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(57) Abstract: The present invention relates to a method
of controlling bacterial infections in a plant, comprising
the step of bringing the plant or parts thereof into
contact with a flavonoid compound of the general
formula (I), where R3 and R6 are hydrogen, FM is a
hydroxyl, methoxy, malonoyl, oxo or succinoyl group,
R5 is hydroxy, methoxy, malonoyl or succinoyl group,
R7 is a glycosyl residue, R3', R4' and R5' in each case
independently of one another are a hydrogen, hydroxyl
or methoxy group.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende FErfindung
betriftt ein Verfahren zur Bekdmpfung von bakteriellen
Infektionen bei einer Pflanze umfassend den Schritt des
Inkontaktbringens der Pflanze oder Teilen davon mit
einer Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel (I)
wobei R3 und R6 Wasserstoff, R4 eine Hydroxy-,
Methoxy-, Malonoyl-, Oxo- oder Succinoyl-Gruppe, RS
eine Hydroxy-, Methoxy-, Malonoyl- oder Succinoyl-
Gruppe, R7 ein Glykosylrest, R3 ', R4 ' und R5 ' jeweils
unabhéngig voneinander eine Wasserstoff-, Hydroxy-
oder Methoxy-Gruppe sind.

Fig. 1

Inkubationszeit = Incubation time
ohne Naringinase = without naringinase
mit Naringinase = with naringinase



WO 2012/139146 A1 AT 00N 0 N OO

(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir Erkldrungen gemifl Regel 4.17:
Jede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, __ . P
GH. GM. KE, LR. LS, MW, MZ, NA, RW. SD, SL. SZ. Erfindererkildrung (Regel 4.17 Ziffer iv)
TZ, UG, ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, Veriffentlicht:
MD, RU, TJ, TM), europédisches (AL, AT, BE, BG, CH, __ . . . .
CY. CZ DE. DK, EE, ES, FI, FR, GB. GR, HR, HU, IE. rjr;zt internationalem Recherchenbericht (Artikel 21 Absatz
IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO,
RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI,
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).




WO 2012/139146 PCT/AT2012/000100

VERFAHREN ZUR BEKAMPFUNG VON BAKTERIELLEN INFEKTIONEN BEI EINER PFLANZE
UNTER VERWENDUNG VON FLAVONOIDEN

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur
Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen bei Pflanzen.

In vielen Landern wird der Kernobstanbau existentiell durch
die von dem Bakterium Erwinia amylovora verursachte Feuerbrand-
erkrankung bedroht. Als langfristige Perspektive sind die viel-
fdltigen zlchterischen Bemuhungen um Feuerbrand-resistentere
Sorten von Apfel und Birne zu betrachten. Dagegen wird in kirze-
rer Perspektive an der Entwicklung neuer Wirkstoffe gegen den
bakteriellen Erreger gearbeitet.

Gegenwartig wird Feuerbrand in erster Linie durch die Anwen-
dung des Antibiotikums Streptomyzin bekampft, bei dem es sich um
eine hierfir hochwirksame Substanz handelt. Es wurden jedoch be-
reits Resistenzen gegen das Antibiotikum beobachtet. Dariiber
hinaus fuhrten 6kologische und toxikologische Betrachtungen zu
einer strengen Regulierung der Streptomyzin-Anwendung gegen Feu-
erbrand. Bedenken bestehen auch hinsichtlich der Entwicklung An-
tibiotika~-resistenter humanpathogener Bakterien durch breiten
Antibiotika-Einsatz. Streptomyzin wurde z.B. wiederholt in Honig
aus Anwendungsgebieten nachgewiesen (und dieser dann kostenin-
tensiv vernichtet).

Kupfer-basierte Prédparate sind ebenfalls aktiv, werden aber
zunehmend eingeschrankt, um Kupfer—Akkumulation im Boden zu ver-
hindern. o

Gemall der EP 2 012 589 Bl kann zur Bekampfung von Erwinia
amylovora auch nanoskaliges Silber verwendet werden, das poten-
tiell als Element vergleichbar mit Kupfer im Boden akkumuliert
werden kann.

In einem anderen Ansatz werden antagonistische Bakterien
bei der Obstblite gegen Feuerbrand verwendet, erreichen aber
nicht den Wirkungsgrad von Streptomyzin.

Die im Stand der Technik beschriebenen Mittel zur Bekampfung
von bakteriellen Infektiohen bei Pflanzen, wie von FErwinia, ins-
besondere des Feuerbranderregers Erwinia amylovora, weisen eine
Reihe von Nachteilen auf. Viele der verwendeten Substanzen koén-
nen fur Tiere und Menschen gesundheitsschddlich sein. Andere
Substanzen weisen hingegen eine zu geringe Wirksamkeit gegeniiber

Erwinia auf, so dass durch einen erhohten Wirkstoffeinsatz die
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Wirtschaftlichkeit nicht mehr gegeben ist und die Umwelt hoher
belastet wird.

Andere Verbindungen wie z.B. das 3-Deoxyflavonoid Luteoforol
zelgen 1n vitro einen stark wachstumshemmenden Effekt gegenlber
Bakterien wie Erwinia amylovora. Jedoch ist diese Verbindung,
wie auch vergleichbare Verbindungen derselben Gruppe, chemisch
duberst labil, so dass die Wirkung gegeniiber Bakterien entweder
nicht oder nur fur eine duflerst kurze Zeitspanne eintritt.

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung Mittel und Verfah-
ren zur Verfiigung zu stellen mit deren Hilfe bakterielle Infek-
tionen bei Pflanzen, insbesondere Infektionen durch Erwinia und
insbesondere den Feuerbranderreger Erwinia amylovora, effizient
bekampft werden konnen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bekamp-
fung von bakteriellen Infektionen bei einer Pflanze umfassend
den Schritt des Inkontaktbringens der Pflanze oder Teilen davon

mit einer Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel (I)

Formel (I)
wobel

R3 und R6 Wasserstoff,
R4 eine Hydroxy-, Methoxy-, Malonoyl-, Oxo- oder Succinoyl-
Gruppe,
R5 eine Hydroxy-, Methoxy-, Malonoyl- oder Succinoyl-Gruppe,
R7 ein Glykosylrest,
R3°, R4’ und RS jeweils unabhidngig voneinander eine Wasser-

stoff-, Hydroxy- oder Methoxy-Gruppe

sind.

Gemdfl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden FEr-
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findung wird der Glykosylrest unmittelbar vor, wahrend oder nach
dem Schritt des Inkontaktbringens von der Verbindung gemdfl For-
mel (I) entfernt. ‘

Es hat sich lberraschenderweise herausgestellt, dass
Flavonoidverbindungen mit der allgemeinen Formeln (I) geeignet
sind, Pflanzenschadlinge wie Erwinia amylovora aktiv im Wachstum
zu hemmen und abzutdten. Da Flavonoidverbindungen dieser Art
chemisch labil sind, werden erfindungsgemal nur solche Flavono-
idverbindungen eingesetzt, die mit einer Schutzgruppe, wie dem
Glykosylrest, vorzugsweise an R7, stabilisiert wurden. Durch das
Anbringen einer Schutzgruppe an den erfindungsgemdlen Verbindun-
gen gemdl Formel (I) kommt es zu einer Stabilisierung, so dass
die Wirkung gegeniiber Bakterien verlangert werden kann. Zudemn
zeigen mit Schutzgruppen versehene Verbindungen eine reduzierte
bzw. keine Wirkung gegenitber Bakterien.

