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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein neuartiges biologisches Pflanzenschutzmittel auf Basis einer pflanzlichen Zubereitung. Es bewirkt neben
pflanzenstirkenden Effekten vor allem eine generelle, tberraschend intensiv ausgeprigte Resistenzinduktion bei Nutz- und Kulturpflanzen
gegentiber pathogenen Einfliissen vielerlei Art, insbesondere gegentiber dem Befall durch Bakterien, Pilze und sogar Viren.
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Biologisches Pflanzenschutzmittel
mit resistenzfordernder Wirkung und

Verfahren zu seiner Herstellung

Die Erfindung betrifft ein neues und neuartiges biologisches Pflanzenschutzmittel.
Das Pflanzenschutzmittel basiert selbst auf einer spezifischen Pflanzenzubereitung
und bewirkt neben pflanzenstirkenden Effekten vor allem eine generelle, iiberra-
schend intensiv ausgeprégte Resistenzinduktion bei Nutz- und Kulturpflanzen gegen-
tiber pathogenen Einfliissen vielerlei Art, insbesondere gegeniiber dem Befall durch
Bakterien, Pilze und sogar Viren. Das erfindungsgeméife Mittel ist hochwirksam aber
in jeder Beziehung untoxisch und unterscheidet sich somit von den klassischen zu-
meist auf chemisch synthetisierten Verbindungen beruhenden Pflanzenschutzmitteln,
wie Pestizide oder Fungizide, welche hiufig aufgrund ihrer Toxizitdt in vielen Lin-
dern gesetzlichen Bestimmungen unterworfen sind .

Die Erfindung betrifft auch die dem Pflanzenschutzmittel zugrundeliegende pflanzli-
che Zubereitung und ein Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ein Verfahren zur
schnellen Feststellung der biologischen Wirksamkeit entsprechender pflanzlicher Zu-
bereitungen, bzw. Extrakte in vitro.

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der besagten Zubereitung zur Verbesse-
rung belasteter Boden durch Stirkung der ansissigen mikrobiellen Bodenkulturen.

Die Erfindung betrifft schliefilich auch Stoffe, die in der erfindungsgemsafen Zuberei-
tung aufgefunden wurden, und die den beschriebenen Wirkungen zugeschrieben wer-

den kénnen oder einen Beitrag hierzu leisten.

Pflanzenkrankheiten bei Kultur- bzw. Nutzpflanzen, beziehungsweise ihre Bekidmp-
fung, stellen eine immer grofer werdende Herausforderung dar. Durch derartige
Krankheiten sowie durch umwelt- und / oder klimabedingte Strefifaktoren, wie bei-
spielsweise ausgeprégte Trocken- bzw. Diirreperioden oder saure, {iberdiingte oder an-
derweitig schadstoffbelastete Bdden miissen Jahr fiir Jahr weltweit beachtliche Er-

tragsverluste hingenommen werden, oder es gehen in unter Umstinden ganze Kultur-
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landschaften verloren. Oft bedingen und verstirken schidliche Umwelt- und Kli-
maeinfliisse die Ausbreitung entsprechender Krankheiten, da die Pflanzen unter einem
permanenten Stref stehen und so in ihrer natiirlichen Abwehrkraft geschwicht wer-

den.

Pflanzenkrankheiten werden heute iiberwiegend mit herkémmlichen, chemischen
Pflanzenschutzmitteln, wie beispielsweise Pestizide oder Fungizide, bekimpft. Damit
lassen sich zundchst rasche und gute Erfolge erzielen, da solche Mittel meist sehr
wirksam sind und tiberdies meist preisgiinstig und mit einfachen technischen Mitteln
hergestellt werden konnen, so daB sie insbesondere fiir die Dritte Welt von Interesse
sind. Herkémmliche chemische Pflanzenschutzmittel weisen aber auch betrichtliche,
weitreichende Nachteile auf, so dal3 ihr Einsatz von der Offentlichkeit zumindest in
den industrialisierten Landern zunehmend kritisch betrachtet wird. So ist ein Nachteil
des chemischen Pflanzenschutzes die Selektion resistenter Erregerstimme, die bei der
Pilzbekdmpfung mit der Einfithrung der systemischen Fungizide entstanden sind und
entstehen. Solche Stdmme kdnnen oft nur mit noch toxischeren Mitteln bekampft
werden. Pflanzenfungizide verhalten sich somit analog Antibiotika in der Medizin, wo
das Resistenzproblem bereits sehr virulent ist. Uberdies sind nicht alle Pflanzenkrank-
heiten, wie z. B. GefdBmykosen, Virosen oder Bakteriosen mit den bisher bekannten
Mitteln erfolgreich zu behandeln. Ein weiterer Nachteil von chemischen Pflanzen-
schutzmitteln ergibt sich aus ihrer bereits erwéhnten oft betrichtlichen Toxizitdt, die
nicht nur ihre Handhabbarkeit sondern auch ihre Auswirkung auf die Umwelt (Béden,
Trinkwasser, etc.) betreffen. Uber die Nahrungskette konnen sie oder ihre zum Teil
ebenfalls toxischen Metabolite auch vom Menschen aufgenommen werden und zu
teilweise irreversiblen korperlichen Schiden oder Krankheiten fithren. Demzufolge
unterliegen Pflanzenschutzmittel in vielen Lindern der Zulassungspflicht und werden

von den Behorden immer restriktiver behandelt.

Als eine echte Alternative zu chemischen Pflanzenschutzmitteln werden biologische
Mittel auf Basis von Mikroorganismen, Pflanzen, Pflanzenextrakten oder einzelnen

isolierten Wirkstoffen oder Wirkstoffgemischen betrachtet, obwohl sie in der Praxis
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aus verschieden Griinden noch keine gréBere Rolle spielen. Beispiele hierfiir sind die
Behandlung von Gurken und Melonen gegen Anthraknose mit Extrakten von Colleto-
trichum lagenarium (Caruso, Kuc, 1977, Phytopathology 67, 1285), ‘welches selbst
der Erreger der Anthraknose ist. Tabak konnte in Feldversuchen gegen Blauschimmel
weitgehend durch Behandlung mit Sporensuspensionen von P. tabacina geschiitzt
werden (Tuzun, Kuc, 1989, in: McKeen (Ed.), Blue mold of tobacco, 177, APS Press,
St. Paul Minnesota). Weiterhin sind Extrakte aus Blittern von Staudenknéderich
(Reynoutria sachalinenis) gegen Pflanzenschimmel bekannt (Herger et al., 1988,
Nachr. Blatt. Dt. Pflanzenschutzdienst 40, 56). Auch iiber die Schutzwirkung von be-
stimmten Bakterien- und Pilzsubstraten auf héhere Nutzpflanzen wurde schon berich-
tet (Schonbeck et al., 1980, Z. Pfl Krankheiten, PflSchutz 87, 654). Weiterhin sind
auch definierte in der Natur vorkommende Einzelverbindungen wie Salicylsiure oder
Acetylsalicylsdure (z.B. Mills, Wood, 1984, Phythopathol., 111, 209) oder Isonicotin-
sdure bzw. Isonicotinsdurederivate (Kunz et al., 1988, EP 0026875) bekannt, fiir die

eine Schutzwirkung gegeniiber Pflanzen gezeigt werden konnte.

In einigen der bekannten Beispiele des Pflanzenschutzes durch biologische Mittel
wurde der Schutz durch induzierte Resistenz hervorgerufen bzw. bewirkt.

Unter dem Begriff der induzierten Resistenz einer Pflanze oder auch eines Mikroorga-
nismus versteht man allgemein die Befihigung des betreffenden Organismus, die Ent-
faltung der Wirkung von schidigenden Faktoren durch bestimmte dufere Behandlun-
gen oder Stoffe zu hemmen, ohne die genetische Konstitution des Organismus zu ver-
dndern. Die Widerstandsfihigkeit des Organismus wird generell und dauerhaft erhoht,
was zu einer Verminderung der Befallsintensitét sowie der Schadwirkung des noch
verbleibenden Befalls fiihrt. Induzierte Resistenz zeichnet sich unter anderem vor al-
lem durch fehlende Toxizitdt der die Resistenz induzierenden Stoffe gegeniiber den
schidigenden Stoffen, bzw. Schadorganismen (Pathogen), sowie durch das Fehlen ei-
ner strengen, linearen Dosis-Wirkungsrelation aus. Eine weitere Konsequenz der indu-
zierten Resistenz bei einer Pflanze kann auf molekularer Ebene beobachtet werden
und betrifft die Expression verschiedener Proteine, die nach dem Pathogenbefall bzw.

