist unklar, ob die Ursache dafir eine fehlende Wirksamkeit der Ankerpeptide ist, oder
ob die Konzentration der Peptide im Praparat nicht ausreichend war. Diese Frage kann in
weiterfiihrenden Untersuchen beantwortet werden.

Aufgrund der trockenen und warmen Wetterbedingungen im Sommer des Versuchsjahres 2022 kam
es nur zu vereinzelten Infektionen der Reben mit P. viticola®. Auch die Ergebnisse der gPCR-Analysen
spiegeln dies wider. Es konnte in allen Behandlungen nur sehr wenig DNA von P. viticola im Abwasch
der Blattproben nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Mengen und der geringen
Mengenvariationen zwischen den Behandlungen, ldsst sich keine Aussage Uber etwaigen Einfluss der
Behandlungen auf die Quantitat der P. viticola-DNA treffen. Unabhangig von diesen Ergebnissen
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die Behandlung der Reben mit héher dosiertem Kupfer
(Funguran®progress 100 %) einen Rickgang der pilzlichen DNA zur Folge hat.

Um dennoch weitere Erkenntnisse zur Wirksamkeit der kupferbeladenen Pektin-Mikrogele gegeniber
Rebenperonospora zu erzielen, wurde mit den Projektpartnern abgestimmt zusatzlich zu den
Freilandversuchen einen Halbfreiland-Versuch mit Topfpflanzen durchzufiihren. An den Ergebnissen
der Halbfreilandversuche mit Topfpflanzen fillt die geringe Kupferkonzentration auf den Blattern auf,
welche mit dem Pektin-Mikrogel behandelt wurden. Da diese Beobachtung unabhiangig von
Regenereignissen, Uber alle Wiederholungen hinweg, in unterschiedlicher Auspragung gemacht
werden konnte, scheint die Ursache nicht in der Haftung des Mikrogels auf den Blattern zu liegen.
Wahrend der Versuche mit dem Pektin-Mikrogel ist aufgefallen, dass dieses in Wasser eine sehr hohe
Sedimentationsgeschwindigkeit aufweist. Dies fihrt dazu, dass sich das Mikrogel schon innerhalb
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weniger Sekunden in der Kartusche der Applikationskammer abzusetzen beginnt. Diese Eigenschaft ist
wahrscheinlich mit ursachlich fir die groBen Unterschiede in der Kupferkonzentration auf den
Blattern.

In drei Wiederholungen des Versuchs sind kleine Mengen Kupfer in der Negativkontrolle nachweisbar.
Da es wahrend dieser Versuchswiederholungen zu Regenereignissen kam und die Topfpflanzen in
geringer Entfernung zueinander aufgestellt waren, liegt die Vermutung nahe, dass das Kupfer durch
Spritzwasser Ubertragen wurde. In diesem Versuch zeigt sich, wie auch schon in &dhnlichen
vorangegangenen Versuchen, ein hoherer Infektionserfolg auf den Blattscheiben der Sorte
Spatburgunder. Diese Konstanz ist ein weiteres Indiz fir wirksamere natirliche Schutzmechanismen
von Miller-Thurgau gegen Rebenperonospora im Vergleich zu Spatburgunder. Im Unterschied zu
vorangegangenen, dhnlichen Versuchen zeigt das Pektin-Mikrogel hier, im direkten Vergleich mit
Funguran®progress, eine signifikant schlechtere Schutzwirkung auf beiden untersuchten Rebsorten.
Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die Blattscheiben aus dem vorherigen Versuch mit
Topfpflanzen stammen und die Auswertung dieses Versuchs eine sehr viel geringere
Kupferkonzentration auf den Blattern ergab, welche mit Mikrogel behandelt wurden. Die Wirkung,
welche das Mikrogel im Infektionsversuch auf den Blattscheiben zeigt, ist also das Resultat von einer
Kupferkonzentration, die im Mittel 51,9 % der Kupferkonzentration, der mit Funguran®progress
behandelten Pflanzen, entspricht.

