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1 Einleitung

Entscheidend fiir die Suche nach neuen Wirkstoffen sind neben der Bereicherung des
Instrumentariums fiir den integrierten Pflanzenschutz auch die sténdig steigenden Anspriiche
an die aktiven Substanzen. Neben einem hohen Wirkniveau bei sehr geringen Aufwandmen-
gen erwartet man ein breites Wirkungsspektrum mit geringen bzw. keinen toxischen Neben-
wirkungen auf die Kulturpflanze und ‘Nicht-Zielorganismen’. Weiterhin soll ein hoher Si-
cherheitsgrad fiir Umwelt, Anwender und Endverbraucher gewihrleistet sein (EVANS &
LAWSON, 1992). Dies alles fiihrt zu einem drastischen Anstieg der Entwicklungskosten fiir

neue Produkte, die heute bis zu 250 Mio. DM pro Préparat betragen (OERKE et al. 1994).

Weiterhin machen die durch die Anwendung von Pflanzenschutzmitteln, vor allem durch die
verstirkte Verwendung von systemischen Wirkstoffen, auftretenden Resistenzen eine Auffin-
dung von Substanzen mit neuen Wirkmechanismen unumgénglich (EVANS & LAWSON, 1992).
Neben dem Problem der Fungizidresistenzen bewirken auch die zunehmenden ‘Liik-
kenindikationen’ eine steigende Nachfrage nach alternativen Problemlosungen. Ursachen fiir
‘Liickenindikationen’ sind unter anderem hohere Umweltauflagen und dadurch nicht mehr
neu erteilte Zulassungen fiir Pflanzenschutzmittel (ZORNBACH, 1994). Weiterhin bewirken die
standig steigenden Produktionskosten von Pflanzenschutzmitteln, welche fiir Firmen eine
Entwicklung neuer Priparate nur in groBen Kulturen fiir Firmen lohnenswert machen, das

Auftreten von Bekdmpfungsliicken.

Zu neuen Wirkstoffen fiihren grundsitzlich zwei Wege: die chemische Synthese und die Su-
che nach geeigneten Naturstoffen (PILLMOOR ef al. 1993). Die chemische Synthese hat den
Vorteil, dafl sie meistens kostengiinstiger ist und gut reproduzierbare Ergebnisse liefert. Wei-
terhin zeichnet sich die chemische Synthese durch ihre gute Zuginglichkeit von Derivaten
aus. Ihre Nachteile liegen in der groBen Anzahl von Syntheseprodukten, die gepriift werden
miissen, um zu einem brauchbaren Pflanzenschutzmittel zu gelangen. Aber auch die schlechte
Zuginglichkeit von komplexen Strukturen ist als Nachteil bekannt. Bei den Naturstoffen ist
die Auffindungsrate geeigneter Substanzen etwas hoher und die Zahl der mdglichen
Metabolite, wegen der Komplexizitidt der Strukturen, praktisch unbegrenzt. Nachteile liegen
in der oft schwierigen und teuren Herstellung, in der schlechten Zugénglichkeit von Derivaten
sowie in der meist erschwerten Standardisierung des Ausgangsmaterials (ANKE & STEGLICH,

1988).
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Auf der Welt gibt es mindestens 250 000 verschiedene Spezies von Pflanzen, von denen bis
jetzt nur zehn Prozent ihrer Inhaltsstoffe auf eine Wirkung gegeniiber Pflanzenkrankheiten
und Schidlingen untersucht wurden. Einige dieser Substanzen, die aus Pflanzen isoliert wur-
den, koénnen auch von Mikroorganismen produziert werden (BRENNER, 1993). Dennoch stel-
len die Inhaltsstoffe von Pflanzen eine ganz eigene Art an Substanzgruppen dar, welche ein
wichtiges Argument fiir die Untersuchung von Pflanzeninhaltsstoffen sind (GORRIS & SMID,
1995). Nach ABELSON (1990) sind von den im Jahr 1985 3.500 weltweit neuentdeckten
chemischen Strukturen iiber 70 Prozent der Substanzen aus hoheren Pflanzen und Mikroorga-
nismen isoliert. Hieraus wird deutlich, daf} die in der Natur vorkommenden Pflanzeninhalts-
stoffe eine noch weitgehend ungenutzte Quelle fiir wirksame Substanzen darstellen

(FUGMANN et al. 1991, PILLMOOR et al. 1993, PLIMMER, 1993).

Die Diskrepanz zwischen der hohen Anzahl bekannter Naturstoffe und der geringen Anzahl
kommerzieller Produkte auf Naturstoftbasis erklart sich dadurch, daB3 Pflanzenmaterial hdufig
nicht in ausreichender Menge und meist nicht das ganze Jahr iiber verfiigbar ist. Die Menge
und Art pflanzlicher Inhaltsstoffe kann weiterhin stark von verschiedenen Umweltbedin-
gungen beeinfluit werden. AuBlerdem ist die Isolierung der aktiven Reinsubstanzen in der
Regel betrichtlich teurer als die Herstellung synthetischer Produkte. Dariiber hinaus ist die
biologische Aktivitdit und Stabilitit von Naturstoffen im Freiland oft geringer. Bei der
Verwendung von Rohextrakten als Pflanzenschutzmittel konnen Probleme hinsichtlich der
Standardisierung und der Toxizitdt auftreten, so da3 die geforderten Voraussetzungen fiir eine
Registrierung oft schwer oder gar nicht zu erfiillen sind (KRAUSE, pers. Mitt.). Die hiufig sehr
komplexe Struktur der Molekiile aus Naturstoffen erschwert zudem eine chemische Synthese
(JESPERS & DE WAARD, 1993). Dennoch stellt die Isolierung aktiver Substanzen aus Pflanzen
eine vielversprechende Methode zur Auffindung von Molekiilen dar, welche in der Lage sind,
aufgrund ihrer neuartigen Wirkungsweise bzw. Molekiilstruktur einen Weg zu neuen

Leitstrukturen aufzuzeigen.

Naturstoffe konnen entweder direkt zur Bekdmpfung von Schadorganismen verwendet wer-
den oder als Leitstrukturen bei der Synthese von Wirkstoffen dienen. Auf dem Gebiet der
Fungizide lassen sich die bisher kommerziell produzierten Naturstoffe in zwei Gruppen
einteilen: die Aminoglycoside Validamycin und Kasugamycin sowie die Nukleoside Polyoxin
B und D, Blasticidin S und Mildiomycin. Diese Verbindungen werden durch Fermentation

von Streptomyces spp. gewonnen. Ihr Anteil am gesamten Fungizidmarkt ist mit weniger als
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ein Prozent sehr niedrig (BUCHENAUER, 1996). Zu den Naturprodukten, die in den letzten
Jahren als Leitstruktur flir neue Fungizide dienten, gehoren Pyrolnitrin, Methylacrylate,
Strobilurin A und Oudemansin, Hadacidin, Thiolutin und Pisiferinsdure (BUCHENAUER,
1996). Der wohl erfolgreichste Naturstoff auf dem Gebiet der Fungizide ist der Wirkstoff
Strobilurin. So berichten YPEMA & GOLD (1999), dal3 die Synthetisierung des Wirkstoffs
Kresoximmethyl aus dem Naturstoff Strobilurin A des Kiefernzapfenriiblings (Strobilurus
tenacellus) einen Hohepunkt der Leitstruktursuche aus Naturstoffen darstellt. Neben der
fungiziden Wirkung von Naturstoffen konnte eine weitere Wirkungsweise auch die
Resistenzinduktion sein. Diese Aktivierung der natiirlichen Widerstandsfahigkeit der Pflanze
kann neben der Applikation von synthetischen Substanzen, wie es am Beispiel an einer Reihe
von Substanzen in der Literatur beschrieben wurde (METRAUX et al. 1991, STAUB et al. 1992,
RUESS et al. 1996, GORLACH et al. 1996), auch durch die Applikation von Naturstoffen
erfolgen. So wurden Extrakte von Reynoutria sachalinensis in der Literatur als
Resistenzinduktoren beschrieben (HERGER 1991, KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS & SCHMITT
1998). Fiir die Auffindung solcher Substanzen ist die Untersuchung zur Wirksamkeit an der

Pflanze zwingend notwendig.

Vor dem Beginn des chemischen Pflanzenschutzes verwendete man Naturstoffe meist in
Form von Pflanzenextrakten zum Schutz vor Schédlingen und Krankheiten. Die alten ‘Haus-
mittel’, wie Knoblauch-, Brennessel- und Schachtelhalmbriihe gegen Pilze und Bakterien,
Lavendel gegen Ameisen und Meerrettich gegen den Kartoffelkéfer finden heute vorallem in
Kleingirten Verwendung (SCHMID & HENGELER, 1984). Aber auch in ackerbaulichen Kultu-
ren nehmen Pflanzenextrakte eine wichtige Stellung ein. Dies ist vor allem in den Entwick-
lungsldndern und im 6kologischem Landbau der Fall. Hier hat sich in den letzten Jahren auf-
grund einer neuen Gesetzgebung und dem Verbot von Kupferpraparaten zur Bekdmpfung von
Falschen Mehltaupilzen ein gesteigertes Interesse zur Auffindung alternativer Behandlungs-

moglichkeiten ergeben.

Das wohl bekannteste Beispiel fiir die Verwendung von Pflanzenextrakten als Bekdmpfungs-
moglichkeit sind Extrakte aus Azadirachta indica (Neembaum). Bei ihnen sind insektizide,
nematizide und fungizide Wirkungen bekannt. Eine fungizide Wirkung gegen Rhizoctonia
solani an Baumwolle, Macrophomina phaseolina an Sojabohne und Ganoderma lucidum an
Kokosnufl wurde von JEYARAJAN ef al. (1986) beschrieben. ROVESTI ef al. (1992) berichteten

weiterhin iiber eine fungizide Wirkung der Extrakte gegeniiber Erysiphe graminis und
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Puccinia recondita an Getreide. Aber auch ein Extrakt aus der Rinde von Quassia amara
(Quassiabaum) findet heute noch Anwendung im 6kologischen Obstbau zur Bekdmpfung von
saugenden Insekten. Ein aus Quassiaholz - Ausziigen hergestelltes Produkt der Firma
Bionomic wird im Obstbau gegen die Kirschfruchtfliege, den Bliitenstecher und gegen die

Apfelsdgewespe verwendet (Produktinformation der Firma Bionomic).

Die fungiziden Eigenschaften eines Blattextraktes aus Allium sativum (Knoblauch) beschrei-
ben LAKSHMANAN et al. (1990). Die Applikation des Extraktes aus A. sativum reduzierte
deutlich den Befall von Bohnen mit Thanatephorus cucumeris. SINGH et al. (1990); SINGH &
CHAUHAN (1992) beobachteten eine Hemmung der Sporenkeimung bei Alternaria spp.,
Fusarium spp., Colletotrichum spp., Curvularia spp. und Phytophthora drechsleri nach Ap-
plikation eines Extraktes aus A4. sativum. Die guten fungiziden Eigenschaften von A. sativum
konnten auch durch weitere Versuche bestitigt werden (MENON, 1994). Er zeigte, da3 durch
die Anwendung von Knoblauchextrakten sowohl im Gewichshaus als auch im Freiland ein
guter Schutz gegen Claviceps sorghi an Hirse zu erreichen ist. Nach REIMERS ef al. (1993)
beruht die fungizide Wirkung von 4. sativum auf dem Inhaltsstoff Ajoen, einer der
Speichersubstanz Alliin abgeleiteten Verbindung. In Experimenten mit synthetisch hergestel-
Iten Ajoen lie} sich ein guter Bekdmpfungserfolg des Erregers Cladosporium fulvum an
Tomaten erzielen. Andererseits fiihrte eine protektive Anwendung von Ajoen an Gurken
gegen Ulocladium cucurbitae zu phytotoxischen Effekten, jedoch nicht zu einer
Befallsminderung. Eine vollstindige Bekdmpfung der obligat biotrophen Erreger Oidium
lycopersicum an Tomaten und Sphaerotheca pannosa an Rosen konnte durch die Applikation
von 300 mg / 1 Ajoen erzielt werden. Nach REIMERS et al. (1993) beruht die Wirkungsweise

des Ajoens auf einer Keimhemmung der Sporen.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit von Pflanzenextrakten als Pflanzenschutzmittel wurde
von FAVARON et al. (1993) beschrieben. Es konnte gezeigt werden, da3 Extrakte aus Allium
cepa (Zwiebel) und A. porrum (Porree) Inhaltsstoffe enthalten, die in vitro produzierte Poly-
galacturonasen von Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme, Phoma
terrestris, Sclerotium cepivorum, Macrophomina phaseolina sowie Phoma lycopersici unter-
schiedlich effizient hemmten. SNOEK (1984) berichtet liber die gute Wirkung von Equisetum
arvense (Ackerschachtelhalm) gegen Falsche und Echte Mehltaupilze an Gemiise, Alternaria
solani an Tomate und Kartoffel, Botrytis cinerea an Erdbeere sowie Venturia inaequalis an

Apfel. Als wirksame Substanz nennt er die Kieselsdure, welche zu 10 Prozent in der Pflanze
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enthalten ist. E. arvense ist auch Bestandteil des Produktes Myco-Sin® und hat eine protektive
Wirkung gegeniiber Venturia inaequalis und Podosphaera leucotricha an Apfel, Plasmopara
viticola, Uncinula necator und Botrytis cinerea an Reben sowie Phytophthora infestans an

Kartoffel (Fa. GEBRUDER SCHAETTE KQG).

Fungizide Wirkungen von #therischen Olen, welche laut HILDEBERT (1993) Stoffgemische
sind, in denen die Hauptmenge der #therischen Olbestandteile aus Terpenverbindungen be-
steht (etwa 90 %), wurden durch mehrere Autoren beschrieben. So konnte die fungizide Wir-
kung des Ols aus Pinus roxburghii (800 ppm) gegen Aspergillus flavus und A. parasiticus von
MISRA et al. (1989) durch in vitro Experimente aufgezeigt werden. Weiterfiihrende Versuche
zeigten, dafB3 die fungizide Wirkung weder durch die Extraktionstemperatur noch durch Auto-
klavieren zu beeintrachtigen ist. Phytotoxische Effekte nach Applikation von &dtherischen
Olen auf ErdnuBsamen konnten nicht festgestellt werden. PANDEY et al. (1996) zeigten, daf
durch die Verwendung i#therischer Ole aus Cymbopogon pendulus mit einer Konzentration
von 200 pg / ml in einem in vitro - Screening eine vollstindige Hemmung des Mycelwachs-
tums von Microsporum gypseum und Trichophyton mentagrophytes erzielt werden konnte.
Eine ebenfalls erfolgreiche Bekdmpfung phytopathogener Pilze durch die Anwendung &dthe-
rischer Ole konnte nach der Applikation der #therischen Ole aus Eucalyptus amygdalina und
E. panciflora gegeniiber Erysiphe cichoracearum beobachtet werden (SHAHI et al. 1996).
Experimente zeigten, dafl bei einer Konzentration von einem bzw. einem halben Prozent der
dtherischen Ole ein deutlicher Effekt auf die Morphologie und Infektiositit der Konidien
erreicht wurde, phytotoxische Effekte konnten dagegen nicht beobachtet werden. Uber die
fungiziden Effekte idtherischer Ole schreiben GRAFF et al. (1990), daB deren Wirkung auf
einer keimtdtenden Eigenschaft beruht. In in vivo - Experimenten zeigten sie, dal die
fungizide Wirkung des Senfols und des Trans-2-Hexenal in einer Konzentration ab 10 ul
Substanz / | Luftraum eine vollstindige Hemmung von Botrytis cinerea bewirkte. In weiteren
in vivo Versuchen mit Zimtdl und Zimtaldehyd konnten bei einer Konzentration von 2 ul / 1
Luftvolumen sehr hohe Wirkungsgrade (95 - 100 %) gegen Erysiphe graminis an Getreide
und Erysiphe polyphaga an Begonien erzielt werden. Neben der guten Wirkung gegen die
Echten Mehltaupilze zeigte sich auch eine deutliche Wirksamkeit gegen den Bohnenrost
Uromyces phaseoli. Als Nachteil nennen auch sie die z. T. starken phytotoxischen Effekte
dieser pflanzlichen Metabolite. Nach MULLER-RIEBAU et al. (1994, 1996) zeigten in vitro -
Versuche die fungiziden Wirkungen der dtherischen Ole aus Thymbra spicata, Satureja

thymbra, Salvia fruticosa, Eucalyptus spp. und Origanum minitiflorum gegeniiber den
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bodenbiirtigen Pilzen Fusarium moniliforum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
und Phytophthora capsici. Die stirkste Wirkung auf das Mycelwachstum der untersuchten
Pilze zeigten die Ole aus T. spicata, S. thymbra und O. minitiflorum. Diinnschichtchromato-
graphische Untersuchungen deuten darauf hin, da3 es sich bei den fungiziden Komponenten
hauptsidchlich um Thymol und Carvacrol handelt (MULLER-RIEBAU et al. 1994). Nach PASTER
et al. (1996) ist Thymol auch bei itherischem Ol aus Origanum vulgare (Oregano) die
wirksame Komponente. Durch die Verwendung von Thymol ist eine erfolgreiche

Bekdmpfung von Pilzen an Getreide im Lager zu erzielen.

Als gut wirksam gegen den im Lager auftretenden Pilz Aspergillus flavus beschreiben
ASTHANA et al. (1988) Eugenol, welches mit 80 Prozent Hauptbestandteil des #therischen Ols
von Caryophylli flos (Nelke) ist, ohne das dieses phytotoxische Effekte gegen Phaseolus
radiatus zeigte. Als die wirksame Komponente von Pflanzenextrakten aus Taxus brevifolia
(Eibe) nennt WAGNER & FLORES (1994) das Taxol. In in vitro - Untersuchungen konnte er
zeigen, dall das Mycelwachstum bei Phytophthora spp. und Pythium spp. durch die Verwen-
dung von Taxol stark gehemmt wurde, was auch Versuche von ELMER et al. (1994) bestiti-

gen.

Nach BIRATU et al. (1996) beeinflulit Koffein in einer Konzentration von 0,25 Prozent das
Mycelwachstum von Colletotrichum kahawae (Kaffeekirschen - Krankheit). Vergleiche der
Koffeingehalte in einzelnen Kaffeesorten und deren Anfalligkeit gegeniiber Colletotrichum
kahawae ergaben, daB3 die Variation in der Anfélligkeit der Sorten auf unterschiedliche Kof-
feingehalte zuriickzufiihren war. Sorten mit hohem Gehalt an Koffein zeigten eine hohere

Resistenz gegeniiber dem Erreger der Kaffeekirschen - Krankheit.

Dal} Pflanzenextrakte auch breit wirksame fungizide Eigenschaften besitzen konnen, zeigen
Versuche von MOHAMED et al. (1996). In einem in vitro - Screening von 58 malaiischen
Pflanzenextrakten waren zwei dthanolische Extrakte aus Piper betle (Betelpfetfer) sehr gut
wirksam gegen Pflanzenpathogene. Beide Extrakte hemmten das Wachstum von Alternaria
alternata, Botrydiplodia theobromae, Colletotrichum capsicii, Penicillium citrium,
Phomopsis caricae-papayae, Fusarium pallidoroseum und Aspergillus niger bei einer Kon-
zentration von 10 mg / ml fast vollstindig. Ein in vitro Screening von 64 Pflanzenextrakten
auf ihre fungizide Wirkung gegen Alternaria solani, Helminthosporum sativum und
Rhizoctonia solani zeigte, dal3 der Extrakt aus Ranunculus asiaticus am wirkungsvollsten das

Wachstum und die Sporulation der drei Pilze hemmte (QASEM & ABUBLAN 1996).
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Obwohl die Untersuchung pflanzlicher Inhaltsstoffe schon eine lange Tradition hat, besitzen
die in den letzten Jahren erfolgreich eingesetzten Substanzen ausschlieBlich insektizide
Wirkung. Hier sind es vor allem die Inhaltsstoffe Pyrethrum aus den Bliiten der Chrysan-
themen (Chrysanthemum cinerariifolium) und das Azadirachtin aus dem Neembaum (Azadi-
rachta indica), die im organischen Landbau eingesetzt werden. Die chemische Synthese
dieser natiirlichen Substanzen zur Entwicklung neuartiger Pflanzenschutzmittel, gelang nur
am Beispiel des Pyrethrum, und fiihrte zu der erfolgreichen Wirkstoftklasse der ,Pyrethroide®.
Sie besitzen noch heute einen grolen Marktanteil, der 1987 auf einen Prozentsatz von 25 des
Isektizidmarkts geschitzt wurde (HIRANO 1989). Bei den Substanzen mit fungizider Wirkung
stammen die bisher kommerziell produzierten Naturstoffe alle aus der Synthese von

mikrobiellen Stoffwechselprodukten.

