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Patentanspriiche:

Verfahren zur Herstellung antidotumtragender Makroorganismen, welche zur Verminderung der die
Kulturpflanzen schidigenden Wirkung von Thiolcarbamaten der aligemeinen Formel (I) ~orin

RyundR, gleich oderverschieden sind, und flir eine Cy_-Alkyl- oder C3 ¢-Cycloalkylgruppe stehen;
oder R, und R, mit dem Stickstoffatom, an das sie gebunden sind, eine
Hexamethylenimino-Gruppe bilden; und

Ry - eine C,_g-Alkyigruppe bedeutet,

oder von Chloracetaniliden der allgemeinen Formel (VIll), worin

RsundRs  gleich oder verschieden sind, und fiir Wasserstoff oder eine C,_s-Alkylgruppe stehen; und
Re eine Cy_s-Alkyl-, C;_s-Alkenyl-, (Cy_3-Alkoxy)-(C3-alkyl)- oder Pyrazolyl-(C,-3-alkyl)-Gruppe
bedeutet,

geeignet sind, dadurch gekennzeichnet, da man irgendaine Art der in bzw. auf Feldbdden lebenden
oder unter Laborbedingungen in einem fliissigen oder festen physiologischen Medium gezlichteten,
natirlichen oder genmanipulierten Makroorganismen, bevorzugt genmanipulierten Pflanzen hdherer
Ordnung oder deren Organ-, Gewebe- oder Zellkultur mit irgendeiner der Verbindungen der
allgemeinen Formaln () bis (VHl), worin Ry, R, und R; wie oben definiert sind, oder mit deien acylierten
oder esterifizierten Derivaten, oder mit deren 0,0001 bis 99 Masseanteilen — in % — Gemischen
untereinander oder mit anderen Pestiziden, Regulatoren, Antidota, Kunstdiingern oder anderen
organischen oder anorganischen, natiirlichen oder synthetischen Stoffen in solchen Mengen, die 5 bis
50000g/ha Wirkstoff, bzw. 0,002 bis 5000 ppm Wirkstoff entsprechen, behandelt, dann die derart
antidotumtragend gewordenen Makroorganismen innerhalb von 30 Tagen nach der Behandlung
erntet und erforderlichenfalls konserviert und/oder durch Zerkleinern, Pulverisieren, Extrahieren,
Trocknen oder in anderer Weise aufarteitet.

Hierzu 2 Seitan Formeln

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung antidotumtragender Makroorganismen, welche zur Verminderung der die
Kulturpflanzen schidigenden Wirkung von Thiolcarbamaten der aligemeinen Formel (1), worin

RyundR; gleich odarverschieden sind, und fiir eine Cy.s-Alkyl- oder Cs.4-Cycloalkylgruppe stehen; odsr worin Ry und R, mit
dem Stickstoffatom, an das sie gebunden sind, eine Hexamethylenimino-Gruppe bilden; und

Rs eine Cy_g-Alkylgrupsne bedeutet,
odervon Chloracetaniliden der allgemeinen Formel (VIII}, worin

R.undRs gleich oderverschieden sind und fiir Wasserstoff oder eine C,_¢-Alkylgruppe stehen; und

Re aine Cy_g-Alkyl-, Cy_¢-Alkenyl-, (Cy.s-Alkoxy)-(Cy_s-alkyl)- oder Pyrazolyl-(C,_3-alkyl)-Gruppe bedeutet.

Charakteristik des bakannten Standes der Technik

Aus der Praxis des Pflanzenschutzes ist es allgemein bekannt, daB Thiolcarbamate der aligemeinen Formel (1), besonders EPTC
[S-Ethy!-N,N-di(n-propyl)-thiolcarbamat], Butylat {S-Ethyl-N,N-di{isobutyl)thiclcarbamat), Vernolat [S-Propyl-N,N-di(n-
propylithiolcarbamat), Ethiolat [S-Ethyl-N,N-diethyl-thiolcarbamat], Cycloat (S-Ethyl-N-ethyl-N-cyclohexyl-thiolcarbamat),
Molinat (S-ethyl-N,N-hexamethylen-thiolcarhamat). sowie Chloracetanilide der allgemeinen Formael (VII), besonders Alachlor
{2-Chlor-2',6'-diethyl-N-methoxymaethyk-Acetanilid), Acetochlor {2-Chlor-2"-ethyl-6-methyl-N-ethoxymethyl-acetanilid) und
Propachlor (2-Chlor-N-isopropyl-acetanilid) sehr wirksame Herbizide sind. Ein gameinsamer Nachteil beider herbiziden
Wirkstoffklassen besteht darin, dafl diese eine verhaltnismaRBig niedrige Selektivitdt gegen einige Kulturpfianzen, z.B. gegen
Mals, aufweisen.

Vor etwa 2T Jahren hatte Hoffmann erkannt, dafl es Verbindungen - 2.B. 1,8-Napthalsédureanhydrid-Derivate - gibt, die den
phytotoxischan Effekt verringern. Von diesem-Zeitpunkt wurde die Erforschung solcher synthetischen Verbindungen begonnen,
die den auf dia Kulturpflanzen susgelibten schiadigenden Effekte der Herbizide antagonisieren kdnnen.

