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Fliissiges Priparat fiir den biologischen Pfil‘anzenschutz, Verfahren zu seiner
Herstellung und seine Verwendung | |

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein flissiges Praparat, Verfahren zu seiner Herstellung und
seine Verwendung. Anwendungsgebiet' ist die i_and- und Forstwirtschaft
einschlieRlich des Garten- und Obstbaus sowie der Kultur von Zierpflanzen und
die‘AriIage und Pflege von Rasenflachen. Dabei z"i‘eltvdie Erfindung insbesondere -
auf den biologischen Pflanzenschutz, die bidlogische Pflanzenst'arkurig und die

biologische Bodenverbesserung.

Die Anwendung von Praparaten, die auf der Basis von mikroskopischen Pilzen
oder anderen Mikroorganismen beruhen, ermdglicht einen biologischen
Pflanzenschutz und damit eine vorbeugende oder kurative Bekampfung von
Pflanienkrankheits- und Schaderregern aufgrund gegen diese Krankheits- und
Schaderreger gerichteter 6kologischer Wirkprinzipien.

Andere Mikroorganismen, wie Trichoderma spp. , Pythium oligandrum, Bacillus

spp., Pseudomonas spp. und Streptomyces spp. , sind in der Lage‘, Reaktionen in

den Pflanzen hervorzurufen, welche zu einer erhohten Wid_erstandsféhigkeit

-gegen Krankheitserreger o_dér andere Stressfaktoren, wie Trock_énheit, schlechte

Nahrstoffversorgung, ungiinstige pH-Werte oder hohe Salzgehalte im Boden,
fuhren.

Wieder andere Mikroorganismen, wie Trichoderma spp., Penicillium bilaii,
Azotobacter spp., Azotomonas spp., Azospirillum spp. und Rhizobium spp., fuhren
zu einer Verbesserung der Nahrstoffverfugbarkeit im Boden oder direkt an der
Pflanzenwurzel. |

Solche Praparate sind umweltschonend und bedienen sich natirlicher
Regulationsmechanismen, welche sich im Laufe -der Evolution in der Natur
entwickelt haben.

Aus der Literatur sind verschiedene Formulierungen bzw. Praparate bekannt, in
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denen pilzliche Mikroorganismen Agenzien in biologischen Pflanzenschutzmitteln,
biologischen Pflanzenstarkungsmitteln und biologischen Diingemitteln darstellen.
So werden Mikroorganismen z.B. als wasserdispergierbare Granulate (WG),
wasserdispergierbare Pulver (WP), Oldispersionen (OD) oder
Suspensionskonzentrate (SC) formuliert (Anonymus, 2005).

Die Formulieruhg muss gewdhrleisten, .dass die Produkte eine gute Haltbarkeit .
aufweisen. Das heift, die Mikroorgan'ismen sollten ihre Vitalitat moglichst auch bei
hohen Temperaturen lange erhalten kénnen.

Die Produkte sollten eine gute Lslichkeit/Dispergierbarkeit in Wasser aufweisen,

damit die Anwendung mittels Sprihapplikation oder mit Hilfe des
Bewasserungssystems erfolgen kann und die Mikroorganismen‘ (z.B. Pilzsporen

oder Bakterienzellen) gut im Boden, an der Pflanze oder am Schadorganismus -

verteilt werden kénnen. In diesem Zusammenhang ist insbesondere wichtig, dass
die Mikroorganismen in der zur Anwendung kommenden wésserigen Suspens.ion
nicht in Aggregaten miteinander verklumpt sind, sondern einzeln (z.B. Pilzsporen
oder Bakterienzellen schwimmen von einander getrennt in einer Suspension)
vorkommen. Beim Vorkommen von Aggregaten in der zur Anwendung
kommenden wasserigen Suspension kann es zur Verstopfung der Disen der
Pflanzenschutzspritze kohmen,‘oder die Verteilung des biologischen Wirkstoffes
im Boden, an der Pflanze oder am Schadorganismus ist inhomogen, was die
Wirkung des Produktes negativ beeinfldsst.

Insbesondere Mikroorganismen, die in den Boden eingewassert werden missen,
um ihre Wirkung voll zu entfalten (z.B. zur Bekampfung von Nematoden,
Bodeninsekten oder bodenbiirtigen Krankheitserregern) verlieren ihre Wirkung, da
sie im Falle des Vorhandenseins gfbt&erer Aggregate in der
AnwendungssuSpension bereits in den obersten Bodenschichten durch die
Bodenstruktur abgefiltert werden. |

Verschiedene Mikroorganismen bzw. Organe von Mikroorganismen, insbesondere

Pilzkonidien der Gattungen Beauveria, Isaria, Nomuraea, Metarhizium,

_ Paecilomyces und Penicillium sind wasserabweisend. Diese Eigenschaft der

Mikroorganismen erschwert zum Teil zusétzlich deren Anwendung. Sie lassen
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sich schlecht in Wasser suspendieren, schlecht auf der Oberflache von Pflanzen
oder von Schadinsekten verteilen und schwer in den Boden einwéassern.

Der Nachteil einiger wasserdispergierbarer Pulver besteht darin, dass der Abgang
von Stauben bei ihrer Anwendung nur schwer verhindert werden kann, sodass es

zu einer Kontamination der Anwender oder der Umgebung kommen kann.