Aufgrund der deutlichen Diskrepanz zwichen aktiven Substanzen aus Pflanzen mit fungizider
Wirkung und solcher mit insektizider Wirkung, ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit,
Pflanzenextrakte zu selektieren, welche aufgrund ihrer fungiziden Wirkung zur Bekdmpfung
pflanzlicher Schadpilze genutzt werden konnen. Hierzu erfolgt ein Screening der pflanzlichen
Rohextrakte gegeniiber phytopathologisch relevanten Schadpilzen. Ein entscheidendes
Kriterium zur Beurteilung der Wirksamkeit soll neben der Wirkung in vitro - auch die in vivo
- Wirkung und die Befallsreduktion unter Freilandbedingungen sein. Von den Extrakten, die
sich als besonders wirksam herausstellen, soll eine Charakterisierung der Wirkung vorgenom-
men werden, um so eine erste Einschétzung iiber den Wirkungsmechanismus der aktiven
Substanzen zu erhalten. Das langfristige Ziel solcher Arbeiten ist die Suche nach
interessanten Strukturen, welche sich moglicherweise als Leitstrukturen fiir die Entwicklung
von Wirkstoffen mit neuartigen Wirkmechanismen eignen. Um diesem Ziel etwas ndher zu
kommen, soll neben der Auffindung aktiver pflanzlicher Rohextrakte auch eine Isolierung

und der Versuch einer Identifizierung der aktiven Substanzen unternommen werden.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchspflanzen

2.1.1 Arten und Sorten

Fiir die Untersuchungen zur Wirksamkeit von Pflanzenextrakten gegen phytopathogene Pilze

wurden die folgenden Pflanzen verwendet:

Weinrebe Vitis vinifera (L.), ‘Miiller-Thurgau’

Tomate Lycopersicon lycopersicum (L.), Farw., ‘Rheinlands Ruhm’
Paprika Capsicum annum (L.), “Yolo Wonder B’

Bohne Phaseolus vulgaris (L.), ‘Saxa’

Weizen Triticum aestivum (L.), ‘Kanzler’; ‘Toronto’

2.1.2 Pflanzenanzucht

Alle Versuchspflanzen wurden im Gewéchshaus bei einer Temperatur von 20 bis 30 °C und
einer relativen Luftfeuchte von 60 bis 80 % angezogen. Um eine Tagesldnge von 16 Stunden
und eine Lichtversorgung von ca. 7000 Ix zu gewdhrleisten, erfolgte eine Zusatzbeleuchtung
mit Natriumdampfleuchten (Philips SGR 140).

Tomaten- und Paprikapflanzen wurden nach der Aussaat und Entfaltung der Primirblatter
pikiert. Weinreben bewurzelten als Sprof3stecklinge in ‘Oasis — growing - medium’ (Fa. Agri-
media, Wachenheim) im Hydrokulturverfahren und wurden 28 Tage nach dem Bewurzeln
getopft. Vor der Applikation von Substanzen wurden die Pflanzen auf vier voll entwickelte
Blitter gestutzt. Bohnen und Winterweizen wurden direkt in Topfen angesit.

Die Pflanzen wurden in Plastiktopfen (@ 10 cm) mit Einheitserde (Typ T) kultiviert und
zweimal am Tag liber Bewisserungsmatten mit Wasser versorgt. Zur Néhrstoffversorgung
wurden die Pflanzen einmal wochentlich mit einer 0,2 %-igen ‘Flori 2° - Diingerlosung (Fa.

Euflor, Miinchen) gediingt.
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2.2 Wirksubstanzen

2.2.1 Pflanzenschutzmittel

Einen Uberblick iiber die in den Versuchen verwendeten Pflanzenschutzmittel gibt Tabelle 1.
Durch die Zugabe von Aqua. dest. wurden die Wirkstoffe auf die entsprechenden Endkonzen-

trationen verdinnt.

Tab. 1: Ubersicht iiber die verwendeten Pflanzenschutzmittel und deren Wirkstoffe.

Praparat Wirkstoff

Euparen® WG Dichlofluanid (50%)

Antracol® WG Propineb (70%)

Dithane Ultra® WG Mancozeb (75%)

Dorado® EC Pyrifenox (200g/1)

Folicur E® WP Tebuconazole (10%); Dichlofluanid (40%)

Aliette® WG Fosetyl (74,6%)

Tattoo® EC Propamocarb-Hydrochlorid (248 g/1);
Mancozeb (302 g/1)

Bayfidan spezial® WG Triadimenol (5%)

2.2.2 Resistenzinduktoren

Als Resistenzinduktor wurde das Priparat Bion® WG 50 (Wirkstoff Benzothiadiozol) einge-
setzt. Fiir die einzelnen Versuche wurde das Priparat durch Zugabe von Aqua. dest. auf die

entsprechenden Konzentrationen verdiinnt.

2.3 Pflanzenextrakte

2.3.1 Pflanzenmaterial

Das verwendete Pflanzenmaterial wurde entweder iiber den Apothekenhandel in getrock-
netem Zustand bzw. im Fall von Teebaumél und Echinacin als Fertigextrakt (in der fol-

genden Liste mit ,,A“ gekennzeichnet) bezogen oder frisch gesammelt und im Trocken-
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schrank bei 60 °C fiir 24 h getrocknet. Die Auswahl der Pflanzen erfolgte nach Angaben
aus der Literatur oder zufillig nach jahreszeitlicher und ortlicher Verfiigbarkeit. Die extra-

hierten Teile der jeweiligen Pflanzen sind in der nachfolgenden Tabelle 2 angegeben.

Tab. 2: Artenliste und verwendete Teile der extrahierten Pflanzen.

Familie Asteraceae (Korbbliitengewichse)

Solidago serotina Ait. (Kanadische Goldrute) - Blatt
Calendula officinalis L. (Ringelblume) - Blatt u. Bliite (A)
Matricaria chamomilla L. (Kamille) - Bliite (A)

Tagetes erecta L. (Studentenblume) - Blatt u. Bliite
Echinaceae pupureae L. (Purpursonnenhut) - Kraut (A)

Familie Brassicaceae (Kreuzbliitler)

Armoracia rusticana L. (Meerrettich) - Wurzel (A)
Familie Fabaceae (Leguminosen)

Wisteria floribunda L. (Glycine) - Blatt

Familie Gentianaceae (Enziangewichse)

Gentiana lutea L. (Enzian) - Wurzel (A)

Familie Geraniaceae (Geraniengewéichse)

Pelargonium oderatissimum L. (Zitronengeranie) - Blatt u. Sprof3
Familie Ginkgoaceae (Ginkgobaumgewichse)

Ginkgo biloba L. (Ginkgobaum) - Blatt

Familie Hippocastanaceae (RoBBkastaniengewiche)

Aesculus hippocastanum L. (RoBkastanie) - Blatt, Frucht, Fruchtfleisch
Familie Lauraceae (Lorbeergewichse)

Cinnamomum camphora NEES et EBERM. (Ceylon - Zimt) - Rinde (A)

Familie Lamiaceae (Lippenbliitler)

Origanum vulgare L. (Oregano) - Blatt (A)

Salvia officinalis L. (Salbei) - Blatt (A)

Satureja hortensis L. (Bohnenkraut) - Blatt und Sprof3 (A)
Familie Myrtaceae (Myrtengewéchse)

Melaleuca alternifolia L. (Teebaum) - Ol (A)

Pimenta dioica L. (Nelkenpfeffer) - Samen (A)

Familie Papilionaceae (Schmetterlingsbliitler)
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Melilotus officinalis L. (Steinklee) - Blatt u. Sprof3 (A)
Trigonella foenum-graecum L. (Bockshornklee) - Samen (A)

Familie Polygonaceae (Knoterichgewichse)

Reynoutria sachalinensis (F. Schmidt) Nakai (Sachalin —
Staudenknéterrich) - Blatt
Rheum rhabarbarum L. (Rhabarber) - Blatt u. Sprof3

Familie Rosaceae (Rosengewichse)

Alchemilla vulgaris agg. (Frauenmantel) - Blatt u. Sprof3 (A)
Rosa canina L. (Hundsrose) - Fruchtfleisch, Samen (A)
Potentilla erecta L. (Tormentill) - Wurzel (A)

Potentilla anserina L. (Gansefingerkraut) - Blatt u. Sprof3 (A)

Familie Rubiaceae (Rotegewichse)

Galium aparine L. (Klettenlabkraut) - Blatt u. Sprof3 (A)
Familie Salicaceae (Weidengewichse)

Salix spp. L.- (Weide) - Rinde (A)

Familie Solanaceae (Nachtschattengewéchse)

Datura stramonium L. (Stechapfel) - Blatt
Datura suavenolens L. (Engelstrompete) - Blatt

Familie Apiaceae (Doldengewichse)

Carum carvi L. (Kiimmel) - Samen (A)
Heracleum sphondylium L. (Barenklau) - Blatt, Samen
Imperatoria ostruthium L. (Meisterwurz) - Wurzel (A)

Familie Violaceae (Veilchengewichse)

Viola tricolor L. (Stiefmiitterchen) - Blatt u. Sprof3 (A)

2.3.2 Extraktionsverfahren

2.3.2.1 Herstellung von Rohextrakten

Jeweils 10 g des getrockneten Pflanzenmaterials wurden mit 100 ml 70 %-igem Athanol ver-
setzt und auf einem Magnetriihrer im Wasserbad bei 20, 60 oder 90 °C fiir zwei Stunden ex-
trahiert (Abb. 1). Anschliefend wurde der Extrakt abgefiltert und bis zur Verwendung bei
4 °C im Kiihlschrank gelagert.
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Fiir weitere Versuchen wurde mit der oben beschriebenen Methode aus ausgewaihlten Pflan-
zenmaterialien Extrakte in unterschiedlichen Losungsmitteln hergestellt. Untersucht wurde
die Eignung der Losungsmittel Athanol, Essigsiureithylester, Toluol und Hexan zur Gewin-
nung wirksamer Extrakte. Die so hergestellten Pflanzenextrakte wiesen alle dieselbe Konzen-
tration bezogen auf die Trockenmasse auf (10 % TS) und wurden je nach Verwendung mit

Wasser verdiinnt.

2.3.2.2 Herstellung von Extrakten mit der Soxhlet Apparatur

Je 20 g getrocknetes Pflanzenmaterial wurden in einer Soxhlet - Apparatur eingewogen und
mit 200 ml 70 %-igem Athanol iiber vier Stunden extrahiert (Abb. 1). Bis zur Verwendung

der Extrakte wurden diese im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Auch die mit der Soxhlet-Appa-

Abb. 1: Extraktionsverfahren auf dem Magnetriihrer mit Wasserbad (links) und Soxhlet
Extraktionsverfahren (rechts) zur Herstellung von Pflanzenextrakten.

ratur hergestellten Extrakte wiesen alle dieselbe Konzentration auf (10 % TS) und wurden je

nach Gebrauch mit Wasser verdiunnt.
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2.3.3 Ausbringung von Pflanzenextrakten

2.3.3.1 Applikationsverfahren

Zur Untersuchung des Einflusses der Applikationstechnik und einer moglichen Verlagerbar-
keit der Wirkung in der Pflanze wurde ein Biotest in verschiedenen Wirt — Pathogen — Mo-

dellen mit ausgewihlten Pflanzenextrakten durchgefiihrt.

2.3.3.1.1 Spritzapplikation

Die Ausbringung der Pflanzenextrakte erfolgte unter Verwendung einer Spritzpistole (Diisen-
durchmesser 0,5 mm) bei einem Luftdruck von 1,5 bar. Appliziert wurden die Extrakte bis zur
Tropfndsse der Versuchspflanzen. In den Screeningversuchen erfolgte die Behandlung

protektiv 24 Stunden vor der Inokulation unter Zugabe des Netzmittels Tween® 20.

Fiir weitere Versuche erfolgte die Applikation der Extrakte protektiv oder kurativ. Die pro-
tektiven Applikationen erfolgten fiinf bzw. zwei Tage oder vier Stunden vor der Inokulation.
Die kurativen Behandlungen wurden acht Stunden bzw. ein bis drei Tage oder eine, zwei, vier

und fiinf Stunden nach der Inokulation vorgenommen.

Um festzustellen, ob eine Verlagerung der Extraktwirkung aus der unteren in die obere
Blattetage stattfindet (akropedale Verlagerung), wurden Blitter der unteren Blattetage beid-
seitig nach der oben beschriebenen Methode behandelt. Alle iibrigen Pflanzenteile wurden
wiahrend der Applikation abgedeckt. Zur Untersuchung der Verlagerbarkeit vom Blattgrund
zur Blattspitze wurden nur die Unterseiten der Blattbasis bzw. die obere Blatthélfte wahrend
der Applikation behandelt. Eine mogliche Verlagerung von der Blattoberseite zur Blattunter-
seite (translaminare Verlagerung) wurde durch eine Applikation der Blattoberseite untersucht.
Nach einer Inkubation fiir zwei Tage im Gewéchshaus erfolgte die Inokulation der Pflanzen

(siehe 2.3.2.).

2.3.3.1.2 Lokalapplikation auf Laubblitter und Pflanzenstengel

Zur Untersuchung des Effekts der Applikationstechnik auf die Verlagerung der Extrakt-
wirkung vom Blattansatz zur Blattspitze und von der unteren in die oberen Blattetagen
erfolgte eine Formulierung der Pflanzenextrakte mit dem Gelbildner Kelzan® (Tab. 3). Die

Ausbringung der Extrakte erfolgte als Stammapplikation und Blattapplikation. Behandelt
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wurde an der Stammbasis, ca. 6 - 7 cm oberhalb des Kultursubstrats und am Blattansatz der
Versuchspflanzen. Als Kontrolle diente die Leerformulierung der Extrakte. Inokuliert wurde

nach einer Inkubation von zwei Tagen im Gewéchshaus.

2.3.3.1.3 Waurzelapplikation

Weinreben wurden mit je 50 ml eines 5 bzw. 1 %-igen Extraktes angegossen. Die unbehan-
delte Kontrolle erhielt die gleiche Menge Wasser und die Leerformulierung (50 ml der jewei-
ligen Athanolkonzentration). Nach der Applikation der Extrakte erfolgte eine Inkubation der

Pflanzen fiir vier Tage im Gewéchshaus.

2.3.3.1.4 Saatgutapplikation

Anhand ausgewdhlter Pflanzenextrakte sollte die Wirksamkeit gegeniiber den bodenbiirtigen
Pathogenen Microdochium nivale und Pythium ultimum ermittelt werden.

Den Extrakten (10 % TS) wurden 75 ml einer 15 %-igen Saccharoselosung zugesetzt, und
diese auf eine Temperatur von 35 — 40 °C erhitzt. Weizenkorner wurden vier mal fiir je eine
Minute in dieser Losung inkubiert. Im Anschlufl an die Behandlung erfolgte eine Riick-
trocknung der Samen fiir ca. zehn Minuten unter Verwendung einer Warmelampe (80 Watt).

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte mit der unter Punkt 2.2.5.4 beschriebenen Methode.

2.3.3.2 Formulierung

Fir die Spritzapplikation von Pflanzenextrakten wurden fiinf Formulierhilfsstoffe verwendet

(Tab. 3). Die einzelnen Substanzen wurden den Extrakten vor der Applikation in den angege-
benen Konzentrationen zugesetzt und ihre Wirksamkeit in unterschiedlichen Wirt — Pathogen
- Modellen bestimmt.

Fiir Versuche zur Untersuchung der Abwaschfestigkeit von Pflanzenextrakten erfolgte die
Applikation der Extrakte unter Zugabe des Haftmittels BOND® (Tab. 3). Nach einer Inkuba-
tion der Pflanzen fiir 24 Stunden in Gewichshaus, wurden die Pflanzen vorsichtig mit einer

Handbrause abgespiilt und nach dem Abtrocknen inokuliert.
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Tab. 3: Liste der Formulierhilfsstoffe und ihrer verwendeten Konzentrationen.

Substanzen Bezugsadresse Konzentrationen
TWEEN® 20 (Netzmittel) Fa. Merck, Hohenbrunn 125 ppm
RENEX® 36 (Netzmittel) Fa. Surfactants, Cleveland, UK 125 ppm
CITOWETT® (Netzmittel) Fa. Bayer, Leverkusen 125 ppm
BOND® (Haftmittel) Fa. Newman, Cambridge, UK 1000 ppm
LINOLSAURE (Penetrationsforderer)  Fa. Aldrich, Steinheim 1000 ppm
KELZAN® (Gelbildner) Fa. Kelco, Hamburg 30000ppm

Untersuchungen zur Lokalapplikation der Pflanzenextrakte erfolgten mit Hilfe von Hydro-

gelen. Hierzu wurden die Pflanzenextrakte mit Aqua. dest. auf die jeweilige Behandlungs-

konzentration verdiinnt. Der Behandlungsfliissigkeit wurden anschlieend drei Gewichtsan-

teile KELZAN® zugesetzt (Tab. 3) und mit dem Magnetriihrer geriihrt. Nach ca. 30 Minuten

hatte sich ein cremeartiges Hydrogel gebildet.

2.4 Pathogene

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis)

berl. & De Toni in Sacc.

Uromyces phaseoli (Pers.) Wint.

Erysiphe graminis DC f.sp. tritici (Em. Marchal)
Botrytis cinerea (Pers.) ex Fr.

Alternaria solani (Ellis et Martin) Sorauer

Microdochium nivale (Fries) Casati

Pythium ultimum Trow

Erreger der Kraut- und Knollenfdule an
Kartoffeln

Erreger des Falschen Mehltaus an
Weinreben

Erreger des Bohnenrosts

Erreger des Echten Mehltaus an Getreide
Erreger des Grauschimmels an Paprika
und Erdbeeren

Erreger der Diirrfleckenkrankheit an
Tomaten und Kartoffeln

Erreger des Schneeschimmels an
Getreide

Erreger der Umfallkrankheit an vielen

Pflanzenarten
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Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi) Drechs.  Erreger einer Wurzel-, Halm- und Blatt-

ex Dastur fleckenkrankheit an Getreide
Gaeumannomyces graminis var. tritici Walker Erreger der Schwarzbeingkeit an
Getreide

Alle Organismen entstammen der Mikroorganismensammlung und der Pathogenerhaltung des

Institutes.

2.4.1 Erhaltung und Inokulation

2.4.1.1 Phytophthora infestans

Das Pathogen wurde im Klimaschrank bei 18 °C im Dunkeln auf Gemiisesaft-Agar kultiviert.
Die Uberimpfung fand in wochentlichen Abstinden statt. Nach jeder dritten bis vierten Pas-
sage erfolgte eine Uberimpfung auf Kartoffelscheiben (‘Bio-Kartoffeln’) in Petrischalen, um
die Pathogenitit des Erregers zu erhalten. Hierzu wurden die Kartoffeln in 75 %-igem
Athanol fiir ca. fiinf Minuten oberflichensterilisiert und anschlieBend unter der Impfbank
abgeflammt. Die so behandelten Kartoffeln wurden mit einem sterilen Messer in ca. 1 cm
dicke Scheiben geschnitten und mit je einem Agarstiick von einer mit P. infestans
bewachsenen Platte beimpft. Nach Inkubation bei 18 °C im Dunkeln wurde das durch die
Kartoffelscheibe gewachsene Myzel auf neue Agar-Platten iibertragen.

Gemiisesaft-Agar: 200 ml Gemiisesaft

3 g CaCO3

16 g Agar
800 ml Aqua dest.
pH - Wert auf 6,4 einstellen

30 min. bei 121 °C autoklavieren

Zur Inokulumgewinnung wurden stark sporulierende Kulturen des Pathogens mit Aqua dest.
vom Nédhrmedium abgewaschen und zur Entfernung von Mycelresten durch ein Mulltuch fil-
triert. Die Sporendichte wurde auf ca. 1x10°> Sporangien / ml eingestellt und das Inokulum zur
Schlupfinduktion der Zoosporen fiir vier Stunden bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert. Durch
eine nochmalige Untersuchung der Sporensuspension nach vier Stunden erfolgte eine Quali-
tatskontrolle des Inokulums. Es wurden zur Inokulation nur solche Sporensuspensionen ver-

wendet, die eine 90 %-ige Schlupfrate der Zoosporen aufwiesen.
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Die Pflanzen wurden nach der Inokulation im Feuchteschrank bei einer rel. Luftfeuchte von

95 - 98 % fiir 48 Stunden inkubiert.

2.4.1.2 Plasmopara viticola

Die Erhaltung von Plasmopara viticola erfolgte durch Inokulation von Weinreben mit einge-
frorenen Konidien aus infiziertem Blattmaterial. Nach erfolgreicher Inokulation wurden gut
sporulierende Blitter zur Gewinnung des fiir die Versuche benétigten Inokulums und zur
Erhaltung wieder bei —20 °C eingefroren.

Zur Inokulumgewinnung wurden von gut sporulierenden Rebenblittern mit dem Pinsel Koni-
dien in Wasser abgebiirstet und die Inokulumldsungen anschlieBend auf eine Sporendichte
von 8x10* Sporangien / ml eingestellt.

Die Inokulation erfolgte 24 Stunden nach der Behandlung auf der Blattunterseite der Ver-
suchspflanzen. Nach einer Inkubation fiir 48 Stunden im Feuchteschrank (95 - 98 % rel. Luft-
feuchte) wurden die Pflanzen im Gewichshaus aufgestellt und bis zum Auftreten der fiir eine
Infektion mit P. viticola typischen ‘Olflecken’ (ca. 6 bis 7 Tage) dort belassen. Zur Ausldsung

der Sporulation erfolgte eine nochmalige Inkubation fiir 24 Stunden im Feuchteschrank.

2.4.1.3 Uromyces phaseoli

Uredosporen des Bohnenrostes wurden von befallenen Blittern abgeklopft und bei —18 °C zur
Erhaltung eingefroren. Frische oder eingefrorene Uredosporen wurden zur Herstellung des
Inokulums in 300 ml Wasser gegeben. AnschlieBendes Schiitteln sowie die Zugabe von einem
Tropfen TWEEN® 20 bewirkten eine gute Verteilung der Sporen im Wasser.

Inokuliert wurden die Primérblétter 24 Stunden nach der Applikation mit der oben beschrie-
benen Sporensuspension. Die Inkubation erfolgte 48 Stunden in einer Feuchtekammer bei 95
- 98 % rel. Luftfeuchtigkeit und 25 °C im Dunklen. Nach dieser Inkubation wurden die Pflan-

zen fiir 7 bis 8 Tage im Gewéchshaus aufgestellt und anschlieSend bonitiert.