Pathogenkontakt, bzw. dem Kontakt mit dem an sich nicht pathogenen, die Resistenz
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induzierenden Stoff gebildet und als PR-Proteine ("pathogenesis related proteins") be-
zeichnet werden. Zu ihnen gehéren unter anderem PR-1 Proteine, 8-1,3-Glucanasen
(PR-2), Chitinasen (PR-3), Hevein- (PR-4) und Thaumatin/Osmotin- 'a"hnliche Protei-
ne (PR-5) (Schneider et al., 1996, Intern. Review of Cytology 168, 303). In vielen
Fillen der induzierten bzw. erworbenen Resistenz kann beobachtet werden, daf} der
Effekt nicht nur auf die Stelle lokalisiert bleibt, welche mit dem die Resistenz induzie-
renden Stoff bzw. dem Pathogen direkt in Kontakt gekommen ist, sondern sich sy-
stemisch auch auf nicht befallene, noch gesunde Pflanzenteile ausbreitet. Durch Resi-
stenzinduktuion wird also ein bereits latent in der Pflanze vorhandenes Potential an
unterschiedlichen Abwehrmechanismen dauerhaft aktiviert, welche wiederum abhin-
gig von der Pflanzenart und dem attackierenden Schadstofferreger, bzw. dem die Resi-
stenz induzierenden Stoff, sind. Letztlich ist diese Moglichkeit der Pflanze sich zu
wehren, im gewissen Sinn vergleichbar mit der medizinischen Immunisierung beim
Menschen durch aktive Impfung. Fiir den Pflanzenschutz ist die induzierte Resistenz
von erheblicher Bedeutung, weil es die Palette seiner Mdglichkeiten erweitert und
Krankheiten erfassen kann, die einer Bekdmpfung mittels der herkommlichen, oben
genannten chemischen Mittel nicht zugéinglich sind.

Davon zu unterscheiden sind Mittel, die eine rein pflanzenstirkende Wirkung aufwei-
sen. Pflanzungsstirkungsmittel zeichnen sich durch eine voriibergehende Kriftigung
des betreffenden Organismus aus, ohne die immunisierende Wirkung iiber erworbe-
nen bzw. induzierte Resistenz aufzuweisen.

Biologische Pflanzenschutzmittel sind also eine echte Alternative zu herkémmlichen
chemischen, meist stark toxischen Pestiziden, Fungiziden und &hnlich wirkenden
Mitteln, da letztere, wie bereits erwihnt, zunehmend restriktiver in bezug auf behord-
licher Zulassung behandelt werden und auf Ablehnung in der breiten, ¢kologisch sen-

sibilisierten Offentlichkeit stoRen.

Die bislang bekannten biologischen Mittel sind aber oft schwer zu handhaben (wenn
sie z. B. auf dem Krankheitserreger selbst basieren, wie beispielsweise Suspensionen
von Pilzen oder Bakterien), lassen sich oft nicht einfach in ausreichenden Mengen fiir

den breiten Einsatz in der Land- oder 6kologischen Wirtschaft herstellen, sind teilwei-
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se nicht spezifisch genug oder weisen sehr oft eine unzureichende Wirkungsintensitét
gerade im Vergleich mit herkémmlichen Pflanzenschutzmitteln auf, Insbesondere bei
Pflanzen, die schon befallen und geschédigt sind, werden die wenigen bekannten,
biologischen Mittel kaum eingesetzt, da sie in solchen Fillen wenig und oft erst zu
spdt Wirksamkeit zeigen. Der Einsatz solcher bekannten biologischen Pflanzen-
schutzmittel oder Pflanzenstdrkungsmittel beschrinkt sich somit in der Praxis zumeist
allenfalls nur auf die prophylaktische Behandlung, oder wenn die allerersten Anzei-
chen eines Befalls erkennbar sind und auch dann in der Regel nur auf kleine Pflanzen-

bestinde.

Es bestand somit die Aufgabe ein biologisches Pflanzenschutzmittel zur Verfiigung zu
stellen, daB nicht die oben genannten Nachteile der bekannten biologischen und che-
mischen Pflanzenschutzmittel aufweist und iiberdies nicht nur ein reines Pflanzenstir-
kungsmittel ist. Insbesondere sollte ein Mittel bereitgestellt werden, welches relativ
einfach herzustellen und in moglichst geringen Konzentrationen hochwirksam ist so-
wie fiir ein breites Spektrum von Pflanzen und Pflanzenkrankheiten auch bei groBen

Pflanzenbestdnden angewendet werden kann.

Erfindungsgemdl kann ein solches Mittel zur Verfligung gestellt werden. Es basiert

auf einer pflanzlichen Zubereitung, die leicht herzustellen ist.

Gegenstand der Erfindung ist somit eine Zubereitung auf Basis von Pflanzen oder
Pflanzenteilen aus den Familien der Nelkengewichse (Caryophyllaceae) und der Le-
guminosen, wobei der Gewichtsanteil des Pulvers, welches aus der Pflanzenfamilie
der Nelkengewéchse stammt, tiber 80 % aber unter 99% liegt, und die Zubereitung
durch die in den Anspriichen angegebenen und weiter unten naher spezifizierten Ver-
fahrensmafinahmen erhalten werden kann.

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung der besagten fiir den
biologischen Pflanzenschutz geeigneten Zubereitung auf Basis von Pflanzen oder

Pflanzenteilen, welches durch folgende MaBnahmen charakterisiert werden kann:
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(a) Einsetzen von Pflanzen aus den Familien der Nelkengewichse (Caryo-
phyllaceae) und der Leguminosen als Ausgangsmaterial;

(b) Durchfiihrung der fiir jede Pflanzenfamilie einzeln vorzunehmender Schritte:
(i) Zermahlen der getrockneten Pflanzen oder Pflanzenteile der entsprechenden Fami-
lie,

(ii) Aufnahme des Mahlgutes in einem polaren, organischen Losungsmittel,
(iij) Durchfihrung einer Riihrextraktion der so erhaltenen Suspension,
(v) Entfernung des Losungsmittels, ohne eine vorangegangene Trennung der festen
Phase von der ldslichen Phase durchgefiihrt zu haben,

V) Trocknen des Riickstandes; und

(¢) Vermischung der beiden gemif der Schritte b (i) bis b (v) erhaltenen pulverformi-
gen Produkte im gewiinschten Verhiltnis.

Entscheidend fiir die Wirksamkeit der erfindungsgemiBen pflanzlichen Zubereitung
ist das Verhéltnis des Pflanzenmaterials Nelkengewschse zu Leguminosengewichse.
Der Anteil der Nelkengewdchse muB mindestens 80 Gewichtsprozent bezogen auf das
Pulvergemisch sein, darf jedoch 99 % nicht iiberschreiten. Die Wirksamkeit ist zwi-
schen 90 und 98% Nelkengewichs-Anteil deutlich erhoht gegeniiber den Gemischen
mit einer Zusammensetzung von 80 und 99 %. Ein Gemisch mit etwa 95 % Anteil
Nelkengewéchse und 5 % Anteil Leguminosengewichse ist erfindungsgemiB beson-
ders bevorzugt, da die Wirksamkeit als biologisches Pflanzenschutzmittel mit resi-
stenzinduzierender Wirkung hier ein relativ schmales aber ausgeprigtes Maximum
zeigt. Zubereitungen, welche aus nur einer der beiden genannten Pflanzenkomponen-
ten bestehen, sind iiberraschenderweise unwirksam, ebenso wie Zubereitungen, die ei-
nen Anteil von Nelkengewichse aufweisen, der deutlich unter 80 % liegt. Die sprung-
haft gestiegene, liberraschend hohe Wirksamkeit der erfindungsgemiBen Zubereitung
bei einem Nelkengewichs - Anteil von etwa 95 % liBt vermuten, daB es hier zu einer
synergistischen Wirkung der Wirkstoffe aus den Nelkengewichsen und der Legumi-

nosen kommt.
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Gegenstand der Erfindung ist somit eine bevorzugte Zubereitung auf Basis von Pflan-
zen oder Pflanzenteilen aus den Familien der Nelkengewéchse und der Leguminosen,
wobei der Gewichtsanteil des Pulvers, welches aus der Pflanzenfamilie der Nelkenge-
wichse stammt, tiber 90 bis 98 %, besonders bevorzugt etwa bei 95 % (5 % Legu-
minosengewdichse) liegt.

Nelkengewiéchse stellen eine eigene Pflanzenfamilie dar. Sie sind, insbesondere in
Mitteleuropa weitverbreitet, und haben sich innerhalb gewisser Grenzen den ver-
schiedensten Boden- und Klimabedingungen angepaft. Nelkengewichse findet man
auf sauren wie auf kalkhaltigen Béden, jedoch bevorzugen sie in der Regel nihrstof-
farme Boden. Beispiele fiir Nelkengewichse, die sich fiir die Ausfithrung der Erfin-
dung eignen, sind Heide-Nelke, Biischel-Nelke, Karthiuser-Nelke, Prachtnelke, Leim-
kraut, Kuckucks-Lichtnelke, Pechnelke, Nachtnelke, Rote Lichtnelke, Echtes und Ro-
tes Seifenkraut, Steinmiere, Waldsternmiere, Rippen-Nebelmiere. Besonders bevor-
zugt sind die Kuckucks-Lichtnelke (Lychnis flos-cuculi) und die gemeine Pechnelke
(Lychnis viscaria). Erfindungsgemaf kénnen auch verschieden Arten gemischt wer-

den. Bevorzugt ist aber der Einsatz von jeweils nur einer Art.