Viele mikrabiologische Prépérate enthalten aufgrund ihrer Fdrmulierung nur eine
geringe Quantitét ihres wirksamén Agens. So gibt es Praparate, die nur 1 x 107
oder 1 x 10° lebende Pilikonidien pro Gramm enthalten. Bei einer fur eine gute
Wirkung erforderliche Mindestaufwandmenge, die in vielen Fallen bei 1.x 10"
oder 1 x 10" und mehr Pilzkonidien pro Hektar liegt, verursacht die geringe
Wirkstoffkonzentration in den Praparaten hohe Kosten (Herstelluhgs-, Lager-,
Transport- und Anwendungskosten).

Lebende Mikroorganismeﬁ unterscheiden sich von chemisch-synthetischen
Wirkstoffen unter anderem hinsichtlich der Haltbarkeit, da sie in herkdmmiichen
verwendeten’ Lbsuhgsmitteln nicht stabil sind. Werden sie ungunstigen
Bedingungen ausgesetzt, verlieren sei ihre Keimfidhigkeit und gehen ein. Dies
geschieht bei langerer Lagerung, bei Inkubation unter hoheren Temperaturen,
beim Kontakt mit chemischen Substanzen u. . '

Die Erfindung hat deshalb die Aufgabe, ein flissiges Pféiparat zu entwickeln, das -
einen wirksamen Mikroorganismus oder seine Organe, Wie zum Beispiel
Pilzsporen, Pilzkonidien, Chlamydosporen, Sklerotien, Segmente \)on Pilzhyphen,
Bakterienzellen oder Viren enthalt. Es soll iber eine langere Zeit (mindestens 12
Monate) unter geringem technischen Aufwand und unter Beibehaltung seiner
Vitalitat und Aggressivitat bei relativ hoher Temperatur lagerfahig sein. Ferner soli'
es gut in Wasser suspendierbar und gut an der Pflanze, dem Zielorganismus oder
im Boden verteilbar sein. Das flussige Praparat soll auerdem hoch konzentriert
sein.

Die Erfindung wird gemaf den Anspriichen 1, 11 und 15 realisiert. Weitere
vorteilhafte Ausgestaltungen, Aspekte und Details der Erfindung ergeben sich aus
den Unteranspriichen, der Beschreibung und den Beispielen.
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Ausgangspunkt der Erfindung ist der (berraschende Befund, dass die
Einmischung von . lebenden Mikroorganismen oder ihren Organen in
polyethermodiﬁzierteé Trisiloxan zu einem solchen fld'ssigen Praparat fihrt. Es hat
sich weiterhin Uberraschend herausgestéllt, dass in polyethermodifiziertem

Trisiloxan eingemischte, d.h. suspendierte lebende Mikroorgahismen ihre Vitalitat

behalten. Es hat sich weiterhin als besonders Gberraschend herausgestellt, dass

die suspendierten lebenden Mikro“organismen ihre Vitalitdt Uber 12 Monate
Lége‘ruhg behalten. AuRerordentlich tberraschend war auch, dass Pilzsporen in
100%igem polyethermodifiziertem Trisiloxan suspendiert werden kénnen, ohne
dadurch abzusterben. Noch Uberraschender war es, dass die Lagerfahigkeit der
Sporen durch die Suspendierung in éinem polyethermodifiziertem Trisiloxan sogar
verbessert wird. o |

Durch die Suspension der Mikroorganismen oder ihre _Orga'ne in
polyethermodiﬂziertem Trisiloxan entsteht ein Dispersionskonzentrat (DC). Dabei
ist das erfindungsgemafe flissige -Préparat gekennzeichnet durch eihe
Su‘spension, die aus einem biologisch aktiven Mikroorganismus oder Organen
eines Mikroorganismus, wie zum  Beispiel ~ Pilzsporen, Pilzkonidien,.
Chlamydosporen, Sklerotien, Segmente von Pilzhyphen, Bakterienzellen: oder

Viren, und polyethermodifiziertem Trisiloxan besteht. -

Die Erfindung ist vorteilhaft, weil die Lagerfahigkeit des biologischen

Pflanzenschutzmittels gegeniber ,den Produkten des Stands -der Technik

entscheidend verbessert wird. Die Erfindung ist auch deshalb vorteilhaft, weil die

wasserabweisenden Mikroorganismen oder Teile davon sich in reinem

polyethermodifizierten Trisiloxan wesentlich besser suspendieren Iassenl als in
Wasser, so dass es im lGegen’satz Zu w_éissrigen. Ldsungen nicht zu
Verklumpungen der Mikroorganismen kommt. Bei "einer zur Anwendung
vorzunehmenden Lbsung/Suspendierung des Produktes in Wasser bleiben diese
Eigenschaften erhalten, sodass die Verteilung der Mikroorganismen oder Organe
von Mikroorganismen auf den Pflanzen oderim Boden gleichmaRig erfolgen kann.
Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass sich die in reinem
polyethermodifizierten Trisiloxan suspendierten Mikroorganismen oder deren Teile
mit Wasser gut mischen lassen und damit verschiedene
Anwendungskonzentrationen herstellbar sind.