2.4.1.4 Erysiphe graminis

Die Erhaltung und Inokulumgewinnung von E. graminis erfolgte durch Abschiitteln von Ko-
nidien befallener Pflanzen auf unbefallene Pflanzen. Hierzu wurden in wochentlichen Ab-

stdinden unbefallene Pflanzen zwischen die infizierten Pflanzen gestellt.
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Um zu gewidhrleisten, da3 die Konidien ungeféhr die gleiche Infektiosidt aufwiesen, wurden
die befallenen Pflanzen 24 Stunden vor der geplanten Inokulation abgeschiittelt und die neu
gebildeten Konidien als Inokulum verwendet.

Die Inokulation erfolgte im ‘settling tower’, durch Abschiitteln von Konidien befallener
Pflanzen, auf dessen Grundfldche sich die zu inokulierenden Pflanzen befanden. Im Anschluf}

an die Inokulation erfolgte eine Inkubation der Pflanzen im Gewéchshaus fiir ca. acht Tage.

2.4.1.5 Botrytis cinerea, Alternaria solani, Microdochium nivale, Pythium ultimum,
Cochliobolus sativus und Gaeumannomyces graminis
Die Pathogene wurden bei Zimmertemperatur ohne zusétzliche Beleuchtung in Petrischalen

auf Kartoffel-Dextrose-Agar kultiviert.

Kartoffel-Dextrose-Agar: 32 g Kartoffel-Dextrose-Agar
1000 ml Aqua dest.

20 min. autoklavieren bei 121 °C

Die Inokulumgewinnung von B. cinerea und A. solani erfolgte unter Einsatz acht Tage alten,
stark sporulierenden Kulturen. Zur Forderung der Sporulation von A. solani erfolgte nach
dem flinften Kulturtag eine Inkubation fiir drei Tage unter UV - Licht. Der Sporenrasen der
Pathogene wurde mit 2 %-iger Malzextraktlosung bei B. cinerea bzw. Aqua. dest. bei A.
solani abgewaschen und zur Entfernung der Myzelreste durch Gaze filtriert. Das Inokulum
wurde in einer Sporendichte von 1x10° Konidien / ml bzw. 1,5x10* Konidien / ml verwendet.
Zur Inokulumgewinnung der drei bodenbiirtigen Pathogene wurden je 50 g Weizenkorner mit
80 ml Aqua. dest. zweimal flir 20 min. autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf Zimmertem-
peratur mit vier Impfstiicken (& 15mm) des jeweiligen Pathogens beimpft. Nach einer Inku-
bation der Weizenkorner fiir 14 Tage bei 30 °C im Dunklen wurden die gut durchwachsenen
Korner fiir zwei Tage bei 35 °C getrocknet und anschlieBend mit einer Messermiihle fein
vermahlen. Das so hergestellte Pulver diente als Inokulum fiir weitere Versuche.

Die Inokulation der Pflanzen mit den Erregern B. cinerea und A. solani erfolgte 24 Stunden
nach Applikation der Substanzen. Die anschlieBende Inkubation erfolgte im Feuchteschrank
bei einer rel. Luftfeuchte von 95 - 98 % fiir 48 Stunden.

Zur Inokulation des Kultursubstrats mit den bodenbiirtigen Pathogenen M. nivale und
P. ultimum wurde die oben beschriebenen bewachsenen Korner eingesetzt. Hierzu wurden die

VersuchsgefiaBe (& 10cm) wie folgt gefiillt:
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2/3 mit Kultursubstrat (1/3 Sand und 2/3 B-Horizont)

1 g Inokulum des jeweiligen Pathogens

1 cm Deckschicht des Kultursubstrats

je zehn Korner der jeweiligen Variante

e 1 cm Deckschicht des Kultursubstrats

Die Inkubation der Versuche erfolgte in Klimakabinen bei 15 °C und einem Tag - Nacht -

Rhythmus von 16 Stunden fiir sieben bis neun Tage.

2.4.2 Befallsbewertung

Die Befallsauswertung der Versuchspflanzen erfolgte nach Auspriagung der jeweiligen Sym-

ptome. Tabelle 4 enthélt eine iiber die verwendeten Boniturverfahren.

Tab. 4: Ubersicht iiber die verwendeten Boniturverfahren zur Befallsbewertung in verschie-
denen Wirt-Pathogen-Modellen.

Wirtspflanze Pathogen Bonitur

Bohne Uromyces phaseoli Sporenlager / cm”

Paprika Botrytis cinerea befallene Blattfliche (%)

Tomate Alternaria solani befallene Blattflache (%)
Phytophthora infestans befallene Blattfliche (%)

Weinrebe Plasmopara viticola sporulierende Blattflache (%)

Weizen Erysiphe graminis sporulierende Blattflache (%)
Microdochium nivale aufgelaufene Pflanzen
Pythium ultimum aufgelaufene Pflanzen

Ermittelt wurde die nekrotisierte Blattfliche nach Befall mit den Pathogenen P. infestans,
A. solani und B. cinerea durch visuelle Schiatzung pro Blatt. Die Auswertung erfolgte in der
Regel ein bis zwei Tage nach der Inokulation. Die Bonitur der Erreger P. viticola und
E. graminis erfolgte durch Schitzung der sporulierenden Fliche pro Blatt ca. acht bis neun
Tage nach Inokulation. Der Befall von Bohnen mit dem Erreger U. phaseoli wurde durch
Auszdhlen der Sporenlager auf einer Fliche von 4 cm? pro Blatt bonitiert. Befallsaus-
wertungen in den Versuchen mit den bodenbiirtigen Pathogenen M. nivale und P. ultimum

erfolgten durch Ermittlung der Auflaufrate der im inokuliertem Substrat ausgesdten Korner.
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Der Mittelwert aus dem Befall bzw. der Auflaufrate der Versuchspflanzen pro Variante,
wurde in den Ergebnissen als prozentualer Anteil befallener Blattfliche an der Gesamtfléche
angegeben oder diente fiir die Berechnung des Wirkungsgrades (WG) in Prozent nach

ABBOTT (1925).

2.5 Invitro - Untersuchungen zur Wirksamkeit von Pflanzenextrakten
2.5.1 Myzelwachstumstest

2.5.1.1 Applikation der Extrakte auf Filterpapierscheiben

Zur Priifung der Pflanzenextrakte auf ihre fungiziden Eigenschaften wurde ein Petrischalen-
Test durchgefiihrt. Als MaB fiir die fungizide Wirkung der Extrakte diente das Myzelwachs-
tum der Pilze. Als phytopathologisch relevante Pilze wurden Botrytis cinerea, Alternaria
solani, Cochliobolus sativus, Phytophthora infestans und die bodenbiirtigen Pathogene
Microdochium nivale, Pythium ultimum und Gaeumannomyces graminis ausgewéhlt.

Die Untersuchung der Wirksamkeit der Extrakte erfolgte auf Kartoffel-Dextrose-Agar bzw.
bei P. infestans auf Gemiisesaft-Agar. Hierfiir wurden die Agar-Platten durch Ubertragung
einer Myzelscheibe des jeweiligen Pathogens (15 mm Durchmesser) in die Mitte der Petri-
schale beimpft. AnschlieBend wurden auf jede Petrischale kreisformig sechs Filterpapier-
scheiben (Antibiotikatestbldttchen) mit 1 cm Durchmesser ausgelegt (Abb. 2) und jede
Scheibe mit 50 pl der Priifsubstanz behandelt (GARTEL 1967; DAY & HARBORNE 1991). Die
Inkubation der Pathogene erfolgte bei Zimmertemperatur bzw. die von P. infestans bei 18 °C
im Dunkeln. In jeder Petrischale wurde je ein Extrakt in vier verschiedenen Konzentrationen
(10, 5, 2,5 und 1 %) gepriift. Als Kontrolle dienten Varianten mit Athanol (70 %) bzw. Was-
ser. Desweiteren wurde als Standard der fungizide Wirkstoff Dichlofluanid (Préaparat
Euparen®) mitgepriift. Der Versuch wurde in vier Wiederholungen angelegt und die Bonitur

fiinf Tage nach Versuchsansatz mit folgendem Boniturschema durchgefiihrt:

Boniturnote: Pilzwachstum:
1 keine Hemmung (Filterpapier vollig tiberwachsen)
2 leichte Hemmung (Filterpapier frei von Myzel)
3 mittlere Hemmung (Hemmbhof < 1 mm)
4 starke Hemmung (Hemmbhof < 2 mm)
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Wasser

Abb. 2: Versuchsanordnung des Myzelwachstumstest mit Pflanzenextrakten auf Filterpapier-
scheiben.

2.5.1.2 Applikation der Extrakte im Agar

In einem weiteren Myzelwachstumstest wurden zur Gewihrleistung einer gleichméafigen Ver-
teilung der Extrakte im Agar dem Medium (Kartoffel — Dextrose - Agar) nach dem Abkiihlen
auf 60 °C die Extrakte in einer Endkonzentration von 0,5 % TS zugesetzt (verdndert nach
ONKAR & DHINGRA, 1985). Die Inokulation erfolgte durch Aufsetzen einer Myzelscheibe des
jeweiligen Pathogens (& 15 mm) in die Mitte der Petrischale.

Die Bonitur des Myzelwachstums erfolgte in Abhédngigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit
der einzelnen Pathogene mit Hilfe eines Planimeters (Fa. Kontron). Jede Variante wurde in
fiinf Wiederholungen durchgefiihrt und das Wachstum mit dem der unbehandelten bzw. mit
dem der Leerformulierung verrechnet. Als Fungizidstandard diente der Wirkstoff

Dichlofluanid (Priparat Euparen®).

2.5.2 Zoosporenentlassung und indirekte Sporangienkeimung

Von einer Sporensuspension wurden je 50 pl auf einen Objekttrager mit Vertiefung pipettiert
und mit je einem Aliquot des zu untersuchenden Pflanzenextraktes versetzt. Zur Induktion der
Zoosporenentlassung wurden die Objekttrager fiir 8§ Stunden bei 4 °C in einer Feuchtekammer
inkubiert. Die Zoosporenentlassung wurde nach diesem Zeitintervall durch Zugabe von

Bengalrosa abgestoppt und die Zoosporenentlassung durch vierfaches Auszihlen von je 100
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Sporangien mikroskopisch bestimmt. Als gekeimt (indirekte Keimung) wurden diejenigen

Sporangien gewertet, die alle Zoosporen entlassen hatten.

2.5.3 Zoosporenbeweglichkeit

Von dem Uberstand einer Zoosporensuspension wurden je 50 pl auf einen Objekttriger mit
Vertiefung pipettiert und mit je einem Aliquot des zu priifenden Pflanzenextraktes versetzt.
Nach einer Inkubation von drei Minuten wurde die Zoosporenbeweglichkeit durch visuelle
Bonitur von je vier Objektrigern pro Konzentration mikroskopisch bestimmt. Erfa3t wurde

die Beweglichkeit der Zoosporen nach folgendem Boniturschema.

Boniturnote: Zoosporenbeweglichkeit:
0 Keine Bewegung
1 Kaum noch Beweglichkeit
2 Starke Beeintrachtigung der Bewegung (Zoosporen

bewegen sich nur noch im Kreis)

3 Beweglichkeit deutlich vermindert
4 Leiche Beeintrachtigung der Beweglichkeit
5 Bewegung unbeeinflufit

2.5.4 Zoosporenkeimung, Sporenkeimung

Um den Einflufl von Pflanzenextrakten auf die Keimung und das Keimschlauchwachstum von
Zoosporen bzw. Sporen zu bewerten, wurde eine Sporensuspension hergestellt. Je 50 pl
dieser Zoosporen- bzw. Sporensuspension wurden auf einen Objekttriger mit Vertiefung pi-
pettiert, und mit dem entsprechendem Aliquot des zu untersuchenden Pflanzenextrakt ver-
setzt. Zur Inkubation der Keimung wurden die Objektrdger fiir 24 Stunden in einer Feuchte-
kammer bei Raumtemperatur belassen, und nach diesem Zeitintervall durch Zugabe von Ben-
galrosa abgestoppt. Je Wiederholung (n = 4) wurde die Keimung bzw. die Keimschlauchlénge

von 25 Zoosporen bzw. Sporen mittels Okularmikrometer mikroskopisch bestimmit.
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2.6 Pflanzenphysiologische Untersuchungen

Zur Untersuchung des Stoffwechsels der Versuchspflanzen nach Applikation von Pflan-
zenextrakten wurde die Chlorophyllfluoreszenz- und die Gaswechselmessung eingesetzt. Um
tageszeitliche Schwankungen in der Photosynthese der Pflanzen zu beriicksichtigen, wurden
die Messungen in regelmifigen Abstinden liber den Tag verteilt an den Pflanzen der ver-

schiedenen Varianten vorgenommen.

2.6.1 Chlorophyllfluoreszenz

Die Messungen zur Chlorophyllfluoreszenz erfolgten mit dem Chlorophyllfluoreszenz-Mef3-
gerit der Firma Walz, Typ PAM 101. Gemessen wurde nach der Dunkeladaption der Pflanzen
die Chlorophyllfluoreszenz in einem Zeitraum von 15 Minuten. Untersucht wurde die
Wirkung von ausgesuchten Pflanzenextrakten sowie der Leerformulierung auf die Chloro-
phyllfluoreszenz von Weinreben. Die Applikation der Extrakte sowie die der Leerformulie-
rung, erfolgte zwei Tage vor der Messung durch die unter Punkt 2.3.3 beschriebene Methode.

Als Kontrolle dienten unbehandelte Pflanzen.

2.6.2 Gaswechsel

Die Messungen des Gaswechsels der Versuchspflanzen erfolgten mit einem Minikiivetten-
system, Typ CMS - 400 (Fa. Walz). An dunkeladaptierten Pflanzen wurde der Gaswechsel
unter Lichtbedingungen (Assimilation) fiir 15 Minuten und der Gaswechsel in Dunkelheit
(Dissimilation) fiir 10 Minuten gemessen. Die MeBwerte dienten zur Berechnung der Photo-
syntheserate und der stomatiren Leitfahigkeit der Versuchspflanzen. Untersucht wurde die
Wirkung von Pflanzenextrakten nach protektiver Applikation auf den Gaswechsel von Reben
der Sorte ‘Miiller-Thurgau’. Als Vergleich dienten Pflanzen, die mit der Leerformulierung
behandelt wurden und Pflanzen, die unbehandelt blieben. Die Applikation der Substanzen

erfolgte zwei Tage vor den Messungen.
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2.7 Mikroskopische Untersuchungen
2.7.1 Lichtmikroskopie

2.7.1.1 Herstellung von Totalpréparaten

Untersucht wurde die Pathogenentwicklung auf Blattscheiben, die mit ausgesuchten Ex-
trakten behandelt wurden. Von je vier Pflanzen pro Variante erfolgte die Entnahme von 20
Blattscheiben 24 Stunden nach Applikation. Diese wurden anschlieend durch Aufsetzen ei-
nes 20 ul Tropfens einer Zoosporensuspension von P. infestans inokuliert. Nach einer Inku-
bation fiir 24 Stunden in Feuchteschalen wurden die Pilzstrukturen mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff ‘Blankophor’ angeféarbt und anschlieBend die Keimrate fluoreszenzmikroskopisch (Fa.
Leitz, Typ DMRB) bestimmt. Erfaflit wurde die Keimrate von je 30 Zoosporen pro Blatt-
scheibe.

Zur Anfertigung von Totalpridparaten aus Myzel wurden 8 mm? gro3e Myzelstiicke (aus dem
Neuzuwachs des Myzels) mit einem Skalpell aus der zu untersuchenden Agar-Platte her-
ausprépariert. Diese wurden mit einem Konfokalen Laser — Scan - Mikroskop (Fa. Zeiss, Typ

410) direkt im frischen Zustand ohne zusétzliche Farbung untersucht.

2.7.2 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen

Fiir die Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen wurden Ultradiinnschnitte
des Myzels von Alternaria solani und Phytophthora infestans angefertigt und im Transmis-

sionselektronenmikroskop untersucht.

2.7.2.1 Herstellung von Schnittpriparaten

2.7.2.1.1 Probenaufbereitung

Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde Pilzmyzel aus dem Randbereich von
Agar-Platten verwendet, die den zu untersuchenden Extrakt enthielten. Als Kontrolle diente
Myzel, welches auf Platten gewachsen war, die die entsprechende Athanolkonzentration
enthielten. Fiir die Entnahme der Proben wurden aus den Randbereich der Agar-Platten (Neu-
zuwachs des Myzels) mit einem Skalpell ca. 8 mm® groBe Myzelstiicke entnommen und in
KARNOVSKY - Fixiergemisch fixiert. Hierzu wurden die Proben fiir ca. 30 Minuten unter Va-
kuum mit hdufigem Druckwechsel im Fixiergemisch infiltriert und nach dem Absinken fiir
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weitere zwei Stunden unter Normaldruck bei Zimmertemperatur belassen. Nach der Fixierung
wurden die Proben fiinf mal fiir 10 Minuten mit 0,2 M Natriumcacodylatpuffer gewaschen
und flir mindestens 12 Stunden bei 4 °C im Natriumcacodylatpuffer infiltriert. Im Anschluf}
erfolgte eine Nachfixierung bzw. Kontrastierung der Proben in einer Osmiumtetroxidlosung

(OsOg4) nach DALTON (1955), modifiziert nach WOHLFAHRT - BOTTERMANN (1957). Nach

dieser Fixierung bzw. Kontrastierung wurden die Proben wiederum fiir je 10 Minuten in
Natriumcacodylatpuffer gewaschen (4 Wiederholungen) und in einer aufsteigenden Athanol -
Reihe dehydriert (je 15 min in 30 %, 50 %, 70 % Athanol und im AnschluB fiir 20 min in 90%
Athanol sowie zwei mal fiir je 15 Minuten in 100 % Athanol). Nach dem Dehydrieren
erfolgte ein zweimaliges Infiltrieren der Proben fiir jeweils 10 Minuten in Propylenoxid sowie
anschliefend in einer aufsteigenden ERL-Harz / Propylenoxid - Reihe. Hierzu wurden die
Proben fiir mindestens 12 Stunden bei 4 °C einer Lésung in Verhéltnis 1:3 (ERL-Harz /
Propylenoxid) und anschlieend fiir vier Stunden einer Losung im Verhéltnis 1 : 1 und 3 : 1
zugesetzt. Danach erfolgte ein nochmaliges Infiltrieren der Proben fiir mindestens 12 Stunden
bei 4 °C in 100 % ERL-Harz und zum AbschluB ein Uberfiihren der Proben in

Flacheinbettungsschalen. Diese wurden zum Polymerisieren fiir acht Stunden bei 70 °C

inkubiert.
Fixierlosung nach KARNOVSKY (1965): 1 Teil 8 % Formaldehydlésung
1 Teil 8 % Glutaraldehydlosung
2 Teile 0,2 M Natriumcacodylat -
Puffer
Natriumcacodylatpuffer: 0,2 M Natriumcacodylat + 4 mM
CaCl,. pH 7,3 mit 1 M HCI einstellen
Osmiumtetroxid-Ldsung: 1 Teil 4 % OsO4 in Aqua. dest.
1 Teil 0,2 M Natriumcacodylatpuffer
ERL-Harz nach SPURR (1969): 10 g ERL-4206 (= Harz)

6 g DER (= Weichmacher)
26 g NSA (= Harter)
0,4 g S-1 (= Beschleuniger)
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2.7.2.1.2 Herstellung der Ultradiinnschnitte

Nach dem Antrimmen der Harzblocke wurden auf einem Ultramikrotom mit einem Dia-
mantmesser Ultradiinnschnitte in einer Dicke von 60 bis 100 nm angefertigt (SITTE, 1982;
1985). Nach dem Schneiden wurden die Schnitte durch Chloroformddampfe gestreckt und an-

schlieend auf Pioloform befilmte Kupferschlitzblenden iibertragen.

2.7.2.1.3 Kontrastierung

Zur Kontrastierung wurde Uranylacetat, ein gut wasserlosliches Schwermetallsalz, verwendet
(BURCK,1973). Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte durch das Auflegen der Blenden auf
einen Tropfen 2 % Uranylacetat in einer dunklen Kammer (ca. 10 Minuten). Danach wurden
die Blenden zweimal mit Aqua. dest. gespiilt und anschlieBend zur Nachkontrastierung fiir
eine Minute auf einen Tropfen Bleicitratlosung gelegt (REYNOLDS, 1963). Die Schnitte
wurden in Grid-Boxen bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Auswertung der Ultradiinnschnitte erfolgte mit einem Transmissionselektronenmikroskop
Typ EM 109 (Fa. Zeiss, Jena). Fiir die Potographie wurden ‘Agfaorto’ Filme mit 25 ASA

benutzt.

Bleicitratldsung nach REYNOLDS (1963):  1.33 g Pb(NOs), + 1,76 g Na3(CsHs07)
x 2 H,0O in 30 ml Aqua. dest. pH - Wert
stellen auf 12 mit ca. 8 ml 1IN NaOH,

und auf 50 ml mit Aqua. dest. auffiillen.

2.7.3 Analytische Verfahren zur Isolierung und Identifizierung von Pflanzeninhalts-

stoffen

2.7.4 Diinnschichtchromatographie

Zur Aufreinigung der Rohextrakte und zum Einengen der wirksamen Substanzen wurden
Kieselgelplatten (20 x 20 cm, DC-Alufolien Kieselgel 60 und 60,54, Fa. Merck, Darmstadt)
verwendet. Aufgetragen wurden die Pflanzenextrakte punktuell oder linear (je zehn 100 pl)
auf der Startlinie der DC - Platte. Zum Entwickeln der Chromatogramme wurden folgende

Laufmittel / -systeme andewandt.
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L1 Methanol 100
L2 Athanol 100
L3 Essigsdureédthylester / Methanol 1:4
L4 Essigsdureidthylester / Methanol 1:1
L5 Essigsduredthylester / Methanol 4:1
L6 Essigsaureédthylester / Methanol 95:5
L7 Essigsédureédthylester 100
L8 Chloroform 100
L9 Benzol 100
L10 Isopropanol 100
L11 Hexan 100
L12 Toluol / Essigsdureédthylester 93:7
L13 Essigsduredthylester / Ameisensédure /
Eisessigsdure / Wasser 100:11:11:26

Die Lokalisierung der Substanzen auf den DC - Platten erfolgte mittels Biotest bzw. optischer

Detektion.