In den folgenden HU-PS werden Antidota verschiedener Typen beschrieben:

Nr.165736; Verbindungenin Form von Dichloracetamid-Derivaten, 2. 8. N,N-Diallyl-2,2-dichloracetamid (Kodenummer R-25788)
als Antidota gegen Thiolcarbamate;

Nr.168977; Antidota in Form von Oxazolidinen und Thiazolidinen, die besonders bei Thiolcarbamaten anwendbar sind;
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Nr.170214; Gegengifte (Antidota) in Form von Thiazolidinsulfoxiden und Thiazelidinsulfonen, die bei Thiolcarbamaten und
Chloracetaniliden anwendbar sind;

Nr.173775; Gegengifte {Antidota) in Form von Sulfi den zum Antidotieren von Thiclcartamaten;

Nr.176867; Oxazolidinderivate zum Antidotieren von Thiolcarbamaten;

Nr.179643; N-Benzoylsulfonyl-carbamate zum Antidotieren von Thiolcarbamaten;

Nr.180069; N-Benzoylsulfonyl-thiolcarbamate zum Antidotieren von Thiolcarbamaten;

Nr.180068; 2,3-Dibrompropionamid-Derivate zum Antidotieren von Thiolcarbamaten;

Nr.174487, 176784, 280422, 181621, 183997, 185400 und 188 135: Antidota in Form von substituierten Acetaiaiden gegen
Thiolcarbamate und Chloracetanilide.

Nr.176669, 176796, 178892 und 178895: Antidotierende Wirkung von Dicarbonsaurederivaten mit den von den obigen
abweichenden Strukturen gegen Thiolcarbamate und/oder Chloracetanilide; sowie

Nr. 178883, 179092 und 179093: Naphthalincarbons&ure-Derivate als Antidota gegen Thiolcarbamate und/oder
Chloracetanilide.

Ein Ergebnis der 2ur Erh&hung der Selektivitit von Thiolcarbamatsn dienanden Forschungen wurde von J.E.Casida und
Mitarbeitern in 1974 mit dem Titel , Thiolcarbamate sulfoxide herbicides* mitgeteilt. Das Wesen dieser Mitteilung besteht darin,
daB das Sulfoxid von EPTC, das ein Zersetzungsprodukt von EPTC ist, eine gute herbizide Wirkung ausiibt, aber den Mais nicht
schidigt. Diese Erkenntnis hat sich aber nur bis zur selbstandigen Verwendung des EPTC-Sulfoxides erstreckt, das in der Praxis
wegen einiger nachteiliger Eigenschaften (z.B. kann es nicht in allen Bden verwendet werden) nicht angewendat wird.

Trotz der hohen Anzahl der Patentschriften, in welchen die Forschungsergebnisse bekanntgemacht wurden, iet as nicht
gelungen, eine Verbindung zu finden, mit deren Hilfe der allgemeine Schutz der Kulturpflanzen gegen die schédigende Wirkung
der verschiedenen Herbizide erreicht werden konnte. Diese Tatsache wird auch dadurch unterstiitzt, daB die auf dis Aufklérung
der antidotierenden Wirkung gerichteten Forschungen keinen einhaitlichen Standpunkt hinsichtlich der biochemischen
Prozesse, die sich nach der Zugabe von Antidota abspielen, bzw. hinsichtlich der Einflisse dieser Verbindungen auf die in den
Kulturpflanzen durch die herbiziden Wirkstoffe hervorgerufenen Prozesse ergeben konnten.

Ziel der Erfindung

Mit der Erfindung sollen die Nachteile des Standes der Technik beseitigt werden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Im Laufe von Untersuchungen zur Verminderung der die Kulturpflanzen schidigenden Wirkung von Herbiziden der Typen
Thiolcarbamate der allgemeinen Formel {i) und der Chloracetanilide der allgemeinen Formel (VIil) wurde gefundan, da@ die in
dem mit den Thiolcarbamaten der allgemeinen Formel {1} vorbehandelten Boden, weiterhin in Makroorganismen eatstehenden
Verbindungen der allgemeinen Formeln (lf) bis (Vil}, worin

RyundR; gleich oder verschieden sind, und fiir eine C,.4-Alkyl- oder Cy¢-Cycloalkylgruppe stehen; oder Ry und R; mitdem
Stickstoffatom, an das sie gebunden sind, eine Hexamethylenginino-Gruppe bilden;

R; eine C,_s-Alkylgruppe bedeutet;
R.undRs; gleich oderverschieden sind, und Wassersto!f oder eine Cy_s-Alkylgruppe bedeutsn;
Re fiir eina Cy_-Alkyl-, C,.g-Alkenyl-, (C_3-Alkoxy)-(C,y-alkyl}- oder Pyrazolyl-(Cy_s-alkyl)-Gruppe stent,

oder deren acylierte oder esterifizierte Derivate fir den Schutz gegen die Phytotoxizitat beider obigen herbiziden Wirkstoffe
erfoigreich verwendet werden kdnnen, wenn man die Verbindungen der allgemeinen Formeln (1) bis (VIl) vor der Behandiung
oder gleichzeitig mit det Behandlung oder nach der 8ehandlung mit den herbiziden Wirkstoffen auf den Boden ausbringt.
ErfindungsgemiB geht man so vor, da man irgendeine Art der in baw. auf Feldbdden lebenden oder unter Laborbedingungen
in einem 1lissigen oder festen physioclogischen Medivm geziichteten, natiirlicken odsr genmanipulierten Makroorganismen,
bevorz:'gt genmanigulierten Pllanzen hdherer Ordnung ader deren Organ-, Gewebe- oder Zellkultur mit irgendeiner der
Verbindungen der allgemeinen Formeln (1) bis (VIl) oder mit deren acylierten oder esterifizierten Derivaten, oder mit deren 0,0001
bis 99 Massenantsilen - in % - Gemischen unterginander oder mit anderen Pestiziden, Regulatoren, Antidota, Kunstdingern
oder anderen organischen oder anorganischen, natiirlichen oder synthetis~hen Stoffenin solchen Mengen, die 5 bis 50000¢/ha
Wirkstoff, bzw. 0,002 bis 5000 ppm Wirkstoff entsprechen, behandelt, dann die derart antidotumtragend gewordenen
Makroorganismen innerhalb von 30 Tagen nach der Behandlung erntet und erforderlichenfalls konservieit und/oder durch
Zerkleinern, Puiverisiaren, Extrahieren, Trocknen oder in anderer Weise aufarbasitet.

im Laufe des Behandlungsverfahrens iiber die aus den Verbindungen der allgemeinen Fermeln (i) bis (Vii} entstehenden
Zersetzungsprodukte, bevorzugt irgendeine der Verbindungen der allgemeinen Formeln (i) bis (VI}), oder deren Gemisch, oder
irgendeines deren esterifizicrter oder acylierter Derivate eine herbizid-antidotierende Wirkung aus, wobsei sie sich an die
Makroorganismen binden. So werden als Endresultat antidotumtragende, lebende Organismen erhalten.