Die Ergebnisse der Abwaschversuche legen nahe, dass das Pektin-Mikrogel mit der genutzten
Waschmethode besser von den Rebblattern abgewaschen werden kann als die Vergleichsprodukte.
Wenn diese Erkenntnis auf die bisher beschriebenen Versuche angewandt wird, ergeben sich durch
Anwendung der berechneten Faktoren, neue Ergebnisse. Diese wiirden, im Vergleich mit
Funguran®progress, eine geringere Kupferkonzentration der Gelformulierung auf den Rebblattern im
Freiland bedeuten. Eine mogliche Ursache fir Konzentrationsunterschiede ist ein Filter, der den Disen
bei der Spritzung vorgeschaltet war und Gelpartikel abgefangen haben konnte. Es wiirde sich ebenfalls
eine proportional abnehmende Schutzwirkung der niedrigeren Kupferkonzentrationen, gegen P.
viticola auf Spatburgunder zeigen. Auf Muller-Thurgau scheint die Schutzwirkung, trotz der geringeren
Kupferkonzentration, ahnlich hoch zu sein, wie die von Funguran®progress. Dies wiirde die
Beobachtungen der Infektionsversuche aus dem Versuchsjahr 2021 unterstiitzen, dass das Pektin-
Mikrogel in geringen Konzentrationen besseren Schutz gegen Rebenperonospora bietet als
Funguran®progress.
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Projektteil Kirschessigfliege

Bereitstellung Spinosad fir SpinoCaps-Produktion

Abweichend vom Projektantrag wurden keine Spinosad-haltigen Pektin-Mikrogele, sondern
verschiedene Mikrokapselformulierungen auf ihre Eignung zur Bekdmpfung und Eindédmmung von D.
suzukii untersucht. Diese wurden bei der Firma Agrolytix in Auftrag gegeben. Als Referenzprodukt
wurde SpinTor® verwendet. Eine Ubersicht der mit SpinTor®- oder Spinosad beladenen
Mikrokapselprototypen, sowie die Kandidaten-Mikrokapseln kann Fehler! Verweisquelle konnte nicht g
efunden werden. entnommen werden. Auf eine Konjugation von Ankerpeptiden sowie eine
Inkorporation eines UV-Schutzes wurde aus technischen und zeitlichen Griinden verzichtet.

Tabelle 1: Bezeichnung und Inhaltsstoffe der Mikrokapsel-Prototypen und Kandidaten (*SpinTorCaps
enthalten 4 % (w/w) SpinTor®).

Spinosad- Komponente A Komponente B
Verwendete Emulgator und X R R
Bezeichnun Anteil anteil und Anteil an der und Anteil an der
g (w/w) Tragersubstanz Tragersubstanz
. Brij (20 %) o % Gehdrtetes Sonnenblumendl
SpinTorCaps Aerosil (1 %) 1,76 % 100%
. Brij (20 %) o Gehértetes Sonnenblumendl
SpinosadCaps Aerosil (1 %) >% 100%
Sonne100 Tween 20 % 59 Gehértetes Sonnenblumendl )
100%
Sonne90Candel0 Tween 20 % 5% gg;artetes Sonnenblumendl Candelilawachs 10 %
(]
Sonne90Roti10 Tween 20 % 5% Gehdrtetes Sonnenblumend ROTIplast 10 %

90%

WarePalm100 Tween 20 % 5% Waretta-Palmol 100%

Im Laufe der Untersuchungen wurde eine zweite Charge von Sonnel00, Sonne90Candel0 und
Sonne90Rotil0 produziert, die vor allem fiir die Tests mit Weinbeeren und im Freilandversuch 2022
verwendet wurden. Diese, sowie WarePalm100 wurden ebenfalls als Leerkapseln ohne Wirkstoff zur
Verfligung gestellt. Zusatzlich wurden vier weitere Leerformulierungen, die als Fluoreszenzfarbstoff
1 %o Nilrot und als Emulgator 20 % Tween enthielten, hergestellt. Hierbei bestanden die
Tragersubstanzen aus 100% Sonnenblumendl, 100 % Rapsol, Sonnenblumendl und Paraffinwachs im
Verhaltnis 70:30 beziehungsweise 90:10.