2.7.4.1 Biotest im Agardiffusionstest

Hierzu wurden die DC - Platten nach dem Entwickeln in der Impfbank aufgestellt, um die
FlieBmittelreste abdampfen zu lassen und Kontaminationen durch die Luft zu vermeiden.
AnschlieBend wurden die DC - Platten quer zur Laufstecke in 1 cm breite Streifen geschnit-
ten. Jeder Streifen wurde nochmals in zwei Stiicke geteilt und fiir je drei Stunden auf einer
Kartoffel — Dextrose - Agar Platte inkubiert. Die Inokulation mit Alternaria solani erfolgte
durch Aufsetzen einer Myzelscheibe (& 15 mm) auf beiden Seiten der Inkubationsstelle.
Desweiteren es erfolgten Bioautographien. Hierzu wurden die DC - Platten nach dem
Abdampfen des Laufmittels mit einer diinnen Schicht PDA bespriiht und nach dem
Antrocknen des Nahrmediums mit einer Sporensuspension von A. solani inokuliert.

Bonitiert wurden entweder die Hemmung des Myzelwachstums nach sechs bis sieben Tagen
oder die Hemmung der Sporenkeimung auf der DC - Platte nach ca. vier bis fiinf Tagen. Aus
dem Verhiltnis der Laufstrecke der Wirksubstanzen (Hemmung des Myzelwachstums bzw.

Sporenkeimung) zur Laufstrecke des FlieBmittels erfolgte die Berechnung der Ry - Werte.
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2.7.4.2 Biochemische Detektionsmethoden

Zur Detektion der Substanzen auf den DC - Platten mittels optischer Methoden wurde neben
den oben beschriebenen Biotests gleichzeitig eine Untersuchung der Platten mit den
folgenden Methoden vorgenommen. Hierzu wurden DC - Platten verwendet, die zur selben

Zeit mit dem fiir den Biotest eingesetzten Platten entwickelt wurden.

e Fluoreszensloschung bei 254 nm

e Fluoreszenz bei 366 nm

e Anfirben mit Sprithreagenzien (Fa. Merck, Darmstadt)
Rhodamin B
Molybdatophosphorsiure
Ninhydrin
Vanillin - Schwefelsdure
Naturstoffreagenz (WAGNER & BLADT, 1997)

Die Fiarbung der Substanzen durch Molybdatophosphorsdure und Vanillin - Schwefelsdure

wurde nach Erhitzen der DC - Platte auf 80 bis 100 °C bestimmt.

2.7.5 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Auffindung und Isolierung der wirksamen Substanzen in ausgesuchten Pflanzenextrakten
wurde ein Hochdruckfliissigkeitschromatograph (‘Serie HP 1050 der Firma Hewlett Packard,
Bad Homburg) eingesetzt (Tab. 5).

Tab 5: Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) Betriebsdaten (Serie HP 1050, Fa.
Hewlett Packard) fiir die Auffindung und Isolierung wirksamer Substanzen aus Pflanzenex-
trakten.

System-Komponenten Systen-Kennziffern

Detektor Dioden-Array-Detektor
Messung bei 210 bis 500 nm

Mobile Phase Demineralisiertes Wasser / Acetonitril
(Abb. 3)

Stationdre Phase RP18 Fa. Merk, Darmstadt

Saulenheizung 45 °C

Injektor 5—100 pl

Pumpe Quaterndres Pumpensystem

FluB3: 0,75 ml / min.
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Die Steuerung der HPLC erfolgte iiber die Software HP Chem. 3.21 (Fa. Hewlett Packard,
Bad Homburg). Die in der Diinnschichtchromatographie identifizierten Fraktionen wurden
aus den Kieselgelplatten herausgelost und in 1ml Athanol aufgenommen. Vor dem HPLC -

Lauf wurden die Losungsmittel Sterilfiltriert.

Acetonitril (%)

0 T T T T 111111 1T 17 T©T© 17 1T 17 77T T 1T 1T T T T T°7

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Minuten

Abb. 3: Laufmittel Mischungsverhéltnis iiber die Zeit des HPLC - Laufs.

2.7.6 Gaschromatographie mit Massenspektroskopie (GC - MS)

Die Identifikation der wirksamen Substanzen aus dem Extrakt von Salvia officinalis erfolgten
mittels GC - MS Technik. Zur besseren Detektion der Substanzen wurde eine Derivatisierung
der Proben durch Zugabe von N,O — Trimethylsilyl — trifluor - acetamid (BSTFA; Fa.
Supelco) durchgefiihrt. Hierzu wurden je 100 ul der Probe unter Stickstoff eingedampft und
anschlieBend mit 40 ul BSTFA versetzt. Nach einer Inkubation von einer Stunde in Trocken-
schrank bei 70 °C wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.

Die Messung erfolgte mit einem Delsi Nermag - GC (Fa. Unicam) in Verbindung mit einem
Automass 100 — Massenspektrometer. Injiziert wurden 2 pl der derivatisierten Probe unter
Einsatz eines Splitmodus (1 : 20). Als Tragergas wurde Helium (1 bar) und als Sédule eine
Ultra—2-Kapillarsdule der Fa. Hewlett Packard (5 % Phyenyl - Methylpolysiloxan, Linge 25
m, Durchmesser 0,2 mm) verwendet. Die Ionisationsenergie betrug 70 eV. Das Tempera-

turprogramm (nach SCHULZ et al. 1994) lautete wie folgt:
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00 — 02 min 100 °C
02 — 27 min auf 200 °C in4 °C/ min
27— 31 min 200 °C
31 =51 min auf 280 °C in 4 °C/ min
51 =61 min 280 °C

Die Massenspektren wurden mit der NSR-base — Bibliothek in dem Programm LUCY 2.1
verglichen. Eine Substanz galt als identifiziert, wenn Massenspektrum und Retentionszeit

ubereinstimmten.

2.8 Freilandversuche

Wihrend der Vegetationsperiode 1996 und 1997 wurden Freilandversuche auf den Versuchs-
flichen des Instituts fiir Pflanzenkrankheiten in Bonn - Poppelsdorf und Meckenheim durch-
gefiihrt. Weiterhin erfolgte 1997 ein Freilandversuch in einer Rebanlage der Staatlichen

Weinbaudoméne Marienthal an der Ahr.

2.8.1 Kraut- und Braunfaule an Tomate

2.8.1.1 Versuchsanlage

Der Freilandversuch an Tomaten der Sorte ‘Rheinlands Ruhm’ wurde in der Vegetationspe-
riode 1996 als Blockanlage von 24 Kleinparzellen zu je sechs Pflanzen angelegt (Abb. 4). Der
Pflanzabstand der Tomaten betrug 50 cm, der Reihenabstand 1 m. Die Extrakte wurden in
einer Konzentration von 2 % (TS) unter Zugabe von TWEEN® 20 (0,0125 %) als Netzmittel
ausgebracht. Als Standard diente der Wirkstoff Dichlofluanid in einer Konzentration von
1000 ppm a.i. Untersucht wurde die Wirkung der Pflanzenextrakte aus Potentilla erecta,

Salvia officinalis, Cinnamomum camphora und Origanum vulgare in vier Wiederholungen.

2.8.1.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Applikation der Extrakte erfolgte als protektive Spritzung im wdchentlichen Abstand mit
einer Wasseraufwandmenge von 500 ml pro Parzelle. Die Ausbringung der Extrakte erfolgte
mit Hilfe einer modifizierten Riickenspritze der Fa. Gloria, Wadersloh, Typ 141 T bei einem
Spritzdruck von 1,5 bar. Die Inokulation des Versuchs erfolgte einen Tag nach der ersten Ap-

plikation mit einer Zoosporensuspension von Phytophthora infestans (8x10* Zoosporen / ml).
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Im Abstand von sieben Tagen wurden acht Bonituren durchgefiihrt, bei denen der jeweilige
prozentuale Befall der Parzellen geschdtzt wurde. Aus dem Mittelwert der vier Parzellen pro

Variante erfolgte die Berechnung des Wirkungsgrads nach ABBOTT (1925).

K 1 2 3 4 5
5 3 4 1 2 K
1 2 3 5 3 1
4 K 5 2 1 3

Abb. 4: Versuchsanlage fiir den Freilandversuch zur Wirkung von Pflanzenextrakten gegen
Phytophthora infestans an Tomaten ‘Rheinlands Ruhm’ (jedes Rechteck entspricht einer
Kleinparzelle von sechs Pflanzen; K = Kontrolle, 1 = Potentilla erecta, 2 = Salvia officinalis,
3 = Cinnamomum camphora, 4 = Origanum vulgare und 5 = Dichlofluanid).

2.8.2 Kraut- und Knollenfiule an Kartoffeln

2.8.2.1 Versuchsanlage

Der Freilandversuch (1997) an Kartoffeln der Sorte ‘Cilena’ erfolgte in einer Blockanlage
von 36 Kleinparzellen zu je 4 Reihen a 10 Pflanzen pro Parzelle (Abb. 5). Der Pflanzabstand
der Kartoffeln betrug 60 cm und der Reihenabstand 1 m. Die Applikation der Extrakte
erfolgte in einer Konzentration von 1 % (TS) unter Zusatz von TWEEN® 20 (0,0125 %) als
Netzmittel. Als Standard diente eine Fungizidvariante, welche viermal mit unterschiedlichen

Fungiziden in der {iblichen Aufwandmenge behandelt wurde.

2.8.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Applikation der Extrakte erfolgte als protektive Spritzung im wdchentlichen Abstand mit
einer Wasseraufwandmenge von 2,5 1 pro Parzelle. Die Ausbringung der Extrakte erfolgte mit
Hilfe einer modifizierten Riickenspritze (Fa. Gloria) bei einem Spritzdruck von 3 bar. Die
Infektion mit Phytophthora infestans erfolgte durch das im Freiland vorhandene Inokulum.
Im Abstand von sieben Tagen wurden vier Bonituren durchgefiihrt, bei denen der jeweilige
prozentuale Befall der Parzellen geschitzt wurde. Aus dem Mittelwert der vier Parzellen pro

Variante erfolgte die Berechnung des Wirkungsgrades nach ABBOTT (1925).
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9 8 2 1

Abb. S: Versuchsanlage des Freilandversuches zur Wirkung von Pflanzenextrakten gegen
Phytophthora infestans an Kartoffeln ‘Cilena’ (jedes Rechteck entspricht einer Kleinparzelle
von vier Reihen a 10 Pflanzen; Nr. 1 = unbehandelt, 2 = Fungizidvariante, 8§ = Salvia
officinalis, 9 = Potentilla erecta).

2.8.2.3 Ertragsermittlung

Die Freilandversuche auf den Standorten ‘Poppelsdorf” und ‘Meckenheim’ wurden beerntet.
Die Emte der Knollen erfolgte mit praxisiiblichen Maschinen. Ermittelt wurden die Ertrige

pro Parzelle einer Variante.

2.8.3 Grauschimmel an Erdbeere

2.8.3.1 Versuchsanlage

Der Freilandversuch an Erdbeeren der Sorte ‘Korona’ in der Vegetationsperiode 1996 wurde
in einer Blockanlage von 25 Kleinparzellen zu je 20 Pflanzen in zwei Reihen angelegt
(Abb. 6). Der Pflanzabstand der Erdbeeren betrug 30 cm, der Reihenabstand 80 cm. Die Ex-
trakte wurden in einer Konzentration von 2 % (TS) unter Zugabe von TWEEN® 20 (0,0125
%) als Netzmittel ausgebracht. Eine Fungizidbehandlung wurde nicht durchgefiihrt, da das
Feldstiick okologisch bewirtschaftet wurde. Untersucht wurde die Wirkung der Pflanzen-

extrakte aus Galium aparine und Salvia officinalis in je fiinf Wiederholungen.

2.8.3.2 Versuchsdurchfiihrung

Mit Beginn der Bliite (10 % Bliiten gedffnet) erfolgten vier Applikationen der Extrakte in
wochentlichem Abstand. Die Ausbringung erfolgte mit einer modifizierten Riickenspritze der
Fa. Gloria, bei einem Druck von 3 bar. Ausgebracht wurden je 500 ml der 2 %-igen Pflan-
zenextrakte pro Parzelle. Bonitiert wurde mit Beginn der Fruchtreife im Abstand von vier bis

sieben Tagen je nach Witterung.
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1 K 2 2
K 1

K 2 K
1 K

2 1 2 1

Abb. 6: Versuchsanlage fiir den Freilandversuch zur Wirkung von Pflanzenextrakten gegen
Botrytis cinerea an Erdbeeren ‘Korona’ (Jedes Rechteck entspricht einer Kleinparzelle von 20
Pflanzen in zwei Reihen; K = Kontrolle, 1 = Galium aparine, 2 = Salvia officinalis).

Erfa3t wurden die Zahl und das Gewicht der gesunden sowie der kranken Erdbeeren pro

Variante. Aus dem Mittelwert der Boniturwerte sowie den Mittelwerten von funf Parzellen

pro Variante erfolgte die Berechnung des Wirkungsgrads nach ABBOTT (1925).

2.8.4 Falscher Mehltau an Weinreben

2.8.4.1 Versuchsanlage

Der Freilandversuch (1997) an Weinreben der Sorte ‘Miiller-Thurgau’ wurde in einer Block-
anlage von 16 Kleinparzellen zu je 12 Pflanzen angelegt (Abbildung. 7). Der Pflanzabstand
der Reben betrug 1 m, der der Pflanzreihe 1,8 m. Die Erziehung erfolgte als Rundbogen an
Drahtrahmen. Die Extrakte wurden in einer Konzentration von 2 % (TS) unter Zugabe von
TWEEN® 20 (0,0125 %) als Netzmittel ausgebracht. Als Standard diente eine konventionelle
Fungizidvariante (Netzschwefel und Dithane Ultra®, Dorado® und Folicur®, Aliette® und

Dorado®) in der iiblichen 14 - tigigen Spritzfolge.
g1g p g

2.8.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Applikation der Extrakte erfolgte als protektive Spritzung im siebentigigen Abstand mit
einer Wasseraufwandmenge von 2,5 Liter pro Parzelle. Die Ausbringung der Pflanzenextrakte
erfolgte mit Hilfe einer modifizierten Riickenspritze der Fa. Gloria bei einem Spritzdruck von
3 bar. Im Abstand von sieben Tagen wurden acht Bonituren durchgefiihrt, bei denen der
jeweilige prozentuale Befall der Parzellen geschitzt wurde. Aus dem Mittelwert der vier

Parzellen pro Variante erfolgte die Berechnung des Wirkungsgrads nach ABBOTT (1925).
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1 3 2 3 K 1
1 K 2 3 2
K 2 3 1 K

Abb. 7: Versuchsanlage des Freilandversuches zur Wirkung von Pflanzenextrakten gegen
Plasmopara viticola an Weinreben ‘Miiller-Thurgau’ (Jedes Rechteck entspricht einer Klein-
parzelle von 12 Pflanzen; K = Kontrolle, 1 = Potentilla erecta, 2 = Salvia officinalis 3 =
Potentilla erecta und Salvia officinalis).

2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem SigmaStat - Programm, Version 2.2 (Fa. Jandel
Scientific Software, San Rafael, USA) durchgefiihrt. Die MeBwerte wurden durch
multifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verrechnet. Signifikante Unterschiede zwischen
den Mittelwerten wurden mit dem TUKEY - Test (Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05)
bestimmt und durch entsprechende Buchstaben in den Tabellen und Diagrammen kenntlich
gemacht.

Die Berechnung der Dosis — Wirkungs - Beziehungen erfolgte durch eine nicht lineare
Regression mit der Formel Y=[1-EXP(-(log(X)/X.)")]x100 (ORTEGA et al. 1997). Die
Regressionen wurden mit dem Programm ‘BFIT’ (Mathematisches Seminar, Universitit

Bonn) berechnet.

34



3 Ergebnisse

3.1 Vorkommen wirksamer Pflanzenextrakte

Die Suche nach Naturstoffen mit fungizider Wirkung kann grundsétzlich mit zwei unter-
schiedlichen Methoden durchgefiihrt werden. Erstens besteht die Moglichkeit, die Wirksam-
keit von Pflanzenextrakten in vitro zu untersuchen und zweitens, ihre Wirkung an der Pflanze

zu erheben.

3.1.1 EinfluB} von Pflanzenextrakten auf das Wachstum phytopathogener Pilze

In vitro - Untersuchungen stellen eine geeignete Methode dar, effizient eine gro3e Anzahl von
Substanzen auf ihre Wirksamkeit gegen pflanzenpathogene Pilze zu untersuchen. Ermittelt
wurde der EinfluB der unter Punkt 2.3.1 beschriebenen Pflanzenextrakte auf das Myzel-

wachstum von ausgewihlten phytopathologisch relevanten Pilzen.

3.1.1.1 Test mit Pflanzenextrakten auf Filterpapierscheiben

Der Einflu3 der Pflanzenextrakte auf das Myzelwachstum der Erreger wurde in vitro mit einer
Untersuchungsmethode auf Filterpapierscheiben in vierfacher Wiederholung iiberpriift. In
jeder der vier Petrischalen pro Variante wurde der Extrakt in den Verdiinnungsstufen 1; 2,5; 5
und 10 % bezogen auf die Trockensubstanz des Pflanzenmaterials getestet.

Die mit Wasser behandelten Kontrollen wurden mit Boniturnoten von 1,0 bis 1,5 bonitiert,
d.h. sie waren fast vollstindig mit Myzel iiberwachsen. Die Losungsmittelkontrollen unter-
schieden sich nicht von den mit Wasser behandelten. Der Wirkstoff Dichlofluanid (Euparen®
WG 50) fiihrte, in der Konzentration von 50 ppm a.i., zu einer starken Hemmung des Myzel-
wachstums. Die behandelten Filterpapierscheiben blieben frei von Myzel und es bildete sich
ein ca. 1-2 mm breiter Hemmbhof. Die Applikation der Pflanzenextrakte fiihrte zu keiner Be-
eintrichtigung des Myzelwachstums der Pathogene Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Microdochium nivale, Pythium ultimum, Gaeumannomyces graminis, Cochliobolus sativus

und Phytophthora infestans.
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3.1.1.2 Tests mit Pflanzenextrakten in Agar

Zur Uberpriifung der im ersten Test gewonnenen Ergebnisse erfolgte ein weiterer in vitro-
Test. Hierzu wurden die Pflanzenextrakte dem Néhrmedium (Kartoffel-Dextrose-Agar) in
einer Endkonzentration von 0,5 % TS zugesetzt. Nach 24 Stunden wurde der Test durch Auf-
setzen eines Impfstiickes (& 15 mm) des jeweiligen Pathogens inokuliert.

Als besonders wirksam gegen A. solani erwiesen sich Extrakte aus Cinnamomum camphora,
Rosa canina (Frucht), Potentilla anserina, Viola tricolor und Potentilla erecta (Abb. 8). Sie
verminderten das Myzelwachstum zu iiber 90 %. Gegen B. cinerea zeigten iiber die Hélfte der
getesteten Pflanzenextrakte eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums von mehr als 90
% (Tab. 6). Durch die Applikation des Extraktes aus Solidago serotina konnte das Myzel-
wachstum vollstindig unterbunden werden. Eine Wirksamkeit von iiber 80 % gegen das My-
zelwachstum von C. sativus zeigten Extrakte aus Aesculus hippocastanum (Frucht und
Fruchtfleisch), Armoracia rusticana, Rosa canina (Frucht), Gentiana lutea und Heracleum
sphondylium (Samen). Einige der untersuchten Extrakte zeigten andererseits eine deutlich
fordernde Wirkung auf des Myzelwachstum (Tab. 6).

Eine Verminderung vom Myzelwachstum des bodenbiirtigen Erregers M. nivale zu iiber 90 %
zeigte sich bei iiber einen Drittel der untersuchten Extrakte. Zwolf weitere Extrakte ver-
mochten das Wachstum um mehr als 70 % zu reduzieren (Tab. 7). Untersuchungen zur Wir-
kung der Pflanzenextrakte gegen P. ultimum erbrachten, dal mehr als ein Drittel der Extrakte
das Myzelwachstum zu mehr als 90 % verminderten (Tab. 7). Durch die Applikation des Ex-
traktes aus Melaleuca alternifolia konnte eine vollstindige Unterdriickung des Myzel-
wachstum erzielt werden.

Gegen R. solani zeigten eine Vielzahl der untersuchten Extrakte wachstumsfordernde Eigen-
schaften. Nur die Extrakte aus Melaleuca alternifolia, Heracleum sphondylium (Samen) und
Wisteria floribunda verursachten eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums (Tab. 7).
Uber ein Viertel der Extrakte bewirkte eine Hemmung des Erregers G. graminis zu iiber 90 %
(Tab. 7). Eine vollstindige Hemmung des Myzelwachstums konnte nach Applikation der Ex-
trakte aus Calendula officinalis, Heracleum sphondylium (Samen), Imperatoria ostruthium,
Pimenta dioica und Solidago serotina ermittelt werden.

Eine Hemmung des Myzelwachstums von allen sieben gepriiften Pathogenen konnte nur

durch die Applikation des Extraktes aus Heracleum sphondylium (Samen) beobachtet werden.
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Tab. 6: Wirksamkeit &dthanolischer Pflanzenextrakte im Myzelwachstumstest gegeniiber
Alternaria solani, Botrytis cinerea und Cochliobolus sativus in vitro (0,5 % Extrakt in Kartof-
fel-Dextrose-Agar; grau hinterlegte Zeilen kennzeichnen eine Wirkung > 70 %; wf. = wachs-
tumsfordernd).