Auch die Leguminosen (Schmetterlingsbliitengewéchse) stellen eine eigen Pflanzen-
familie dar; unter ihnen gibt es zahlreiche Unterfamilien (z.B. Fabaceae), Gattungen
und Arten, die als Nutz- bzw. Futterpflanzen weltweit angebaut werden. Ihre Vertreter
weisen einen hohen Anteil an Eiweif3stoffen und Stérke auf und stellen keine besonde-
ren Anspriiche an den Boden, da die in den Wurzeln symbiotisch lebenden, stickstoff-
bindenden Bakterien zur Bodenverbesserung beitragen. Als Beispiele fiir geeignete
Vertreter von Leguminosen konnen viele Kleearten, wie Echter Steinklee, Gemeiner
Wundklee, Gold-Klee, Feld-Klee, Gemeiner Hornklee, Sumpf-Hornklee, Schopf-
Hufeisenklee, genannt werden. Ebenso geeignet sind Luzernearten, Siiholz-Tragant,
Gelbe Spargelerbse, Ranken-Blatterbse, Wiesen-Blatterbse. Besonders geeignet sind

die Luzemenarten, wie beispielsweise Sichel-Luzeme oder Hopfen-Luzerne.

Zur Bereitstellung der Pflanzen fiir die Durchfiihrung der Erfindung konnen diese

auch systematisch durch Aussaat angezogen werden. ErfindungsgemiB ist dabei die
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Verwendung von Wildformen, die nicht durch ziichterische Mafnahmen beeinflufit
worden sind, bevorzugt.

Gegenstand der Erfindung ist somit eine entsprechende Zubereitung, die dadurch ge-
kennzeichnet ist, da} das eingesetzte Pflanzenmaterial von durch Ziichtung nicht be-
einfluten Wildformen stammt, welche vorzugsweise ohne Behandlung von minerali-
schen Diingemitteln und / oder Pestiziden aufwuchsen. Dies bedeutet aber nicht, daB}
das bendétigte Pflanzenmaterial nur aus wild wachsenden Pflanzen gewonnen werden
kann. Vielmehr kann es auch unter den genannten Bedingungen durch gezielte Ansaat
bereitgestellt werden. Vorzugsweise empfiehlt es sich, fiir jede Saison einen anderen
Standort zur Ansaat auszuwihlen, desser; Boden zuvor durch entsprechende Analysen
charakterisiert werden kann. Prinzipiell reichen die Mainahmen, die nach den Richtli-
nien der Européischen Gemeinschaft EG 2092/91 fiir den 6kologischen Landbau" aus,
um befriedigende Endergebnisse zu erlangen. Die Saatgutmengen, die fiir ein Hektar
benétigt werden, richten sich nach der auszusdenden Spezies sowie der speziellen Bo-
denzusammensetzung. In der Regel reichen 20 bis 30 kg Saatgut / Hektar aus. Weiter-
hin vorteilhaft fiir die Wirksamkeit der erfindungsgemifen Zubereitung ist eine Vor-
frucht-Aussaat, insbesondere von Mais oder Weizen. Generell sollte darauf geachtet
werden, daB vor und wihrend der Pflanzperiode der Nelken-/Leguminosengewichse
keine zusétzlichen Strefifaktoren, wie z.B. Schidlingsbefall- oder Kontamination mit
Umweltgiften, geschaffen werden. Wird fiir die Herstellung der erfindungsgemifen
Zubereitung Saatgut verwendet, konnen durch Aussiebung des schwachen oder kran-
ken Saatgutes noch bessere Ergebnisse erzielt werden.

Erfindungsgemile Zubereitungen, die aus solchem Pflanzenmaterial hergestellt wur-
den, zeigen besonders hohe Wirksamkeit. In manchen Fillen 148t sich eine nennens-
werte Pflanzenschutzwirkung nur bei derartig behandelten Ausgangspflanzen beob-
achten. Offensichtlich sind bei den nach den iiblichen Standardmethoden kultivierten,
bzw. ziichterisch verdnderten Formen die urspriinglichen latenten Abwehrkrifte be-
reits stark verkiimmert, so daf} sie sich nicht mehr fiir den erfindungsgemiBen Zweck

eignen.
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Prinzipiell lassen sich alle Pflanzenteile der Nelken-, bzw. Leguminosengewichse fiir
die Herstellung der erfindungsgeméfBen Zubereitung verwenden, also beispielsweise
Stengel, Blatter, Wurzeln, Bliiten oder Samen. Vorzugsweise werden jedoch Samen

der entsprechenden Arten eingesetzt.

Gegenstand der Erfindung ist somit eine entsprechende Zubereitung, die dadurch ge-
kennzeichnet ist, da die zur Verwendung kommenden Pflanzenteile Samen sind.

Das entsprechend dem erfindungsgemaflen Verfahren zubereitete Pulver aus den bei-
den genannten Pflanzenfamilien ist problemlos iiber einen lingeren Zeitraum lagerfi-
hig und kann direkt fiir den Einsatz zur Behandlung gefiihrdeter oder erkrankter Pflan-
zen am besten in Form von wéBrigen Suspensionen zur Verfiigung gestellt werden.
Bei Anwendungen von groflen Mengen auf groBen Flichen, insbesondere in der Land-
und Felderwirtschaft ist es vorteilhaft, das Pulver zunichst mit einem Triger oder
Fiillstoff zu versetzen. Dabei eignen sich alle fiir derartige Zwecke bekannten Mate-
rialien, so beispielsweise Gesteinsmehl, Magnesiumsilikatpulver oder Algenmehle.
Erfindungsgemil werden, je nach zu behandelnder Pflanzenart, 2 bis 8§ g Pflanzen-
Mischpulver mit 98 bis 92 g des jeweiligen Fiillstoffes vermischt .

Gegenstand der Erfindung ist somit eine entsprechende Zubereitung, die zusitzlich
Fiill- oder Trégerstoffe enthilt, wobei vorzugsweise der Gewichtsanteil des von den
Pflanzen stammenden Mischpulvers bezogen auf die Fiill- /Tragerstoffe 2 bis 8 % be-
trégt. Dieses einsatzfahige Gemisch kann nun wiederum in Wasser aufgenommen und
als wiflrige Suspension zur Behandlung eingesetzt werden. ErfindungsgemaB werden
50 bis 400 g, vorzugsweise 100 bis 200 g einer solchen Gesamtmischung (Pflanzen-
pulver plus Fill-/Trédgerstoff) auf einen Hektar eingesetzt. Letztlich hingt die Menge
aber von verschieden Faktoren, wie Pflanzenart, Befalisart, Befallsentwicklung, be-
reits vorliegender Schaden, Bodenbeschaffenheit, etc. ab.

Wie bereits erwédhnt, wird die erfindungsgeméafe pulverformige Zubereitung mit oder
ohne Fiillstoffe vorzugsweise in Wasser aufgenommen, bzw. suspendiert und die er-
haltene wélrige Suspension zum unmittelbaren Einsatz durch Bespriihen, GieRen, Im-
pragnieren oder dhnlichem verwendet. Dabei ist es sowohl fiir die Wirksamkeit, als
auch fiir die Wirtschaftlichkeit der erfindungsgemafBen Zubereitung von ausschlagge-
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bender Bedeutung, in welcher Konzentration das besagte Pflanzenmischpulver in die-
ser wilrigen Losung vorliegen kann bzw. muf.

Gegenstand der Erfindung ist somit eine entsprechende Zubereitung, die dadurch ge-
kennzeichnet ist, daf sie durch Zusatz von Wasser als wifrige Suspension vorliegt,
wobei die Konzentration des von den Pflanzen stammenden Mischpulvers 0.1 mg bis
2 mg /1, vorzugsweise 0.5 bis 1.0 mg / |, besonders bevorzugt 0.5 bis 0.6 mg / 1 (nur
auf das Pflanzenpulver bezogen) betrigt. In diesem iiberraschend niedrigen Wert be-
griindet sich ein grofer Teil der erfinderischen Leistung der vorliegenden Anmeldung.
Weiterhin ist es als {iberraschend zu bezeichnen, daB héhere Konzentrationen, so z. B.

5 mg /1, meist eine geringere resistenzinduzierende Wirkung zeigen.