Bestimmung der Wirksamkeit von SpinTor® sowie der SpinTorCaps gegenuber D. suzukii

Zunichst wurde die generelle Wirkung der beiden fiir die Versuche genutzten Insektizid-
Formulierungen SpinTor® und SpinTorCaps getestet. Beide zeigten in mehreren Durchldaufen eine
vergleichbare Effektivitdt gegen D. suzukii fiir den Grenzwert von 90 % Mortalitat. Allerdings sind die
LRgo-Werte grundsatzlich mit einem groReren Vertrauensintervall angegeben. Somit wurde ebenfalls
der LRsp-Wert berechnet, der einen Unterschied zwischen den beiden Substanzen und somit eine
Uberlegenheit der SpinTorCaps gegeniiber SpinTor® zeigt. Dies kdnnte daran liegen, dass die
SpinTorCaps zu einer hoheren Exposition des Wirkstoffs durch ein Anhaften der Kapsel an der Fliege
selbst fihren oder als auch Futtermittel interessant sein kdnnte, wodurch die Fliegen eine erhohte
Menge des Wirkstoffes aufnehmen.
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Anhand der Dosis-Wirkungskurven und der daraus erhaltenen LRso-Werte konnte der Kandidat
WarePalm100 klar ausgeschlossen werden. Auch im direkten Vergleich aller Kandidaten in einer hohen
und niedrigen Rate schnitt WarePalm100 am schlechtesten ab. Dieser fiihrte auch beim Ansetzen der
Suspensionen zu einem Verklumpen und zeigte ein schlechtes Einwiege-Verhalten und fiihrte zu einem
Verstopfen der Diisen. Die hoheren LRso Werte, die mit Weintaubenbeeren der Sorte Regent erzielt
wurden, sind wahrscheinlich auf die Tatsache zurlickzufiihren, dass es sich bei den Kandidaten um eine
zweite Charge handelte, die neu hergestellt wurde. Der tatsachlich aktive Spinosad-Gehalt wurde nicht
ermittelt, aber es wird vermutet, dass dieser im Vergleich zur ersten Charge verringert war. Auch bei
der Untersuchung zur Eignung von Blattscheiben wurde die zweite Charge des Kandidaten
Sonne90Candel10 verwendet, was zur Erklarung der geringen Mortalitit von 10 % bei 0,8 mg/m? oder
30 % bei 2 mg/m? gegeniiber der LR50 von 1 mg/m? der ersten Charge auf Tafeltraubenbeeren beitragt.
Die Betrachtung der Ergebnisse, die anhand der zweiten Charge von Sonne90Candel0 und den
Weinbeeren der Sorte Regent generiert wurden, lasst vermuten, dass die Effektivitat auch vom
Reifestatus beeinflusst wird.

Generell ist festzuhalten, dass die Mortalitdt, die durch einen Kandidaten hervorgerufen wird,
zwischen den einzelnen Durchldaufen stark schwankt. Dies kann mit den nicht standardisierbaren
Beeren (Tafeltraubensorte und Reife der Weintrauben) erklart werden. Daher wurden nur Werte, die
innerhalb eines Tests gewonnen wurden, miteinander verglichen. Es wird empfohlen mehrere
Durchldufe pro Kandidaten und Testmethodik durchzufiihren und diese dann mit dafiir geeignete
Dosis-Wirkungskurven-Modellen zu analysieren. Aufgrund der fortgeschrittenen Projektlaufzeit
konnte dies nicht mehr durchgefiihrt werden und es musste auf eine Validierung der Ergebnisse
verzichtet werden.