Ausfdhrungsbelsplele

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele ndher erldutert, ist jedoch nicht auf diese Beispiele beschrankt.

Beisplel 1

Prifung des mit dem zu den herbiziden Wirkstoffen der aligemeinen Formel {1} gehdrenden EPTC vorbehandelten Bodens, als
eines Tragers der antidotierenden Stoffwechselprodukte mikrobietler Ursprungs, Feldboden, mit einem pH-KC1-Wert von 5,7
und Gebundenheit von 46 AK, der insgesamt 0,03% Salz, 1,9% Humus, 14,8 ppm NO; + NO,, 735ppm P,0s, 853 ppm K0,
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248ppm Mg, 60ppm Na, 2,1 ppm Zn, 3,2ppm Cu und 151 ppm Mn enthielt, wurde n:it einer Dosis von 81/ha des 72 % Wirkstoff
enthaltenden Witox 72 EC (als einer Formulierung des herbiziden Wirkstoffes EPTC), bzw. mit einer Dosis von 81/ha des 72%
EPTC und 8% AD-87 [N-(2,2-Dichloracetyl)-1-oxa-4-aza-bicyclo[4,5]decan] als Antidotum enthaltenden Alirox 80 EC
vorbehandelt.

Von diesem Boden wurden je 600g in ZuchtgefaRe eingewogen, und darin wurde je 10 Kérner verschiedener Typen von
Hybridmais, sowis je 20 Kérner von Mohrenhirse als Unkraut gesét.

Am 11.Tag nach dem Ausséen wurden die Griinmasse und die Sproflénge der unter HGMIP-400/D Tageslichtlampen mit einer
Beleuchtungsperiode von 16 Stunden geziichteten und tiglich bis zur Wasserkapazitit des Bodens berieselten Pflanzen
gemessen und das AuBenbild des Maises mittels der folgenden Skala bonitiert;

4: starke Deformation, Torsion;

3: miftelmiBige Deformation, Torsion;

2: schwache Phytotoxizitat;

1: intakte, gesunde Pflanze.

AnschlisBend wurden die Pflanzen am 14.Tag nach dem ersten Sden wiederin die ZuchtgefdBe cingesit, dann wurde der Boden
mit einer Dosis von 81/ha, bzw. 201/ha des 72% EPTC enthaltenden Witox 72 EC behandelt. Am 11.Tag nach dem zweiten Séen
wurden die Grinmasse und die SproBlinge des Maises gemessen.

Aus den Angaben der Tabelle | ist ersichtlich, daB die verschiedenen Typen der in den mit EPTC, sowie mit durch AD-67
antidotierten EPTC vorbehandelten Boden gesaten Hybridmaispflanzen sowoh! die Dosis von 81/ha als auch von 201/ha giinstig
ertrugen, wéhrend die als Unkraut geséte Mohranhirse vernichtet wurde.

Tabelle |
Gestaltung der SproRlénge, der Griinmasse und des &uBeren Bildes von Hybridmais, sowie Verinderung der Griinmasse von
Mohrenhirse unter Einwirkung der Behandlung mit EPTC

Unbehandelte DosisvonEPTC
Kontrolle 81/ha 20(/ha
Sprollénge des Maises
{cm/Einzelpflanze)
Erstes Séen 3| 8 -
Zweites Séen 19 19 19
Grinmasse des Maises
(cm/Einzelpflanze)
Erstes Sden * 0,56 0,49 -
Zweites Sien 0,5 0,59 0,63
Bonitierung (Mais)
Erstes Sden 2,0 1.2 -
Zwaites Sten 2,0 2,0 20
Grinmasse der Mohrenhirse
(g/GefdB)
Erstes Siien 0,15 0 -
Zweites Sden 014 0 0
Beisplel 2

Ein Versuch wurde in Laboretoriums-ZuchtgeféBen ausgefiihrt, um die aufeinander ausgaiibte synergistische, antagonistische
Wirkung von verschiedenen Typen der Thiolcarbamate und antidotumtragender Bakterian (Bakteriumsuspension
NI-86/21 EPTC 250) zu priifen.

1. Materialian, Ger&te und Methode

1.1. Herstellung der Bakteriumsuspension NI-86/21

Reine Stammkuitur des aus dem Boden isolierten, EPTC-abbauenden Baktariums NI-86/21 wurde auf 5ml schriges Nutrient-
Néhrmedium mit der folgenden Zusammensetzung geimpft:

Fleischausaug 19
Hefe 2¢
Pepton 59
NaCl 659
Agar 20g
Destilliortes Wasser 1000m!

pH-Wert 74



-4~ 285920

Eswurden solche Kulturen angewandt, die alter als 3 bis 4 Tage, aber jiinger als 120 Tage waren. Danach wurdenim Reagenzglas
vermehrta Bakterien in 10m! sterilisiertem, destilliertem Wasser gewaschen, Die derart gewonnene Suspension enthielt etwa
10%/ml Bakterien. In Erlenmeyerkolben von 500 ml Inhalt wurden je 200mi physiologische Nhrsalzlésungen gemessen, deren
Zusammensetzung die folgeride war:

NHNO,3 05¢g
KH;P04 0,49 .
KzHP04 1,69
NaCl 01¢g
MgSO.-2H,O 0,2g
" CeCl-2H;0 0,5mg
CuSQ,-5H,0 0,5mg
FeS0.-7H;0 0,5mg
ZnCly 0,5mg.