Vorzugsweise werden diese Verbindungen vor, wdhrend oder
nach dem Inkontaktbringen der Pflanzen oder Teilen davon mit den
erfindungsgemédfen Verbindungen durch Abspaltung der Schutzgruppe
aktiviert und konnen ihre antibakterielle Wirkung entfalten. Die
Abspaltung der Schutzgruppe kann dabei unmittelbar vor dem Auf-
bringen der Verbindungen auf die Pflanzen, wdhrend dessen oder
aber auch. danach erfolgen. Der Zeitpunkt der Abspaltung der
Schutzgruppe kann durch die Zugabe von Mitteln beeinflusst wer-
den, die die Abspaltung katalysieren. Zudem ist es auch mdglich,
zundchst die erfindungsgemidBen Verbindungen und im Anschluss da-
ran die Mittel, die zur Aktivierung der Verbindungen beitragen;
auf die Pflanze aufzubringen. Unter ,Aktivierung"“ wird hierbei
verstanden, dass durch die Abspaltung der Schutzgruppe die er-
findungsgemdfBe Verbindung in die aktive, sprich bakterizide,
Form gebracht wird.

sUnmittelbar vor"™ im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeu-
tet, dass die Schutzgruppe an der erfindungsgeméfBen Flavonoid-
verbindung kurz vor dem Inkontaktbringen derselbigen mit der
Pflanze entfernt wird. Dadurch wird gewdhrleistet, dass die Ver-
bindung eine ausreichende Wirkung gegeniiber den an der Pflanze
befindlichen Bakterien entfaltet. ,Unmittelbar vor"“ bedeutet,
dass die Schutzgruppe max. 1 Stunde, vorzugsweise max. 50 Min.,
noch mehr bevorzugt max. 40 Min. oder 30 Min. oder 15 Min. oder
5 Min., vor dem Inkontaktbringen entfernt wird, d.h. die Reakti-

on gestartet wird, in deren Zuge die Schutzgruppe entfernt wird.
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Die Schutzgruppe, vorzugsweise die Glykosylgruppe, wird vorzugs-
welse chemisch oder enzymatisch abgespalten.

Die erfindungsgemdfbe Verbindung kann in einem entsprechen-
den, vorzugsweilse wassrigen, Pflanzenschutzmittelgemisch Tenside
zur besseren Benetzung der Pflanze umfassen, die keine der bak-
teriziden Wirkung abtradglichen chemischen Reaktionen mit den er-
findungsgemdfBen Wirkstoffen eingehen (z.B. Tween 20 (0,005-0,1
Vol%), aber auch natiirliche Stoffe mit Tensidwirkung). Besonders
bevorzugt umfasst ein derartiges Pflanzenschutzmittel Na- und K-
Seifen, oder handelsibliche Netzmittel, wie z.B. Agrowax 010,
Break thru, Citowett, Exzellent CS 7, Neo-Wett, Agronetz,
Ajutol, Silwet top, Zellex CS, Mc Illvaine-Puffer und dgl..

Erfindungsgemdl ist der Glykosylrest ein Mono-, Di- oder
Triglykosid.

Flavonoidverbindung der eingangs beschriebenen Art kommen in
der Natur haufig in Pflanzen vor. Die in Pflanzen vorkommenden
Flavonoidverbindungen weisen als Schutzgruppe haufig Glykoside
auf. Der Vorteil solcher Verbindungen liegt darin, dass in der
Natur, sprich in den Pflanzen in denen diese Verbindungen vor-
kommen, auch Mittel vorhanden sind bzw. sein kdnnen, mit deren
Hilfe die Schutzgruppen abgespaltet werden k&nnen.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorlie-
genden Erfindung ist das Glykosid ausgew&hlt aus der Gruppe be-
stehend aus Glucosyl-, Mannosyl-, Galactosyl-, Fructosyl-, Ribo-
syl-, Arabinosyl-, Rhamnosyl- oder Xylosyl-Resten.

Die Flavonoidverbindung ist vorzugsweilse ein mit einer
Schutzgruppe versehenes Flavan-4-ol, vorzugsweise ausgewdhlt aus
der Gruppe bestehend aus Apiforol und Luteoforol.

Gem&R einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung wird die Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel (I)
in einer Konzentration von 0,1 mM bis 10 mM, vorzugsweise von
0,1 mM bis 5 mM, noch mehr bevorzugt von 0,1 mM bis 4 mM, auf
die Pflanze oder Teilen davon aufgebracht.

Gemah einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform wird die
erfindungsgemafe Verbindung in einer Konzentration von 0,5 mM
bis 2 mM, noch mehr bevorzugt von 1 mM bis 2 mM, auf die Pflanze
aufgebracht. Diese Mengen an Wirkstoff sind fir die gewlnschte
Wirkung beim Aufbringen des Pflanzenschutzmittels auf Pflanzen,
insbesondere auf die Bliten, ausreichend.

Die erfindungsgemidfBen FlaVonoidverbindungen kénnen besonders
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gut zur Bekdmpfung von Erwinia amylovora bei Kulturpflanzen ein-
gesetzt werden. Beispielhafte Kulturpflanzen, welche haufig von
Erwinia amylovora befallen werden, entstammen vorwiliegend aus der
Familie der Rosengewdchse (Rosaceae). Besonders anfallig ist da-
bel die Unterfamilie der Kernobstgewdchse (Maloideae). Im Holz
von Kernobstgewdchsen ist Erwinia amylovora zudem in der Lage zu
iberwintern. Daher ist es besonders bevorzugt, das erfindungsge-
maBe Pflanzenschutzmittel bei Rosengewdchsen, vorzugsweise beil
Kernobstgewdchsen, insbesondere bei Apfeln der Sorten Berlepsch,
Braeburn, Cox Orange, Granny Smith, Elstar, Fuji, Gala, Gloster,
Golden Delicious, Gravensteiner, Idared, James Grieve, Jonagold-
Gruppe, Jonathan, WeiRer Klarapfel, Topaz und Vista Bella, und
bei Birnen der Sorten Abbate Fetel, Conference, Williams Christ,
Vereinsdechants, Gellerts Butterbirne, Harrow Sweet, Clapps
Liebling, Comice, Concorde, Frithe von Trévoux, Gute Luise,
Rosc’s Flaschenbirne (Kaiser Alexander), Pastorenbirne und Passa
Crassana zu verwenden. Neben Kulturpflanzen kdnnen auch Zierge-
holze beziehungsweise Wildobst wie Quitten, Mispeln, Speierling,
Elsbeere, Mehlbeeren wie Vogelbeere/Eberesche und Echte Mehlbee-
re, Apfelbeeren, Zierquitten, WeifRdorne wie Rotdorn und Feuer-
dorn, Wollmispeln, Zwergmispeln und Glanzmispeln/Stranvaesia mit
der erfindungsgemdfBen Verbindung behandelt werden, um Erwinia
amylovora auf diesen Pflanzen zu bekdmpfen.