Effektivitat unter realen Bedingungen in Halbfreilandversuch mit SpinosadCaps und SpinTor® im Jahr
2021

Im Parzellenspritzgerat gibt es aus technischen Griinden kein RUhrwerk. Durch die hohe
Sedimentationsgeschwindigkeit der SpinosadCaps kam es zum Verstopfen der Vorfilter und auch der
Dusen. Daher ist die Zielrate von 12 mg Spinosad/m? nicht erreicht worden. Weiter konnte die
Effektivitat durch Witterungsbedingten nur im direkten Vergleich zwischen SpinTor® und
SpinosadCaps nach einem Regenschauer von 9 L/m?erfolgen und nicht wie geplant zwischen einem
frischen und einem gealterten Spritzbelag der beiden Mittel.

Die im Traubentest anhand von Weintrauben der Sorte ,Reberger’ erzielten Mortalitdaten lagen weit
unterhalb des angestrebten Grenzwertes von 90 %. Nach nur 24h unter Freilandbedingungen war auch
fur das Mittel SpinTor® kein ausreichender Pflanzenschutz gegeben, obwohl 12 mg/m? liber der Rate
liegt, die normalerweise, wenn man die ganze Laubwand spritzt, ausgebracht wird. Da die behandelte
Flache aber nicht der gesamten Laubwandhthe entsprach, war die Rate fir die Grundflache nicht
Uberschritten.

Plastiktrauben sind aufgrund der Ergebnisse nicht fur Freilandversuche geeignet. Es wird vermutet,
dass entweder die Mittel ganzlich abgewaschen wurden oder die Trauben generell nicht als Ersatz fur
echte Trauben verwendet werden kdnnen. Zusatzlich flhrt das Spritzen im Freiland zu einer weitaus
hoheren Variabilitdt der Mortalitat als es im Labor der Fall ist. Dies liegt zum einen an technischen und
menschlichen Faktoren aber auch an der Moglichkeit, dass eine Traube durch Blattwerk oder andere
Trauben zumindest zum Teil im Spritzschatten liegt.
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Die unter Laborbedingung mit SpinTor® applizierten Deko-Trauben fiihrten zu einer 0 %-igen
Mortalitat. Bei 100 Fliegen, die insgesamt fiir diese Behandlung eingesetzt wurden, wurde keine tote
Fliege gezahlt, obwohl beobachtet wurde, dass die Fliegen auf den Deko-Trauben saRen. Bei den mit
SpinosadCaps und einer Wirkstoffrate von 11 mg/m? behandelten Plastiktrauben wurde eine
Mortalitat von 55 % erzielt. Diese liegt ebenfalls weit unter der Zielgr6Re von 90 %, aber dieses
Ergebnis lasst ebenfalls vermuten, dass die Tragersubstanz eventuell als Futter attraktiv sein kénnte
oder dass die SpinTorCaps durch das Abstreifen und Anlagern an der Fliege zu einer verlangerten
Wirkstoffexposition und demnach eher zum Tod fiihren. Daher wurde der vorher beschriebene
Versuch zur Untersuchung zur Attraktivitat von unbeladenen Mikrokapseln durchgefihrt.

Anhand des Tests konnte gezeigt werden, dass die Substanzen als Futter wahrscheinlich unattraktiv
sind. Da die Madnnchen auch in der Zucht generell haufiger an den Tranken zu finden sind, wird davon
ausgegangen, dass dies auch hier der Grund ist, warum weniger Mannchen als Weibchen an den
applizierten Flachen gezahlt wurden. Daher wird nicht von einer repellenten Wirkung ausgegangen.

Allerdings ist die Trennscharfe des Tests durch generell wenige Fliegen an der mit Zuckerlésung
behandelten und somit attraktiven Flache sehr gering. Auf eine weitere Methodenentwicklung wurde
zugunsten der im Antrag aufgefiihrten Fragen und den im Friihjahr 2022 erhaltenen verschiedenen
Mikrokapselkandidaten verzichtet.