Dazu wurde der Wirkstoff EPTC bis auf eine Konzentration von 250 ppm gegeben. Danach wurden je 2mli der
Bakteriumsuspension in die Kolben eingemischt, die dann 24 Stunden lang auf einer Maschine geschiittelt wurden, um
antidotumtragende Bakterien zu erhalten.

AnschlieBend wurde die Selektivitdt der in den einzelnen Behandlungen verwendaten Herbizide (EPTC, Butylat, Vernolat,
Molinat) allein, sowie in Kombinationen mit je 10mI der antidolumtragenden Bakteriumsuspension NI-86/21 EPTC 250
untersucht,

ZuchtgofiBversuch
Als ZuchtgefdBe wurden mit PVC-Folien beklaidete Kunststoffgefée mit einer Aufnahmeféhigkeit von jeweils etwa 800 g Boden,
mit einer Oberfliche von 0,8dm? angewandt. In diese GefiBe wurden zuerst je 400g lufttrockner, oberflichlicher Feldboden mit
einem pH-Wertvon 6,7, einem Humusgehaltvon 1,95% und einer Gebundenheit (nach Arany) von 46 eingewogen. Darin wurden
je 10 Kdrner des rlybridmaises Pioneer 3707, je 20 Kérner der geziichteten Mohrenhirseart ,Alféldi 1 und je 0,59 der roten
Rispenhirse gesit. Die Aussaat wurde mit je 10g Boden bedeckt und eine 61/ha Dosis von EPTC, bzw. Ernolat, bzw. Molinat
Wirkstoff, oder eine 241/ha Dosis von Butylat aus den Fabriksformulierungen von EMV {Chemische Werke von Nord-Ungarn)
ausgebracht. Die behandsite Bodenoberfiiche wurde mit je 100g Boden bedackt und je 10ml des Bioprdparates

NI-86/21 EPTC 260 wurden gem#B der folgenden Behandlungsliste auf die Bodenoberfiiche aufgebracht.

Behandlungsliste
0 Unbehandelte Kontrolle

1 EPTC 6l/ha
2 EPTC 61/hs + NI-86/21 EPTC 260 10ml
3 Butylat 241/ha
4 Butylat 21/ha + NI-86/21 EPTC 250 10ml
5 Vernolat 81/ha
6 Vernolat 61/ha + NI-86/21 EPTC 250 10ml
7 Molinat 61/ha
8 Molinat 61/ha + NI-86/21 EPTC 250 10ml

Ergebnisse des ZuchtgefABversuches

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in den Tabellen I, It und IV 2usammengefalit.

Aus der Tabelle llist ersichtlich, daB die SproBlange des Maises in der unbehandelten Kontrolle 22cm betrug. Wurden EPTC bzw.
Vernolat, bew. Molinat in einer Dosis von 61/ha, bzaw. Butylat in einer Dosis von 241/ha angewandt, so wurden die SproBlédngen
bedeutend vermindert {9, 11, 13 bzw. 12cm). Wurden dagegen je 10 mi des Biopriparates NI-86/21 EPTC 250 zu den oben
angefihrten Herbiziden gegeben, wurde die die SproB8linge vermindernde Wirkung von EPTC, Butylat unAd Vernolat aufgehoben
(21, 23, baw. 21 cm), wohingegen die Phytotoxizitét von Molinat unverdndert blieb (17¢cm).

Die in der Tabelle lli zusammengefaBten Angaben, die die Verdnderung der Griinmasse des Maises betreffen, zeigen ein der
SproBlénge #hnliches Bild.

Durch Verwendung von NI-86/21 EPTC 250 in einer Dosis von je 10ml/Zuchtgef&f wurde der Mais gegen den schidigenden
Effekt der Herbizide EPTC, Butylat und Vernolat véllig geschitat.

Dies wird auch durch die Tabelle IV klar veranschaulicht, wobei der ausgezeichnate Antidotumeffekt dieses Biopréparates durch
die uBere Erscheinung des Maises beurteilt werden konnte.

Die als Unkraut geséte rote Rispenhirse und Mohrenhirse wurden in allen Behandlungen vernichtet, d.h. diese Pflanzen wurden
durch das Biopréparat NI-86/21 EPTC 250 nicht geschitat.
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Tabelle ll
Verminderung der durch die Herbizide EPTC, Butylat, Vernolat und Molinat auf die SproBl&nge des Maises ausgeiibten
Phytotoxizitét mit dem Biopriparat Ni-86/21 EPTC 2560

Herbizide Dosis SproBllénge des Maises (cm/Einzel-

I/ha pflanze)
, Bioprédparat NI-86/21
EPTC 250
EPTC 6 9 21
Butylat . 24 12 23
Vernolat 6 1 21
Molinat 6 13 17

Die SproBi&nge des unbehandelten Kontrollmaises betrug 22¢cm.

Tabelle lli
Wirkung der Kombinationen der Herbizide EPTC, Butylat, Vernolat und Molinat mit dem Biopréparat NI-86/21 EPTC 250 auf der
Griinmasse von Mais

Herbizide Dosis Grinmasse des Maises {10~ 2Einzel-
I/ha - pflanze)

Biopréparat NI-86/21
EPTC 250

EPTC 6 51 86

Butylat 24 60 83

Vernolat 6 54 88

Molinat 6 57 84

Die Griinmasse des unbehandelten Konirolimaises betrug 82 x 10~?g/Einzelpflanze.