4



WO 2012/163322 PCT/DE2012/000523

10

15

20

25

30

35

Aus der Literatur ist bekannt, dass zum Beispiel Pilzsporen in wésserigen
Suspensionen unter Verwendung von polyethermodifizietem Trisiloxan, wie es
zum Beispiel in den Produkten Silwet oder Break-Thru enthalten ist, angewandt
werden (Akbar et al., 2005; Gatarayiha et al., 2010; Legaspi et al., 2000; Wekesa
et al., 2005). Hier wird das polyethermodifizierte Trisiloxan aber Ie’d.iglich zur
Verbesserung der Applizierbarkeit der Konidien unmittelbar vor ihrer Anwendung
in das Wasser oder die wasserige Kohidiénsuspension eingemischt. Das .
polyethe’rmodifizierté Trisiloxan dient somit lediglich als Netz- und/oder Haftmittel.
Die Verwendung von nichtionischen Tensiden wird auch in DE102004011007
erwahnt, jedoch nur im Kontext einer Formulierung auf Olbasis und nicht als reine
Tenside. Polyethermodifizierte Trisiloxane‘ als Form der nichtionischen Tenside -
finden in} Pflanzénschutzmitteln_‘Verwendung, allerdings zur SUspendierUng von -
chemisch-synthetischen Wirkstoffen (DE10036003A1, US6117816A). Es war -
jedoch bisher nicht bekannt, dass Mikroorgahismen oder ihre Organe in einem
reinen polye’chermodifizierten Trisiloxan formuliert und Uber eine Iéngere Zeit in
vitalem Zustand gelagert ‘we‘rde’n konnen. Weiterhin ist ein biologisc‘hes’

Pflanzenschutzmittel bestehend aus einer Formulierung von lebenden

~ Mikroorganismen als wirksames Agens in einem reinen "polyethermoadifizierten

Trisiloxan bisher nicht bekannt.

Die”E‘r‘findung bezieht sich -besonders auf ein fliissiges Prébarat fur den
biologischen Pflanzenschutz umfassend eine Suspension, die aus einem aktiven
Mikroorganismus oder einer Mischung mehrerer aktiver Mikroorganismen oder
Organen von Mikroorganismen und einem polyethermodiﬁzierten Trisiloxan
bestent.

Dabei ist és bevorzugt, wenn der aktive Mikroorganismus oder die Mischung aus
aktiven Mikroorganismen oder die Organe des oder der aktiven Mikrodrganismen
in dem erfindungsgemaBen flussigen Praparat eine gegen bestimmte
Pflanzenkrankheitserreger gerichtete antagonistische und/oder hyperparasitare
Wirkung aufweisen. Es ist weiterhin bevorzugt, wenn der aktive Mikroorganismus
oder die Mischung aus aktiven Mikroorganismen oder die Organe des oder der
aktiven Mikroorganismen in dem erfindungsgemalen flussigen Praparat eine sich
an Pflanzen manifestierende Resistenz induzierende Wirkung, Stresstoleranz
induzierende Wirkung oder eine die Nahrstoffverfugbarkeit erhdhende Wirkung
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aufweisen.

Bevorzugte mikrobiologische Wirkstoffe in dem erfindungsgemaRen flissigen
Praparat sind gemal der Erfindung ein Pilz, mehrere Pilze oder eine Mischung
aus verschiedenen Pilzarten. Werden Organe von Pilzen eingesetzt, so kénnen
das gemalR der Erfindung bevbrz‘Ugt Sporen, Konidien, Blastosporen,
Chlamydosporen, Sklerotien oder‘ Hyphensegmente oder eine Mischung der
vorgenannten Organe sein. Dabei ist der Einsatz folgender Pilze mit gegen
bestimmte Pflanzenkrankheitserreger anfagonistischer Wirkung besonders
bevorzugt: o ' ' |
Ampelomyces quisqualis

Beauveria bassiana‘ |

Beauveria brongniartii

Clonostachys rosea.

Coniothyrium minitans

Gliocladium catenulatum

Isaria spp.

Laetisaria arvalis

Lecanicillium lecanii

Lecaniciﬂium muscarium

Metarhizium anisopliae

Nomuraea rileyi

Paecilomyces lilacinus

Phoma macrostoma

Pythium oligandrum

Talaromyces flavus

Teratosperma oligociadum

Trichoderma spp.

Verticillium biguttatum

Als Pilze, welche die»NéhrstOffverngbarkeit im Boden verbessern bzw. die
Widerstandsfahigkeit der Pflanzen gegeniiber Stressfaktoren (auch Krankheits-
und Schaderreger) erhthen, werden bevorzugt eingesetzt:

Penicillium bilaii, Trichoderma spp. sowie alle Arten, die in die Gruppe der

Mykorrhizapilze eingeordnet werden kénnen.
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Weiterhin gemaR der Erﬁnduhg bevorzugt ist ein flussiges Praparat, in dem der
mikrobiologische Wirkstoff ein Bakterium odér eine Mischur{g aus verschiedenen
Bakterien ist. Besonders bevorzugt ist dabei der Einsatz von Bakterien, welche die
Nahrstoffverfugbarkeit im Boden verbessern bzw. die Widerstandsfahigkeit der
Pflanzen gegeniber | Stressfaktoren (auch  Krankheits- und Schaderreger)
erhéhen. Folgende Bakterien werden bevorzugt eingesetzt:

Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp., Azotobacter spp.,

Azotomonas spp., Azospirnillum spp. und Rhizobium spp..

Andere Bak’te‘rien‘ werden als wirksame Agenzien in biologischen
Pflanzenschutzmitteln diskutiert bzw. bereits ‘eingese'tzt.vZu diesen gehéren zum
Beispiel: Bacillus spp., Seratia spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp,
Pasteuria spp. und Burkholderia spp.. |

Weiterhin gemaR der Erfindung bevorzugt ist ein fliissiges Préparat, in dem der

mikrobiologische Wirkstoff ein Virus oder eine Mischung aus verschiedenen Viren
ist.