Mit der erfindungsgemdfien Verbindung kann besonders gut Er-
winia amylovora bekdmpft werden. Jedoch eignet sich die Verbin-
dung auch zur Bekampfung anderer Erwinia-Arten, die als Pflan-
zenpathogene wirksam sind. Hierbei seien Erwinia carotovora
(verursacht die Schwarzbeinigkeit bei Kartoffelpflanzen und die
Nassfdule bei Kartoffelknollen), Erwinia billingia, Erwinia cyp-
ripedii und Erwinia papayae genannt.

Die erfindungsgemdfBe Verbindung wird vorzugsweise an jenen
Stellen der Pflanze aufgebracht, die die bekannten Infektions-
pforten darstellen. Daher sind die Teile der Pflanze, welche be-
vorzugt mit der erfindungsgemdfien Verbindung in Kontakt gebracht
werden, vorzugsweise Bliten und/oder RBlatter.

Die Schutzgruppe, d.h. der Glykosidrest, der Flavonoidver-
bindung kann mit unterschiedlichsten Verfahren entfernt werden.
So ist es méglich die Entfernung chemisch durchzufudhren. Um je-
doch die Reaktion moglichst unter physiologischen uﬁd damit die

Pflanze schonenden Bedingungen durchzufihren, wird die Schutz-
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gruppe vorzugswelse enzymatisch von der Flavonoidverbindung der
allgemeinen Formel (I) entfernt. Geeignete Enzyme fir diese Re-
aktion sind Glykosidasen, vorzugsweise Naringinase, B-
Glykosidase, Tannase oder andere, dem jeweiligen Glykosylrest
entsprechende Glykosidasen.

Wie bereits eingangs erwdhnt, kommen die erfindungsgemalen
Flavonoidverbindungen bzw. deren oxidierte Vorstufen in Pflanzen
vor. Daher ist es besonders bevorzugt, die Pflanze oder Teile
davon mit einem Pflanzenextrakt umfassend eine Flavonoidverbin-
dung der allgemeinen Formel (I) in Kontakt zu bringen.

In der Natur kommen die erfindungsgemdBen Verbindungen rela-
tiv hdufig vor. Insbesondere von Vorteil ist dabei, dass diese
in Pflanzenextrakten vorhandenen Verbindungen zumeist eine
Schutzgruppe in Form z.B. eines Glykosids umfassen. Daher ist
der Extrakt an sich bereits relativ stabil. Um die Stabilitéat
der erfindungsgemdfien Enzyme bzw. Pflanzenextrakte zu erhohen,
ist es von Vorteil, etwalg vorkommende Glykosidasen zu inakti-
vieren. Die Inaktivierung der Glykosidasen kann beispielsweise
durch geeignete Inhibitoren oder durch chemische oder thermische
Denaturierung erfolgen.

Die Herstellung derartiger Extrakte ist in der Fachwelt hin-
reichend bekannt. Beispielsweise koénnen Citrus-
Fruchtsamenextrakte durch einen Druckaufschluss von etwa 12-72
Stunden, bevorzugt etwa 48 Stunden Dauer in Glycerin bei Tempe-
raturen von etwa 50-150 °C und anschliefendem Zentrifugieren und
Filtrieren hergestellt werden.

Erfindungsgemdl werden die Pflanzenextrakte in Mengen von
0,001 bis 20 Gew.-%, bevorzugt 0,005 bis 10, besonders bevorzugt
0,01 bis 5 Gew.-%, der erfindungsgemafien Flavonoidverbindungen
hergestellt bzw. eingesetzt.

Gemdl einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
finddng wird der Pflanzenextrakt vor dem Inkontaktbringen mit
der Pflanze oder Teilen davon und vor dem Entfernen der Schutz-
gruppe reduziert.

Der Pflanzenextrakt wird vorzugsweise chemisch mit NaBHg,
oder elektrolytisch reduziert. Entsprechende Verfahren sind dem
Fachmann hinreichend bekannt. Es ist daher besonders bevorzugt,
Flavonoidverbindungen der allgemeinen Formel (I) einzusetzen,
deren R4-Rest eine Hydroxygruppe aufweist.

Die erfindungsgemdben Flavonoidverbindungen bzw. deren Vor-
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laufer kommen in bestimmten Pflanzen gehduft vor. Daher ist es
von Vorteil, diese aus derartigen Pflanzen nach im Stand der
Technik bekannten Verfahren zu extrahieren.

Gemadl einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung ist der Pflanzenextrakt ein Extrakt aus Ci-
trus-Frlichten, insbesondere aus Citrus paradisi und Citrus si-
nensis.

Die bakterielle Infektion ist vorzugsweise eine Erwinia amy-
lovora-Infektion, vorzugsweise an Kernobst wie Apfel, Birne,
Quitte.

Erfindungsgemdll kann das hierin geoffenbarte Pflanzenschutz-
mittel mittels der im Stand der Technik benannten Verfahren auf
das Bliten- und Blattwerk der zu behandelnden Pflanzen aufge-
bracht werden. Ublicherweise erfolgt das Aufbringen von Pflan-
zenschutzmittel durch Spritzen, Sprihen oder Stauben.

Da die Primarinfektion vieler bakterieller Erkrankungen bei
Kernobst in der Regel lber die Bliite durch Bienen, insbesondere
wenn feuchtwarme Wetterbedingungen herrschen, stattfindet, ist
es besonders bevorzugt, zu diesem Zeitpunkt das erfindungsgemdfle
Pflanzenschutzmittel einzusetzen. Durch die nur kurzzeitige An-
wendung wahrend der Obstbliite werden bei dieser Ausfihrungsform
kumulative phytotoxische Effekte auf die Obstbdume vermieden.

Erfindungsgemdl ist es auch méglich, 3-Deoxyflavonoide wie
z.B. Luteoforol chemisch mit einer Schutzgruppe bzw. Glyko-
sylgruppe zu versehen. Dies wird vorzugsweise mit Glykosyltrans-
ferasen durchgefihrt(z.B. Flavonoid-7-0-Glykosyltransferasen).

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ei-
nen Kit zur Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen bei einer
Pflanze umfassend:

a) ein Behdltnis umfassend eine Flavonoidverbindung der all-
gemeinen Formel (I) wie oben definiert oder einen erfindungsge-
maflen Pflanzenextrakt,

b) ein Behdltnis umfassend ein Mittel zum Entfernen einer
Schutzgruppe an der Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel
(I).