Tabelle IV
Wirkung der Kombinationen der Herbizide EPTC, Butylat, Vernolat und Molinat mit dem Biopréparat NI-86/21 EPTC 250 auf das
&uBere Bild von Mais

Herbizide Dosis duBeres Bild des Maises (%)
I/ha - Biopréparat NI-86/21
EPTC 250
EPTC 8 65 100
Butylat 24 61 100
Vernolat 6 63 100
Molinat 8 68 61

Das BuBBere Bild des unbehandeltc:: Kontrolimaises wurde als 100% angenommen.

Bonitierungsskala

100%: intakter, sich normal entwickelnder Mais

99-87 %: schwache Phytotoxizitét, SproRdeformation

86-75 %: mittelmdBige SproRdeformation, Torsion

75-51%: starke SproBdeformation, Vernichtung

5(%%: der Mais wurde vernichtet, blieb in der Keimscheide.

Belsplel 3

Die Wirkung von verschiedenen Mengen der Suspension des gemaB dem Beispiel 2 hergestellten antidotumtragenden
Bakteriums NI-86/21 EPTC 250 auf die Selektivitdt von EPTC wurde geprift.

Waihrend des ZuchtgeféBversuches wurden mit PVC-Folie bekleidete KunststoffzuchtgefaBe mit einer Oberfliche von 0,8 dm?,
mit einer Aufnahmefdhigkeit von 800 g lufttrockenem Roden angewandt, in welche zuerst je 400 g Boden eingewogen wurden.
Dieser mittelm#Big gebundene obere Feldboden hatte einen Humusgehalt von 1,95% und einen pH-Wert von 5,7. Als
Testpflanzen wurden je 10 Kérnar des Hybridmaises Pioneer 3707, 20 Kérner von Mohrenhirse und 0,59 Rispenhirse eingesat.
Die Aussaat wurde durch je 100g Boden bedeckt, dann wurden die Behandlungen mit Thiolcarbamat, bzw. mitdem
Biopraparat NI- 86/21 EPTC 250 wie folgt ausgefiihrt.

Behandlungen
0Unbehandelte Kontroile
1EPTC 61/ha (Wirkstoff}

2EPTC6I/ha + NI-86/21 EP1C 250 10001/ha
3EPTC6I/ha + NI-86/21 EPTC 250 50001/ha
4EPTC61/ha + NI-86/21 EPTC 250 100001/ha

5EPTC61/ha + Ni-86/21 EPTC 250 200001/ha
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Die behandelte Bodenoberflaiche wurde wiederholt mit je 100g Boden bedeckt.

Der Versuch wurde am 10.Tag nach der Behandlung bonitiert, wenn die SproBlénge und die Griinmasse des Maises, sowie die
Grunmasse der Mohrenhirse und Rispenhirse gemessen wurden.

Aus der Tabelle V ergibt sich der Vorteil der Kombinationen von ETPC und NI1-86/21 EPTC 250,

Tabelle V
Wirkung des Biopraparates NI-86/21 EPTC 250 auf die Phytotoxizitéit von EPTC in Maiskulturen (Angaben als
% der unbehandelten Kontrolle)

Behandlungen Mais Mohrenhirse Rispen-
Griinmasse SproBidnge Griinmasse hirse
% % % Griinmasse
%

1 EPTC6I/ha 74 41 0 0
2 EPTC6I/ha

+ NI-86/21

EPTC 250

10001/he 117 115 0 0
3 EPTCS6l/ha

+ NI-86/21

EPTC 250

50001/ha 113 112 0 0
4 EPTC6I/ha

+ Ni-86/21

EPTC250

10000i/ha 95 113 0 0
65 EPTC6I/ha

+ NI-86/21

EPTC 250

200001/ha 118 13 0 0
Belsplel 4

Es wurden ZuchtgeféBversuche durchgefiihrt, um die antidotierende Wirkung des Bakteriums NI-86/21 und die der
lyophilisierten Formen des antidotumtragenden Bakteriums Ni-88/21 EPTC 250 gegen EPTC, Butylat, Vernolat und Acetochlor
2u vergleichen.

1. Materialien, Gerdte und Methode

1.1. Herstellung der Proben des lyop“itisierten NI-86/21 und NI-86/21 EPTC 250

Eine reine Stammkultur von NI-86/21 wurde auf ain schriges Nutrient-N&hrmedium (Zusammensetzung siehe Beispiel 2) in finf
Reagenzgliisern geimpft. Die 3 Tage lang bei Raumtemperatur geziichtete Bakteriummasse wurde in je 5mi physiologische
Ldsung (Zusammensetzung siehe Beispiel 2) gawaschen. Mengen von je 0,1 ml der derart vorbereiteten Bakteriumsuspension
wurden in 100 Petri-Schalen an Nutrien‘platten verspriiht. Nach einer Inkubation von 4 Tagen bei 26°C wurde die
Bakteriumkolonie in je 3 ml physiologischer Lésung suspendiert, die dann zu zehnen in 10 Erlenmayer-Kolben mit 100 mi
Volumen eingetragen wurden, um 10x 30 ml Bakteriumsuspension zu gewinnen. Von denen wurden 3x 30ml mit 3x 8ul EPTC
behandeltund dann bis zur an dem von diesem Zeitpunkt berechneten 6. Tag ausgefuhrten Lyophilisierung bei —10°C gehalten,
Die Lyophilisierung wurde bei —40°C in einem ,Labor MIM* Gerit ohne Anwendung von Schutzkolloid durchgefiihrt.