Weiterhin gemaR der Erfindung bevorzugt ist ein fliissiges Praparat, in dem der

-mikrobiologische Wirkstoff eine Mischung der oben genannten Pilze, Bakterien

oder Viren oder eine Mischung von jeweils zwei dieser Mikroorganismen ist.

Das erfindungsgemaRe fliissige Praparat wird wie folgt hergestellt: -

Der biologisch aktive ‘Mikroorganism’us wird auf einem dafir geeigneten
Nahrboden nach an sich bekannten Methoden, wie z. B. der Submersfermentation
oder der Feststofffermentation, kultiviert. Im Anschluss an die Kultur wird der
Mikroorganismus bzw. seine bevorzugt verwendeten Organe vom Kultursubstrat
separiert. In einer besonderen Variante wird das von dem Mikroorganismus
bewachsenen Kultursubstrat (insbesondere im Falle der Vewvendung von festen
Kultursubstraten) zuvor getrocknet. In einem anderen Fall kann der
Mikroorganismus bzw. seine bevorzugt verwendeten Organe nach seiner
Separation vom Kultursubstrat z. B. mit Hilfe der Gefriertrocknung getrocknet
werden. Nach der Separation sowie gegebenenfalls Trocknung wird der

Mikroorganismus bzw. seine bevorzugt verwendeten Organe in einem
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polyethermodifizierten Tfisiloxan suspendiert. Das Trisiloxan ist bevorzugt mit
Propylen glycol n-butyl ether (PnB), CAS No. 29387-86-8 (5131-66-8)
Dipropylen glycol n-buty! ether (DPnB), CAS No. 29911-28-2 (35884-42-5)
Dipropylen glycol methyl ether acetat (DPMA), CAS No. 88917-22-0
Tripropylen glycol methyl ether (TPM), CAS No. 25498-49-1 & 20324-33-8
Propylen glycol methyl ether (PM), CAS No. 107-98-2
Propylen glycol methyl ether acetat (PMA), CAS No. 108-65-6
Dipropylen glycol methyl ether (DPM), CAS No. 34590-94-8
Tripropylen glycol monomethyl ether
modifiziert.
Besonders bevorzugt ist das polyethermodifizierte Trisiloxan -Break‘-Thru, und
ganz b'esondersbevoriugt das polyethermodifiziefte Triéiloxan S240, CAS No.
134180-76—0, mit der chemischen Bezeichnung Oxirane, methyl-, polyrher with -

oxirane, mono(3-(1 ,3,3,3-tétramethyl-1-((trimethylsilyl)oxy)disilyoxany‘l)propyl) “

ether.

Gegebenenfalls ~erfolgt nach der Kultivierung, vor der Separation des
Mikroorganismué bzw. seiner bevorzugt verwendeten Organe eine Aufbereitung
des bewachsenen Kultursubstrates durch ein geeighetes Dispergierverfahren oder
nach der Trocknung durch ein geeignetes Mahlverfahren. Die Separation des

Mikroorganismus bzw. seiner bevorzugt verwendeten Organe erfolgt dann im

- Anschluss durch an sich bekannte Verfahren,-wié'Sieb-, Filtrations-, Windsic’h‘t‘-,

Dekantier- oder Zentrifugierverfahren.

Erfindungsgemaf wird das Flussig-Praparat als biologisches

Pflanzenschutzmittel, biologisches Pflanzensiérkungsmittel oder biologisches

Bodenverbesserungsmittel eingesetzt, wobei es gegebenenfalls je nach

beabsichtigtem Anwendungszweck mit Wasser auf die Anwendungskonzentration
verdinnt wird. Das Praparat kann in den Boden eingemischt oder eingewassert,

direkt auf die Pflanze appliziert oder zur Saatgutbehandlung angewandt werden.

So kann das Praparat mit den Konidien von Paecilomyces lilacinus als wirksames
Agens fur die biologische Bekdmpfung von pflanzenparasitdren Nematoden
eingesetzt werden. Bei Verwendung der Sporen von Talaromyces flavus kann das

Praparat zur Bekampfung von Verticilium dahliae, einem Krankheitserreger, der

8
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an Baumwolle eine 'wirtschaftlich bedeutsame.Welke herv‘orruft,' verwendet

werden. Bei Verwendung der Sporen von Nomuraea rileyi kann das Praparat zur

- Bekampfung der Raupen verschiedener schadlicher Schmetterlingsarten, wie

Helicoverpa armigera und Spodoptera exigua, eingesetzt werden. Die Anwendung
des Praparates unter Verwendung der Konidien von Penicillium bilaii erh6ht die

Verfugbarkeit von mineralischem Phasphor im Boden.

Das erfindungsgeméRe ﬂu‘ss_ig‘e Prdparat besitzt eine lahge Lagerfahigkeit bei

Zimmertemperatur und ist vollsténdig in Wasser I6slich, wobei das wirksame
mikrobielle Agens in der Wasser-polyethermodifiziertes Trisilann—Lésung

suspendiert wird.

So ‘konnte nach einer zwélfmonatigen Lagerung des:_‘_ Praparates bei
Zimme-rtemperatur noch eine Vitalitat der Konidien von P. lilacinus von 92,3 %
festgestellt werden. Die Wirkung des Préaparates war noch auSreichénd, um die
Population des Nematoden Meloidogyne ingdgnita im '‘Boden deutlich zu
vefringe‘rh. Damit ist das Praparat fiir eine kommerzielle Anwendung' hervorragend
geeignet.