GemaR einer bevorzugten Ausfilhrungsform der vorliegenden Er-
findung ist das Mittel zum Entfernen einer Schutzgruppe ein En-
zym, vorzugswelse ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Glyko-
sidasen wie Naringinase, B-Glykosidase, Tannase oder andere, dem

jewelligen Glykosylrest entsprechende Glykosidasen.
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Die gegenstandliche Erfindung wird anhand der folgenden Fi-
guren und Beispiele ndher illustriert, ohne jedoch auf diese be-
schréankt zu sein. _

Fig. 1 zeigt die Absorption bei 600 nm der Varianten 1-6 und
der Kontrollen 1-3 des Kivettentests zur Bestimmung der minima-
len Hemmkonzentration von Apiforol auf das Wachstum von E. amy-
lovora.

Fig. 2 zeigt die Absorption bei 600 nm der Varianten 1-6 und
der Kontrolle des Kivettentests zur Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration reduzierten Naringins auf das Wachstum von FE.
amylovora.

BEISPIELE :-

Naringin, das 7-f-Neohesperidosid von Naringenin, ist ein 3-
Deoxy-Flavonoid von Zitrusfrichten. In der Grapefruit (Citrus
paradisi) kann Naringin bis zu 70% des Trockengewichts grilner
Frichte ausmachen. Naringin verleiht Grapefruits ihren charakte-
ristischen bitteren Geschmack.

In den folgenden Beispielen wurde reduziertes Naringin ver-
wendet, welches teilweise durch Zugabe von Naringinase =zu
Apiforol deglykosyliert wurde.

Beispiel 1: Herstellung von reduziertem Naringin und Freil-

setzung der aktiven Wirkstoffe aus reduziertem Naringin:

Reduktion von Naringin

Durch die Reduktion von Naringin wurde das stabile Apiforol-
Glykosid, das nach der Aktivierung (Glykosidspaltung) fur 1)
Einzelbliten-Inokulationstests, 2) Kivettentests und 3) Plat-

tiertests (bakterizid vs. bakteriostatisch) verwendet wurde,

1. ~in einem Rundkolben wurden 290 mg Naringin eingewogen
und in 24 ml EtOH geldst

2. 50 mg NaBH4 wurden in den Rundkolben dazugegeben

3. nach ca. 3 h wurde die Mischung eingedampft und in 2 ml

Wasser aufgenommen

4. anschlieBend wurde mit ca. 10 pl Essigsdure angesduert,
gemischt und eingefroren

5. die Extrakte wurden mit 3 ml Mc Illvaine-Puffer (0,1 M
NaHPO4, 0,4% Na-Ascorbat, pH 6,0) komplettiert und bis zur Ver-

wendung wieder eingefroren

Reduktion von Hesperidin
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1. in einem Spitzkolben wurden 305 mg Hesperidin eingewo-
gen und in 4,5 ml Dimethylformamid (DMF) gelost.
50 mg NaBH4 wurden dazugegeben ‘
nach ca. 3 h wurde die Mischung eingedampft und in 2 ml
Wasser aufgenommen

4. anschlieflend wurde mit ca. 10 pl Essigsdure angesauert,
gemischt und eingefroren

5. die Extrakte wurden mit 3 ml Mc Illvain-Puffer (0,1 M

NaHPO4, 0,4% Na-Ascorbat, pH 6,0) komplettiert und bis zur Ver-

wendung eingefroren.

Flir Kivettentests wurden 160 pl reduziertes Naringin mit 240
pl Mc Illvaine-Puffer (0,1 M NaHPOy4, 0,4% Na-Ascorbat, pH 6,0)
verdinnt. 70 mg Naringinase wurden in 240 pl Mc Illvaine-Puffer
vollstandig geldst und dem reduzierten Naringin zugegeben. Das
Gemisch wurde 15 min bei 40°C inkubiert. AnschlieBend wurde es
je nach weiterer Verwendung entWeder mit 1280 pl sterilem voll-
entsalztem Wasser verdunnt odér es wurden 1280 pl E. amylovora-
Suspension in KB-Medium pH 6,0 mit einem ODggg-Wert von 0,2 zuge-
geben. Die so entstandene Wirkstoffldsung beziehungsweise E.
amylovora-Suspension enthielt nominell 2 mM reduziertes deglyko-

syliertes Naringin (Apiforol).

Spritzldsung fir Einzelbliiten-Inokulations-Tests:

fiir reduziertes Naringin:

1. 2 ml red. Naringin wurden mit 3 ml Mc Illvain-Puffer
(0,1 M NaHPO4, 0,4% Na-Ascorbat, pH 6,0) komplettiert
2. 875 mg Naringinase wurden in 4 ml Mc Illvaine-Puffer (=

500 U/Test) geldst und zum reduzierten Naringin gegeben
3. Inkubation fir 15 min. bei 40 °C
Mit 16 ml Wasser wurde auf 25 ml Spritzldsung verdinnt

fir reduziertes Hesperidin:

1. 2 ml red. Hesperidin wurden mit 3 ml Mc Illvaine-Puffer
(0,1 M NaHPO4, 0,4% Na-Ascorbat, pH 6,0) komplettiert
2. 1500 mg Hesperidinase wurden in 4 ml Mc Illvaine-Puffer

geldst und zum reduzierten Hesperidin gegeben
3. Inkubation fir 30 min. bei 40 °C
' Mit 16 ml Wasser wurde auf 25 ml Spritzldsung verdinnt
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Beispiel 2: Plattiertest zur Bestimmung der bakteriziden

Wirkung potentieller Wirkstoffe auf Erwinia amylovora

Fir diesen Test wurden, entsprechend dem Kivettentest (siehe
Beispiel 1), pro Ansatz 2 ml E. amylovora-Suspension mit einer
ODgogo von 0,2 in Kiuvetten vorgelegt und anschliefiend der jeweili-
ge Wirkstoffkandidat zugegeben. Nach dem Verschlielen der Ansat-
ze mit Parafilm wurden diese jedoch fur 0,5, 2 oder 15 Stunden
bei 28°C und 180 rpm im Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden
jeweils 1:10-, 1:100-, 1:1000- und 1:10000-Verdinnungen mit KB-
Medium hergestellt, daraus je Aliquots zu 10 pl entnommen und
diese auf wirkstofffreie KB-Platten ausplattiert.

Die Platten wurden bei 28°C 1-2 Tage inkubiert, um anschlie-
fend gewachsene Kolonien auszuzéhlen.

Beispiel 3: Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration von

reduziertem Naringin auf in vitro-Suspensionkulturen von Erwinia

amylovora

Es wurden Kivettentests (siehe oben) mit abnehmenden Kon-
zentrationen von durch Naringinase degklykosyliertem, reduzier-
tem Naringin (Apiforol) durchgefihrt.

In der ersten Reihe wurde die minimale Hemmkonzentration wvon
Apiforol (reduziertes Naringin / Naringinase) bestimmt. Es wur-
den Konzentrationen von 2 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,2 mM, 0,1 mM und
0,02 mM getestet.