Hemmung des Myzelwachstums (%)

Pflanzenextrakt A. solani B. cinerea C. sativus
Leerformulierung 0 0 0
Aesculus hippocastanum- Blatt 70 92 52
Aesculus hippocastanum- Frucht 85 82 95
Aesculus hippocastanum- Frucht- 86 95 94
fleisch

Alchemilla vulgaris 88 30 49
Armoracia rusticana 70 0 85
Calendula officinalis 62 91 79
Carum carivi 56 96 wi.
Cinnamomum camphora 96 95 16
Datura stramonium 55 99 25
Datura suavenolens 43 82 wi.
Echinaceae pupureae 7 0 wi.
Rosa canina- Frucht 93 0 84
Rosa canina- Samen 36 0 25
Galium aparine 35 98 wif.
Gentiana lutea 76 98 92
Ginkgo biloba 89 95 59
Heracleum sphondylium- Blatt 21 0 wif.
Heracleum sphondylium- Samen 78 99 94
Imperatoria ostruthium 83 99 52
Matricaria chamomille 76 98 20
Melaleuca alternifolia 88 99 wi.
Melilotus officinalis 74 98 wi.
Origanum vulgare 86 99 52
Pelargonium oderatissimum 86 73 wif.
Pimenta dioica 89 97 wi.
Potentilla anserina 91 99 wif.
Potentilla erecta 95 87 77
Reynoutria sachalinensis 83 85 69
Rheum rhabarbarum 36 81 19
Salvia officinalis 88 99 48
Satureja hortensis 64 93 wi.
Solidago serotina 70 100 65
Tagetes erecta 44 70 41
Trigonella foenum-graecum 31 0 wif.
Viola tricolor 91 96 14
Wisteria floribunda 66 99 28
Dichlofluanid 100 ppm a.i. 100 98 100
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Tab. 7: Wirksamkeit von dthanolischen Pflanzenextrakten im Myzelwachstumstest gegen-
iiber den bodenbiirtigen Schadpilzen Microdochium nivale, Pythium ultimum, Rhizoctonia
solani und Gaeumannomyces graminis (0,5 % Extrakt im Kartoffel-Dextrose-Agar; grau
hinterlegte Zeilen kennzeichnen eine Wirkung > 70 %; wf. = wachstumsfoérdernd).

Hemmung des Myzelwachstums (%)

Pflanzenextrakte M. nivale P.ultimum  R. solani G. graminis
Leerformulierung 0 0 0 0
Aesculus hippocastanum- Blatt 97 94 71 99
Aesculus hippocastanum- Frucht 99 84 49 74
Aesculus hippocastanum-Frucht- 97 0 50 99
fleisch

Alchemilla vulgaris 97 93 12 20
Armoracia rusticana 66 7 wi. 28
Calendula officinalis 74 53 wi. 100
Carum carivi 71 0 wi. 51
Cinnamomum camphora 95 0 18 61
Datura stramonium 30 99 27 71
Datura suavenolens 80 28 wi. 67
Echinaceae pupureae 0 0 wt. WT.
Rosa canina-Frucht 82 44 wif. 45
Rosa canina-Samen 77 0 wi. 2
Galium aparine 42 68 wi. 49
Gentiana lutea 92 55 wi. 57
Ginkgo biloba 87 74 wif. 81
Heracleum sphondylium- Blatt 92 14 wif. 93
Heracleum sphondylium- Samen 99 84 97 100
Imperatoria ostruthium 94 80 48 100
Matricaria chamomille 74 94 79 86
Melaleuca alternifolia 87 100 100 48
Melilotus officinalis 76 0 wi. 48
Origanum vulgare 94 0 73 84
Pelargonium oderatissimum 90 99 10 65
Pimenta dioica 95 6 43 100
Potentilla anserina 92 97 26 93
Potentilla erecta 98 97 wi. 90
Reynoutria sachalinensis 97 92 37 27
Rheum rhabarbarum 59 99 43 70
Salvia officinalis 88 83 54 88
Satureja hortensis 87 6 6 89
Solidago serotina 81 96 73 100
Tagetes erecta 62 77 44 71
Trigonella foenum-graecum 93 17 13 64
Viola tricolor 81 9 wi. 63
Wisteria floribunda 39 92 88 99
Dichlofluanid 100 ppm a.i. 58 100 100 100
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Abb. 8: Einfluf} eines 0,5 %-igen Pflanzenextraktes aus Potentilla erecta auf das Myzel-
wachstum von Alternaria solani (rechts behandelt, links Leerformulierung).

Die Extrakte aus der Frucht und dem Fruchtfleisch von Aesculus hippocastanum hemmten
deutlich das Wachstums von A. solani, B. cinerea, C. sativus und M. nivale, jedoch nicht
das von P. ultimum. Der Extrakt aus E. pupureae zeigte bei keinem der getesteten Patho-

gene eine Hemmung des Myzelwachstums (Tab. 6 und 7).

3.1.2 Einfluf} von Pflanzenextrakten auf die Entwicklung von pilzlichen Krankheiten

Um die Wirksamkeit der Extrakte an der Pflanze zu verifizieren und um ihre Wirkung auch
gegen obligat biotrophe Schadpilze zu untersuchen, wurde der Einflul der Extrakte in unter-
schiedlichen Wirt-Pathogen-Modellen untersucht. Die Applikation erfolgte in allen Priifsy-
stemen protektiv mit 1 %-igen Extrakten unter Zugabe von TWEEN® 20 als Netzmittel (siche
2.3.3.1.1). Nach einer Inkubation von 24 Stunden erfolgte die Inokulation mit den jeweiligen

Pathogenen.

3.1.2.1 Kraut- und Braunfaule (Phytophthora infestans ) an Tomate

Die unter Punkt 2.3.1 aufgefiihrten Pflanzenextrakte wurden auf ihre Wirkung gegen die

Kraut- und Braunfdule an Jungpflanzen der Tomatensorte ‘Rheinlands Ruhm’ untersucht.
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Der Befall der unbehandelten Tomaten lag im Mittel der vier Wiederholungen bei 93 %
und der der fungizidbehandelten bei 5 %. Wie aus Tabelle 8 ersichtlich, zeigten die Pflan-
zenextrakte eine sehr unterschiedliche Wirksamkeit gegen P. infestans. Acht der unter-
suchten Pflanzenextrakte erreichten im Mittel der Versuche einen Wirkungsgrad von iiber
70 %. Als besonders wirksam erwiesen sich Extrakte aus Potentilla erecta, Salix spp. und
Salvia officinalis. Die Applikation des Extraktes aus Potentilla erecta minderte den Befall
im Vergleich zu unbehandelt um 90 % und zeigte eine dhnlich gute Wirksamkeit wie der
als Standard mitgepriifte Wirkstoff Dichlofluanid (50 ppm a.i; Abb. 9). Behandlungen mit
den Extrakten aus Heracleum sphondylium (Samen und Blatt) zeigten in allen Versuchen
deutliche phytotoxische Effekte. Dies dulerte sich in starken nekrotischen Blattflecken 24
Stunden nach der Applikation.

unbehandelt behandelt

Abb. 9: Einflu} einer protektiven Spritzapplikation des Extraktes aus Potentilla erecta (1 %
TS) auf den Befall von Tomaten mit Phytophthora infestans.

3.1.2.2 Falscher Mehltau (Plasmopara viticola) an Weinreben

Untersuchungen zur Wirksamkeit der Pflanzenextrakte im Wirt—Pathogen-Modell P. viticola
an Weinreben zeigten, dal3 {iber ein Drittel der untersuchten Pflanzenextrakte den Befall der
Pflanzen verminderten. Achtzehn der getesteten Extrakte reduzierten den Befall zu iiber 70 %
(Tabelle 9). Die hochste Wirksamkeit in diesem Wirt-Pathogen-Modell zeigten Extrakte aus
Salvia officinalis, Potentilla erecta (Abb. 10) und Aesculus hippocastanum (Fruchtfleisch).
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Abb. 10: EinfluB einer protektiven Spritzapplikation von Pflanzenextrakten (1 % TS) auf den
Befall von Weinreben mit Plasmopara viticola (links Leerformulierung, Mitte Potentilla
erecta, rechts Trigonella foenum-graecum ).

Sie reduzierten den Befall im Mittel der vier Versuche um mindestens 90 %. Durch die Ap-
plikation des Extraktes aus Salvia officinalis konnte ein dhnlich hoher Wirkungsgrad erzielt
werden (95 %) wie der des fungiziden Wirkstoffes Dichlofluanid in einer Konzentration von
50 ppm a.i. (96 %).

Die Behandlung der Pflanzen mit dem Extrakt aus Heracleum sphondylium (Samen) fiihrte in
allen Versuchen zu starken phytotoxischen Nebenwirkungen. Dies hatte in manchen Féllen

einen vollstdndigen Blattverlust der Pflanzen zur Folge.

3.1.2.3 Bohnenrost (Uromyces phaseoli) an Bohne

Die Applikation der unter 2.3.1. beschriebenen Pflanzenextrakte gegen den Erreger des Boh-
nenrosts zeigte, dall nur ein Viertel der untersuchten Extrakte zu einer Befallsreduktion an
Bohnen fiihrte (Tab. 10). Fiinf der untersuchten Extrakte erreichten Wirkungsgrade von iiber
60 % gegeniiber unbehandelt. Die deutlichste Wirkung konnte durch die Applikation der Ex-
trakte aus Potentilla erecta und Salvia officinalis erzielt werden (Abb. 11). Sie erreichten im
Mittel der Versuche einen Wirkungsgrad von 76 %. Der Befall der unbehandelten Pflanzen
lag im Durchschnitt der Versuche bei 112 Pusteln pro cm?, die Befallsreduktion durch den als
Standard mit gepriiften Wirkstoft Propineb (50 ppm a.i.) bei 95 %. Die Behandlung der Ver-
suchspflanzen mit dem Extrakt aus Heracleum sphondylium fiihrte auch in diesem Wirt-Pa-

thogen-Modell zu deutlichen phytotoxischen Reaktionen.
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Abb. 11: EinfluB} einer protektiven Spritzapplikation von Pflanzenextrakten (1 % TS) auf den
Befall von Bohnen mit Uromyces phaseoli (links Leerformulierung, rechts Potentilla erecta).

3.1.2.4 Echter Mehltau (Erysiphe graminis) an Winterweizen

Untersuchungen zur Wirksamkeit der unter Punkt 2.3.1. aufgefiihrten Pflanzenextrakte gegen
den obligat biotrophen Erreger Erysiphe graminis erfolgten an Primarbléttern von Winterwei-
zen. Wie aus Tabelle 11 ersichtlich, erreichte nur die Applikation des Extraktes aus
Reynoutria sachalinensis (eigene Priaparation) eine Befallsminderung von 80 %. Die Extrakte
aus Reynoutria sachalinensis (Milsana®; Fa. Compo) und Rheum rhabarbarum fihrten zwar
auch im Mittel der Versuche zu deutlichen Befallsreduktionen, zeigten aber mit 68 und 60 %
deutlich niedrigere Wirkungsgrade. Die Wirksamkeit der iibrigen Pflanzenextrakte lag in
einem Bereich von 4 - 25 %. Nach Applikation des Extraktes aus Heracleum sphondylium

(Samen) konnte ein deutlicher phytotoxischer Effekt beobachtet werden.

3.1.2.5 Grauschimmel (Botrytis cinerea) an Paprika

An Paprika der Sorte ‘Yolo Wonder B’ wurden die unter 2.3.1 beschriebenen Pflanzenex-
trakte auf ihre Wirksamkeit gegen B. cinerea iiberpriift.
Der Befall der unbehandelten Pflanzen lag im Mittel der vier Versuche bei 84 %, der Wir-

kungsgrad des Vergleichsfungizids Dichlofluanid in einer Konzentration von 50 ppm a.i. bei
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95 %. Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, fiihrten 16 der gepriiften Extrakte zu einer Befallsre-
duktion von iiber 50 %. Durch die Applikation der Extrakte aus Salvia officinalis, Potentilla
erecta, Pimenta dioica und Salix spp. konnte der Befall der Paprikapflanzen mit B. cinerea zu
tiber 80 % vermindert werden. Am wirksamsten waren Behandlungen mit den Extrakten aus
S. officinalis (Abb. 12) und P. erecta. Sie erreichten Wirkungsgrade von 95 bzw. 90 % und
zeigten somit dhnlich gute Befallsreduktionen wie der Wirkstoff Dichlofluanid (95 %).

Abb. 12: EinfluB} einer protektiven Spritzapplikation eines Pflanzenextraktes (1 % TS) aus
Salvia officinalis auf den Befall von Paprika “Yolo Wonder B’ mit Botrytis cinerea (rechts
behandelt, links unbehandelt).
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Tab. 8: Einflul3 protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall von
Tomaten ‘Rheinlands Ruhm’ mit Phytophthora infestans (n = 4).

Behandlung

Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Dichlofluanid 50ppm a.i.
Potentilla erecta

Salix spp.

Salvia officinalis

Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch)

Solidago serotina

Reynoutria sachalinensis (Bonn)
Aesculus hippocastanum - (Blatt)
Cinnamomum camphora
Matricaria chamomille

Ginkgo biloba

Pimenta dioica

Reynoutria sachalinensis (Milsana)
Datura suavenolens

Origanum vulgare

Alchemilla vulgaris

Trigonella foenum-graecum
Imperatoria ostruthium
Potentilla anserina

Gentiana lutea

Datura stramonium

Carum carivi

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Tagetes erecta

Calendula officinalis

Viola tricolor

Heracleum sphondylium - (Blatt)
Rheum rhabarbarum

Satureja hortensis

Pelargonium oderatissimum
Wisteria floribunda

Galium aparine

Rosa canina - (Samen)
Melaleuca allernifolia

Melilotus officinalis

Rosa canina - (Frucht)
Armoracia rusticana

Echinaceae pupureae
Heracleum sphondylium - (Samen)
Leerformulierung

W////////////////////////////////////////////////////////////?W
. e
%/////////////////////////////////////////////////////////////%
%///////////////////////////////////////////////////////%//
%////////////////////////////////////////////f)

//////////////////////////// %

.

L 2

.

.

///////// =

44

100



Ergebnisse

Tab. 9: Einflul3 protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall von
Weinreben ‘Miiller-Thurgau’ mit Plasmopara viticola (n = 4).

Behandlung

Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Dichlofluanid 50ppm a.i.
Salvia officinalis
Potentilla erecta

Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch)

Heracleum sphondylium - (Blatt)
Aesculus hippocastanum - (Blatt)
Cinnamomum camphora

Salix spp.

Imperatoria ostruthium
Reynoutria sachalinensis (Bonn)
Ginkgo biloba

Matricaria chamomille
Origanum vulgare

Pimenta dioica

Rheum rhabarbarum

Solidago serotina

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Pelargonium oderatissimum
Tagetes erecta

Trigonella foenum-graecum
Satureja hortensis

Carum carivi

Datura suavenolens

Rosa canina - (Frucht)

Rosa canina - (Samen)
Alchemilla vulgaris

Gentiana lutea

Calendula officinalis

Viola tricolor

Wisteria floribunda

Melilotus officinalis

Datura stramonium

Potentilla anserina

Reynoutria sachalinensis (Milsana)
Galium aparine

Armoracia rusticana

Melaleuca allernifolia
Echinaceae pupureae
Leerformulierung

Heracleum sphondylium - (Samen)

.
-
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Tab. 10: Einflu protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Bohnen ‘Saxa’ mit Uromyces phaseoli (n = 4).

Behandlung Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Propineb 50ppm a.i. .
Potentilla erecta L B

Salvia officinalis T
Cinnamomum camphora |y

Ginkgo biloba 20 s

Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch) ¢ &

Reynoutria sachalinensis (Bonn) v

Solidago serotina i
Aesculus hippocastanum - (Blatt) v
Rheum rhabarbarum v =
Viola tricolor B

Melilotus officinalis

Rosa canina - (Samen)
Trigonella foenum-graecum
Heracleum sphondylium - (Blatt)
Datura suavenolens

Melaleuca allernifolia -
Rosa canina - (Frucht) -
Tagetes erecta #
Origanum vulgare %

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Armoracia rusticana

Calendula officinalis

Gentiana lutea

Leerformulierung

Alchemilla vulgaris

Carum carivi

Datura stramonium

Echinaceae pupureae

Galium aparine

Heracleum sphondylium - (Samen)
Imperatoria ostruthium

Matricaria chamomille
Pelargonium oderatissimum
Pimenta dioica

Potentilla anserina

Reynoutria sachalinensis (Milsana)
Satureja hortensis

Wisteria floribunda 1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 20 40 60 80 100
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Tab. 11: EinfluB protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall der
Primérblatter von Winterweizen ‘Kanzler’ mit Erysiphe graminis (n = 4).

Behandlung Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Mancozeb 50 ppm a.i. [ H
Reynoutria sachalinensis (Bonn) ! BH
Reynoutria sachalinensis (Milsana) ! H

Rheum rhabarbarum H

Origanum vulgare

Trigonella foenum-graecum
Aesculus hippocastanum - (Blatt)
Heracleum sphondylium - (Blatt)
Pimenta dioica

Cinnamonum camphora
Potentilla erecta

Datura suavenolens

Calendula officinalis

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Melilotus officinalis

Viola tricolor

Carum carivi

Melaleuca allernifolia
Gentiana lutea
Alchemilla vulgaris
Armoracia rusticana
Datura stramonium
Salvia officinalis
Galium aparine
Pelargonium oderatissinum
Tagetes erecta
Ginkgo biloba
Satureja hortensis

Matricaria chamomille
Potentilla anserina
Rosa canina - (Samen) |
Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch) |
Rosa canina - (Frucht)
Leerformulierung

Heracleum sphondylium - (Samen)

jgggugguuDDUHuuUHUHLuJuwwuuu

20 40 60 80 100
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Tab. 12: Einflul protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Paprika ‘Yolo Wonder B’ mit Botrytis cinerea (n = 4).

Behandlung

Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Dichlofluanid 50ppm a.i.

Salvia officinalis

Potentilla erecta

Pimenta dioica

Salix spp.

Galium aparine

Alchemilla vulgaris

Reynoutria sachalinensis (Bonn)
Cinnamomum camphora

Aesculus hippocastanum - (Blatt)
Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch)
Origanum vulgare

Potentilla anserina

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Melilotus officinalis

Reynoutria sachalinensis (Milsana)
Tagetes erecta

Imperatoria ostruthium

Solidago serotina

Matricaria chamomille

Gentiana lutea

Datura suavenolens

Satureja hortensis

Melaleuca allernifolia

Datura stramonium

Ginkgo biloba

Rheum rhabarbarum

Rosa canina - (Samen)

Calendula officinalis
Pelargonium oderatissimum

Rosa canina - (Frucht)

Armoracia rusticana

Carum carivi

Echinaceae pupureae
Leerformulierung

Trigonella foenum-graecum

Viola tricolor

Wisteria floribunda

Heracleum sphondylium - (Blatt)
Heracleum sphondylium - (Samen)

H_|
|_|_|
=
H_|
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3.1.2.6 Diirrfleckenkrankheit (A/ternaria solani) an Tomate

Untersuchungen zur Wirksamkeit von Pflanzenextrakten (siehe Punkt 2.3.1) gegeniiber der
Diirrfleckenkrankheit erfolgten an Tomatenjungpflanzen der Sorte ‘Rheinlands Ruhm’. Der
Befall der unbehandelten Kontrolle lag im Mittel der vier Versuche bei 95 %, die Wirkung
des Vergleichsfungizids Dichlofluanid (50 ppm a.i.) bei 91 %. Wie in Tabelle 13 dargestellt,
zeigten die Pflanzenextrakte gro3e Unterschiede in ihrer Wirksamkeit. Lediglich die Extrakte
aus Aesculus hippocastanum (Blatt), Rheum rhabarbarum, Reynoutria sachalinensis (eigene
Prédparation), Potentilla erecta und Trigonella foenum-graecum zeigten im Mittel der
Versuche Wirkungsgrade von iiber 50 %. Durch die Applikation des Extraktes Trigonella
foenum-graecum konnte eine Befallsreduktion von 81 % gegeniiber unbehandelt bonitiert

werden (Abb. 13).

Abb. 13: Einflufl einer protektiven Spritzapplikation eines 1 %-igen Pflanzenextraktes aus
Trigonella foenum-graecum auf den Befall von Tomaten mit Alternaria solani (rechts Leer-
formulierung, links behandelt).
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Tab. 13: Einflul protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Tomaten ‘Rheinlands Ruhm’ mit Alternaria solani (n = 4).

Behandlung

Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Dichlofluanid 50ppm a.i.
Trigonella foenum-graecum
Potentilla erecta

Reynoutria sachalinensis (Bonn)
Rheum rhabarbarum

Aesculus hippocastanum - (Blatt)
Calendula officinalis

Datura stramonium

Reynoutria sachalinensis (Milsana)
Melilotus officinalis

Datura suavenolens

Tagetes erecta

Cinnamomum camphora

Solidago serotina

Aesculus hippocastanum - (Fruchtfleisch)
Carum carivi

Pimenta dioica

Satureja hortensis

Viola tricolor

Alchemilla vulgaris

Salvia officinalis

Galium aparine

Salix spp.

Potentilla anserina

Aesculus hippocastanum - (Frucht)
Wisteria flovibunda

Armoracia rusticana

Pelargonium oderatissimum
Gentiana lutea

Imperatoria ostruthium
Leerformulierung

Matricaria chamomille

Origanum vulgare

Rosa canina - (Frucht)

Rosa canina - (Samen)
Echinaceae pupureae

Ginkgo biloba

Heracleum sphondylium - (Blatt)
Heracleum sphondylium - (Samen)
Melaleuca allernifolia
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3.1.3 Vergleich der in vitro- und in vivo-Wirksamkeit von Pflanzenextrakten

Zur Bewertung der verwendeten Priifmethoden im Hinblick auf ihre Eignung zur Auffindung
wirksamer Pflanzenextrakte erfolgte ein Vergleich der in vitro und in vivo gewonnenen
Ergebnisse. Verglichen wurde die Wirksamkeit der Extrakte gegeniiber den beiden pertothro-

phen Erregern Alternaria solani und Botrytis cinerea.