Gegenstand der Erfindung ist also auch die Verwendung der besagten Zubereitung als
biologisches Pflanzenschutzmittel, insbesondere als Mittel mit resistenzinduzierender
Wirkung. Der Begriff der induzierten Resistenz ist erfindungsgemaf entsprechend den
in der Einleitung gemachten Angaben definiert. Die erfindungsgemiBe Zubereitung
zeigt dabei, sofern gemessen, alle entsprechenden Merkmale, welche fiir die Wirkung
der induzierten Resistenz in Frage kommen.

Die Zubereitung ist in den angegebenen Konzentrationen bei einer breiten Palette un-
terschiedlicher Pflanzen, wie Getreide oder Gemiise aber auch Zierpflanzen, Zierge-
holzen oder Pflanzen der Forstwirtschaft hochwirksam und zwar gegen eine Vielzahl
von pathogenen Schimmelarten, darunter Echtem Mehltau, sowie gegeniiber Bakteri-
en- oder sogar Virenbefall. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, daB Tabak nach
Behandlung nicht nur vor Befall mit Tabakmosaikvirus (TMV) geschiitzt werden
kann, sondern, daB3 bei bereits mit TMV befallenen Tabakpflanzen eine starke Ab-
nahme der Blattschidden zu beobachten ist.

Gegenstand der Erfindung ist somit die Verwendung des genannten Zubereitung zur
Erzielung und Férderung der induzierten Resistenz bei Nutz- und Kulturpflanzen ge-
geniiber pathogenen Einfliissen und strefbedingten Faktoren, insbesondere bei bakte-
riellen, fungizden oder viralen Infekten. Erfindungsgem4B werden unter dem Begriff
"pathogene Einfliisse und strefbedingte Faktoren" auch alle Belastungen und Schidi-

gungen der Pflanze durch Umweltgifte, Bodenbelastung, KlimastreB, wie Diirre- und
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Kilteperioden, starke Sonnen- bzw. UV-Bestrahlung, oder auch iibermaBige und /
oder einseitige Diingung verstanden. Oft sind es gerade solche Faktoren oder Einfliis-
se, welche die Abwehrkrifte der Pflanze schwichen und so erst einen Pilz-, Bakterien-

oder Virenbefall erméglichen.

Neben der Wirkung bzw. Verwendung als biologisches, untoxisches. die resistenz-
induzierendes Pflanzenschutzmittel, welches somit nicht den behérdlichen Zulas-
sungsauflagen unterliegt, weist die erfindungsgeméBe Zubereitung auch noch pflan-
zenstdrkende Wirkungen auf, die sich zum Beispiel in einer erhohten Chlorophyllpro-
duktion, im kréftigeren Wuchs, verstirktem Wurzelwachstum und #hnlichem bemerk-
bar machen kénnen. Das Ausmaf} dieses Wirkeffektes hingt allerdings stark von der
Art der Pflanze und anderen duferen Faktoren ab. Es ist durchaus méglich, daB in ei-
nigen Fillen, die Wirkung der induzierten Resistenz ohne oder ohne einen merklichen
Stirkungseffekt begleitet wird. Um den Stirkungseffekt besonders herauszustellen,
geniigt im Gegensatz zur Resistenzinduktion in der Regel eine einmalige Behandlung

nicht.

Die erfindungsgeméfle Zubereitung kann unter anderem auf die heranwachsenden
Pflanzen aufgebracht, vorzugsweise gespriiht, werden. Zur prophylaktischen Behand-
lung werden dabei die frisch gekeimten oder die jungen Pflanzen, welche das erste,
zweite oder dritte Blatt gerade ausgebildet haben, mit der wiBrigen Suspension be-
handelt. Bei bereits befallenen Pflanzen erfolgt die Behandlung unmittelbar nach Fest-
stellung der Schidigung. Alternativ kann auch das Saatgut durch Besprithen oder Im-
prégnierung vor Aussaat behandelt werden. Diese Methode hat sich als besonders
wirksam gezeigt, um Befall oder Schidigungen zu verhindern.

Eine weitere erfindungsgeméfle Methode ist die vorzugsweise Besprithung oder Be-
giefung der Bodenfliche, auf der das zu schiitzende Pflanzengut aufwachsen soll. Der
keimende Samen kann so die fiir die Wirkung verantwortlichen Stoffe der erfindungs-
geméflen Zubereitung aufnehmen, wodurch die Abwehrkraft der sich entwickelnden

Pflanze im erwéhnten Sinn gestérkt wird.
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Die Behandlung des Bodens mit der erfindungsgemafRen Zubereitung hat aber auch
noch einen weiteren positiven und erfinderischen Effekt. Es konnte némlich gezeigt
werden, daf die erfindungsgemifBle Zubereitung die im Boden befindlichen und fiir ein
gesundes Wachstum der in ihm wachsenden Pflanzen verantwortlichen mikrobiellen
Bodenkulturen iiberraschenderweise stirkt bzw. regeneriert. Die Anwendung der er-
findungsgeméfen Zubereitung kann somit auch auf die Sanierung von belasteten, bzw.
Verbesserung verbrauchter Boden ausgedehnt werden. Die erfindungsgemifie Zube-
reitung wird dabei in den Boden eingebracht, wobei durch ein- oder mehrmalige Um-
schichtung des Bodens eine bessere Verteilung des Materials bis in eine bestimmte
gewiinschte Tiefe bei gleichzeitiger Beliiftung des Bodens erreicht wird. Die Aktivitit
der niitzlichen Bodenkulturen kann dabei nach Standardmethoden wihrend des Sanie-
rungsvorganges verfolgt werden. Durch Kombination von Bodenbehandlung und
Pflanzen- bzw. Samenbehandlung konnen somit besonders vorteilhafte Ergebnisse er-
zielt werden. Die liberraschende zusitzliche positive Wirkung auf Mikroorganismen
befahigt die erfindungsgeméfie Zubereitung auch zum Einsatz als Kompostierungs-
mittel, bzw. Kompostierungsbeschleuniger. Hierbei kénnen, wie gezeigt wurde, insbe-
sondere auch schidigende Fiulnisbakterien stark zuriickgedringt werden. In diesem
Sinne 148t sich die erfindungsgeméfe Zubereitung auch zur lingeren Aufbewahrung
und Konservierung von beispielsweise Schnittpflanzen, insbesondere Schnittblumen,
erfolgreich einsetzen.

Gegenstand der Erfindung ist somit auch die Verwendung der erfindungsgeméBen Zu-
bereitung zur Starkung und Regenerierung von insbesondere in Béden vorkommenden
niitzlichen Mikroorganismen.

Die erfindungsgeméifen Zubereitungen umfassen auch solche Zubereitungen auf Basis
von Pflanzen oder Pflanzenteilen aus den Familien der Nelkengewichse und der Le-
guminosen, welche zusdtzlich weitere Bestandteile enthalten kénnen. Solche Be-
standteile kénnen im Prinzip Diingemittelzusitze, insbesondere auf organischer Basis,
Bodenverbesserungszusitze, inklusive niitzliche Mikroorganismen, oder Zusitze, wel-
che die Wirkung der erfindungsgeméfen Zubereitung zu verstéirken oder zu regulieren

vermogen.
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Verstirkende Zusitze im Sinne der Erfindung koénnen herkommliche Pflanzenschutz-
mittel sein, falls der Befall, bzw. die Schidigung der betreffenden Pﬂapzen bereits so
intensiv ist, dal mit derartigen Zusitzen, die erfindungsgeméBe Wirkung zumindest
temporidr unterstiitzt werden mufl, um die Pflanzen noch zu retten. In solchen Fillen
ist die bendtigte Menge an herkdmmlichen Pflanzenschutzmitteln generell wesentlich
geringer als ohne Einsatz der erfindungsgemiBen Zubereitung, so daB die Belastung
der Umwelt mit derartigen Zusitzen unter Verwendung der erfindungsgemiBen Zube-

reitung deutlich geringer ausfillt.

Regulierende Zusétze im Sinne der Erfindung sind vorzugsweise pflanzliche Zuberei-
tungen, welche insbesondere die pflanzenstérkenden Effekte der erfindungsgemsifen
Zubereitung in Fillen, in denen es gewiinscht ist, zu regulieren vermégen. Da durch
Applikation der erfindungsgeméBen Zubereitung sehr hiufig bestimmte Inhaltsstoffe
in den behandelten Pflanzen vermehrt gebildet werden, kann es erwiinscht sein, diesen
Effekt wieder herunterzufahren bzw. sogar unter das normale MaB zu senken. Bei-
spiele hierfiir sind der Nikotingehalt von Tabakpflanzen oder der Proteingehalt von fiir
bestimmte Anwendungen benétigte Getreide (z.B. Braugerste). Ein Beispiel fiir einen

solchen regulierenden Zusatz sind entsprechend dem erfindungsgemifen Verfahren

gewonnene Pulver aus Senfpflanzen oder Wildkirschen. Der Anteil solcher regulie-

render Zusétze an der Gesamtmischung kann erfindungsgemiB zwischen 0.5 und 10%
liegen.