Die Zubereitung der 2 mM Wirkstofflosung erfolgte wie oben
beschrieben (siehe Reduktion von Naringin). Nach der Inkubation
der Losung bei 40°C wurden 1280 pl E. amylovora-Suspension in
KB-Medium pH 6,0 zugegeben. Die in den Losungen mit geringeren
Konzentrationen an reduziertem Naringin entstandene Volumendif-
ferenz wurde durch die Zugabe von Mc Illvaine-Puffer kompen-
siert.

Als Kontrolle dienten Ansdtze, welche nur Naringinase bezie-
hungsweise nur 2 mM reduziertes Naringin enthielten, sowie ein
Ansatz, welchem weder reduziertes Naringin noch Naringinase zu-
gegeben worden war (Tab. 1). Die jeweiligen Volumendifferenzen
wurden auch bei diesen Ansdtzen durch die Zugabe von Mc Illvai-

ne-Puffer kompensiert.

Tab. 1: Kontrollen und Varianten des Kiuvettentests zur Bestim-

mung der minimalen Hemmkonzentration von reduziertem Naringin
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¢ (red. Naringin) [mM] |m (Naringinase) [mg]
Kontrolle 1 0 0
Kontrolle 2 2 0
Lﬁontrolle 3 0 70
Variante 1 2 v 70‘
Variante 2 1 70
Variante 3 0,5 70
Ll{ariante 4 : 0,2 70
Variante 5 0,1 70
LYariante 6 0,02 70

Die Herstellung der Ansédtze erfolgte in steril gehaltenen
KuVetten, welche anschlieBend mit Parafilm verschlossen und beil
28°C und 180 rpm inkubiert wurden. Es wurde die optische Dichte
bei 600 nm bei 0, sowie nach 2, 4 und 6 Stunden gemessen.

Das L&sen von Naringinase in Mc Illvaine~Puffer fihrte zu
einer starken Rotfdrbung. Die Zugabe von reduziertem Naringin
loste eine weitere Farbverdnderung aus. Aus diesem Grund weisen
die Ansdtze, die sowohl reduziertes Naringin als auch Naringina-
se enthalten schon zu Beginn der Messreihe eine hohere optische
Dichte auf als solche, welchen nur eine oder keine der beiden
Substanzen zugegeben worden war.

Abgesehen von dem Ansatz, der lediglich 2 mM reduziertes Na-
ringin enthalt, stieg bei allen Ansadtzen die optische Dichte im
Laufe des Versuches an (Fig. 1).

Die optische Dichte der Kontrolle ohne reduziertes Naringin
und ohne Naringinase wachst um 450%.

Es wurde die minimale Hemmkonzentration von reduziertem Na-
ringin bestimmt. Es wurden Konzentrationen von 2 mM, 1 mM, 0,5
mM, 0,2 mM, 0,1 mM und 0,02 mM getestet.

Die Zubereitung der 2 mM Stammlosung wurde wie oben be-
schrieben durchgefﬁhrt. Allerdings wurden anstatt der Naringina-
se-Losung 320 upul Mc Illvaine-Puffer zugegeben..Die Inkubation
bei 40°C fiur die Naringinase-Reaktion wurde nicht durchgefiihrt,
es wurden direkt 1280 pl E. amylovora-Suspension mit einer ODggg

von 0,2 zugegeben. Fir die Herstellung der geringer konzentrier-
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ten Losungen wurde entsprechend weniger reduziertes Naringin
eingesetzt und die Volumendifferenz mit Mc Illvaine-Puffer kom-
pensiert (siehe Fig. 2).

Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Wirkstoff.

Reduziertes Naringin hat bis zu einer Konzentration von 1 mM
eine vollstdndig wachstumshemmende Wirkung auf E. amylovora. Bei
niedrigeren Konzentrationen nahert sich die Wachstumskurve suk-
zessive dem Wachstum der Kontrolle an (Fig. 2).

Belispiel 4: Bestimmung der bakteriostatischen oder bakteri-

ziden Wirkungswelise reduzierten Naringins

Mittels Kilvettentests wurde gezeigt, dass reduziertes Na-
ringin einen wachstumshemmenden Effekt auf E. amylovora hat. In
dem nun durchgefihrten Plattiertest wurde ermittelt, ob der
Wirkstoff bakteriostatisch oder bakterizid wirkt. Bei einer bak-
teriostatischen Wirkungsweise enthdlt eine E. amylovora-
Suspension nach der Inkubation mit reduziertem Naringin noch den
Anfangstiter an lebenden Zellen. Durch das Ausplattieren von
Aliquots der E. amylovora-Suspension auf wirkstofffreien Platten
verddnnt sich der in der Suspension enthaltene Wirkstoff unter
die physiologisch schadliche Konzentration und es kommt zum
Wachstum von Kolonien.

_ Wirkt reduziertes Naringin jedoch bakterizid, enthdlt die E.
amylovora-Suspension nach der Inkubation mit dem Wirkstoff keine
lebenden Zellen mehr beziehungsweise weniger lebende Zellen als
zu Beginn des Experiments.

Der Plattiertest wurde mit vier verschiedenen Varianten
durchgefihrt (Tab. 2). Die Herstellung von reduziertem, deglyko-
syliertem Naringin (Apiforol) erfolgte wie beim Kivettentest.
Nach der Inkubation bei 40°C wurden 1280 pl E. amylovora-

Suspension zugegeben.

Tab. 2: Pipettierschema zur Herstellung der unterschiedlichen
Ansatze des Plattiertest zur Bestimmung der bakteriostatischen

oder bakteriziden Wirkung reduzierten Naringins

Ansatz |V (red. Naringin) |V (Naringinase- V‘(Mc Illvaine-
L [pl] Lésung) [pl] Puffer) [nl]
1 0 0 720

2 0 ' 320 400
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3 160 0 560

4 160 320 240

Die Varianten 1 und 2 stellten die Kontrollen dar. Sie ent-
hielten weder Naringinase noch reduziertes Naringin (Variante 1)
beziehungsweise lediglich Naringinase (Variante 2); Das Endvolu-
men von 2 ml wurde in diesen Ansatzen durch die Zugabe von Mc
Illvaine Puffer erreicht.

In Variante 3 diente reduziertes Naringin als Wirkstoff. Die
Herstellung erfolgte wie oben beschrieben, allerdings wurde an-
statt der Naringinase-Losung 320 pl Mc Illvaine-Puffer zugege-
ben. Die Inkubation bei 40°C wurde nicht durchgefiihrt, es wurden
direkt 1280 pl E. amylovora-Suspension zugegeben.

Variante 4 (Tab. 2) enthielt 2 mM Apiforol (reduziertes Na-
ringin / Naringinase).