Die Lagerung und der Transport des Praparates erfolgt unter Luftabschluss in

luftdicht verschlossenen Flaschen, Beuteln, Kanistern oder Fassern.

Die Applikation ist aufgrund der guten Wasserléslichkeit des Praparates und einer
damit verbundenen guten Suspendierbarkeit des Mikroorganismus bzw. seiner
bevorzugt verwendeten Organe in der Spritzbrihe einfach und kann mittels
Sprithverfahren oder durch Injektion in das Bewasserungssystem durchgefuhrt
werden, was eine gleichmaRige Verteilung des wirksame"n Agens im Boden, an

der Pflanze oder an den zu bekdmpfenden Schadorganismen gewahrleistet.

. Zusammenfassend wird festgestellt, dass sich das erfindungsgeméaie Praparat

durch eine leicht handhabbare Lagerung bei Zimmertemperatur, problemlosen

Transport, einfache Herstellung und Anwendung auszeichnet.

Anschliefend wird die Erfindung an Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert, die die

Erfindung jedoch nicht beschranken sollen.
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Beispiel 1

Der Pilz Paecilomyces lilacinus wurde an einem geeigneten festen Substrat unter

~axenischen Bedingungen kultiviert. Im- Anschluss an die Kultur . wurde das

Kultursubstrat mit den sich daran befindlichen Konidien des Pilzes getrocknet.

Die Konidien wurden .dann mit Hilfe eines Windsicht- und Filtrationsverfahrens
vom trockenen Kultursubstrat getrennt. Sie enthielten zu diesem Zeitpunkt eine
Restfeuchte von 8,3 %. 80 g des getrockneten Konidienpulvers, das .eine
Konzentration von 2,8 x 10"" Konidien pro Gramm aufwies, wurde in 100 m|

polyethermodifiziertem Trisiloxan, Handelspréaparat Break-Thru $240, suspendiert.

" Das resultierende flussige Prébarat enthielt 1,41 x 10" Konidien pro Milliliter und

1,37 x 10" lebende Konidien pro Milliliter. Diese entspricht einer Konzentration
lebender Konidien im flissigen Préparat von 97,24 %.

Das flussige Praparat wurde bei Zimmertemperatur (20—22°C) inkubiert, wobei
die Keimfahigkeit der Konidien von Paecilomyces lilacinus im monatlichen
Abstand bestimmt wurde; Zur Untersuchung der Keimfahigkeit wurden regelmafig
Proben entnommen, im Verhaltnis 1:10000 mit Wasser gemischt, 5 Stunden in
dieser Mischung inkubiert und mit 0,1 ml auf einen geeigneten Agar-Nahrboden
ausgestrichen. Die Agarplatten wurden sodann fiirr 24 Stunden bei 25 °C inkubiert
und dann unter dem Mikroskop untersucht. Dabei wurde die Zahl der gekeimten
Konidien, die durch die Bildung eines Keimschlauches deutlich erkennbar sind,
bestimmt und mit‘der Zahl der nicht gekeimten Konidien ins Verhaltnis gesetzt.
Die Ergebnisse der Auszéhlungen sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 1: Lagerstabilitat der _erfindungsgemél&en FIuéSigformuIierung -der
Konidien von
Paecilomyces lilacinus

Lagerdauer  gekeimte Konidien in %

4 Wochen 97,2

2 Monate 97,4

3 Monate 954

4 Monate 95,8

5Monate 95,1
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6 Monate 941
7 Monate 94,7
8 Monate 93,0
9 Monate 941
10 Monate 93,5
11 Monate 92,8
12 Monate 92,3

Beispiel 2

Mit Hilfe eines GefaRversuches wurde die Wirkung eines auf d_er Grundlage von
Paecilomyces lilacinus hergesteliten flussigen Praparates auf die Population des
Wourzelgallennematoden (Meloidogyne incognita) im Boden sowie auf die durch

den ‘Nematoden verursachten Symptome an Tomatenwurzeln untersucht.

Es wurde ein flissiges Praparat wie in Beispiel 1 mit exakt 1 x 1 0" lebenden
Pilzkonidien pro Milliliter verwendet. Die Tépfe wurden mit je 1000 ml Boden
gefullt und mit je 5000 Eier und Larven von Meloidogyne ingognita inokuliert. Dazu
wurden Locher in den Boden gedrickt, in die die Nemododensuspension
einpipettiert wurde. Die Applikation des flissigen Praparates erfolgte am Tag nach
der Inokulation. Dazu wurde 10 Milliliter des quSSigen ‘Praparats in 10 Liter
Wasser eingemischt. Von der entstandenen Konidiensuspension wurden je Topf
10 ml verabreicht. Im Anschluss daran wurden die Topfe so lange gewéssert, bis
der Boden geséttigt war. Die verwendete Aufwandmenge entspricht einer Menge

des fliussigen Praparates von 0,01 ml pro Topf oder einer Konidienkonzentration

-von 1 x 10° Konidien pro Topf.