Die Zusitze werden vorteilhafterweise in pulverisierter Form zu dem erfindungsge-
méBen Pflanzenpulver gegeben und mit diesem vermischt.

Die erfindungsgeméfle Zubereitung weist, zusammengefaBt, die folgenden wichtigsten
Vorteile auf:

Sie bewirkt bei den behandelten verschiedenartigsten Pflanzen induzierte Resistenz.
Sie ist sowohl bei nicht - befallenen (als Prophylaxe) als auch bei befallenen Pflanzen
zu beobachten. Der Wirkungsgrad der befallenen Pflanzen liegt im Durchschnitt zwi-
schen 30 und 75%, vorzugsweise zwischen 50 und 70%, d.h. daB beispielsweise die
Blattschdden nach erfolgter einmaliger Behandlung nur noch 25 bis 70 % (30 bis 50%)

des urspriinglichen Befalls betragen. In bestimmten Fillen konnen auch Wirkungsgra-
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de iiber 90% erreicht werden. Prophylaktisch behandeltes Pflanzen- oder Bodenmate-
rial weist in den meisten Fillen kein oder nur einen geringfiigigen Befall auf, wenn die
Pflanzen dem Pathogen nach Behandlung mit der erfindungsgemaBen Zubereitung
ausgesetzt wird. Mittels der erfindungsgeméBen Zubereitung knnen Pilzerkrankungen
wie Mehltau, Echtem Mehltau, Blauschimmel und Grauschimmel bei zahlreichen
Kulturpflanzen, wie Tomaten, Gurken, Weizen, usw. erfolgreich behandelt werden.
Besonders hervorzuheben ist die Wirksamkeit der Zubereitung gegeniiber Tabakmo-
saikvirus bei Tabakpflanzen. Dies ist der erste Fall, daB} ein auf Pflanzen basierendes
biologisches Mittel gegeniiber Virenbefall bei Pflanzen im hohen MaB wirksam ist.
Die erfindungsgeméfBe Zubereitung wirkt nicht toxisch gegeniiber dem die Pflanzen-
krankheit auslésenden Pathogen, z.B. dem Bakterium, dem Pilz oder dem Virus und
erfilllt somit eine wichtige Voraussetzung fiir das Vorhandensein von induzierter Resi-
stenz. Es konnte ndmlich gezeigt werden, daB die erfindungsgemiBe Zubereitung das
Myzelwachstum von Pilzen konzentrationsunabhéngig in keinerlei Weise beeintréch-
tigt, also nicht fungizid wirkt, und somit im Gegensatz zu den klassischen Pflanzen-
schutzmitteln steht.

Weiterhin konnte gezeigt werden, da3 wichtige fiir die Resistenzinduktion verant-
wortliche PR-Proteine, wie unter anderem Chitinase und 8-1,3-Glucanase bei Appli-
kation der erfindungsgemafen Zubereitung auf Pflanzen deutlich verstirkt (30 bis
50%ige Steigerung) gebildet werden.

Besonders bemerkenswert ist auch die erfindungsgeméfe minimale Wirkkonzentrati-
on, welche ein relativ schmales Maximum zwischen 0.5 mg und 1 mg / | aufweist.
Pflanzenschiitzende Naturextrakte, die in vergleichbar geringen Konzentrationen wir-
ken, sind bislang nicht bekannt.

Die erfindungsgeméfle Zubereitung bewirkt, daB die behandelte Pflanze gesund wird
oder bleibt. Gleichzeitig werden auch pflanzenstirkende Effekte wirksam. Zusam-
mengenommen konnen in vielen Féllen dadurch Ertragssteigerungen von 20 bis 50%,
sogar im Feldmafistab (in Abhéngigkeit von den anderen speziellen Bedingungen) er-
zielt werden. Diese Steigerungen kénnen sogar im Vergleich zu gesunden Kontroll-
pflanzen (ohne Behandlung mit der erfindungsgemiBen Zubereitung) erreicht werden.

Dies bedeutet, da der Einsatz der erfindungsgemiBen Zubereitung beispielsweise
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mittels prophylaktischer Boden- und /oder Samen-/ Pflanzenbehandlung zur Ertrags-

steigerung von gesunden und abwehrstarken Pflanzen fiihrt.

Die erfindungsgemifle Zubereitung kann, wie folgt hergestellt werden, wobei nahelie-
gende Varianten und Abénderungen, sofern nichts anderes hieriiber gesagt wird, ein-
geschlossen sind. Die Behandlung bzw. Aufzucht der Pflanzen wurde bereits weiter
oben beschrieben.

Es soll hier nochmals betont werden, daB fiir jeden Vertreter der beiden erfindungs-
gemdfen Pflanzenfamilien (Nelkengewéchse, Leguminosen) vorzugsweise ein eigener
Aufarbeitungsweg bis zu der entsprechenden Vermischung erfolgen sollte, um die
volle erfindungsgemife Wirkung zu erzielen.

Geht man von Pflanzen bzw. Pflanzenteilen aus so werden diese zunichst nach iibli-
chen Methoden schonend getrocknet. Temperaturen von tiber 40° C sollten hierfiir,
aber auch fiir alle weiteren Verfahrensschritte, gemieden werden. Das getrocknete
Pflanzenmaterial, wobei Samen mit eingeschlossen sind, wird in einer handelsiibli-
chen Miihle fein gemahlen. Die Korngréfle sollte 0.05 mm nicht unterschreiten und
0.5 mm nicht iiberschreiten, um optimale Extraktionseffekte zu erzielen. Vorzugswei-
se weist das gemahlene Material eine durchschnittliche KorngréBe von 0.1 bis 0.2 mm
auf.

Das gemahlene Material wird nun mit einem organischen, polaren Lésungsmittel ver-
setzt und die erhaltene Suspension intensiv bei vorzugsweise Raumtemperatur geriihrt.
Temperaturen von deutlich unter 15° C sind zumeist mit einem Wirkungsverlust ver-
bunden und soliten daher vermieden werden. Als polares organisches Losungsmittel
eigenen sich insbesondere niedere Alkohole wie z.B. Ethanol, n-Propanol, iso-
Propanol oder n-Butanol. Auch Gemische verschiedener Alkohole sind méglich. Be-
sonders bevorzugt ist Ethanol. Methanol ist nur bedingt einsetzbar. Fiir alle verwen-
deten Losungsmittel gilt, daB sie hochrein sein sollten, also z. B. keine Vergillungs-
stoffe oder andere Unreinheiten enthalten. Das Loésungsmittel kann 0 bis 30 % Wasser
enthalten. Ein hoher Anteil von Wasser erschwert allerdings sehr hiufig das spétere

notwendige Entfernen des Losungsmittels. Erfindungsgemif werden ein bis vier Vo-
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lumenteile Losungsmittel, vorzugsweise 1.5 bis zwei Volumenteile Lsungsmittel, auf
ein Volumenteil gemahlenes Pflanzenmaterial eingesetzt.

Es erfolgt eine Rithrextraktion iiber drei bis sechs, vorzugsweise vier bis fiinf Tage bei
vorzugsweise Raumtemperatur. Gegebenenfalls wird etwas Losungsmittel dem Ansatz
hinzugefiigt, um Verdunstungseffekte auszugleichen. AnschlieBend wird das Lo-
sungsmittel vorsichtig entfernt, am giinstigsten mittels eines Rotationsverdampfers
unter leichtem Vakuum, wobei Temperaturen von 40°C nicht iiberschritten werden
sollten. Auch einfaches Verdunstenlassen zwischen 30 und 40°C ist geeignet. Erfin-
dungswesentlich ist also, da3 die wihrend der Extraktion in Lésung gegangenen Stoffe
nicht abgetrennt, sondern vielmehr wieder dem festen, "angeldsten" Riickstand zuge-
fithrt werden. Der so erhaltene, ggf. noch feuchte Riickstand wird mit einem handels-
iiblichen Trockenaggregat getrocknet, wobei ein Feuchtigkeitsgehalt von weniger als
10% angestrebt werden sollte. Man erhélt somit ein riickstands- und 16sungsmittelfrei-
es, pulvriges Produkt, welches entsprechender Gefahrstoff-Verordnungen als gesund-
heitlich unbedenklich eingestuft werden kann.

Die erhaltenen Pulver, welche aus Pflanzen der Nelkengewichse und der Legumino-
sen stammt, werden dann, entsprechend der oben und in den Anspriichen angegebenen
Anteile ggf. unter Hinzufligung der genannten Fiill-/Trigerstoffe vermischt, und un-
mittelbar vor Einsatz in Wasser geldst bzw. suspendiert, wobei die angegebenen Kon-

zentrationen eingestellt werden.