3.1.3.1 Wirksamkeit gegen Alternaria solani

Ein Vergleich der in vitro beobachteten Wirksamkeit (Tab. 6) der unter 2.1.1 aufgefiihrten
Pflanzenextrakte mit ihrer Wirkung in vivo (Tab. 13) zeigte, dal wesentlich mehr Extrakte
einen Einfluf auf das Myzelwachstum von A. solani bewirkten als eine Befallsreduktionen
des Erregers an der Pflanze erbrachten. Wie in Abbildung 14 ersichtlich, zeigten iiber zwei
Drittel der untersuchten Pflanzenextrakte eine Hemmung des Myzelwachstums von iiber
60 %, wiahrend in vivo nur zwei der Extrakte den Befall von Tomaten um mehr als 60 %

reduzierten.

TO oo e e e
_ Oin vitro Win vivo
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Abb. 14: Wirkungsprofil von Pflanzenextrakten in vitro (0,5 %) auf das Myzelwachstum und
in vivo (1 %) auf den Befall von Tomaten mit Alternaria solani.
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Die in vivo Wirkung der einzelnen Pflanzenextrakte lag in den meisten Fillen deutlich unter
der in vitro Wirkung. Lediglich die Extrakte aus Trigonella foenum-graecum und Rheum rha-

barbarum zeigten in vivo eine wesentlich hohere Wirkung als in vitro (Abb. 15).

B0 oo e
O /n vitro B In vivo
80 -
=
g 60 -
O
T 40 -
o
X
20 -
0
Potentilla Rosa Datura Rheum Trigonella
erecta canina stramonium  rhabarbarum foenum-graecum

Abb. 15: Vergleich der in vitro (0,5 %-ige Extrakte in Agar) und der in vivo (Applikation
1 %-iger Extrakte) Wirkung von Pflanzenextrakten gegeniiber Alternaria solani.

Einige Extrakte, wie zum Beispiel der Extrakt aus Rosa canina, bewirkten in vitro eine Hem-
mung des Myzelwachstums zu mehr als 90 %, in vivo an der Pflanze aber keine Befallsre-
duktion. Andere Pflanzenextrakte wie zum Beispiel die Extrakte aus Potentilla erecta und

Datura stramonium zeigten in vitro und in vivo eine deutliche Wirkung.

3.1.3.2 Wirksamkeit gegen Botrytis cinerea

Ahnlich wie den Ergebnissen zur Wirksamkeit gegeniiber 4. solani, lieB sich auch beim Ver-
gleich der in vitro (Tab. 6) und in vivo Wirkung (Tab. 12) der Extrakte gegen B. cinerea keine
deutliche Korrelation der Ergebnisse erkennen. In vitro zeigten wesentlich mehr Extrakte eine
gute Wirksamkeit als in vivo an Paprikapflanzen.

Drei Viertel der Extrakte zeigten in vivo eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums
(> 80 %). In vivo bewirkten aber nur vier der untersuchten Extrakte eine Befallsreduktion von

80 % und sechs weitere eine von iiber 70 % (Abb. 16).
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Abb. 16: Wirkungsprofil von Pflanzenextrakten in vitro (0,5 %) auf das Myzelwachstum und
in vivo (1 %) auf den Befall von Paprika mit Botrytis cinerea.

Durch die Applikation des Extraktes aus Salvia officinalis konnte in vitro und in vivo eine

dhnlich gute Wirksamkeit (99 % / 93 % WG) beobachtet werden (Abb. 17).

O/In vitro W In vivo
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Salvia Calendula Potentilla Alchemilla Rosa
officinalis officinalis anserina vulgaris canina

Abb. 17: Vergleich der in vitro (0,5 %-ige Extrakte in Agar) und der in vivo (Applikation
1 %-iger Extrakte) Wirkung von Pflanzenextrakten gegeniiber Botrytis cinerea.
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Auf der anderen Seite erbrachte die Behandlung mit dem Extrakt aus Calendula officinalis
zwar in vitro eine Hemmung des Myzelwachstums von 98 %, bewirkte aber an der Pflanze
kaum eine Befallsreduktion (Abb. 17). Die Extrakte aus Alchemilla vulgaris und Rosa canina
zeigten im Gegensatz zu den anderen Pflanzenextrakten in vivo eine wesentlich hohere Wirk-
samkeit als in vitro. Der Extrakt aus A. vulgaris reduzierte das Myzelwachstum in einer
0,5 %-igen Konzentration im Agar zu 30 %, erreichte aber als 1 %-ige protektive Applikation
an der Pflanze eine Befallsreduktion von 79 %. Die Untersuchungen des Extraktes aus Rosa
canina gegeniiber B. cinerea zeigten keine Wirkung gegen das Myzelwachstum. In vivo
konnte aber durch die Applikation des Extraktes der Befall an Paprika zu 18 % reduziert

werden.

3.2 Wirksamkeit unter praktischen Anbaubedingungen

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von ausgesuchten Pflanzenextrakten unter praktischen
Anbaubedingungen bei wechselnden Umweltfaktoren, die die Wirksamkeit stark beeinflussen
konnen, wurden in den Jahren 1996 und 1997 Untersuchungen im Freiland durchgefiihrt. Ge-
priift wurde, in welchem Maf3e Pflanzen auch bei hohem und andauernden Befallsdruck durch

Pathogenen mit der Applikation von Pflanzenextrakten geschiitzt werden konnten.

3.2.1 Kraut- und Braunfiule an Tomaten

Nach der Inokulation der ersten Blattetage der Versuchspflanzen lie sich im weiteren
Verlauf ein kontinuierlicher Befallsanstieg in den oberen Blattetagen der unbehandelten
Pflanzen beobachten. Diese zeigten zum Ende des Versuchs einen Befallsgrad von 31 %
(Abb. 18). Der als Vergleichsfungizid mitgepriifte Wirkstoff Dichlofluanid in einer
Aufwandmenge von 1000 ppm a.i. erreichte gegen Ende des Versuchs einen Wirkungsgrad
von 84 %. Die beste Wirksamkeit konnte durch eine fiinffache alternierende Applikationen im
wochentlichen Abstand mit dem Extrakt aus Salvia officinalis erzielt werden. Die erreichten
zu allen Boniturterminen einen dhnlich hohen Wirkungsgrad wie der des Vergleichsfungizids.
Durch die Applikation des Extraktes aus Potentilla erecta konnte ebenfalls eine deutliche
Befallsreduktion erzielt werden (Abb. 18), die auf einem deutlich niedrigerem Niveau lag als

die bei dem Extrakt aus S. officinalis.
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Abb. 18: EinfluB von protektiven Spritzapplikationen 2 %-iger Pflanzenextrakte auf den Be-
fall von Tomaten ,Rheinlands Ruhm® mit Phytophthora infestans unter praktischen Anbaube-
dingungen (n = 4, Poppelsdorf 1996). Boniturtermin mit unterschiedlichen Buchstaben unter-
scheiden sich signifikant nach Tukey a < 0,05.

3.2.2 Kraut- und Knollenfiaule an Kartoffeln

Nach dem ersten Auftreten des Erregers der Kraut- und Knollenfiaule (Phytophthora
infestans) lieB3 sich ein kontinuierlich starker Befallsanstieg an den unbehandelten Pflanzen
beobachten. Dieser erreichte zum Versuchsende auf beiden Standorten einen Befallsgrad von
100 % (Tab. 14 und 15). Die als Standard mitgepriifte sechsfache Applikation der Fungizide
(Tattoo®; Shirlan® + Tattoo®; Ridomil® MZ super; Shirlan®; Brestan® + Shirlan®) bewirkten
in der letzten Bonitur eine Befallsreduktion von 75 % auf dem Standort Poppelsdorf und 73 %
auf dem Standort Meckenheim.

Die beste Wirkung durch die Applikation der Pflanzenextrakte konnte auf beiden Standorten
mit dem Extrakt aus Potentilla erecta erzielt werden. Behandlungen mit diesem Extrakt redu-
zierten signifikant den Befall der Pflanzen mit P. infestans um 77 % in der ersten Bonitur und
um 49 % in der letzten Bonitur (Standort Poppelsdorf; Tab. 14). Zu Befallsbeginn konnte hier
durch Applikation dieses Extraktes eine dhnlich gute Wirkung erzielt werden wie sie die

Fungizidvariante zeigte.
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Tab. 14: Einflu protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Kartoffeln ,Cilena® mit Phytophthora infestans unter Freilandbedingungen (Poppelsdorf
1997). * kennzeichnet signifikante Unterschiede zu unbehandelt (Tukey a < 0,05).

Boniturtermin / Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Behandlung 10. Juli 19. Juli 24, Juli 30. Juli
Potentilla erecta 77* 61* 52% 49%*
Salvia officinalis 73%* 55% 33* 37*
Fungizidvariante 77* 82* 79* 75%
Befall in unbehandelt 22 % 28 % 58 % 79 %

Die Wirkung des Extraktes auf dem Standort ‘Meckenheim’, auf dem die Epidemie deutlich
schnellerer und stirker verlief, war mit 17 % in der ersten und 10 % in der letzten Bonitur
geringer (Tab. 15). Auch die Applikationen des Extraktes aus Salvia officinalis bewirkte auf
dem Standort Poppelsdorf eine deutliche Befallsreduktion der Pflanzen. Hier lagen die
Wirkungsgrade des Extraktes in der ersten Bonitur bei 73 % und in der letzten bei 37 %
(Tab. 14). Auf dem Standort Meckenheim konnte der Befall zwar zum Zeitpunkt der ersten
Bonitur um 28 % reduziert werden, erreichte aber in der letzten Bonitur nur eine Reduktion
von 5 % (Tab. 15). Nach dem altersbedingten Absterben des Bestandes gegen Ende
September wurde auf beiden Standorten eine Ertragserhebung durchgefiihrt. Wie in Tabelle
16 ersichtlich, konnte durch die Applikation beider Pflanzenextrakte ein Ertragszuwachs

gegeniiber der unbehandelten Variante erzielt werden.

Tab. 15: Einflul protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Kartoffeln ,Cilena‘ mit Phytophthora infestans unter Freilandbedingungen (Meckenheim
1997). * kennzeichnet signifikante Unterschiede zu unbehandelt (nach Tukey a < 0,05).

Boniturtermin / Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Behandlung 10. Juli 19. Juli 24, Juli 30. Juli
Potentilla erecta 17 13 12 10
Salvia officinalis 28 16 8 5
Fungizidvariante 97* 95* 76* 73%
Befall in unbehandelt 32% 43 % 88 % 100 %
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Tab. 16: Einflu protektiver Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Ertrag
von Kartoffeln ,Cilena‘ unter Freilandbedingungen. Werte mit unterschiedlichen Buchstaben
innerhalb einer Reihe unterscheiden sich signifikant nach Tukey o < 0,05 (Meckenheim und
Poppelsdorf 1997).

Kartoffelertrag [dt/ha]

Meckenheim Poppelsdorf
Behandlung Mehrertrag [%] Mehrertrag [%]
Unbehandelt 2392 a - 2850 a -
Potentilla erecta 276,7 a 15,7 3342 a 17,3
Salvia officinalis 269,2 a 12,5 325,0a 14,0
Fungizidvariante 333,8a 39,6 376,7 a 32,2

Die hochsten Ertragszuwéchse wurden auf dem Standort Meckenheim durch die Fungizidva-
riante erzielt. Sie erreichte einen Mehrertrag von 39,6 % (94,6 dt / ha) gegeniiber unbehan-
delt. Durch die Applikation des Extraktes aus P. erecta konnte ein Ertragszuwachs von
15,7% (37,5dt/ha) ermittelt werden. Die Anwendung des Pflanzenextraktes aus
S. officinalis bewirkte gegeniiber der Kontrolle einen Mehrertrag an Kartoffeln von 12,5 %
(30 dt / ha).

Einen &hnlichen Einfluf auf den Ertrag, wie auf dem Standort Meckenheim konnten auch auf
dem Standort Poppelsdorf beobachtet werden. Hier lagen die Ertrdge der einzelnen Varianten
aber deutlich iiber denen in Meckenheim. Der hiochste Ertrag wurde auch hier durch die Fun-
gizidvariante erzielt. Die Applikation des 1 %-igen Extraktes aus P. erecta steigerte den Er-
trag gegeniiber den der unbehandelten Kontrolle um 17,3 % (49,2 dt/ha), die von
S. officinalis um 14 % (40 dt / ha).

3.2.3 Grauschimmel an Erdbeeren

Wie aus Tabelle 17 ersichtlich, bewirkten die Applikationen des Extraktes aus Galium
aparine und Salvia officinalis keine Reduktion des Befalls von Erdbeeren mit dem Erreger
des Grauschimmels (Botrytis cinerea). Dies spiegelte sich in der Anzahl und dem Gewicht

gesunder und befallener Erdbeeren im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wieder.
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Tab. 17: Einflul protektiver Spritzapplikationen 2 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Erdbeeren ,Korona’ mit Botrytis cinerea wiahrend der Ernteperiode (fiinf Bonituren;
Poppelsdorf 1996; n = 5). Werte mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Reihe
unterscheiden sich signifikant nach Tukey o < 0,05.

Behandlung Anzahl Anzahl Ertrag gesunder  Ertrag befallener
gesunder befallener Erdbeeren (g) Erdbeeren (g)
Erdbeeren Erdbeeren

Unbehandelt 2987 a 124 a 45980 a 1371 a

Galium aparine 2891 a 113a 44680 a 1250 a

Salvia officinalis 2944 a 134 a 46810 a 1427 a

3.2.4 Falscher Mehltau an Weinreben

Am 02. Juni konnte der erste Befall mit dem Erreger des Falschen Mehltaus (Plasmopara
viticola) an unbehandelten Weinreben beobachtet werden. Dieser stieg kontinuierlich an und

erreichte gegen Ende des Versuchs in den unbehandelten Pflanzen ein Befallsniveau von

58 % (Abb. 19).
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Abb. 19: EinfluBl protektiver Spritzapplikationen 2 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall
von Weinreben ,Miiller-Thurgau‘ mit Plasmopara viticola unter praktischen Anbaubedingun-
gen (n = 4; Marienthal 1997). Boniturtermin mit unterschiedlichen Buchstaben unterscheiden
signifikant nach Tukey a < 0,05.
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Durch die Applikationen des Pflanzenextraktes aus Salvia officinalis konnte die beste Befalls-
reduktion erreicht werden (Abb. 19). So bewirkten die Extraktapplikationen in der letzten
Bonitur eine signifikante Befallsreduktion (83 %) gegeniiber unbehandelt. Diese war dhnlich
der der Fungizidvariante welche aus vier alternierenden Applikationen bestand. (Dithane
Ultra®; F olicur®; Forum®; Aktuan®). Die Behandlung mit dem Extrakt aus Potentilla erecta
konnte den Befall zwar vermindern, erreichte aber zum letzten Boniturtermin deutlich gerin-
gere Wirkungsgrade (43 %). Eine Kombination der beiden Extrakte zeigte im Vergleich zum
Extrakt aus P. erecta eine stirkere Befallsreduktion (51 %), erreichte aber nicht die Wirk-

samkeit des Extraktes aus S. officinalis (Abb. 19).

3.3 Charakterisierung der Wirkung von Pflanzenextrakten

Fiir das Verstidndnis der Wirkung und der spéteren Anwendungsempfehlung von biologisch
aktiven Substanzen, stellen Beobachtungen zur Wirkungsweise ein entscheidendes Kriterium
da. Im Folgenden wurden daher Untersuchungen zur Charakterisierung der Wirkungsweise

von Pflanzenextrakten durchgefiihrt.

3.3.1 Protektive und kurative Wirkung

Der Applikationszeitpunkt kann einen starken EinfluB auf die Wirksamkeit von Substanzen
ausiiben. Zur Untersuchung dieses Parameters wurden ausgesuchte Pflanzenextrakte in ver-
schiedenen Zeitintervallen vor und nach der Inokulation der Versuchspflanzen appliziert.

Durch eine protektive Applikation zu verschiedenen Zeitpunkten vor der Inokulation sollte
die Wirkungsdauer sowie eine mogliche resistenzinduzierende Wirkung der Extrakte unter-
sucht werden. Die Applikation der Extrakte nach der Inokulation mit den Pathogenen sollte
Aufschlufl geben, ob neben einer protektiven auch eine eradikative oder kurative Wirkung

vorliegt.

Protektive Applikation

Am Beispiel der fiinf Pflanzenextrakte aus Salvia officinalis, Potentilla erecta, Salix spp.,
Trigonella foenum-graecum und Echinaceae pupureae sollte der Einflul} eines Zeitintervalls
zwischen Applikation und Inokulation auf die Wirksamkeit der Extrakte untersucht werden.
Als Wirt-Pathogen-Modelle dienten Phytophthora infestans - Tomate, Plasmopara viticola -
Weinrebe und Botrytis cinerea - Paprika. Die Applikation der Extrakte erfolgte protektiv in
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den Zeitintervallen fiinf Tage, zwei Tage und vier Stunden vor der Inokulation. Als Ver-
gleichswirkstoff diente der Resistenzinduktor Bion (50 ppm a.i.) und wurde in den selben
Zeitintervallen mitgepriift.

In Wirt-Pathogen-Modell P. infestans - Tomate lag der durchschnittliche Befall der unbehan-

delten Pflanzen bei 87 %. Abbildung 17 zeigt die Wirksamkeit der Extrakte in Abhingigkeit
vom Applikationszeitpunkt in den drei Konzentrationen 1, 0,5 und 0,1 %. Der als Ver-
gleichswirkstoff mit untersuchte Resistenzinduktor Bion® zeigte die fiir Resistenzinduktoren
hiufig beobachtete Abhédngigkeit der Wirkung von dem Applikationszeitpunkt (Abb. 20).
Behandlungen fiinf Tage vor der Inokulation erbrachten signifikant die hdchste Wirkung
(74 %). Behandlungen mit dem Extrakt aus S. officinalis lieBen diese Abhéngigkeit nicht
erkennen. Hier hatte die Applikationskonzentration den stirksten EinfluB auf die
Wirksamkeit. Ahnliches lieB sich auch bei den Behandlungen mit dem Extrakt aus P. erecta
beobachten. Lediglich Applikationen in einer Konzentration von 0,1 % liefen eine
Abhéngigkeit der Wirkung von Zeitpunkt der Behandlung erkennen. Applikationen des
Extraktes aus Salix spp. zeigten in allen drei Konzentrationen die hochste Wirksamkeit bei
einer Behandlung zwei Tage vor der Inokulation. Beobachtungen zum EinfluB3 des Extraktes
aus 7. foenum-graecum erbrachten, daf die hochste Wirksamkeit bei Applikationen von zwei
und fiinf Tage vor der Inokulation zeigte. Applikationen des Extraktes aus E. pupureae
erreichten in diesem Wirt-Pathogen-Modell die geringste Wirksamkeit. Hier zeigte der
Applikationstermin den stirksten EinfluB3 auf die Wirksamkeit. Applikationen zwei Tage und

vier Stunden vor der Inokulation bewirkten die hochsten Befallsreduktionen.

Auch in dem System P. viticola an Weinreben, mit einem Befall der Kontrollpflanzen von

durchschnittlich 59 %, lieB3 sich der typische EinfluB3 des Zeitintervalls auf die Wirksamkeit
des Resistenzinduktors Bion® beobachten (Abb. 21). Behandlungen mit den Extrakt aus
S. officinalis zeigten in allen drei Konzentrationen und zu allen Applikationsterminen nahezu
die gleiche Wirksamkeit. Der Pflanzenextrakt aus P. erecta unterschied sich in seiner Wirk-
samkeit lediglich bei einer Konzentration von 0,1 %. Hier zeigte sich eine deutliche Abhdn-
gigkeit der Wirkung vom Behandlungstermin, welche dhnlich zu der des Resistenzinduktors

Bion® war.
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Abb. 20: FEinflul des Zeitintervalls zwischen Applikation von Pflanzenextrakten und
Inokulation von Tomaten mit Phytophthora infestans. Sdulen mit unterschiedlichen
Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach Tukey o < 0,05.
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Abb. 21: Finflul} des Zeitintervalls zwischen Applikation von Pflanzenextrakten und Inoku-
lation von Weinreben mit Plasmopara viticola. Sdaulen mit unterschiedlichen Buchstaben in-
nerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach Tukey a < 0,05.
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Ahnliches lieB sich auch bei den Applikationen des Extraktes aus Salix spp. beobachten. In
allen Konzentrationen erbrachte eine Behandlung von zwei Tagen vor der Inokulation die
hochste Wirksamkeit. Der Extrakt aus 7. foenum-graecum liel in den beiden hdchsten
Konzentrationen keine Unterschiede in der Wirksamkeit beziiglich des Applikationsintervalls
und der Extraktkonzentration erkennen. Lediglich in einer Konzentration von 0,1 % zeigte
sich eine hohere Wirksamkeit bei einem Intervall von zwei Tagen vor der Inokulation
gegeniiber den beiden anderen Applikationszeitpunkten. Applikationen des Extraktes aus
E. pupureae lieBen in allen drei untersuchten Konzentrationen die signifikant hochsten
Wirkung bei einem Applikationszeitpunkten von zwei Tage und vier Stunden vor der

Inokulation erkennen.