7 Tage nach -der Behandlung wurden ca. 15 cm hohe Tomatenpflanzen in die
Topfe gepflanzt. Die Behandlung wurde zunachst 3 Wochen nach der Pflanzung
und dann im Abstand von 4 Wochen insgesamt 3mal wiederholt. Die Auswertung
des Versuches erfolgte 14 Wochen nach der Pflanzung (3 Wochen nach der
letzten Applikation). Als Kontrolle wurde eine unbehandelte Variante mitgeprift.
Beide Varianten, behandelt und unbehandelt, wurden mit 8 Wiederholungen
angesetzt. Das Ergebnis des Versuches wird in Tabelle 2 gezeigt.
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Tabelle 2: Einfluss eines flussigen Praparates, bestehend aus den Konidien von
Paecilomyces lilacinus suspendiert in polyethermodifiziertem Trisiloxan Break-
Thru S 240, auf die Vermehrung von Meloidogyne incognita sowie auf die durch
die Nematoden bewirkten Symptome an den Wurzeln

Zahl der Ei- | Symptomauspragun
Massen vom M. | g nach einer

incognita pro | Boniturskala, von 0O

Wurzel bis 10*
mit dem flissigen Praparat |49 1,2
behandelte Topfe , |
nicht behandelte Topfe 355 53

*) Boniturskala: 0 = keine Symptome, 10 = Pflanze abgestorben
Beispiel 3.

Der Pilz Nomuraea rileyi wurde an einem geeigneten festen Substrat unter

axenischen Bedingungen kultiviert. Im Anschluss an die Kultur wurde das

Kultursubstrat mit den sich daran befindlichen Konidien des Pilzes getrocknet.

Die Konidien wurden dann mit Hilfe eines Windsicht- und Filtrationsverfahrens
vom trocknen Kultursubstrat getrennt. Sie enthielten zu diesem Zeitpunkt eine
Restfeuchte von 9,2 %. 7 g des getrockneten Konidienpulvers, das eine
Konzentration von 8,03 x 10'® Konidien pro Gramm aufwies, wurden in 100 ml mit
Propylen glycol n-butyl ether modifizietem Trisiloxan suspendiert. Das
resultierende flussige Praparat enthielt 5,62 x 10° Konidien pro Milliliter und 5,19 X
10° lebende Konidien pro Milliliter. Dies entsprichf einer Konzentration lebender
Konidien im flissigen Praparat von 92,35 %.

Das fliissige Praparat wurde bei Zimmertemperatur (20—22°C) inkubiert wobei
die Keimfahigkeit der Konidien von Nomurea rileyi im monatlichen Abstand
bestimmt wurde. Zur Untersuchung der Keimfahigkeit wurden regelmafig Proben
entnommen, im Verhéltnis' 1:2000 mit Wasser gemischt, 5 Stunden in dieser
Mischung inkubiert und mit 0,1 ml auf einen geeigneten Agar-Nahrboden ausge-
strichen. Die Agarplatten wurden sodann fir 40 Stunden bei 25 °C inkubiert und
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dann unter dem Mikroskop untersucht. Dabei wurde die Zahl der gekeimten
Konidien, die durch die Bildung eines Keimsch!auchés deutlich erkennbar sind,
bestimmt und mit der Zahl der nicht gekeimten Konidien ins Verhaltnis gesetzt.
Die Ergebnisse def Ausiéhlurigen sind in Tabelle 3 dargestel‘lt. |

Tabelle 3: Lagerstabilitat der erfindungsgemaRen Flussigformulierung  der

- Konidien von

Nomurea rileyi .

Lagérdauer gekeimte Kohidien in %
4 Wochen 91,3 |
2 Monate 91,5

3 Monate 90,3

4 Monate 88,8

5 Monate 89,5

6 Monate 88,1

7 Monate | _87 ,1

8 Monate . 85,3

9 Monate 85,9

10 Monate 86,7

11 Monate 84,0

12 Monate 85,2

Beispiel 4

in einem Laborversuch wurden Larven von Sp‘odoptera exigua unter Verwendung
einer ‘speziell zusammengestellten Diat in kleinen Pléxiglasgeféfsen (Grundfléache:
174 mm?) bei einer relativen Luftfeuchte von 75 % und einer Temperatur von 26
°C +/-2 °C gehalten. 5 Tage nach dem Schlupf (2. Larvenstadium) wurden die
Larven mit dem erfindungsgemafen Sporenprodukt behandelt. Dazu wurde ein
flissiges Praparat mit exakt 5 x 10° lebenden Pilzkonidien pro Milliliter in mit
Tripropylen glycol methyl ether modifiziertem Trisiloxan verwendet. Fur die
Herstellung der Sprihsuspension wurden 10 ml bzw. 2 ml dieses flussigen
Praparates in 4 | Wasser eingemischt. Von der entstehenden Sporensuspension

wurden 4 ml auf eine Flache von 100 cm® aufgespritht. Das entspricht einer
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Aufwandmenge an Spritzbrithe von 1000 ml bzw. 200 m| dés flussigen Praparates
pro Hektar eingehischt in jeweils 400 Liter Wasser pro Hektar. Die kleinen
Gefale, in denen die Larven inkubiert wurden, befanden sich zum Zeitpunk£ der
Applikation auf der Flache, (ber der der Sprithnebel ausgebracht wurde. Die
Auswertung des Versuches erfolgte 1, 3 und 7 Tage nach der Behandlung, indem
die Zahl der toten Larven ermittelt und der Mortalitatsgrad bestimmt wurde.
Insgesamt wurden 10‘Larve‘n je Geféls und 3 GefaRe je Versuchsvariante geprift.