Gegenstand der Erfindung ist aulerdem ein in-vitro-Schnelltestverfahren zur Ermitt-
lung der biologischen Wirksamkeit der oben und in den Anspriichen spezifizierten
Zubereitung als biologisches Pflanzenschutzmittel mit Resistenz induzierender Wir-
kung, das dadurch gekennzeichnet ist, dal man eine Probe einer besagten Zubereitung
mit einer zur Gérung befdhigten Mikroorganismen-Kultur versetzt und die CO,-
Entwicklung als MaB fiir die durch die Wirkstoffe induzierte Zellteilungsrate unter den
hierfiir iblichen Bedingungen im Vergleich zur Kontrolle mifit. Uberraschenderweise
hat sich ndmlich gezeigt, daB die resistenzinduzierende Wirkung der erfindungsgems-

Ben Zubereitung, welche erst zu einem spiteren Zeitpunkt durch aufwendige Versuche
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in-vivo an hoheren Pflanzen nachgewiesen werden kann, in einem friihen Stadium
mittels eines leicht handhabbaren Mikroorganismus, beispielsweise Bickerhefe, er-
kennbar gemacht werden kann. Es konnte also zumindest in bezug auf die erfindungs-
gemiBe Zubereitung eine direkte Relation zwischen induzierter Resistenz bei héheren
Pflanzen und erh6hter Zellteilungsrate bei Mikroorganismen hergestellt werden, wobei
die erhohte Zellteilungsrate sich leicht durch die vermehrte Freisetzung von CO, mes-
sen 1aBt. Die vermehrte CO,-Entwicklung ist allerdings in vielen Fillen relativ gering,
so daB mit den herkdmmlichen Garungssacharometern nur ungenaue Aussagen ge-
macht werden konnen. Um die Messung iiber die leicht handhabbaren und einfachen
bekannten Gérungsréhrchen dennoch durchfiihren zu kénnen, miissen diese gréfere
Volumina mit entsprechend feiner und langer Mefiskala aufweisen. ErfindungsgemaB
besitzen geeignete Gahrungsrohrchen Volumina von mindestens 50 ml, vorzugsweise
weisen sie 60 bis 80 ml auf. Das skalierte MeBrohrchen als Bestandteil des Gérungs-
saccharometer sollte einen Durchmesser zwischen 0.5 und 1.5 cm, vorzugsweise 0.8

bis 1.2 cm {iber eine Lénge von 10 bis 30 cm aufweisen.

Bei der Untersuchung der erfindungsgemiflen Zubereitungen auf wirkstoffhaltige
Substanzen wurde gefunden, daB8 neben einer Reihe von Phytosterolen auch minde-
stens drei Brassinosteroid-Verbindungen vorliegen, wobei eine Verbindung noch nicht
identifiziert werden konnte, eine als 24-epi-castasteron ((22R,23R,24R)-2,3,22,23-
tetrahydroxy-24-methyl-5 a-cholestan-6-on),die  andere 24-epi-secasteron ((22R,
23R, 24R)-22,23-dihydroxy-23, 33-epoxy-24-methyl-5 a-cholestan-6-on) ist. Letzteres
war bislang als Naturstoff noch nicht bekannt. Die Erfindung betrifft also somit auch
die Verwendung von 24-epi-secasteron und 24-epi-castasteron als resistenzforderndes
Mittel fiir Pflanzen. Ob diese Verbindungen fiir die resistenzférdernde Wirkung allei-
ne verantwortlich sind, oder auch noch andere Substanzen hierbei beteiligt sind, oder
ob synergistische Effekte verschiedener Komponenten der erfindungsgeméBen Zu-
sammensetzung eine Rolle spielen, ist am Anmeldetag noch nicht bekannt gewesen.

Brassinosteroide gehdren zu den Phytohormonen und sind als Pflanzenwachstumsre-
gulatoren mit wachstumsfordernder Aktivitdt bekannt. Sie treten im allgemeinen in

Mengen von ng - pg/ kg Pflanzenmaterial auf (z. B. Clouse und Sasse, 1998, Rev.



10

15

20

25

30

WO 99/38379 PCT/EP99/00459

-18 -

Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49, 427). 24-epi-castasteron kann z.B. aus der Griinalge
Hydrodicton reticulatum (Yokata et al., 1987, Phytochemistry, 26, 503) oder aus Beta
vulgaris (Schmidt, J. et al., 1994, Phytochemistry 36, 175) isoliert werden. 24-epi-
Secasteron war bislang nur als synthetisches Produkt bekannt (Voigt et al., 1995, J.
Chem. Soc. Perkin Trans 1, 1495).

Weiterhin wurden in der erfindungsgemifen Zusammensetzung eine Reihe von
Phytosterolen identifiziert, wie Spinasterol, Colesterol, Campesterol, Campestanol,
Stigmasterol, Stigmast-22-en-3B-ol, 24-methylcholest-7-en-38-0l, Spinasterol, Sito-
sterol, Sitostanol, Dihydrospinasterol, 24-methylcholesta-5,22-dien-38-0l, und 24-
methyl-cholesta-7,22-dien-38-o0l. Der Hauptanteil dieser Fraktion wird von Spinasterol
(85 - 90%) getragen.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter verdeutlichen, ohne sie einzu-
schrénken:

Beispiel 1:

1.2 g Samen der Kuckucks-Lichtnelke werden in einer Gewiirzmiihle fein gemahlen
(durchschnittliche Teilchengréfle 0.12 mm). Das Pulver wird getrocknet, so daB es ei-
nen Feuchtigkeitsgehalt von 7 bis 8% aufweist. Das Pulver wird in 20 — 30 ml reinem
Ethanol (99%) aufgenommen und mittels eines elektrischen Laborriihrers ca. 100 h bei
20 bis 25°C geriihrt. Falls die Mischung zu sehr eindickt, wird entsprechen Ethanol
zugegeben. Nach erfolgter Extraktion wird das Losungsmittel bei Raumtemperatur am
Rotationsverdampfer vorsichtig abgezogen. Der Riickstand wird ggf. weiter getrock-

net, bis ein feines Pulver vorliegt.

Beispiel 2:
Analog Beispiel 1 werden Samen der Sichel-Luzerne (1.2 g) gemahlen und der
Riihrextraktion unterworfen. Man erhilt ebenfalls ein getrocknetes Pulver.

Beispiel 3:
950 mg des Pulvers, hergestellt nach Beispiel 1, und 50 mg des Pulvers, hergestellt

nach Beispiel 2, werden innig miteinander vermischt. 50 mg dieses Gemisches werden
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in 100 1 Wasser gegeben und gut vermengt. Die Losung kann direkt zum Besprithen

von ca. 100 m* Feldfliche eingesetzt werden.

Beispiel 4:

Man stellt, wie beschrieben, 6 g eines Gemisches, gewonnen aus Lichtnelkenblittern
und Luzernenbléttern, her (5.7 g Nelkenpulver, 0.3 g Luzernenpulver). Diese Menge
wird zu 96 g Geteinsmehl gegeben, bzw. mit diesem innig vermischt. Zu diesem Ge-
misch werden in einem ca. 15.000 | fassenden Riihrtank 10.000 1 Wasser gegeben. Die

Menge reicht aus, um einen Hektar Ackerfliche zu behandeln.

Beispiel 5:

Im Gewichshaus werden Tabakpflanzen der hypersensitiv reagierenden Sorte ,,Xanthi
NN* kultiviert. Ein Teil der Pflanzen wird mit Wasser, welchem 0.125 % Tween 20
als Netzmittel zugesetzt sind, bespriiht. Diese Pflanzen stellen die Kontrolle dar. Der
andere Teil der Pflanzen wird mit einer Losung, welche 1 mg / | Pflanzenmehl (95/5
Mischung aus Nelken/Luzernen) und ebenfalls Tween 20 als Netzmittel (0.125%) ent-
hélt bespriiht.

Nach 5 Tagen der Inkubation werden die Pflanzen mit Tabakmosaikvirus inokuliert.
Hierzu wurde zuvor TMV befallenes Pflanzenmaterial in 0.1 M Natriumphosphat-
Puffer (pH = 6.8) gemorsert und mit wenig Carborundum als Reibmittel versetzt. Die-
se Suspension wird anschliefend mit einem Pinsel auf das zweite und dritte Laubblatt
(von unten gezihlt) der behandelten als auch der Kontrollpflanzen aufgerieben.

Nach 6 Wochen wurde das Schadbild bzw. der Befall bewertet (% der Blattflache, Li-

sionsdurchmesser in mm).

Tab. 1

Wirkung der erfindungsgemdfen Zubereitungen unterschiedlicher Konzentrationen
auf mit TMV befallenen Bldttern von Tabakpflanzen. Angegeben sind die Blattschdiden
in % bezogen auf die Kontrolle (unbehandelte Pflanzen = 100%).
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Konz. Zube- Omg/1 0.5 1.0 2.0

reitung / Ta- (Kon- mg mg / mg/
bakblitter trolle) /1 1 |

2. Blatt 100% 80 50 - 63 -
% 60% 80%
3. Blatt 100% n.b 35- 65 -
62% 75%

Beispiel 6:
Analog Beispiel 5 werden Weizenpflanzen nach Behandlung mit der erfindungsgems-

Ben Zubereitung (Kontrollpflanzen: nur mit Wasser) mit Echtem Mehltau infiziert und
die Blattschidden bestimmt. Die Ergebnisse sind der Tab. 2 zu entnehmen.