Der Versuch wurde nacheinander dreimal mit unterschiedlichen
Inkubationszeiten von 30 min, 2 h beziehungsweise 15 h durchge-
fihrt. In der dritten Durchfithrung (Inkubationszeit 15 h) wurde
neben den in Tabelle 2 aufgefilhrten Ans&dtzen ein weiterer Ansatz
1b angesetzt, welcher bei 4°C inkubiert wurde.

In den ersten beiden Versuchsdurchlaufen (Inkubationszeit 30
min beziehungsweise 2 h) wurden anschlieﬁendiunverdUHnte E. amy-
lovora-Suspension, sowie je eine 1:10~, 1:100- und 1:1000-
Verdinnung, ausplattiert. In dem dritten Versuchsdurchlauf (In-
kubationszeit 15 h) wurden je eine 1:100-, 1:1000- und eine
1:10000-Verdinnung ausplattiert. ‘

Bei der ersten Durchfihrung des Versuches (Inkubationszeit
30 min) war keine durch das reduzierte Naringin beziehungsweise
Apiforol bedingte Hemmwirkung auf das Wachstum von E. amylovora
erkennbar. Alle Platten waren konfluent mit Bakterien bewachsen.
Nach 2 h Einwirkungszeit von reduziertem Naringin (Versuchs-
durchlauf 2) waren auf den Platten, auf denen die 1:1000-
Verdlinnungen ausplattiert worden waren, Einzelkolonien auszahl-
bar (Tab. 3). Die zweistindige Behandlung mit dem jeweiligen
Wirkstoff fuihrte zu einer Reduktion der Bakteriendichte auf
56,5% (reduziertes Naringin) beziehungsweise 44,1% (Apiforol},
bezogen auf die Bakteriendichte von parallel ungestdrt wachsen-
den Zellen. Da nach 2 Stunden Inkubationszeit noch immer sehr

viele Bakterien wachstumsfahig waren, wurde der Versuch ein
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drittes Mal wiederholt und die Inkubationszeit auf 15 Stunden
verlangert.

Tab. 3: Anzahl gewachsener E. amylovora-Kolonien nach zwei-
stindiger Inkubation der einzelnen Varianten des Plattiertests
zur Bestimmung der bakteriostatischen oder bakteriziden Wirkung

reduzierten Naringins

- 7
Variante Wirkstoff |Kolonien Kolonien Kolonien Kolonien
un- 1:10- 1:100- 1:1000-
LYerdﬁnnt Verdiinnung Verdiinnung |Verdiinnung
1 - konfluent konfluent teilweise (1700
konfluent
2 Naringi- konfluent |konfluent |teilweise |2000
nase konfluent
3 2 mM red. |konfluent |[teilweise |zahlreiche|960
Naringin konfluent |Kolonien
4 2 mM konfluent |teilweise |zahlreiche|750
B Apiforol konfluent |Kolonien

In der dritten Versuchsdurchfihrung (Inkubationszeit 15 h)
waren bei den ausplattierten Aliquots der 1:100- und 1:1000-
Verdinnungen der Ansadatze ohne Wirkstoff sowohl nach einer voran-
gegangenen Inkubation bei 4°C (1lb) als auch nach einer Inkubati-
on bei 28°C (la) keine Einzelkolonien auszdhlbar. Ebenso waren
die 1:100~ und 1:1000-Verdinnungen des Ansatzes 2 mit einem kon-
fluenten Bakterienrasen uUberwachsen.

Ansatz 1lb zeigte bei einer 1:10000-Verdinnung 1488 gewachse-
ne Kolonien, Ansatz la 4686. Da Ansatz 1lb im Kihlschrank aufbe-
wahrt worden war, entsprechen die gezdhlten Kolonien dem An-
fangstiter an E. amylovora in der Suspension. Die Anzahl der bei
28°C gewachsenen Kolonien des Ansatzes 1b entsprechen der Anzahl
der am Ende der Versuchszeit und bei ungestdortem Wachstum vor-
liegenden Zellen E. amylovora. In 15 Stunden hat ein Bakterien-
wachstum um 214,9% stattgefunden.

Durch die Zugabe von Naringinase (Ansatz 2) zu der E. amylo-
vora-Suspension wurde das‘Wachstum leicht gehemmt. In der aus-
plattierten 10 pl der 1:10000-Verdinnung befanden sich noch 3756

Kolonien (Tab. 4). Dies entspricht einem Wachstum um 152,4% in
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amylovora-Kolonien nach 15-

stiindiger Inkubation der einzelnen Varianten des Plattiertests

zur Bestimmung der bakteriostatischen oder bakteriziden Wirkung

reduzierten Naringins.

Variante, Wirkstoff Kolonien Kolonien Kolonien
1:100- 1:1000- 1:10000-
Verdiinnung Verdiinnung Verdinnung
la - konfluent konfluent 4686
1b - konfluent konfluent 1488
2 Naringinase jkonfluent konfluent 3756
3 2 mM red. 1085 350 283
Naringin
4 2 mM 326 206 254
Apiforol
Bei den reduziertem Naringin (Variante 3) beziehungsweise

Apiforol

(reduziertes Naringin / Naringinase)

(Variante 4)

aus-—

gesetzten E. amylovora-Suspensionen verringerte sich die Anzahl

lebender Bakterien in den ausplattierten 10 pl der 1:10000-

Verdinnung auf 283 beziehungsweise 254.
Verringerung der Bakteriendichte um 81%
(Variante 4)

Versuches.

Dies entspricht einer

(Variante 3)

bzw. 83%

im Vergleich zu der Bakteriendichte zu Beginn des

Reduziertes Naringin hat demzufolge sowohl im glykosylierten

als auch im deglykosylierten Zustand eine bakterizide Wirkung

auf E. amylovora,

ringinase)

wobei Apiforol

(reduziertes Naringin / Na-

einen etwas stdrkeren bakteriziden Effekt aufweist.

In Tabelle 5 ist die prozentuale Bakteriendichte von E. amy-

lovora in den einzelnen Anséatzen dargestellt,

Bakteriendichte zu Beginn des Versuches

bezogen auf die

(Ansatz 1lb) und bezogen

auf die Dichte einer parallel ungestort wachsenden Population

(Ansatz la).

Letzteres stellt den praxisrelevanten Wert dar.
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Tab.5: Prozentuales Wachstum der Bakterien nach Behandlung
mit Naringinase (Ansatz 2), 1 mM reduziertem Naringin (Ansatz 3)

beziehungsweise 1 mM Apiforol (Ansatz 4)

Bakteriendichte [%] Bakteriendichte [%]
bezogen auf den An- |bezogen auf eine pa-
fangstiter rallel ungestort

wachsende Population

Ansatz la 314, 9% 100%
Ansatz 1b 100% 31, 8%
Ansatz 2 252,4% : 80,2%
Ansatz 3 19, 0% 6,0%
Ansatz 4 17,1% 5,4%

In 10 pl der 1:100-Verdinnung der Variante 3 befanden sich
1085, in 10 ul der 1:1000-Verdinnung desselben Ansatzes 350 le-
bende Bakterien. In den ausplattierten 10 pl der jeweiligen Ver-
dinnungsstufen der Variante 4 befanden sich 326 beziehungsweise
206 E. amylovora-Zellen (Tab. 4). Da zwischen den Kolonieanzah-
len der einzelnen Verdinnungsstufen jeweils der Faktor 10 liegen
sollte und dies bei den Ansdtzen der Varianten 3 und 4 nicht der
Fall ist, wurden die 6 Platten dieser beiden Varianten in einem
Kontrollexperiment erneut fiir 4 Tage bei 28°C inkubiert. Darauf-
hin konnte anhand der typischen gelblichen Schleimbildung von E.
amylovora eine Kontamination der Platten mit anderen Bakterien
ausgeschlossen werden.