Halbfreilandversuch mit drei Mikrokapsel-Kandidaten und SpinTor® im Jahr 2022

Die unzureichende Mortalitdt von unter 90 %, die anhand der frisch applizierten Trauben erzielt wurde,
kann durch die gegeniiber der empfohlenen Rate (7,68 mg Spinosad/m? Grundflache) verringerte
ausgebrachte Rate (6,4 mg Spinosad/m? behandelter Fliche bei einer Hohe von 1,2 m) erklart werden.
Der neue Rebschutz Leitfaden 2023 der Bayerischen Landesanstalt fir Weinbau und Gartenbau
empfiehlt eine Rate von 90 ml/ha behandelter Flache zur Bekdmpfung der Kirschessigfliege. Dies
entspricht einer Wirkstoffrate von 4,32 mg/m?, die noch unterhalb der hier untersuchten Rate liegt.
Ein weiterer Grund kdnnte die Applikationstechnik als solches sein, da der Wirkstoff in Verbindung mit
Wasser, mit dem das Mittel verdiinnt und ausgebracht wird, und UV-Licht einer schnellen Degradation
unterliegt. Am Tag der Applikation war es sonnig. Die Effektivitdt der Mikrokapselkandidaten ist mit
der von SpinTor® zunachst vergleichbar. Diese nimmt aber im gealterten Zustand massiv ab. Es ist
jedoch zu bedenken, dass bei den hier untersuchten Mikrokapseln weder Ankerpeptide noch ein
UV-Schutz involviert sind. Dies zeigt, dass die Kandidaten ohne weitere Entwicklungs- und
Forschungsarbeit keine Alternative zu SpinTor® darstellen.
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V. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und Verwendbarkeit der

Ergebnisse
Projektteil Rebenperonospora

Die Ergebnisse zeigen eine gute bis sehr gute Wirksamkeit von kupferbeladenen Pektin-Mikrogelen
gegen Plasmopara viticola an Weinreben. Die Wirkung ist bei gleicher Kupferkonzentration ebenso
wirksam, wie die des im Projekt verwendeten Referenzprodukts Funguran®progress. Der urspriinglich
erwartete Vorteil der mit Ankerpeptiden verkniipften Kupfer-Mikrogele, die erhhte Regenfestigkeit,
konnte leider nicht gezeigt werden. Die verlangerte Haltbarkeit der Gelformulierung auf der Pflanze
im Freiland konnte nicht bestatigt werden. Diese gute Wirksamkeit der Mikrogele ist somit fiir die
Praxis aktuell noch irrelevant, da sie keinen Vorteil gegeniiber herkdmmlichen Kupfer-Praparaten
beinhaltet. Die gewonnenen Erkenntnisse bieten jedoch Potenzial fiir weitere Forschung und die
Weiterentwicklung der ,,GreenGel“-Technologie mit anderen, wirksameren Adhasionsproteinen.

Projektteil Kirschessigfliege

Die unter Laborbedingung erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Effektivitdit der mit Spinosad
beladenen Mikrokapseln generell mit der Effektivitat von SpinTor® vergleichbar ist. Abweichungen von
dieser Aussage beinhalten die nicht Gberprifte Vermutung eines bei Einmischung bereits degradierten
Wirkstoffes. Unter realen Bedingungen ist ihre Effektivitat gegenliber SpinTor® vermindert. Allerdings
waren die im Projektantrag aufgefiihrten eigenschaftsverbessernden chemisch-physikalischen
Anpassungen wie Ankerpeptide oder ein UV-Schutz, aufgrund der Gegebenheiten nicht realisierbar.
Um die Mikrokapseln zur Anwendungsreife zu bringen, bedarf es weiterer Forschungs- und
Entwicklungsarbeit.

21



VI. Gegenlberstellung der urspriinglich geplanten und tatsachlich erreichten

Ziele

Das Gesamtziel des Projekts war die Validierung einer neuartigen, innovativen und regenbestdndigen
Abgabe-Technologieplattform (sog. ,,GreenGel“) zur effektiven Bekdmpfung von Schadorganismen der
Weinrebe bei verringertem Pestizideinsatz. Insbesondere der 6kologische Weinbau sollte durch das
Vorhaben gestarkt werden. Im beantragten Projekt wurde angestrebt zwei regenbestandige Mikrogel-
Systeme fur zwei Anwendungsfelder zu entwickeln.