Bei der Anwendung wurden die lyophilisierten Produkie NI-86/21 und NI-86/21 EPTC 250 in je 60 ml Leitungswasser in einer
jeden Flasche resuspendiert und dann gleichzeitig mit den Behandlungen mit dem Herbizidenpréiemergont (vor Auflauf) oder
presowing (vor dem Sden) verbraucht,

1.2, ZuchtgefdRversuch

Eswurden mit FVC-Folie bekleidete KunststoffzuchtgefaBe mit einer Ober{lache von 0,8 dm?, mit einer Aufnahmeféhigkeitvon je
800g Boden angewandt.

in diese GefdBe wurden zuerst je 400g lufttrockener Feldboden mit einem Humusgehait von 1,95%, einem pH-Wert von 5,7 und
einer Gebundenheit (nach Arany) von 46 eingewogen. Dannwurden je 10 Kérner von Mais, Sorte Pioneer 3909 sowie je 20 K&rner
von Mohrenhirse HIBAR eingesét. Die Aussaat wurde mit jeweils 100g Boden bedeckt, und dann wurde eine 81/ha Dosis von
EPTC, baw. 121/ha Dosis von Butylat, baw. eine 61/ha Dosis von Vernolat, oder eine 31/ha Dosis von Acetochlor ausgebracht.
Auf diese behandelte Oberfliche wurden die aus dem Lyophylisat des Bakteriums Ni-86/21 gewonnene Suspension in einer
Dosisvon 0,05 x 106%,0,5 x 10% 10’ oder 2,5 x 10*1/ha, sowie das Biopréparat NI-86/21 EPTC 250in denselben Dosen gesondert
ausgebracht. SchlieBlich wurde die Bodenoberfliche nochmals mit je 100g Boden bedeckt.

Behandlungen '

EPTC6!/ha

EPTC6I/ha + NI-86/21 0,05 - 0,5 — 1,0 — 2,5 x 10°I/ha

EPTC 61/ha + NI-86/21 EPTC 250 0,05 - 0,5 — 1,0 — 2,6 x 10%I/ha
Butylat 121/ha

Butylat 121/ha + NI-86/21 0,05 -05 - 1,0 - 2,5 X 10°1/ha

Butylat 121/ha ~ NI-86/21 EPTC 250 0,05 - 0,5 - 1,0 - 2,6 X 10’I/ha
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Vernolat 81/ha

Vernolat 61/ha + NI-86/21 0,056 - 0,6 — 1,0 — 2,6 x 10°//ha

Vernolat 61/ha + NI-86/21 EPTC 260 0,05 - 0,6 ~ 1,0 - 2,6 X 10°I/ha

Acetochlor 31/ha

Acetochlor 31/ha + NI-86/21 0,05 - 0,6 ~ 1,0 - 2,6 x 10°I/ha

Acetochlor 31/ha + NI-86/21 EPTC 250 0,06 — 0,6 — 1,0 — 2,6 x 10*1/ha

Jede Behandlung wurde in fiinf Wiederholungen durchgefihrt. Die Pflanzen wurden bis zum 10.Tag nach der Bahandlung unter
Tageslichtlampen von HgMIF/400W mit einer Lichtstérke von etwa 15 KLX und Beleuchtungsperioden von 16 Stunden gezichtet.
Das Wasser wurde tiglich bis zur Wasserkapazitat des Bodens von oben ergénzt.

Es wurden die Griinmasse der Pflanzen und die SproRidnge des Maises gemessen. Der Grad der Torsion des Maises wurde auf
Grund'der im Beispiel 1 beschriebenen Skala bawertet.

2. Ergebnisse und Folgerungen

Aus den Ergebnissen, die in Tabellen VI bis XIll zusammengefalit sind, ist ersichtlich, daB das Lyophilisat, welches aus dem auf
einem 230ppm enthaltenden Boden geziichteten Bakterium NI-86/21 hergestelit wurds, eine badeutende Antidotumwirkung
ausibt. Eine Dosis von 500, bzw. 1000, bzw, 26001/ha des hergestaliten Lyophilisates NI-86/21 EPTC 250 beseitigt die auf den
Mais ausgeiibte phytotoxische Wirkung von 61/ha EPTC, bzw. 121/ha Butylat, bzw. 61/ha Vernolat oder 31/ha Acetochlor. Chne
eine Vorbehandlung mit EPTC weist das Bakterium NI-86/21 keinen antidotieranden Effekt auf.

Tabelle VI
Herbizid-anitdotierende Wirkung zunehmender Dosen der Bakteriumsuspension NI-86/21 bei einer
Dosis von 61/ha des Herbizids EPTC in Mais

Dosis Mais

von Ni-86/21 SproBlénge Grinmasse Bonitierungswert
EPTC 10°I/ha cm/Einzel- g/GefaB

I/ha pfianze

6 0 44 2,1 4
6 0,05 48 2,8 4
6 0,5 5,0 34 4
6 1,0 53 34 4
6 2,5 7.6 39 3
Unbehandelte Kontrolle 18,9 6,0 1
SZD;g 117 018

Tabelle VIl

Herbizid-antidotierende Wirkung zunehmender Dosen des Biopraparates NI-86/21 EPTC 250 bei
einer Dosis von 81/ha des Herbizids EPTC in Mals

Dosis Mais

von NI-86/21 SproBldnge Griinmasse Bonitierungswert
EPTC EPCT 250 c¢m/Einzel- 9/Gefid

1/ha 10'I/ha pflanze

6 . 0 44 21 4
6 0,05 59 31 3
6 05 18,6 5.1 1
8 1,0 20,9 5,7 1
6 2,5 22,5 5,8 1
Unbehandelte Kontrolie 18,9 5,0 1
SZDgs, 1,7 08

Tabelle Vil

Herbizid-antidotisrende Wirkung zunehmender Dosen der Bakteriumsuspension NI-86/21 bei einer
Dosis von 121/ha des Herbizids Butylat in Mais

Dosis Mais

von NI-86/21 Sprofildnge Grinmasse Bonitierungswert
Butylat 10"1/ha cm/Einzel- g/Geli

I/ha pflanze

12 0 16,1 4,6 3

12 0,05 16,3 46 3

12 0,5 174 48 2

12 1,0 16,7 46 2

12 25 15,5 41 2

Unbehandelte Kontrolle 18,9 5,0 1

SZ0gs 1,7 0.8
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Tabelle IX
Herbizid-antidotierende Wirkung zunehmender Mengen des Biopréparates NI-86/21 EPTC 250 bei
einer Dosis von 12i/ha des Herbizids Butylat in Mais