Tab. 2:

Wirkung der erfindungsgemdfien Zubereitungen unterschiedlicher Konzentrationen
auf mit Echtem Mehltau befallenen Weizenpflanzen. Angegeben sind die Blattschiiden
in % bezogen auf die Kontrolle (unbehandelte Pflanzen = 100%).

Konz. Zube- - Omg/l1 0.25 0.5 1.0 2.0
reitung / Wei- (Kon- mg / mg mg mg /
zen trolle) 1 /1 /1 1

2. Blatt 100% 70 - 65 85 74 —
90% - - 87%

75 95

% %
3. Blatt 100% 78 - 70 80 75 -
85% - - 85%

80 90

% %
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Beispiel 7:
Analog Beispiel 5 werden Gurken nach Behandlung mit der erfindungsgemsaBen Zube-

reitung (Kontrollpflanzen: nur mit Wasser) mit Echtem Mehltau infiziert und die
Blattschdden bestimmt. Die Ergebnisse sind der Tab. 3 zu entnehmen.

Tab. 3:

Wirkung der erfindungsgemdfien Zubereitungen unterschiedlicher Konzentrationen
auf mit Echtem Mehltau befallenen Gurkenpflanzen. Angegeben sind die Blattschdiden
in % bezogen auf die Kontrolle (unbehandelte Pflanzen = 100%,).

Konz. Zube- Omg/1 0.5 1.0 2.0
reitung / Gur- (Kon- mg mg mg/
ken trolle) /1 /1 1
2. Blatt 100% 70 85 40 -
- - 70%
85 95
% %
3. Blatt 100% 60 82 35-
- - 75%
65 90
% %

Beispiel 8:
Analog Beispiel 5 werden Tomatenpflanzen nach Behandlung mit der erfindungsge-

méfen Zubereitung (Kontrollpflanzen: nur mit Wasser) mit Grauschimmel (Botrytis
cinerea) infiziert und die Blattschdden bestimmt.

Eine Behandlung mit der erfindungsgeméfen Zubereitung in einer Konzentration von
0.6 mg /1 bewirkt eine Verminderung der Blattschiden im Vergleich zur unbehan-
delten aber ebenfalls mit Grauschimmel infizierten Kontrolle um 55 — 65 %. Eine Be-
handlung mit einer zehnfach konzentrierteren Losung der erfindungsgemiBen Zube-

reitung bewirkt eine Abnahme der Schiden lediglich zwischen 48 und 56%.
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Beispiel 9:

Entsprechend Beispiel 5 werden Weizen, Tomaten, Gurken- und Bohnenpflanzen im
Gewichshaus aufgezogen und mit der erfinderischen Zubereitung, wie beschrieben,
behandelt. Ein Teil der Pflanzen wird als Kontrolle eingesetzt. Eine Infektion mit
Krankheitserregern erfolgt bei diesen Versuchen nicht. Nach sechs Wochen werden
verschieden Parameter wie Frischgewicht, Blattflache, SproBlinge und Chiorophyll-
gehalt nach giéngigen Standardmethoden bestimmt und mit denen der Kontrollpflanze
verglichen.

Bis auf eine Ausnahme konnte in allen Fillen kann eine Steigerung der genannten Pa-
rameter beobachtet werden:

Frischgewicht: Steigerung um 21(Weizen) bis 57% (Tomate);

Sprofilange: Steigerung um 15(Bohne) bis 34% (Tomate);

Chlorophyligehalt: Steigerung um 8 (Weizen) und 76% (Gurke), bzw. 90% (Bohne),
lediglich bei Tomaten konnte keine signifikante Steigerung des Chlorophylgehaltes

festgestellt werden.

Beispiel 10:

10 Liter einer Losung der erfindungsgeméBen Zubereitung in einer Konzentration von
0.6 mg / 1 werden auf einen Kulturboden (Fliche: ca. 10 m® ) im Gewichshaus ober-
flachlich verspritht. Auf diesen Boden werden Weizen, Tomaten und Bohnenpflanzen
angepflanzt. Ein Teil der Pflanzen wird als Kontrolle auf unbehandeltem Boden aber
unter sonst gleichen Bedingungen aufgezogen. Nach sechs Wochen werden verschie-
den Parameter wie Frischgewicht, Blattfliche, Sproflinge und Chlorophyligehalt be-
stimmt und mit denen der Kontrollpflanze verglichen.

Wihrend bei Weizen und Tomate unter diesen Bedingungen keine signifikante Steige-
rung der genannten Parameter zu beobachten waren, erhohte sich bei Bohnenpflanzen
das Frischgewicht um durchschnittlich 21%, die Blattfliche um 18%, die SproBlinge
um 25% und der Chlorophyllgehalt um 5% gegeniiber den jeweiligen Kontrollpflan-

zen.
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Beispiel 11:
Es wird das Myzelwachstum des Erregers der Kraut- und Knollenfiule der Kartoffel,

Phytophtora infestans, in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen der erfin-
dungsgemafien Zubereitung auf V8-Agar gemessen. Es konnte gezeigt werden, daf
das Myzelwachstum im gesamten gemessenen Konzentrationsbereich zwischen 0.5
und 1000 mg /| der erfindungsgeméaBen Zubereitung nicht signifikant beeinfluBt wird.
Dies bedeutet, daB} das erfindungsgeméfe Mittel keine toxische Wirkung auf den Pilz
ausiibt Die erfindungsgeméfle Wirkung ist somit nicht durch einen fungiziden EinfluB
zu erkldren, wie dies bei herkémmlichen Pflanzenschutzmitteln der Fall ist.

Beispiel 12:

Aufreinigung und Identifizierung von Brassinosteroiden:

Nach Beispiel 1 hergestelltes Pulver (25g) wurde dreimal mit 200 ml Methanol inner-
halb einer Woche und anschlieflend dreimal mit 200 ml eines Gemisches aus Metha-
nol / Essigsdureethylester (1:1 v/v) ebenfalls eine Woche lang extrahiert. Die vereinten
Extrakte wurden im Vakuum konzentriert. Der Riickstand wurde mit Wasser / Essig-
sdureethylester (1:1 v/v) ausgeschiittelt. Die vereinigten Essigsdureethylester-Phasen
wurden im Vakuum konzentriert und der Riickstand dreimal mit einem Methanol
(90%ig) / n-Hexan — Gemisch ausgeschiittelt. Die vereinigten wirigen Methanol-
Phasen wurden konzentriert und mit einem Gemisch aus Essigsdureethylester / gesit-
tigte Natriumhydrogencarbonatldsung (1:1 v/v) ausgeschiittelt. Der Riickstand der Es-
sigsdureethylester-Phasen wurde auf einer Kieselgelsdule (20cm x 1 cm, 35-70 mesh
Kieselgel, Merck, Germany) chromatographiert. Die Siule wurde sukzessive mit
Chloroform (50 ml) und dann mit Methanol in Chloroform (2, 5, 10, 15, 20, 100 v/v
%, jeweils 50 ml) eluiert. Das Eluat wurde in 25 ml Fraktionen gesammelt. Die biolo-
gische Aktivitdt wurde mit dem Reis-Lamina-Inklinationstest gemessen. Dieser Test
wurde speziell fiir die Phytohormongruppe der Brassinosteroide entwickelt (Arima et
al., 1984, Phytochemistry 23, 1587). Die Fraktion mit biologischer Aktivitit (Fraktion
5) wurde mittels préparativer HPLC-Chromatographie weiter gereinigt (4,6 x 250 mm
Ultrasphere ODS RP-18 Siule). Die mobile Phase bestand aus A (Wasser, 0,1% TFA

v/v) und B (Methanol) mit einer Flufirate von 1ml / min. Das Gradientenprofil war: 0-
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1 min: 100% A, 1-10 min: 0-40% B (linear), 10-15 min: 40 B, 15-27 min: 40 —100%
B (linear), 27-35 min: 100% B, 35-37 min: 0-100% A (linear). Die aktiven Fraktionen
hatten eine Retentionszeit von 25,5-29,5 min und wurden zwecks GC-MS-Analyse
konzentriert und derivatisiert. Folgende Bedingungen wurden verwendet: EI (70 eV),
200°C Quellentemperatur, Saule: DB-5MS (J&W, 15m x 0,32 mm, 0,25 pm Filmdik-
ke), Einspritztemperatur: 260°C, Interface-Temperatur: 300 °C, Trigergas: Helium,
FluBrate: 1 ml / min; Séulen-Temperaturprogramm: 170 °C fiir 1 min, aufheizen auf
290 °C mit 30 °C / min, 20 min bei 290°C. Die Derivatisierung erfolgte nach Stan-
dardmethoden. Zur Identifizierung von 24-epi-castasteron und 24-epi-secasteron wur-
den auch authentische Proben auf dem GC-MS-System untersucht.