Tabelle 4: Mortalitat. der Larven von Spodoptera exigua nach Behandlung mit
einem in Wasser gel6sten flissigen Prépérates, bestehend aus den Konidien des
Pilzes Nomuraea nileyi suspendiertin  Tripropylen glycol . methyl ether
modifiziertem Trisiloxan. '

Behandlung | Aufwandmeng | Mortalitat | Mortalitat | Mortalitat

e nach nach nach
1 Tag 3Tagen |7 Tagen
unbehandelte 0 0,00 % 0,00 % 9,37 %
Variante
Flussiges Praparat | 200 nﬁl/ha - 125,00 % 90,62 % 100,00 %

mit den  Konidien

von Nomurea rileyi

Flussiges Praparat | 1000 ml/ha 68,00 % 100,00 | 100,00 %
mit den Konidien

von Nomurea rileyi
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Patentanspriiche

Flussiges Préaparat fur den biologischen Pflanzenschutz umfassend eine

- Suspension, die aus einem aktiven Mikroorganismus oder einer Mischung

mehrerer aktiver Mikroorganismen oder Organen von Mikroorganismen und einem

polyethermodifiziertem Trisiloxan besteht.

" Fliissiges Pr:‘a‘paraf nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das

polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru ist.

Flussiges Praparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das

polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru S 240 ist.

Flussiges Préparat nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Trisiloxan mit

Propylen glycol n-butyl ether (PnB),

Dipropylen glycol n-butyl ether (DPnB),

Dipropylen glycol methyl ether acetat (DPMA),

Tripropylen glycol methyl ether (TPM),

Propylen glycol methyl ether (PM),

Propylen glycol methyl ether acetat (PMA),

Dipropylen glycol methyl ether (DPM),

Tripropylen glycol monomethyl ether

‘modifiziert ist.

Flussiges Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass der aktlve Mikroorganismus oder die Mischung aus aktiven Mikroorganismen

oder die Organe des oder der aktiven M|kroorgamsmen eine gegen bestimmte

‘Pflanzenkrankheitserreg'er gerichtete antagonistische und/oder hyperparasitare

Wirkung aufweisen.

Flussiges Praparat nach einem der Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass der aktive Mikroorganismus oder die Mischung aus aktiven Mikroorganismen
oder die Organe des oder der aktiven Mikroorganismen eine sich an Pflanzen

manifestierende Resistenz induzierende Wirkung, Stresstoleranz induzierende
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Wirkung oder-eine die Nahrstoffverfiigbarkeit erhthende Wirkung aufweisen.

'Flﬁssiges Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der mikrobiologische Wirkstoff ein Pilz oder eine Mischung aus

verschiedenen Pilzen ist.

Flussiges Praparat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Pilz
oder mehrere Pilze oder Pilzorgane von einem oder mehreren Pilzen der Pilzarten
Ampelomyces quisqua/is, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii,
C/onostachysﬂ rosea, Co;viothyrium minitans, Gliocladium catenulatum, Isaria spp.,
Laetisaria arvalis, Lecanicillium lecanii, Lecanicillium muscarium, Metarhizium

anisopliae, Nomuraea rileyi, Paecilomyces lilacinus, Phoma macrostoma, Pythium

‘oligandrum, Talaromyces flavus, Teratospema oligociadum, Trichoderma spp. und

. Verticillium biguttatum enthalt.

_"FI‘L]ssiges Praparat nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass die
Organe des oder der Pilze entweder Sporen, Konidien, Blastosporen,

‘C‘hlamydospo‘r‘en, Sklerotien oder.Hyphensegmente"'oder eine Mischung dieser

sind.
Flussiges Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der mikrobiologische Wirkstoff ein Bakterium oder eine Mischung aus

verschiedenen Bakterien ist.

FIUssigés Praparat nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der

“mikrobiologische Wirkstoff ein Virus oder eine Mischung aus verschiedenen Viren

ist.

Flussiges Praparat nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
mikrobiologische Wirkstoff eine Mischung der in den Anspriichen 7, 8, 10 und 11

genannten Mikroorganismen oder von jeweils zwei dieser Mikroorganismen ist.

Verfahren zur Herstellung eines flissigen Praparates dadurch gekennzeichnet,
dass man einen Mikroorganismus kultiviert, und im Anschuss daran in einem

polyethermodifiziertem Trisiloxan suspendiert.
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Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das
polyethérmodifizierte Trisiloxan Break-Thru ist.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass das
polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru S.240 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass

man Pilzmaterial durch Mahl- und/oder Dispergierverfahren aufbereitet.

Verféhrén nach Anspruch. 16, dadurch gekennzeichnet, dass man den Pilz oder
bestimmte Pilzorgane nach der Aufbereitung durch Sieb-, Filtrations-, Windsicht-

oder Zentrifugationsverfahren isoliert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass

die Pilzarten
Ampelomyces quisqualis
Beauveria bassiana = -
Beauveria brongniartii |
Clonostachys rosea |
Coniothyrium minitans
Gliocladium catenulatum
Isaria spp. |
L aetisaria arvalis
Lecanicillium lecanii
Lecanicillium muscanum
Metarhiziunitanisopliaé
Nomuraea nleyi
Paecilomyces lilacinus
Phoma macrostoma
Pythium oligandrum
Talaromyces flavus
Teratosperma oligociadum
Trichoderma spp.

Verticillium biguttatum -
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eingesetzt werden.
19. Verwendung eines Flussig-Préparates gemal einem der Anspriiche 1 bis 12
durch Einmischen in den Boden, .Applikation auf/an die Pflanze oder

Saatgutbehandlung.

Verwendung eines Flussig-Praparates nach Anspruch 19, dadurch

gekennzeichnet, dass man das Flussig-Praparat je nach Anwendungszweck mit - '

Wasser auf die gewlinschte Anwendungskonzentration verdinnt.
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GEANDERTE ANSPRUCHE
beim Internationalen Biro eingegangen am 05. November 2012

Flussiges Praparat fur den biologischen Pflanzenschutz bestehend aus einer
Suspension, die aus einem aktiven Mikroorganismus oder einer Mischung mehrerer
aktiver Mikroorganismen oder Organen von Mikroorganismen und einem

polyethermodifiziertem Trisiloxan besteht.