Dosisvon NI-86/21 Mals

Butylat EPTC 250 SproBldnge Griinmasss Bonitierungswert
Itha 10’V/ha cm/Einzelpflanze  g/Gef4R

12 0 16,1 5,6 3
12 0,05 16,0 5,0 2
12 . 0,5 18,1 5.1 2
12 1,0 18,6 5,0 1
12 2,5 18,7 5,0 1
Unbehandeite Kontrolle 18,9 5,0 1
SZDS* 1,7 018

Tabelle X

Herbizid-antidotierende Wirkung zunehmender Dosen der Bakteriumsuspension NI-86/21 bei einer
Dosis von 61/ha von Vernolat in Mais

Dosisvon NI-86/21 Mais

Vernolat 10'1/ha SproBldnge Griinmasse Bonitierungswert
I/ha cm/Einzelpflanze  g/GefidB

6 0 15 4,1 4
6 0,05 63 37 4
8 0,6 8,1 4,0 4
6 1,0 17 4,1 4
6 2,5 12,2 4,6 3
Unbehandelte Kontrolle 18,9 5,0 1
SZ2Dgx 17 0,8

Tabelle XI

Herbizid-antidotierende Wirkung zunehmender Dosen des Bioprdparates NI-86/21 EPTC 250 bei
einar Doslis von 61/ha des Herbizids Vernolat in Mais

Dosis von NI-86/21 Mais

Vernolat EPTC 250 SproBldnge Grilnmasse Bonitierungswert
I/ha 10*I/ha cm/Einzelpflanze  g/GeféR

6 0 15 41 4
6 0,05 8,8 43 4
() 0,5 16,6 4,6 3
6 1,0 18,7 51 2
6 2,5 19,0 50 1
Unbehandelte Kontrolle 18,9 5,0 1
SZDgs 1,7 0,8

Tabelln Xil

Herbizid-antidotierende Wirkung zunehmender Dosen der Bakteriensuspension NI-86/21 bei einer
Dosis von 31/ha des Herbizids Acetochlor in Mais

Dosis von NI-86/21 Mais

Acetochlor 10*t/ha SproBlange Grinmasse Bonitierungswert
I/ha c¢cm/Einzelpflanze  g/Gefdl

3 0 16,0 39 3

3 0,05 16,4 4,1 3

3 0,5 16,6 48 2

3 1,0 17,3 48 2

3 2,5 17,9 4,7 2

Unbehandelte Kontrolle 18,9 50 1

SZ04n 7 08
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Tabelle Xill
Herbizid-antidotiarende Wirkung 2unehmender Dosen des Biopréiparates NI-86/21 EPTC 250 bei
einer Dosis von 31/ha des Herbizids Acetochlor in Mais

Dosisvon NI-86/21 Mais

Acetochlor EPTC 250 SproBlénge Grlinmasse Bonitierungswert
I/ha 10°I/ha cm/Einzelpflanze  g/Gefdl

3 0 16,0 39 3
3 0,0 18,9 51 2
3 . 0,5 19,1 54 1
3 1,0 20,8 5,5 1
3 25 214 6.0 1
Unbehandelte Kontrolle 18,9 5,0 1
SZDs 17 0,8

Belsplel 5

Es wurde ein Labor-ZuchtgefaBversuch durchgefihrt, um die EPTC-antagonisierende Wirkung von aus den Sprossen und den
Waurzeln von mit EPTC vorbehandelten Maisplldnzchen gewonnenen acetonischen und wiaBrigen Filtrate, sowie der
zurlickbleibenden faserigen Stoffe in Maiskulturen zu priifen.

1. Materlalien, Gerlite, Methade

1.1. Verfahren zur Herstellung eines antidotumtragenden Maises

Eswurden mit PVC-Folie bekleidete KunststotfgefadBe mit einer Oberflicha von 4 dm?, mit einer Aufnahmeféhigkeit von je 60009
lufttrockenem Boden verwendet. In diese wurden zuerst je 4000g oberer Feldboden mit einem Humusgehalt von 1,95%, einem
pH-Wertvon 5,7 und einer Gebundenheit (nach Arany) von 46 eingewogen. Danach wurden je 50 Korner Mais der Sorte Pioneer
3707 eingesét, die dann durch je 1000g Boden bedeckt wurden, Danach wurden div Behandlungen der mit (E) markierten
ZuchtgefdBe mit je einer 61/ha-Dosis von EPTC durchgefiihrt. Die derart behandelte Bodenoberfliche wurde wiederholt mit je
1000g Boden bedecki.

Die Maispflanzen, weiche die Behandlung (E) bekamen, wurden bis 2um 14.Tag nach der Behandlung unter Tageslichtlampen
von HGMIF/400W, mit ainer Lichtstérke von etwa 11 KLX mit einer téglichen Beleuchtungsperiode von 16 Stunden bei einer
Temneratur von 26 * 4°C gezichtet.

Drszum Berieseln gebrauchte Wasser wurde téglich bis zur Wasserkapazitit von oben ergénzt. Am 14. Tag wurde der SprofB der
P.lanzen in jedem ZuchtgefdB gesondert abgeschnitien, bzw. wurden die Wurzeln aus dem Boden herausgewaschen.