Beispiel 5: In-vitro Einzelbliiten-Infektionstests mit Bliiten
des Apfels (M. x dom.)

Einzelbliten-Infektionstests simulieren eine natirliche In-

fektion von Apfelbliten mit E. amylovora, um anschlieBend ver-
schiedene potentielle Wirkstoffe direkt auf den Bliten testen zu
konnen.

Apfelbliiten der Sorten Gala und Opal stammten von getopften
Béumen. 1,50 m groBe, getopfte Bdume waren bei 4°C zur Blihver-
zdgerung aufbewahrt und etwa zwel Wochen vor Verwendung der Bli-
ten angetrieben worden.

Am Tag 1 wurden die E. amylovora-Stamme 295/93 und 763 auf
je einer KB-Platte ausgestrichen und iber Nacht bei 28°C inku-

biert. Zudem wurden fiir jede Testreihe in 15 Plastikboxen je 20
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2 ml Eppendorfgefale geklebt, welche mit 1,9 ml 10%iger Saccha-
roseldsung befillt wurden.

Daraufhin wurden pro Testreihe ca. 300 Bliuten (Ballonstadi-
um) geschnitten und in die Saccharoseldsungen gestellt. Die
Plastikboxen wurden iber Nacht bei 22°C inkubiert, sodass sich
die Bliuten gédnzlich 6ffneten. Knospen, welche an Tag 2 noch ge-
schlossen waren, wurden von Hand gedffnet und Blitenbl&tter ge-
gebenenfalls abgeschnitten, sodass die Narben frei zugédnglich
waren. Beschddigte und von Schddlingsraupen angefressene Bliten,
sowie solche mit dunklen Staubblattern (Zeichen flUr zu alte Bli-
ten) wurden ausgetauscht. '

Von den E. amylovora-Stadmmen 295/93 und 763 wurden Bakterien
mit der Impfdse in je 5 ml Natrium-Kalium-Phosphatpuffer (0,05
M, pH 7,0) Uberfihrt und resuspendiert. Es wurde die ODgpg gemes-
sen und die Suspensionen auf eine Bakteriendichte von je 10
cfu/ml eingestellt. 1 ml der Suspension des E. amylovora 295/93-
Stammes wurde mit 1 ml der Suspension des E. amylovora 763-
Stammes gemischt. Fir die Inokulation wurde je 1 pl der so ent-
standenen Suspension zweiler Standard-Inokulationsstamme gleich-
mafig auf die 5 Narben der Bliten pipettiert.

Die Bliten wurden zwei Stunden nach der kilinstlichen Infekti-
on mit einer entsprechenden Wirkstofflosung bespriht. Die
Spritzmittel wurden hierzu in Hand~Pumpzerstduber gefillt und 2
Hibe auf jede Blite gespriht (150 pl/Hub). Nach der Wirkstoffbe-
handlung wurden die Boxen circa 10 min offen stehen gelassen.
Nach der Wirkstoffapplikation wurden jeweils 30 ml 32, 6%iges
Glycerin in die Plastikboxen gegeben. Falls der Wirkstoff vor
der Inokulation mit E. amylovora appliziert wurde, erfolgte die
Zugabe des Glycerins nach der Applikation der Inokulationssus-
pension. Das 32,6%ige Glycerin soll zu einer relativen Luft-
feuchtigkeit von 70% in den Plastikboxen fiihren, welche bei 22°C
aufbewahrt und tdglich von 7.00 - 18.00 Uhr beleuchtet wurden.

Ca. 46 Stunden nach der Infektion mit E. amylovora wurde ein
Nasseereignis simuliert. Dazu wurden mit einer Handsprihflasche
2 Hibe autoklaviertes Leitungswasser mit Cantus® (0,5 g/l) auf
jede Bliite gespriht. Dabei sollten die Bakterien, sofern durch
den Wirkstoff nicht abgetdtet, &dhnlich zu einer natirlichen In-
fektion, in den Blitenboden gewaschen werden. Cantus® ist ein
Fuhgizid und schiitzt die Bliten vor UbermdRigem Pilzbefall wah-

rend der Inkubation.
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Die Auswertung erfolgte 8-10 Tage spdter durch Bonitur der
Einzelbliten auf Befall mit E. amylovora. Bei befallenen Bliten
verfarbte sich der Blitenboden braun. Teilweise waren austreten-
de, rot-braune Bakterientrépfchen am Rlitenboden und -stiel zu
beobachten.

Anschliefend wurde mit nachfolgender Formel der Wirkungsgrad

n der Wirkstoffe berechnet:

n =1 - (prozentualer Anteil befallener Bliiten Wirkstoffkan-
didat) / (prozentualer Anteil befallener Bliten Kontrolle)

Fir die in-vitro Infektionstests mit Apfelbliiten wurden re-
duziertes und enzymatisch entschitztes Naringin (WS-N) bzw. Hes-
peridin (WS-H) getestet. Streptomyzin wurde dabei als Positiv-
kontrolle verwendet (Tabellen A, B und C). Es kénnen flir WS-N
und WS-H keine genauen Konzentrationen angegeben werden, weshalb
nur die theoretisch maximal enthaltene Konzentration in der
Spritzlésung (errechnet sich aus der Ausgangskonzentration von
Naringin im Syntheseansatz) angegeben ist. WS-N hatte im Ver-
gleich zu WS-H hohere Wirkungsgrade (77 - 87 % vs. 48 %). Da die
beiden Wirkstoffe und deren Applikation bislang noch nicht opti-
miert wurden, kdénnte der Wirkungsgrad noch zusdtzlich gesteigert
werden und jenem von Streptomyzin (92 - 100 %) angendhert wer-
den. Tabelle C zeigt zusdtzlich die konzentrationsabhdngige Ab-
nahme des Wirkungsgrades von 77, 74 und 26 % beim Einsatz wvon
(maximal) 2 mM, 1 mM und 0,1 mM Wirkstoff WS-N. Phytotoxische
Schdden traten konzentrationsabhdngig bei beiden Wirkstoffen und
auch beil einzelnen Kontrollen auf: Die Tatsache, dass Petalen
besonders empfindliches Gewebe darstellen und daher Verbrau-
nungsschaden auftraten, wdhrend die reproduktiven Organe wie
Stempel und Narbe augenscheinlich keine Schdaden durch die Appli-
kationen aufwiesen, lasst vermuten, dass der moégliche Einsatz
dieser Mittel in der Praxis einen vernachldssigbaren Einfluss