Es ist im Laufe der Projektlaufzeit gelungen ein Pektin-Mikrogel zu entwickeln, welches mit Cu?*-lonen
beladen und durch Spriihapplikation ausgebracht werden kann. In Labor- und Halbfreilandversuchen
konnte eine gute Wirkung des Mikrogels gegen Rebenperonospora nachgewiesen werden. Die
Wirksamkeit variierte zwischen verschiedenen Rebsorten. Trotz des Einsatzes vielversprechender
Adhdsionsproteine, konnte keine Regenbestandigkeit des Mikrogels auf Rebblattern erreicht werden.
Dies bietet eine Grundlage fiir weitere Forschung zur Verbesserung des Systems. Auch die hohe
Sedimentationsgeschwindigkeit des Mikrogels in Flissigkeit bietet einen Ansatz zur Optimierung.

Zu Beginn des Projektes wurden unterschiedliche Versuche unternommen, um die insektiziden
Bestandteile des Produktes Spintor® in Pektin-Mikrogelen zu verpacken. Die Spinosyne A und D lieRen
sich dabei nicht erfolgreich formulieren. Nach regem Austausch mit dem Partnerprogramm Vitifit
unter der Leitung von Frau Prof. Berkelmann-Loehnertz konnte der Kontakt zu Dr. Stefan Schwab
hergestellt werden, welcher ebenfalls im Vitifit-Projekt beteiligt ist. Dieser hat eine
Verkapselungstechnologie entwickelt, mit der bereits vor einigen Jahren erfolgreich Spinosad
verkapselt werden konnte. Fir den Ansatz des EcoGuard-Projekts wurden in Kooperation mit Herrn
Schwab Fettkapseln entwickelt, welche den Wirkstoff Spinosad enthielten. Die Versuche zeigten
vielversprechend auf, dass das verkapselte Spinosad in der Lage ist, die KEF zu bekdmpfen. Fir eine
tatsachliche Anwendung in der Praxis befindet sich diese Darreichungsform jedoch noch in einem zu
frihen Stadium, sodass weitere Entwicklungsarbeiten von Noéten waren.
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VII.  Zusammenfassung

Ziel des EcoGuard-Projektes war die Entwicklung und Anwendung von bioabbaubaren und
biokompatiblen Mikrogelen fir den Schutz von Weinreben vor Pilzinfektionen, sowie der
Kirschessigfliege. In einem ersten Schritt wurden Ankerpeptiden identifiziert, die an Weinblatter und -
trauben binden kénnen. Dabei wurden drei vielversprechende Anker identifiziert, z.B. die natirlich
vorkommenden Peptide LClI und MacHis. Diese Ankerpeptide sollten im Weiteren dazu verwendet
werden, die Mikrogel-Container regenfest an Weinblattern zu befestigen. Ein neuer Ansatz zur
Verkapselung von Kupfer(ll)-Salzen boten Mikrogele auf Pektin-Basis. Im Rahmen des Vorhabens
wurden hierbei verschiedene Beladungsmethoden und Skalierungsverfahren untersucht. Zusatzlich
wurden sowohl mit den Ankerpeptiden allein als auch mit den Mikrogel gekoppelten Versionen, Tests
zur Benetzbarkeit und Applikation der neuartigen Formulierung auf Weinblattern und -beeren
durchgefiihrt. Gerade um die stark hydrophobe Beerenhaut der Trauben benetzen zu kénnen, haben
sich hierbei Produkte wie z.B. WETCIT bewahrt. In Schlupftests mit P. viticola-Zoosporen, dem Erreger
des Falschem Mehltaus auf Weinreben, zeigte sich, dass abgesehen von den Referenzprodukten nur
die Kupfer-beladenen Mikrogele eine deutliche Reduktion der Schlupfrate zur Folge haben. Die
Einzelkomponenten der Formulierung beeintrachtigen diese demnach nicht. Weiterfihrende
Infektionsversuche mit Blattscheiben aus Weinblattern und Halbfreiland-Versuche mit Topfreben
konnten diese vermittelte Schutzwirkung von Kupfer-beladenen Mikrogelen gegeniber
Weinrebenperonospora reproduzierbar bestatigen. Leider zeigte sich jedoch in den durchgefiihrten
Freilandversuchen mit P. viticola, dass die Leistung der Kupfer-beladenen Mikrogel in realen
Anbausituationen meist nicht fir einen ausreichenden Schutz sorgen kann. Héchstwahrscheinlich liegt
dies an der raschen Degradation der Mikrogele an sich bzw. der nur maRSigen Anbindung der Mikrogele
an die Blattoberflache. Abwaschversuche von Weinblattern, die zuvor mit dem Referenzprodukt bzw.
den kupferbeladenen Mikrogelen behandelt wurden, zeigten, dass deutlich mehr Kupfer durch eine
artifizielle Beregnung abgewaschen wird, wenn es in Pektin-Mikrogelen verpackt war. Um die
,GreenGel“-Technologie fiir die Bekdmpfung des Rebenperonosporas nutzbar zu machen sind somit
weitere Forschungsarbeiten notwendig, um die entscheidende Regenfestigkeit weiter zu optimieren.