1.2. Gewlnrung der Filtrate und der faserigen Stoffe sus dam Mals

1.2.1, Aufarbeltung des Sprosses des mit EPTC vorbehandelten /Behandlung (E)/ Malses

55¢g von dem SproB des mit EPTC vorbehandelten /Behandlung (E)/ Maises wurden sofort nach dem Abschnaiden in einer
Turmixmaschine in 650 ml Wasser zerkleinert. Der so erhaltens Grus wurde halbiert, 250 ml wurden durch ein Laboratoriums-
Vakuumfilter filtriert und davon wurde ein wiiriges Filtrat (Sz) gewonnen, welches mit der Kode E-Ha-Vi-Sz bezeichnet wurde.
Der auf dem Filter verbliebene faserige Stoff wurde in einem Scheidetrichter mit 500ml Aceton geschiittelt, und die Acetonphase
wurde abgelassen. Diese Phase wurde mit der Kode E-Ha-Ac-Sz bezeichnet.

Die zurickbleibenden 260 ml von wiBrigem Grus wurden durch sin Vakuumfilter filtriert und der auf dem Filter gebliebene
faserige Stoff wurde als selbstédndige Probe behandelt, welches mit dem Kode E-Ha-Vi-R bezeichnet wurde.

1.2.2. Aufarbeitung der Wurzeln des mit EPTC vorbehandelten Maises
Man arbeitete wie oben beschrieben, mit der Ausnahme, dal 28g mit einem Messer zerkleinerte \/urzeln in einer
Turmixmaschine mit400ml Leitungswa-iser behandelt wurden. Aus 200 ml Grus wurden das wirige und dann das acetonischa
Filtrat gewonnen bzw. wurde der faserige Stoff aus den anderen 200ml erhalten.
Die Kodebezeichnungen der derart gevionnencn Materialien sind die folgenden:

E-Gyd-Vi-Sz

E-Gyo-Vi-R

E-Gyo6-AC-Sz.

1.3. Prifung der EPTC-antagonisierenden Wirkung der aus dem Mals gewonnenen Filtrate und Fasesn im Zuchtgofa

1.  Anordnung des Versuches

£.s wurden mit PVC-Folie bikleidete Kunststoffgefale mit siner Oberfliche von 0,8 dm? und einer Aufnahmefihigkeit von je 800
Boden angewandt, In diese Gefée wurden zuerst je 400g oberer Fsldboden mit den unter 1.1, beschriebenen Eigenschaften
eingewogen. Danach wurden je 10 Kérner des Meises Pioneer 3707 eingesat. Diese Aussaat wurde mit je 100g Boden bedeckt,
dann wurde EPTC in einer Dosis vun 61/ha ausgebracht. Die derart behandelte Bodanoberfléche und die unbehandeiten GefiBe
wurden wiederholt mit je 10g Boden bedeckt, und auf diese Bodenoberflichen wurden je 100 ml wiBriges Filtrat, bzw. je 100g
faserige Substanz, bzw. je 5mi acetonisches Filtrat appliziert.

Dis Pflanzen wurden bis zum 7. Tag nach dem S#en unter den unter 1.1, beschriebenen Bedingungen geziichtet, dann wurden die
SproBlidnge und die Grinmasse des Maises gemessen, und das duBBere Bild des Maises wurde mittels der im Beispiel 1
beschriebenen Bonitierungsskala bewertet.
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Tabelle XiV

Wirkung der aus den Sprossen {(Ha) des mit EPTC (61/ha) vorbehandelten (E) Maises
gewonnenen wiBrigen (Vi) und acetonischen (Ac) Filtrate {Sz), sowie der
zuriickbleibenden faserigen Substanzen (R) auf die Selaktivitit des Herbizids EPTC (61/ha)

im Mais
Mais
Behandlungen SproBidnge Griinmasse Bonitierungswert
cm/Einzel- 10"2g/Einze!-
. pflanze pflanze

Unbehandelte Kontrolle 19 72 2,0
EPTC 8 66 1,2
EPTC + (E-Ha-Vi-S2) 19 62 ' 18
EPTC + (E-Ha-Vi-R) 19 72 2,0
EPTC + (E-He-Ac-Sz) 20 70 2,0

E-Ha-Vi-Sz 20 72 2,0

E-Ha-Vi-R 20 79 2,0

E-Ha-Ac-Sz 18 68 2,0

Aus den Angaben der Tabelle XIV geht hervor, daB die aus den Sprossen der mit einer Dosis van 81/ha von EPTC vorbehandelton
Maispfiinzchen gewonnenen Extrakte, sowie der zuriickbleibende faserige Stoff den phytotoxischen Effekt des Herbizides (81/ha
EPTC) véllig beseitigt hat. Das Ergebnis der Antidotumwirkung dieser Biopraparate besteht darin, dal die SproRldnge und das
Auere der Kulturpflanze ebenso intakt und gesund, wie die der unbehandelten Kentrolle, sind.

Tabelle XV

Wirkung der aus der Wurzel (Gyd) der mit EPTC (61/ha) vorbehandelten (E) Maises
gewonnenen waBrigen (Vi) und acetonischen (Ac) Filtrate (S:;, sowie der
zuriickbleibenden faserigen Stoffe (R) auf die Selektivitdt des Herbizids EPTC (61/ha) im

Mais
Behandlungen SproBllénge Grinmasse Bonitierungswert
cm/Einzel- 10~ g/Einzel-
pflanze pflanze
Unbehandelte Kontrolle 19 72 2,0
EPTC 9 56 1,2
EPTC + (E-Gyd-Vi-Sz2) 5 16 1,0
EPTC + (E-Gyd-Vi-R) 19 72 2,0
EPTC + (E-Gyd-Ac-S2) 18 70 2,0
E-Gyd-Vi-Sz 7 22 14
E-Gyd-Vi-R 20 73 2,0
E-Gyb-Ac-Sz 19 68 2,0

Aus den Angaben der Tabelle XV gehtklar hervor, daB das acetonische Filtrat, sowie der faserige Sioff, die aus der Wurzel der mit
einer Dosis von 61/ha EPTC vorbehandslten Maispflanzchen gewonnen wurden, eine ausgezeichnete Antidotumwirkung
ausiiben.
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