auf den Fruchtansatz haben dUrfte.
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Tabelle A
[ 1
Sorte: Gala
Varianten: Anzahl befallene|% Befall |MW WG in %
Bliiten Bliiten
WS-N (max. 2 mM) p 20 3 15 13 80
20 2 10
WS-H (max. 2 mM) p- 20 9 45 33 48
20 4 20
Kontrolle zu WS-N (oh-[20 13 . 65 53 16
ne Naringinase = nicht
entschitzt) p
20 8 40
Kontrolle zu WS-H (oh-]20 8 40 35 44
ne Hesperidinase =
nicht entschitzt) p-
20 6 30
Kontrolle (Wasser) 20 12 60 63 -
20 13 65
Kontrolle (0,06 % 20 [0 0 0 100
Strepto)
20 0 0

p) leichte bzw. p-) sehr leichte phytotoxische Reaktion bei v.a.

Petalen, aber augenscheinlich nicht bei den Stempeln oder Narben
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Tabelle B
[ N i
Sorte: Opal
Varianten: Anzahl befallene |% Befall MW WG in %
Bliiten Bliiten
WS-N (max. 2 mM) p+ |20 1 5 13 87
20 14 20 T
Kontrolle 1 zu WS-N |20 16 80 83 15
(chne Naringinase =
nicht entschitzt) p-
| 20 17 85
Kontrolle 2 zu WS-N (20 13 65 60 38
(ohne WS-N, nur Na-
ringinase) p+
20 11 55
Kontrolle (Wasser) 20 20 100 98 -
20 19 95
Kontrolle (0,06 % 20 0 0 8 92
Strepto)
20 3 15

p+) starke bzw. p-) sehr leichte phytotoxische Reaktion bei v.a.

Petalen, aber augenscheinlich nicht bei den Stempeln oder Narben

Tabelle C

Sorte: Opal 1

Varianten: Anzahl Bli- |befallene % Befall MW |WG
ten Bliiten in

%

WS-N (max. 2 mM) p |20 2 10 18 {77
20 5 25

WS-N (max. 1 mM) p |20 | 5 120 |74
20 7 35

WS-N (max. 0,1 mM) {20 13 65 58 |26

p- | |
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20 10 50
Kontrolle (ohne 20 16 80 68 113
WS-N, nur Naringi-
»nase) pt

20 11 55
Kontrolle (Wasser) (20 16 . 80 78 |-

20 15 75
Kontrolle (0,00 % 20 2 10 5 94
Strepto)

LZO 0 0

p-) sehr leichte, p) leichte, bzw. p+) starke phytotoxische Re-
aktion bei v.a. Petalen, aber augenscheinlich nicht bei den

Stempeln oder Narben

Schlussfolgerung

Besonders WS-N (n = 77 - 87 %) aber auch W3S-H (n = 48) zeig-
ten eine Wirkung gegen E. amylovora im Einzelbliten-
Infektionstest und besitzen deshalb ein gutes Potential als
Wirkstoff zur Kontrolle von primdrem Feuerbrand {Bliteninfektio-
nen) .

Besonders die Anwendung von nominell 2 mM WS-N in den in-
vitro Einzelbliiten-Infektionstests zeigt einen hohen Wirkungs-

grad von 77 - 87 %, im direktén Vergleich zu 92 - 100 % fiur das

konventionelle Pflanzenschutzmittel Streptomyzin.



WO 2012/139146 PCT/AT2012/000100
: 22

Patentanspriliche:

1. Verfahren zur Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen bei ei-
ner Pflanze umfassend den Schritt des Inkontaktbringens derx
Pflanze oder Teilen davon mit einer Flavonoidverbindung der all-

gemeinen Formel (I)

Formel (I)
wobel

R3 und R6 Wasserstoff,
R4 eine Hydroxy-, Methoxy-, Malonoyl-, Oxo- oder Succinoyl-
Gruppe,
R5 eine Hydroxy-, Methoxy-, Malonoyl- oder Succinoyl-Gruppe,
R7 ein Glykosylrest,
R3°, R4~ und R5" jeweils unabhdngig voneinander eine Wasser-

stoff~, Hydroxy- oder Methoxy-Gruppe
sind.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
Glykosylrest unmittelbar vor, wdhrend oder nach dem Schritt des
Inkontaktbringens von der Verbindung gemd&B Formel (I) entfernt

wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,

dass der Glykosylrest ein Mono-, Di- oder Triglykosid ist:

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der
Glycosylrest ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus Gluco-
syl-, Mannosyl-, Galactosyl-, Fructosyl-, Ribosyl-, Arabinosyl-,



WO 2012/139146 PCT/AT2012/000100
23

Rhamnosyl- oder Xylosyl-Resten.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Flavonoidverbindung ein mit einem Glykosid
versehenes Flavan-4-o0l, vorzugswelse ausgewdhlt aus der Gruppe

bestehend aus Apiforol und Luteoforol, ist.

6. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel
{I) in einer Konzentration von 0,1 mM bis 10 mM, vorzugsweise
von 0,1 mM bis 5 mM, noch mehr bevorzugt von 0,1 mM bis 4 mM,

auf die Pflanze oder Teilen davon aufgebracht wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Teile der Pflanze Bliiten und/oder Blatter

sind.

8. Verfahren nach einem der Ansprlche 2 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Glykosid enzymatisch durch Glykosidasen von
der Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel (I) entfernt

wird.

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Pflanze oder Teile davon mit einem Pflanzen-
extrakt umfassend eine Flavonoidverbindung der allgemeinen For-

mel (I) in Kontakt gebracht wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass der
Pflanzenextrakt vor dem Inkontaktbringen mit der Pflanze oder

Teilen davon und vor dem Entfernen des Glykosids reduziert wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der
Pflanzenextrakt chemisch mit NaBH4; oder elektrolytisch reduziert

wird.

12. Verfahren nach einem der Ansprlche 9 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Pflanzenextrakt ein Extrakt aus Citrusfrich-
ten, insbesondere aus Citrus paradisi und/oder Citrus sinensis,

ist.
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13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die bakterielle Infektion eine Erwinia amylovora

Infektion ist.

14. Kit zur Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen bei einer
Pflanze umfassend:

a) ein Behdltnis umfassend eine Flavonocidverbindung der all-
gemeinen Formel (I) wie in einem der Anspriche 1 bis 6 definiert
oder einem Pflanzenextrakt nach einem der Anspriche 10 bis 12,

b) ein Behaltnis umfassend ein Mittel zum Entfernen einer

Schutzgruppe an der Flavonoidverbindung der allgemeinen Formel.

(I).

15. Kit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Mit-
tel zum Entfernen einer Schutzgruppe ein Enzym, vorzugswelse

ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Glykosidasen ist.
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