Reinigung und Identifizierung von Phytosterolen :

Die oben erhaltene n-Hexan-Fraktion wurde konzentriert, in zwei Portionen aufge-
teilt, und auf zwei identischen Kieselgel-Sdulen (20 cm x lcm, 35-70 mesh, Merck)
chromatographiert. Die Sdulen wurden stufenweise mit n-Hexan (50 ml) und dann mit
Essigséureethylester in n-Hexan (10, 30, 50, 70, 90 v/v %, jeweils 50 ml) eluiert. Das
Eluat wurde in 6 ml-Fraktionen gesammelt und mittels DC (Laufmittel: Chloroform/
Methanol, 95:5 v/v) aufgetrennt. Die Phytosterole wurden durch Ansprithen mit 5 %
Schwefelsdure in Essigsdureanhydrid und Erhitzen der DC-Platten auf 150° C sichtbar
gemacht. Die Fraktionen, die Phytosterole enthielten, wurden weiter mittels Kieselgel-
sdulen gereinigt, wobei als Elutionsmittel Dichlormetan / Heptan (1:1 v/v) eingesetzt
wurde. Die sterolhaltige Fraktion wurde acetyliert und durch GC-MS nach Standard-

methoden analysiert.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung einer fiir den biologischen Pflanzenschutz geeigneten
Zubereitung auf Basis von Pflanzen oder Pflanzenteilen, dadurch gekennzeichnet, daB
5  man
(a) Pflanzen aus den Familien der Nelkengewachse (Caryophyllaceae) und der
Leguminosen als Ausgangsmaterial einsetzt;
(b) fiir jede Pflanzenfamilie die folgenden Schritte getrennt durchfiihrt:
(i) Zermahlen der getrockneten Pflanzen oder Pflanzenteile der entsprechenden Fa-
10 miie,
(1)) Aufnahme des Mahigutes in einem polaren, organischen Losungsmittel,
(i1i) Durchfiihrung einer Riihrextraktion der so erhaltenen Suspension,
(v) Verdampfung des Losungsmittels, ohne eine vorangegangene Trennung der festen
Phase von der 16slichen Phase durchgefiihrt zu haben,
15 (v) Trocknen des Riickstandes;
(c) und die beiden gemdB der Schritte b (i) bis b (v) erhaltenen pulverformigen Pro-

dukte miteinander im gewiinschten Verhiltnis vermischt.

20 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die durchschnittliche

Korngrofe des gemahlenen Pflanzenmaterials zwischen 0.1 und 0.2 mm liegt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB fiir die
Rithrextraktion 1.5 bis 2 Volumenteile Losungsmittel auf 1 Volumenteil gemahlenes

25 Pulver eingesetzt werden.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als
Losungsmittel unvergilltes 98 - 100% iges Ethanol eingesetzt wird.

30 5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die
Riihrextraktion wahrend einer Dauer von etwa 96 bis 120 Stunden durchgefiihrt wird.
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daf je-
der der Verfahrensschritte bei einer Temperatur zwischen 15 und 40° C durchgefiihrt
wird.

S 7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da der

Wassergehalt des getrockneten Pulvers kleiner als 10 % ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dal der

Gewichtsanteil des Pulvers, welches aus der Pflanzenfamilie der Nelkengewiichse

10 tammt, 90 — 98 % betrigt.
9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dal das Gewichtsver-
hltnis Pulver aus Nelkengewéchsen zu Pulver aus Leguminosen 95 zu 5 betrigt.
15

10.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da das
eingesetzte Pflanzenmaterial von durch Ziichtung nicht beeinfluBten Wildformen
stammt, welche vorzugsweise ohne Behandlung mit mineralischen Diingemitteln und /

oder Pestiziden aufwuchsen.
20 . _
11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die

Samen der entsprechenden Pflanzen eingesetzt werden.

12.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB zu-
sdtzlich das gemdl Anspruch 1 (c) erhaltene Mischpulver mit einem festen pulverfor-

25
migen Tréger- oder Fiillstoff vermischt wird.

13.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daf das
gemischte Pulver unmittelbar vor Applikation als biologisches Pflanzenschutzmittel in
30 Wasser suspendiert wird, wobei eine Konzentration von 0.1 bis 2 mg Pulver / | einge-

stellt wird.
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14.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB eine Konzentration
von 0.5 bis 1.0 mg Pulver / | gewihlt wird.

15.  Zubereitung auf Basis von Pflanzen oder Pflanzenteilen aus den Familien der
Nelkengewichse (Caryophyllaceae) und der Leguminosen, wobei der Gewichtsanteil
des Pulvers, welches aus der Pflanzenfamilie der Nelkengewichse stammt, iiber 80 %
aber unter 99% liegt, erhltlich durch die in den Anspriichen 1 bis 7 angegebenen Ver-
fahrensmafinahmen.

16.  Zubereitung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl der Gewichtsanteil
des Pulvers, welches aus der Pflanzenfamilie der Nelkengewichse stammt, 90 — 98 %

betragt.

17.  Zubereitung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dal das Gewichtsver-
héltnis Pulver aus Nelkengewichsen zu Pulver aus Leguminosen 95 zu 5 betrigt.

18.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB3
das eingesetzte Pflanzenmaterial von durch Ziichtung nicht beeinflufiten Wildformen
stammt, welche vorzugsweise ohne Behandlung von mineralischen Diingemitteln und

/ oder Pestiziden aufwuchsen.

19.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB

die Samen der entsprechenden Pflanzen verwendet werden.

20.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da

sie Verbindungen aus der Gruppe der Brassinosteroide enthilt.

21.  Zubereitung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB sie 24-epi-

secasteron und / oder 24-epi-castasteron enthilt.
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22.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daf
sie zusatzlich feste, pulverformige Tréger- bzw. Fiillstoffe enthalt.

23.  Zubereitung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB der Gewichtsanteil
des von den Pflanzen stammenden Mischpulvers bezogen auf den Fiill- /Trigerstoff 2

bis 8 % betrégt.

24.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 23, dadurch gekennzeichnet, da8
sie durch Zusatz von Wasser als wéBrige Suspension vorliegt, wobei die Konzentrati-

on des von den Pflanzen stammenden Mischpulvers 0.1 mg bis 2 mg / L betrigt.

25.  Zubereitung nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, da} die Konzentration

des von den Pflanzen stammenden Mischpulvers 0.5 mg bis 1.0 mg / L betrigt.

26.  Zubereitung nach einem der Anspriiche 15 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB
sie zusétzlich die Wirkung verstérkende oder regulierende Zusitze enthilt.

27.  Verwendung einer Zubereitung geméB der Anspriiche 15 bis 26 als biologisches

Pflanzenschutzmittel.

28.  Verwendung nach Anspruch 27 zur Erzielung und Férderung der induzierten
Resistenz bei Nutz- und Kulturpflanzen gegeniiber pathogenen Einfliissen und stref-
bedingten Faktoren.

29.  Verwendung nach Anspruch 27 zur Erzielung und Férderung der induzierten
Resistenz bei Nutz- und Kulturpflanzen gegeniiber fungiziden, bakteriziden und vira-
len Infekten.

30.  Verwendung nach Anspruch 27 zur Bekdmpfung / Behandlung von Echtem
Mehltau- und Tabakmosaikvirus-Befall.
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31.  Verwendung einer Zubereitung gemifB der Anspriiche 15 bis 26 als Pflanzen-
starkungsmittel.

32.  Verwendung einer Zubereitung gemif der Anspriiche 15 bis 26 zur Stirkung
S niitzlicher mikrobieller Bodenkulturen gegeniiber pathogenen Einfliissen.

33.  Verwendung von 24-epi-secasteron und / oder 24-epi-castasteron als biologi-
sches Pflanzenschutzmittel mit Resistenz induzierender Wirkung.

10 5,

34.  In-vitro-Schnelltestverfahren zur Ermittlung der biologischen Wirksamkeit einer
Zubereitung gemiB der Anspriiche 15 bis 26 als biologisches Pflanzenschutzmittel mit
Resistenz induzierender Wirkung, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Probe der
besagten Zubereitung mit einer zur Gérung befihigten Mikroorganismen-Kultur ver-
setzt und die CO,-Entwicklung als MaB fiir die durch die Wirkstoffe induzierte Zell-

15 teilungsrate unter den hierfiir iiblichen Bedingungen im Vergleich zur Kontrolle mifit.

35.  Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, daB man als Kultur Bak-
kerhefe (Saccharomyces cerevisiae) einsetzt und die Gasentwicklung in einem groB-

volumigen, 60 bis 80 ml fassenden Gahrungssaccharometer mift.

25

30
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