Zeitgleich wurden im EcoGuard-Projekt neuartige Insektizid-Formulierungen mit verkapseltem
Spinosad entwickelt, deren Einsatz gegen die Kirschessigfliege (Drosophila suzukii) untersucht wurde.
Dazu wurden Mikrokapseln mit Kombinationen verschiedener Komponenten hergestellt und deren
Eignung flr eine Anwendung getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die sogenannten SpinoCaps eine
vergleichbare Effektivitdt gegen D. suzukii aufwiesen wie das Referenzprodukt SpinTor®, wobei
SpinoCaps einen moglichen Vorteil aufgrund einer erhéhten Exposition des Wirkstoffs zeigten, da diese
hochstwahrscheinlich an den exponierten Fliegen kleben bleiben. In einem Halbfreilandversuch im
Jahr 2022 zeigte sich allerdings, dass die Wirksamkeit der Mikrokapsel-Kandidaten im Vergleich zu
SpinTor® stark abweicht, insbesondere je langer der Zeitraum zwischen Applikation und der
eigentlichen Exposition der Fliegen gegenliber den behandelten Trauben. Dies deutet stark darauf hin,
dass die Mikrokapseln ohne weitere intensive Forschungsarbeit wahrscheinlich keine Alternative zum
Referenzprodukt SpinTor® darstellen kdnnen. Die niedrige Mortalitdit der Fliegen und die
Herausforderungen bei der Anwendung und exakten Dosierung betonen die Komplexitat der
Bekdampfung der Kirschessigfliege und die Notwendigkeit weiterer Forschung und Entwicklung in
diesem Bereich.
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IX. Veroffentlichungen

Unsere vorlaufigen Ergebnisse haben wir sowohl auf der 4. und 5. Europaischen Kupfertagung als auch
auf der Deutschen Pflanzenschutztagung im Jahr 2021 im Rahmen von wissenschaftlichen Vortragen
prasentiert. Wir haben dort durchweg positives Feedback erhalten, sowohl von Kollegen aus der
Wissenschaft als auch Vertretern der Industrie. Unsere Kollegin Carolin Rauch vom JKI Siebeldingen
gewann mit ihrer Prasentation der kupferbeladenen Pektin-Mikrogele den Posterpreis der Deutschen
Pflanzenschutztagung 2021. Daraufhin wurden wir erneut eingeladen die ,,GreenGel“-Technologie auf
der 6. Europaischen Kupfertagung im November 2021 zu prasentieren.

Auch im Jahr 2022 haben wir Teile der Projektergebnisse auf wissenschaftlichen Tagungen vorgestellt,
so zum Beispiel auf der ersten Tagung des Bund Okologische Lebensmittelwirtschaft (BOELW) ,Way
forward in organic plant health care strategies’.
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