Im System B. cinerea an Paprika bewirkten nur drei der untersuchten Extrakte eine Wirksam-

keit von tiber 70 % (Abb. 22). Der Befall der unbehandelten Pflanzen lag bei 100 %. Die Ap-

plikation des als Vergleich mit gepriiften Resistenzinduktors Bion® erreichte in keiner Vari-
ante eine ausreichende Wirkung Die hochste Befallsreduktion konnte durch die Behandlung
mit dem 1 %-igen Extrakt aus S. officinalis erreicht werden (95 %). In allen untersuchten
Konzentrationen bewirkte der Extrakt nach einem Zeitintervall von vier Stunden die hochste
Wirksamkeit. Dies zeigte sich in dem Konzentrationen 0,5 und 0,1 % in signifikanten Unter-
schieden. Die Untersuchungen zum Einfluf} des Zeitintervalls zwischen Applikation und Ino-
kulation auf die Wirksamkeit des Extraktes aus P. erecta ergaben, daB nur in den Behand-
lungen bei einer Konzentration von 1 % signifikante Unterschiede auftraten. Die hochste
Wirksamkeit zeigte sich bei den Applikationsintervallen von zwei Tagen bzw. vier Stunden
vor Inokulation. Sie waren signifikant hoher als die Wirkung des Extraktes nach einer Ap-
plikation fiinf Tage vor Inokulation. Der Extrakt aus Salix spp. hatte in diesem System seine
hochste Wirksamkeit in den Konzentrationen 1 und 0,5 % bei einem Applikationsintervall
von vier Stunden vor der Inokulation. Die Behandlungen mit den Extrakten aus 7. foenum-
graecum und E. pupureae bewirkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den ver-

schiedenen Applikationsterminen und Konzentrationen (Abb. 22).

Kurative Applikationen

Zur Untersuchung der kurativen Wirksamkeit von Pflanzenextrakten erfolgten eine Behand-
lungen in den Wirt-Pathogen-Modellen Phytophthora infestans an Tomaten und Plasmopara

viticola an Weinreben.
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Abb. 22: Einflul} des Zeitintervalls zwischen Applikation von Pflanzenextrakten und Inoku-
lation von Paprika mit Botrytis cinerea. Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben innerhalb
einer Gruppe unterscheiden sich signifikante nach Tukey a < 0,05.
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Wie in Abbildung 23 ersichtlich, konnte bis zu einem Zeitpunkt von zwei Stunden nach der
Inokulation eine deutliche Befallsreduktion erreicht werden. Behandlungen vier und fiinf
Stunden nach der Inokulation erbrachten dagegen nur noch eine geringe bis keine Wirkung.
Kurative Applikationen gegen P. viticola verminderten den Befall bis zu acht Stunden nach
der Inokulation um iiber 90 % (Abb. 24). Spitere Behandlungen von ein bis drei Tage nach

der Inokulation zeigten deutlich geringere Wirksamkeit.

M 1 h nach Inokulation H 2 h nach Inokulation
O 4 h nach Inokulation O 5 h nach Inokulation

Wirkungsgrad (%)

Potentilla erecta Salvia officinalis
Abb. 23: Einfluf} kurativer Spritzapplikationen von Pflanzenextrakten (1 % TS) auf den Be-

fall von Tomaten ,Rheinlands Ruhm® mit Phytophthora infestans. Sdulen mit unterschied-
lichen Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant (Tukey o < 0,05).
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H 8 h nach Inokulation E 1 d nach Inokulation
O 2 d nach Inokulation O 3 d nach Inokulation
100 —------- T e 7 R e TP LR LR

Wirkungsgrad (%)

Potentilla erecta Salvia officinalis

Abb. 24: EinfluB} kurativer Spritzapplikationen 1 %-iger Pflanzenextrakte auf den Befall von
Weinreben ‘Miiller-Thurgau’ mit Plasmopara viticola. Séulen mit unterschiedlichen Buch-
staben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant (Tukey a < 0,05).

3.3.2 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Durch die Berechnung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von Substanzen ist es moglich, Aus-
sagen Uber die optimale Aufwandtsmenge, die Selektivitit und die Beeinflussung der
Wirkung durch Formulierhilfsstoffe zu treffen. Weiterhin bietet sich die Moglichkeit,
Wirkstoffe aufgrund ihres EDsy bzw. EDgy Werts miteinander zu vergleichen.

Am Beispiel der Wirkung des Extraktes aus Potentilla erecta gegen Plasmopara viticola
wurden acht Konzentrationen (0,05 % bis 2 %) im Biotest an Weinreben gepriift. Die Wir-
kungsgrade nach ABBOTT (1925) wurden mit Hilfe einer linearen Regression verrechnet und
logarithmisch transformiert. Abbildung 25 zeigt die Dosis-Wirkungs-Beziehung des Extraktes
im Vergleich zu der des Wirkstoffes Dichlofluanid.

Wie deutlich zu erkennen ist, besteht eine ausgepragte Abhingigkeit der Wirkung beider Sub-
stanzen von deren Konzentration. Die Kurven fiir den Extrakt aus P. erecta und den Wirkstoff
Dichlofluanid zeigten einen dhnlichen sigmoiden Verlauf, der sich in beiden Féllen in einem
Bereich von ca. zwei Zehnerpotenzen bewegt. Fiir den Extrakt aus P. erecta wurde ein EDs
Wert von 0,15 %, und fiir den Wirkstoff Dichlofluanid ein EDsy, Wert von 1,8 ppm a.i.
(0,00018 % a.i.) ermittelt. Die enganliegenden Konfidenzbanden beider Kurven zeigen, daf3

die Versuchswerte durch die errechnete Kurve sehr gut beschrieben werden.
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Abb. 25: Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir den Extrakt aus Potentilla erecta (unten) im Ver-
gleich zum Wirkstoff Dichlofluanid (oben) nach protektiver Spritzapplikation gegen
Plasmopara viticola an Weinreben (n = 4).

3.3.3 Applikationsort und Systemizitit

Durch den Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Applikationsformen und —techniken ist

es moglich, Riickschliisse auf die Aufnahme und die Translokation von Wirkstoffen in der

Pflanze zu zichen

Am Beispiel der zwei édthanolischen Extrakte aus Salvia officinalis und Potentilla erecta

wurde der Transport der wirksamen Substanzen zwischen der unteren und den oberen Blatte-
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tagen, zwischen Blattgrund und Blattspitze sowie zwischen Blattober- und Blattunterseite
untersucht. Mit Hilfe einer GieBbehandlung sollte zusitzlich die Wirkstoffaufnahme iiber die
Wurzeln der Versuchspflanzen ermittelt werden.

Die Applikationstechnik kann einen entscheidenden Beitrag zur Wirkstoffaufnahme darstel-
len. Daher wurde der Einflu der Applikationstechnik mittels eines Gelbildners und einer
Saatgutbehandlung auf die Aufnahme und den Transport von ausgewéhlten Pflanzenextrakten
untersucht. Hierzu wurden einerseits die Extrakte mit Hilfe eines Gelbildner formuliert und
auf den Stamm und den Blattansatz der Versuchspflanzen appliziert und andererseits eine
Saatgutapplikation durchgefiihrt. Ein Transport der wirksamen Substanzen zwischen den
Blattetagen bzw. den Blatteilen konnte nicht festgestellt werden. Die Wirksamkeit der Ex-
trakte zeigte sich nur auf den behandelten Pflanzenteilen (Abb. 26).

Eine Applikation der Extrakte an die Wurzeln der Pflanzen mittels GieBbehandlung erbrachte

ebenfalls keinen Transport in andere Pflanzenteile.

lateral

Abb. 26: Einflufl einer protektiven Spritzapplikation eines 1 %-igen Pflanzenextraktes aus
Salvia officinalis auf den Transport der wirksamem Substanzen. Befall von Weinblittern mit
Plasmopara viticola.

Zur Beurteilung der Effizienz einer Saatgutbehandlung bzw. zur Abschidtzung moglicher
phytotoxischer Effekte durch Pflanzenextrakte wurde als Untersuchungsparameter die Auf-
laufrate der Weizenkorner erfaf3t.

Hierzu erfolgte als Kontrolle eine Aussaat der Korner in vitro auf Filterpapier und in vivo in
Kultursubstrat. Die Keimrate der unbehandelten Weizenkdrner lag in vitro bei 97 % und die
Auflaufrate in vivo bei 96 %. Die Applikation der Leerformulierung beeinflufite die Auflauf-
rate minimal (94 %). Sowohl in vitro als auch in vivo fiihrte die Saatgutbehandlung mit

Pflanzenextrakten zu einer signifikanten Beeintrichtigung der Auflaufrate (Tab. 18). Den
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starksten Einflul auf die Auflaufrate zeigte die Behandlung mit Satureja hortensis (28 %),
den schwichsten Effekt zeigte die Applikation mit Pimenta dioica (85 %; Abb. 27).

Zur Untersuchung der Wirksamkeit von Saatgutapplikation erfolgte die Aussaat der gebeizten
Korner in mit M. nivale bzw. G. graminis beimpften Boden.

In allen Varianten konnte nach der Aussaat in mit M. nivale inokuliertem Boden eine signi-
fikant verminderte Auflaufrate beobachtet werden. Keiner der untersuchten Extrakte zeigte
eine Wirkung gegen M. nivale (Tab. 19). Auf Grund der deutlich verminderten Auflaufrate
der Weizenkdrner der Leerformulierung und der unbehandelten Kontrolle 146t sich ableiten,

daB3 die Beimpfung der Bodens mit den Pathogenen erfolgreich war.

Tab. 18: EinfluB einer Saatgutapplikation mit Pflanzenextrakten auf die Auflaufrate von
Weizen ‘Toronto’ (Anzahl Korner pro Variante = 40; n = 4). Werte mit unterschiedlichen
Buchstaben in einer Reihe unterscheiden sich signifikant nach Tukey o < 0,05.

Behandlung Zahl der aufgelaufenen Auflaufrate (%)
Pflanzen
Unbehandelt 154 96 a
Leerformulierung 150 94 a
Pimenta dioica 136 85a
Rosa canina 124 78 b
Potentilla erecta 117 73 b
Origanum vulgare 106 66 b
Satureja hortensis 45 28 ¢

Abb. 27: EinfluB} einer Saatgutapplikation mit Pflanzenextrakten auf den Auflauf von Wei-
zenkorner der Sorte ‘Toronto’. (Behandlungen von links nach rechts mit: Leerformulierung,
Origanum vulgare, Rosa canina , Pimenta dioica, Potentilla erecta und Satureja hortensis)
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Gegen G. graminis zeigte im Vergleich zur Leerformulierung (80 %) die Applikation des
Extraktes aus P. erecta eine signifikante Steigerung der Auflaufrate (89 %; Tab. 19). Alle
anderen Saatgutapplikationen lieen keine Wirksamkeit gegeniiber G. graminis erkennen und

fihrten zu einem deutlich verminderten Auflauf der Korner.

Tab. 19: Einflul der Saatgutapplikation von Pflanzenextrakten auf den Auflauf von Weizen
‘Toronto’ in mit Microdochium nivale bzw. Gaeumannomyces graminis inokuliertem Boden
(Anzahl Korner pro Variante = 40; n = 4). Werte mit unterschiedlichen Buchstaben in einer
Reihe unterscheiden sich signifikant nach Tukey a < 0,05.

Behandlung Auflaufrate (%)
M. nivale G. graminis

Leerformulierung 56a 80b
Potentilla erecta 28 b 89 a
Satureja hortensis 24 ¢ 69 ¢
Origanum vulgare 9d 64 c
Rosa canina 8d 36d
Pimenta dioica Se 31d

3.3.4 Fungizide bzw. fungistatische Wirkung

Zur Untersuchung, ob es sich bei der beobachteten Wirksamkeit der Pflanzenextrakte aus
Salvia officinalis und Potentilla erecta um fungizide ober fungistatische Effekte handelt,
wurden Experimente zum Myzelwachstum der Pathogene Phytophthora infestans, Botrytis
cinerea und Alternaria solani durchgefiihrt.

Untersucht wurde, ob Myzel, welches sieben Tage auf Agar-Platten inkubiert wurde, die eine
Extraktkonzentration von 0,5 % im Medium beinhaltet, nach dem Uberfiihren auf unbehan-
deltes Medium Wachstum bzw. Verdanderungen in der Morphologie zeigte.

Bei allen drei untersuchten Pathogenen konnte nach der Uberfiihrung des Myzels auf das be-
handelte Medium eine deutliche Wachstumsreduktion gegeniiber unbehandelt beobachtet
werden. Myzel von P. infestans zeigte bei beiden Extrakten eine vollstdndige Reduktion des
Myzelwachstums. Nach der Uberfithrung des Myzels auf unbehandelte Agar-Platten konnte
auch auf diesem Medium kein Wachstum des Myzels festgestellt werden.

Bei den Pathogenen B. cinerea und A. solani lieB3 sich eine Wirksamkeit der Extrakte von 87

bis 100 % gegeniiber unbehandelt beobachten. Das Wachstum beider Pathogene zeigte auf
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mit P. erecta behandelten Medium deutliche Wachstumsdeformationen. Auf Platten, die mit
dem Extrakt aus S. officinalis behandelt wurden, konnten diese Verdnderungen am Myzel nur
bei B. cinerea beobachtet werden.

Myzel, welches auf unbehandeltes Medium {iibertragen wurde, zeigte in Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle keine Beeintrachtigung des Myzelwachstums.

3.3.5 Einfluf} der Formulierung auf die Wirksamkeit

Die Formulierung von Substanzen kann einen entscheidenden Effekt auf deren Wirksamkeit
ausiiben. Neben einem moglichen Einflu auf die Aufnahme, die Belagsbildung auf der
Pflanzenoberfldche und die Haltbarkeit auf der Pflanze, konnen auch synergistische Effekte
durch die Zugabe von Formulierhilfsstoffen auftreten.

In folgenden Experimenten sollte dieser mogliche EinfluB der Formulierung auf die Wirk-
samkeit von ausgesuchten Pflanzenextrakten im Wirt-Pathogen-Modell Phytophthora infest-
ans an Tomate ndher untersucht werden. Ermittelt wurde die Wirksamkeit der Extrakte aus
Salvia officinalis und Potentilla erecta unter Verwendung von Formulierhilfsstoffen. Der
EinfluB von Netzmitteln auf die Belagsbildung der Extrakte auf der Blattoberfliche und die
damit verbundene Wirksamkeit der Pflanzenextrakte ist in Tabelle 20 dargestellt.

Tab. 20: EinfluB der Formulierung mit Netzmitteln auf die Wirksamkeit von Pflanzenex-
trakten (0,5 % TS) gegeniiber Phytophthora infestans an Tomate. Unterschiedliche Buchsta-
ben kennzeichnen signifikante Unterschiede nach Tukey p < 0,05. (n = 2)

Wirkungsgrad nach ABBOTT (%)

Rohextrakt Extrakt + Extrakt + Extrakt +
TWEEN 20® RENEX 36° CITOWETT®
Salvia officinalis 71a 87 a 85a 82a
Potentilla erecta 68 a 82 a 74 a 79 a

Gegeniiber dem unformulierten Rohextraktes (0,5 % TS) bewirke die Zugabe der Netzmittels
in den unter 2.3.3.2 angegebenen Konzentrationen eine Steigerung der Wirkung. Die hochste
Wirksamkeit konnte bei beiden Extrakten durch die Formulierung mit dem Netzmittel
TWEEN® 20 erzielt werden. Eine Eigenwirkung der Substanzen konnte in Vorversuchen
nicht festgestellt werden.

Untersuchungen zur Beeinflussung des Abwaschverhaltens von Pflanzenextrakten (1% TS),

durch die Zugabe des Haftmittels BOND® sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Im Vergleich mit den unformulierten Varianten der Pflanzenextrakte lie8 sich eine signifi-
kanten Wirkungssteigerung durch die Zugabe des Haftmittels erkennen. Die Leerformulie-
rung zeigte nur eine sehr geringe Eigenwirkung.

Der EinfluB3 der als Additiv zugesetzten Linolsdure auf die Wirksamkeit von Pflanzenex-
trakten fiihre bei beiden Extrakten zu einer hoheren Wirksamkeit. Gegeniiber den unformu-
lierten Rohextrakt (0,1 % TS) lieB sich diese Wirkungssteigerung bei der Applikation des
Extrakt aus P. erecta signifikant absichern (Abb. 29). Untersuchungen zur Eigenwirkung der

Linolsdure zeigten keinen EinfluB3 auf den Befall von Tomaten mit P. erecta.
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Abb. 28: Einflul der Formulierung von Pflanzenextrakten (1 % TS) mit dem Haftmittel
BOND® auf das Abwaschverhalten von Pflanzenextrakten (Wirt-Pathogen-Modell
Phytophthora infestans - Tomate). Unterschiedliche Buchstaben einer Sdulengruppe kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede nach Tukey p < 0,05
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Abb. 29: Einflul der Formulierung von Pflanzenextrakten (0,1 % TS) mit Linolsaure (1000
ppm) auf die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten im Wirt-Pathogen-Modell Phytophthora
infestans an Tomate. Unterschiedliche Buchstaben einer Sdulengruppe kennzeichnen signifi-
kante Unterschiede nach Tukey p < 0,05

3.3.6 EinfluB} der Applikation auf den Stoffwechsel der Pflanzen

Der Einflul von Behandlungen mit Pflanzenextrakten auf den Photosyntheseapparat und die
CO, - Assimilation der Pflanzen, die als Energie- und Baustofflieferanten weitgehend die
pflanzliche Wachstums- und Ertragsleistung bestimmen, wurde mit Chlorophyllfluoreszenz-
und Gaswechselmessung quantifiziert. Dabei sollten in erster Linie die Auswirkungen mog-
licher latenter phytotoxischer Effekte auf die Pflanzen erfafit werden. Als Versuchspflanzen
wurden Reben der Sorte ‘Miiller-Thurgau’ verwendet, da sie sich in Vorversuchen als sehr

empfindlich erwiesen hatten.

3.3.6.1 EinfluB von Pflanzenextrakten auf Photosyntheseleistung

Wie in Tabelle 21 und 22 ersichtlich, bewirkte die Applikation der Extrakte (1 % TS) aus
Salvia officinalis und Potentilla erecta zwei Tage vor der Messung keine Verdnderung der
einzelnen Chlorophyllfluoreszenzparameter im Vergleich zur Leerformulierung bzw. unbe-
handelten Pflanzen. Auch die maximale Fluoreszenz (Fm) als MaB fiir die maximal mogliche

Energetisierung der Membranen unterschieden sich nicht gegeniiber unbehandelt Pflanzen.
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Sowohl die Werte fiir die Elektronentransportrate (Yield) am Photosystem II, die minimale
Fluoreszenz (fo), die als Indikator fiir Membranschddigungen der Chloroplasten gelten kann
als auch die maximale Fluoreszenz (Fm) als MaB fiir die maximal mogliche Energetisierung
der Membranen unterschieden sich nicht gegeniiber unbehandelten Pflanzen.

Der photochemische Quench (qP) als MaB fiir die Energie, welche iiber den Photosynthese-
apparat umgesetzt werden kann und der nicht photochemische Quench (qN), als MaB fiir die

Energie, die nicht in die Photosynthese umgewandelt werden kann und als Warmestrahlung

verloren geht, lieBen auch keine Unterschiede zu den unbehandelt Pflanzen erkennen.

Tab. 21: EinfluB von Pflanzenextrakten (1 %) und der Leerformulierung (7 % Athanol +
0,0125 % TWEEN® 20) auf die Messdaten der Chlorophyllfluoreszenz von Reben zwei Tage

nach Applikation. (n = 4)

Behandlung Minimale Maximale Elektronen- Fm’
Fluoreszenz Fluoreszenz transportrate
(Fo) (Fm) (Yield)
Unbehandelt 0,217 0,903 0,396 0,515
StdAbw. 0,010 0,060 0,035 0,066
Leerformulierung 0,222 0,926 0,401 0,569
StdAbw. 0,006 0,020 0,049 0,029
Salvia officinalis 0,226 0,977 0,432 0,595
StdAbw. 0,010 0,011 0,054 0,082
Potentilla erecta 0,216 0,903 0,408 0,524
StdAbw. 0,020 0,102 0,053 0,025

Tab. 22: EinfluB von Pflanzenextrakten (1 %) und der Leerformulierung (7 % Athanol +
0,0125 % TWEEN® 20) auf die Messdaten der Chlorophylifluoreszenz von Reben zwei Tage

nach Applikation. (n = 4)

Behandlung Photochemischer Nicht-photochemischer (Fv/Fm)
Quench (qP) Quench (qN)
Unbehandelt 0,691 0,567 0,759
StdAbw. 0,049 0,070 0,011
Leerformulierung 0,658 0,507 0,760
StdAbw. 0,070 0,047 0,006
Salvia officinalis 0,707 0,510 0,769
StdAbw. 0,059 0,115 0,008
Potentilla erecta 0,693 0,545 0,761
StdAbw. 0,092 0,067 0,009
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3.3.6.2 Einfluf3 von Pflanzenextrakten auf die Assimilation und Dissimilation

Der Einfluf} der Pflanzenextrakte aus Salvia officinalis, Potentilla erecta sowie der Leerfor-
mulierung auf den Gaswechsel von Reben ist in Tabelle 23 dargestellt. Es zeigte sich, dal3 die
Leerformulierung der Extrakte gegeniiber den unbehandelten Pflanzen einen deutlichen Ef-
fekt auf den Stoffwechsel der Versuchspflanzen ausiibte (Tab. 23). Dieser EinfluB3 spiegelte
sich auch in den Werten der Extrakte wieder. Dennoch lagen die Werte der Extraktapplika-
tionen iiber denen der Leerformulierung, so dal davon ausgegangen werden kann, da} die
wirksamen Substanzen in den Extrakten keinen Einflul auf den Gaswechsel der Pflanzen

ausiibten.