Flussiges Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das
polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru® ist.

Flussiges Praparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das -
polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru® S 240 ist.

Flussiges Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das Trisiloxan mit

Propylen glycol n-butyl ether (PnB),

Dipropylen glycol n-butyl ether (DPnB),

Dipropylen glycol methyl ether acetat (DPMA),

Tripropylen glycol methyl ether (TPM),

Propylen glycol methyl ether (PM),

Propylen glycol methyl ether acetat (PMA),

Dipropylen glycol methyl ether (DPM),

Tripropylen glycol monomethyl ether

modifiziert ist.

Flussiges Praparat nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass der aktive Mikroorganismus oder die Mischung aus aktiven Mikroorganismen
oder die Organe des oder der aktiven Mikroorganismen eine gegen bestimmte
Pflanzenkrankheitserreger gerichtete antagonistische und/oder hyperparasitare

Wirkung aufweisen.

Flussiges Praparat nach einem der Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass
der aktive Mikroorganismus oder die Mischung aus aktiven Mikroorganismen oder

die Organe des oder der aktiven Mikroorganismen eine sich an Pflanzen
GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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manifestierende Resistenz induzierende Wirkung, Stresstoleranz induzierende

Wirkung oder eine die Nahrstoffverfligbarkeit erhéhende Wirkung aufweisen.

Flussiges Praparat nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der mikrobiologische Wirkstoff ein Pilz oder eine Mischung aus verschiedenen

Pilzen oder Organe des oder der Pilze ist.

Flussiges Praparat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Pilz
oder mehrere Pilze oder Pilzorgane von einem oder mehreren Pilzen der Pilzarten
Ampelomyces quisqualis, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Clonostachys
rosea, Coniothyrium minitans, Gliocladium catenulatum, Isaria spp., Laetisaria
arvalis, Lecanicillium lecanii, Lecanicillium muscarium, Metarhizium anisopliae,
Nomuraea rileyi, Paecilomyces lilacinus, Phoma macrostoma, Pythium oligandrum,
Talaromyces flavus, Teratospema oligociadum, Trichoderma spp. und Verticillium

biguttatum enthalt.

Flussiges Praparat nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass die
Organe des oder der Pilze entweder Sporen, Konidien, Blastosporen,

Chlamydosporen, Sklerotien oder Hyphensegmente oder eine Mischung dieser sind.

Flussiges Praparat nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der mikrobiologische Wirkstoff ein Bakterium oder eine Mischung aus

verschiedenen Bakterien ist.

Flissiges Praparat nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der

mikrobiologische Wirkstoff ein Virus oder eine Mischung aus verschiedenen Viren ist.

Fitssiges Praparat nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
mikrobiologische Wirkstoff eine Mischung der in den Anspriichen 7, 8, 10 und 11

genannten Mikroorganismen oder von jeweils zwei dieser Mikroorganismen ist.

Verfahren zur Herstellung eines flissigen Praparates dadurch gekennzeichnet, dass
man einen Mikroorganismus Kkultiviert, und im Anschuss daran in einem

polyethermodifiziertem Trisiloxan suspendiert.

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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Verfahren nach  Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das
polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru® ist.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass das
polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru® S 240 ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man

Pilzmaterial durch Mahl- und/oder Dispergierverfahren aufbereitet.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass man den Pilz oder
bestimmte Pilzorgane nach der Aufbereitung durch Sieb-, Filtrations-, Windsicht-

oder Zentrifugationsverfahren isoliert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass die

Pilzarten
Ampelomyces quisqualis
Beauveria bassiana
Beauveria brongniartii
Clonostachys rosea
Coniothyrium minitans
Gliocladium catenulatum
Isaria spp.
Laetisaria arvalis
Lecanicillium lecanii
Lecanicillium muscarium
Metarhizium anisopliae
Nomuraea rileyi
Paecilomyces lilacinus
Phoma macrostoma
Pythium oligandrum
Talaromyces flavus
Teratosperma oligociadum

Trichoderma spp.
GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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Verticillium biguttatum

eingesetzt werden.

19. Verwendung eines Flussig-Praparates gemaR einem der Anspriiche 1 bis 12
durch Einmischen in den Boden, Applikation auf/an die Pflanze oder

Saatgutbehandlung.

Verwendung eines Flissig-Praparates nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet,
dass man das FliUssig-Praparat je nach Anwendungszweck mit Wasser auf die

gewiinschte Anwendungskonzentration verdinnt.

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19)
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Statement under Article 19 | PCT

Durch die Anderung des Begriffes “umfassend” in “bestehend aus” in Anspruch 1 wurde
die Zusammensetzung des Praparates fur den biologischen Pflanzenschutz auf eine
Suspension nur aus Mikroorganismen und einem polyethermodifiziertem Trisiloxan
spezifiziert.

Das polyethermodifizierte Trisiloxan Break-Thru® wurde in den Anspriichen 2, 3, 14
und 15 durch das Zeichen ® als registrierte Marke kenntlich gemacht.

Anspruch 7 wurde durch Aufnahme des Merkmals ,oder Organe des oder der Pilze*
spezifiziert. _

AT o ;(U.QW_LXC‘/@/

Dr. F. Baumbach
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