Abb. 23: EinfluB von Pflanzenextrakten (1 %) und der Leerformulierung (7 % Athanol +
0,0125 % TWEEN® 20) auf den Gaswechsel von Reben zwei Tage nach Applikation. n = 4

Transpirationsrate Assimilationsrate Interzellulare CO,
(mmol/gs) (nmol/gs) Konz. (ppm)

Licht Dunkel Licht Dunkel Licht Dunkel

Unbehandelt 3,25 2,50 32,17 -3,04 290,25 421,75
StdAbw. 0,87 0,41 5,79 0,29 18,93 16,86
Leerformulierung 1,94 1,70 24,92 -2,69 230,25 426,50
StdAbw. 1,09 0,87 3,28 0,30 84,55 41,11
Salvia officinalis 1,73 1,94 25,81 -2,75 239,75 421,00
StdAbw. 0,15 1,09 0,25 3,28 34,43 23,10
Potentilla erecta 2,09 1,84 27,66 -2,44 263,75 421,00
StdAbw. 0,62 0,32 0,45 4,53 18,06 20,65

3.3.7 Einfluf} auf die Entwicklungsstadien von pilzlichen Strukturen

Zur Untersuchung der Wirkungsweise ausgewahlter Pflanzenextrakte gegeniiber unterschied-
lichen Entwicklungsstadien pilzlicher Pathogene wurden licht- und elektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgefiihrt.

Untersucht wurde der Einfluf} auf die wichtigsten Entwicklungsstadien der beiden Oomyceten
Phytophthora infestans und Plasmopara viticola sowie der beiden Pathogene Botrytis cinerea
und Uromyces phaseoli. Beobachtet wurde die Wirksamkeit der Extrakte aus Salvia
officinalis und Potentilla erecta auf die Zoosporenentlassung, die Zoosporenbeweglichkeit,
die Sporen bzw. Zoosporenkeimung in vitro und in vivo auf Blattscheiben sowie auf das My-

zelwachstum von P. infestans und B. cinerea.
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3.3.7.1 Zoosporenentlassung

In der unbehandelten Kontrolle konnte eine 85 %-ige Zoosporenentlassung aus Sporangien
von P. infestans ermittelt werden. Die Leerformulierung bewirkte nur einen leichten Riick-
gang der Zoosporenentlassung von sieben Prozent ab einer Konzentration von 0,175 % Atha-
nol. Auch hohere Konzentrationen der Leerformulierung (1,75 %) zeigten nur einen gering-
fligig stirkeren EinfluB auf die Zoosporenentlassung (9 %) gegeniiber unbehandelt.

Von den untersuchten Extrakten hatte der Extrakt aus S. officinalis den stirksten EinfluB3 auf
die Zoosporenentlassung (Abb. 30). Die Applikation des Extraktes in einer Konzentration von
0,0055 % bewirkte einen 50 Prozentigen Riickgang der Zoosporenentlassung gegeniiber un-
behandelt. Dieser Effekt fiihrte in hoheren Konzentrationen (0,015 %) zu einem vollstindigen
Einstellen der Zoosporenentlassung. Der Extrakt aus P. erecta zeigte einen dhnlich starken
EinfluB} auf die Entlassung der Zoosporen erst ab einer Konzentration von 0,015 % (50 %-ige
Reduktion). Konzentrationen von 0,28 % bewirkten eine vollstindiges Erliegen der Zoospo-
renentlassung.

Die Zoosporenentlassung aus Sporangien von P. viticola wurde in den unbehandelten Kon-
trollen mit 73 % bonitiert. Die Leerformulierung der Extrakte verursachte hier einen stirkeren
EinfluB auf die Zoosporenentlassung als bei P. infestans. Sie lag aber dennoch mit Re-
duktionen von 12 % und 22 % gegeniiber unbehandelt in den Athanolkonzentrationen 0,35 %
und 1,75 % in einem niedrigen Bereich. Gegeniiber der Zoosporenentlassung aus Sporangien
von P. viticola zeigten beide Extrakte eine deutlich geringere Wirksamkeit als gegen die von
P. infestans (Abb. 31).

Auch hier bewirkte die Applikation des Extraktes aus S. officinalis den stiarksten EinfluB3. So
bewirkten Extraktkonzentrationen von 0,03 % einen Riickgang der Zoosporenentlassung von
mehr als die Hélfte gegeniiber unbehandelt. Konzentration von 0,07 % reduzierten die
Zoosporenentlassung zu iliber zwei Drittel.

Die Wirkung der Extraktapplikationen von P. erecta lag auf einem niedrigeren Niveau. Kon-
zentrationen von 0,06 % dieses Extraktes verursachten einen Riickgang der Zoosporenentlas-
sung von 50 %, erreichten aber ab einer Konzentration von 0,5 % ein anndhernd gleich hohe

Wirksamkeit wie die des Extraktes aus S. officinalis.
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Abb. 30: EinfluB von Pflanzenextrakten auf die Zoosporenentlassung von Phytophthora
infestans.
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Abb. 31: EinfluB von Pflanzenextrakten auf die Zoosporenentlassung von Plasmopara
viticola.
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3.3.7.2 Zoosporenbeweglichkeit

Am Beispiel der Pflanzenextrakte aus Potentilla erecta und Salvia officinalis wurde der Ein-
flu der Extrakte auf die Zoosporenbeweglichkeit der beiden Oomyceten P. infestans und
P. viticola untersucht.

Die Leerformulierung hatte im Mittel der vier Bonituren erst ab einer Konzentration von
1,75 % (was der Athanolkonzentration eines 0,5 %-igen Extraktes entspricht) einen Einfluf
auf die Beweglichkeit der Zoosporen. So konnte ab dieser Konzentration ein Riickgang der
Zoosporenbeweglichkeit von 20 % beobachtet werden. Alle anderen Athanolkonzentrationen
zeigten keinen Einflu3 auf die Zoosporenbeweglichkeit.

Den stéirksten Einflul auf die Zoosporenbeweglichkeit der beiden Pathogene konnte durch die
Applikation des Extraktes aus S. officinalis erreicht werden. Ab einer Konzentration von
0,025 % fiithrten die Behandlungen mit diesem Extrakt zu einem volligen Verlust der Beweg-
lichkeit der Zoosporen von P. infestans (Abb. 32).

Eine Beeintrachtigung der Zoosporenbeweglichkeit zu 50 % zeigte sich bei Extraktapplika-
tionen von 0,015 %. Gegeniiber den Zoosporen von P. viticola zeigte sich dieser Effekt erst

ab einer Konzentration von 0,036 % (Abb. 33).
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Abb. 32: EinfluB von Pflanzenextrakten auf die Beweglichkeit der Zoosporen von
Phytophthora infestans.
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Abb. 33: EinfluB von Pflanzenextrakten auf die Beweglichkeit der Zoosporen von
Plasmopara viticola.

Der Extrakt aus P. erecta zeigte eine deutlich geringere Wirksamkeit. Er fiihrte erst ab einer
Konzentration von 0,35 % zu einem volligen Verlust der Zoosporenbeweglichkeit bei
P. infestans. Gegeniiber den Zoosporen von P. viticola konnte dieser Effekt in den
untersuchten Konzentrationen nicht beobachtet werden. Hier lieB sich aber durch die
Applikation des Extraktes ab einer Konzentration von 0,25 % eine Beeintrachtigung der

Zoosporenbeweglichkeit zu iiber 50 % beobachten.

3.3.7.3 Zoosporen- bzw. Sporenkeimung

Die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten auf die Zoosporen- bzw. Sporenkeimung der beiden
Oomyceten Phytophthora infestans und Plasmopara viticola sowie der beiden Pathogene
Botrytis cinerea und Uromyces phaseoli wurde wie unter Punkt 2.5 beschrieben am Beispiel
der beiden Extrakte aus Potentilla erecta und Salvia officinalis untersucht.

In den unbehandelten Kontrollen konnte bei P. infestans eine 93 %-ige und bei P. viticola
eine 87 %-ige Zoosporenkeimung ermittelt werden. Die Leerformulierung bewirkte erst ab
einer Konzentration von 0,7 % Athanol eine nennenswerte Beeintrichtigung. Konzentratio-
nen von 0,7 % Athanol (entspricht der Konzentration eines 0,12 %-igen Extrakten) reduzier-

ten bei P. infestans und bei P. viticola die Zoosporenkeimung um ungefdhr ein Drittel gegen-
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iiber unbehandelt. Geringere Konzentrationen beeintrachtigten die Keimung beider Pathogene
nicht. Den stdrksten Einflul auf die Keimung der Zoosporen konnte bei beiden Pathogenen
durch die Applikation des Extraktes aus S. officinalis beobachtet werden (Abb. 34 und 35).
Die Behandlungen mit diesem Extrakt bewirkte gegeniiber unbehandelt schon ab einer Kon-
zentration von 0,005 % eine Reduktion der Keimung der Zoosporen von P. infestans zu liber
50 %. Ab einer Extraktkonzentration von 0,06 % konnte eine 100 %-ige Beeintrachtigung der
Zoosporenkeimung beobachtet werden. Auch gegeniiber den Zoosporen von P. viticola zeigte
die Applikation dieses Extraktes die hochste Wirksamkeit. So konnte ab einer Konzentration
von 0,075 % eine 100 %-ige Hemmung der Keimung erzielt werden. Die Wirksamkeit des
Extraktes aus P. erecta lag zwar unter der des Extraktes aus S. officinalis, dennoch konnte
auch durch die Applikation dieses Extraktes eine deutliche Wirkung beobachtet werden (Abb.
34 und 35). Konzentrationen von 0,04 % reduzierten hier die Zoosporenkeimung beider Pa-

thogene um mehr als die Hélfte.
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Abb. 34: EinfluB von Pflanzenextrakten auf die Zoosporenkeimung von Phytophthora
infestans.
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Abb. 35: EinfluB3 von Pflanzenextrakten auf die Zoosporenkeimung von Plasmopara viticola.

Neben diesem deutlichen Einfluf} auf die Zoosporenkeimung, lie sich durch die Applikation
des Extraktes aus S. officinalis noch ein weiterer starker Einflul auf die Zoosporen beider
Pathogene festgestellt werden. So zeigte sich nach der Inkubation der Zoosporen in einer Be-

handlungskonzentrationen von > 0,1 % eine vollige Zerstorung der Zoosporen (Abb. 36).

Abb. 36: EinfluB eines 0,025 %-igen Pflanzenextraktes aus Salvia officinalis auf die

Zoosporen von Phytophthora infestans (Recht behandelt, links Leerformulierung; Farbung:
Bengalrosa; 1000x).
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Nahere Untersuchungen zu diesem Effekt des Extraktes aus S. officinalis auf die Zoosporen
von P. infestans erfolgten mit dem Konfokalen Laser-Scan-Mikroskop.

Wie in Abbildung 37 zu sehen, konnte kurze Zeit nach der Zugabe des Extraktes (0,05 %)
eine deutliche strukturelle Verdnderung in den Zoosporen beobachtet werden. Dies dullerte
sich in einer fortwdhrenden Zunahme von granuldren Strukturen im Cytoplasma der Zoospo-

ren und dem Zerplatzen der Zellmembranen nach ca. 11 Sekunden.

Abb. 37: EinfluB eines 0,05 %-igen Pflanzenextraktes aus Salvia officinalis auf die Zoospo-
ren von Phytophthora infestans.

Gegeniiber der Sporenkeimung von B. cinerea und U. phaseoli zeigte die Leerformulierung
der Extrakte, dhnlich wie bei den vorherigen Pathogenen, nur eine geringfiigige Beeintrdch-
tigung der Sporenkeimung. So bewirkte die hochste untersuchte Athanolkonzentration
(3,5 %) bei B. cinerea nur eine Abnahme der Sporenkeimung von einem Prozent gegeniiber
unbehandelt (99 %). Applikationen der Leerformulierung in dieser Konzentration fiihrten
zwar bei U. phaseoli zu eine Beeintrdchtigung der Sporenkeimung von 80 %, bei allen
anderen Konzentrationen lieen sich aber nur eine Abnahme der Sporenkeimung von unter

vier Prozent beobachten. In den unbehandelten Kontrollen von B. cinerea konnte eine
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Sporenkeimung von durchschnittlich 98 % ermittelt werden und in denen von U. phaseoli
eine von 75 %.

Die hochste Wirksamkeit gegeniiber den Sporen des Bohnenrosts (U. phaseoli) zeigte sich
durch die Applikation des Extraktes aus S. officinalis (Abb. 38). Ab einer Konzentration von
0,023 % des Extraktes konnte die Sporenkeimung von U. phaseoli zu 50 % reduziert werden.

Applikationen von 0,2 % konnten die Keimung vollstindig reduzieren.
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Abb. 38: Einflu3 von Pflanzenextrakten in auf die Sporenkeimung von Uromyces phaseoli.

Behandlungen mit dem Extrakt aus P. erecta lagen zwar unter denen des Extraktes aus
S. officinalis, erreichten aber dennoch deutliche Reduktionen der Sporenkeimung. So zeigte
eine Applikation von 0,03 % dieses Extraktes eine 50 %-ige Reduktion der Sporenkeimung.
Untersuchungen zur Wirksamkeit der beiden Extrakte gegeniiber der Sporenkeimung von
B. cinerea zeigten eine deutlich niedrigere Wirksamkeit. Keiner der Extrakte konnte in den
untersuchten Konzentrationen die Sporenkeimung zu mehr als ein Drittel reduzieren
(Abb. 39).

Auch gegeniiber B. cinerea zeigte die Applikation des Extraktes aus S officinalis die hochste
Wirksamkeit. Behandlungen in einer Konzentrationen von 0,5 % des Extraktes reduzierten
die Sporenkeimung gegeniiber unbehandelt zu iiber einem Drittel. Applikationen des Extrak-

tes aus P. erecta im der selben Konzentration reduzierten die Sporenkeimung nur um durch-
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schnittlich 7 % und unterschieden sich in niedrigeren Konzentrationen kaum gegeniiber den

der unbehandelten Varianten.
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Abb. 39: Einflu3 von Pflanzenextrakten auf die Sporenkeimung von Botrytis cinerea.

3.3.7.4 Infektionsstrukturen auf der Blattoberfldache

Mikroskopische Untersuchungen zeigten, dafl die Keimrate der Zoosporen von P. infestans
und P. viticola auf Blattscheiben, die mit den Extrakten aus Cinnamomum camphora, Salvia
officinalis oder Potentilla erecta protektiv behandelt worden war, im Vergleich zu unbehan-
delt deutlich vermindert war. Wie aus Tabelle 24 ersichtlich, unterschieden sich die Extrakte

in ihrer Hemmwirkung erheblich voneinander. Die signifikant hochste Wirkung zeigte die

Tab. 24: Einflu} einer protektiven 1 %-igen Spritzapplikation von Pflanzenextrakten auf die
Zoosporenkeimung von Phytophthora infestans auf Blattscheiben (Tomate; n = 600). Unter-

schiedliche Buchstaben innerhalb einer Reihe unterscheiden sich signifikant nach Tukey; o <
0,05.

Behandlung Keimrate (%) Wirkungsgrad (%)
Phytophthora  Plasmopara  Phytophthora  Plasmopara
infestans viticola infestans viticola
Unbehandelt 97 a 86 a - -
Salvia officinalis 10¢c 8¢ 90 91
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Potentilla erecta 16 ¢ I1c 84 87
Cinnamomum camphora 34b 23b 65 73

Applikation des Extraktes aus S. officinalis. Durch die protektive Applikation dieses Extrak-
tes konnte die Keimrate der Zoosporen von P. infestans zu 90 % und die von P. viticola zu
91 % gegeniiber unbehandelt vermindert werden (Abb. 40). Eine ebenfalls deutliche Wirkung
konnte bei den Behandlungen mit dem Extrakt aus P. erecta beobachten werden (Tab. 24).
Die geringste Wirkung auf die Sporenkeimung beider Pathogene verursachte die Applikation

des Extraktes aus C. camphora.

" ‘;'.Iﬁ": 5

Abb. 40: EinfluB einer protektiven Applikation eines 1 %-igen Extraktes aus Salvia
officinalis auf die Keimrate der Zoosporen von Phytophthora infestans auf Tomatenblatt-
scheiben (Links behandelt, rechts unbehandelt).

3.3.7.5 Morphologische Verdnderungen am Myzel

Untersuchungen zur Wirksamkeit der beiden Extrakte aus Salvia officinalis und Potentilla
erecta gegeniiber den Myzelwachstum des biotrophen Erregers Phytophthora infestans und

dem perthotrophen Erreger Botrytis cinerea sind in Abbildung 41 und 42 dargestellt.
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Ein EinfluB der Leerformulierung auf das Myzelwachstum von P. infestans konnte erst ab
einer Konzentration von 1,225 % Athanol (= einer Extraktkonzentration von 0,175 %)

beobachtet werden.
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Abb. 41: EinfluB3 von Pflanzenextrakten auf das Myzelwachstum von Phytophthora infestans.
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Abb. 42: Einflu3 von Pflanzenextrakten auf das Myzelwachstum von Botrytis cinerea.

Gegeniiber B. cinerea zeigte sich in keiner der untersuchten Konzentrationen ein EinfluB3 der
Leerformulierung auf das Myzelwachstum (< 1,75 % Athanol). Den stirkten Effekt auf des
Myzelwachstum von P. infestans bewirkte die Applikation des Extraktes aus P. erecta (ECs
Wert = 0,008 %). Die Wirksamkeit des Extraktes aus S. officinalis lag auf einem deutlich
niedrigeren Niveau (ECsy Wert = 0,058 %).

Untersuchungen zur Wirksamkeit der beiden Pflanzenextrakte auf das Myzelwachstum von
B. cinerea zeigten, dal gegen diesen Erreger der Extrakt aus S. officinalis den stirksten
EinfluB3 hatte (ECso Wert = 0,032 %). Applikationen des Extraktes aus P. erecta verminderten
das Myzelwachstum im geringeren Mafle (ECso Wert = 0,12 %).

Zur weiteren Aufklarung des Einflusses der Extraktes auf das Myzelwachstum von phytopa-
thogenen Pilzen wurden mikroskopische Untersuchungen am Myzels von P. infestans nach
Extraktapplikation durchgefiihrt.

Mikroskopische Beobachtungen lieBen erkennen, dal Behandlungen mit dem Extrakt aus
P. erecta ab einer Endkonzentration von 0,05 % im Agar morphologische Verdnderungen am
Myzel hervorriefen. Dies duflerte sich im Vergleich zu der Leerformulierung in einem ge-

stauchten Wachstum und einer verstiarkten Verzweigung des Myzels (Abb. 43).
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Abb. 43: EinfluB} eines 0,05 %-igen Pflanzenextraktes aus Potentilla erecta auf das Myzel-
wachstum von Phytophthora infestans. (Links Leerformulierung, rechts behandelt, starke
Verzweigungen und Stauchungen; 1000x).

Ahnliche Wirkungen auf das Myzel von P. infestans lieBen sich durch die Behandlung mit
den Extrakt aus S. officinalis in den untersuchten Konzentrationen (bis 0,5 %) nicht beob-

achten.

3.3.7.6 Cytologische Verinderungen am Myzel

Eine Ursache fiir die fungizide Wirkung von Pflanzenextrakten konnten Verianderungen und
Schédigungen an der Zellwand oder den Membranen der Hyphen sein. Zur Analyse dieser
moglichen Wirkungsweise wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen des Myzels
der Pathogene Phytophthora infestans, Alternaria solani und Botrytis cinerea durchgefiihrt.

Elektronenoptische Bilder der Hyphen von P. infestans verdeutlichten den Effekt der Pflan-
zenextrakte auf die Ultrastruktur des Myzels. Hyphen, welche mit dem Extrakt aus P. erecta
behandelt worden waren zeigten bereits in geringen Konzentrationen (< 0,01 %) eine starke
Vakuolisierung des Cytoplasmas. In héheren Konzentrationen (> 0,01 %) konnten neben der
Vakuolisierung auch deutliche Verdanderungen der Zellwénde beobachtet werden. Dies du-
Berte sich in verdickten elektronendichteren Zellwandstrukturen, sowie dem Ablésen von

Zellwandbestandteilen (Abb. 44).
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Abb. 44: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Phytophthora infestans nach Be-
handlung mit einem Pflanzenextrakt aus Potentilla erecta (0,025 %; Starke Vakuolisierung
des Cytoplasmas; Elektronendichtere Zellwandverdnderungen; 4000x).

Behandlungen mit dem Extrakt aus S. officinalis bewirkten erst in hoheren Konzentrationen

einen sichtbaren Einflufl auf die Hyphen. Ab einer Konzentration von 0,075 % zeigte sich im
Vergleich zu unbehandelten Hyphen eine verstirkte Vakuolisierung des Cytoplasmas
(Abb. 45), sowie ein Ablosen des Plasmalemma von der Zellwand.

Mit Hilfe von ultrastrukturellen Untersuchungen konnte der EinfluB des Extraktes aus
P. erecta auf die Morphologie der Pilzhyphen von 4. solani bestitigt werden.

Es zeigten sich deutliche Verdnderungen an den Zellwénden der Hyphen. Diese duf8erten sich
in einer Verdickung, welche wesentlich elektronendichter waren oder in dem Abldsen von
Zellwandbestandteilen (Abb. 46). In manchen Féllen bewirkte der Extrakt eine vollige
Degeneration der Hyphen. An behandelten Hyphen von 4. solani 16ste sich das Plasmalemma
ab und Zellbestandteile traten aus (Abb. 47).

Bei den Hyphen von B. cinerea bewirkten Behandlungen mit dem Extrakt aus P. erecta ab
einer Konzentration von 0,175 % starke Verdnderungen der Hyphen. Bei den meisten Hyphen
lieBen sich deutliche Degenerationserscheinungen des Cytoplasmas und elektronendichter
Zellwande beobachten. Nach Applikationen von héheren Konzentrationen des Extraktes

fiihrte dies zu einer vollstdndigen Zerstérung der Hyphen (Abb. 48).
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Abb. 45: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Phytophthora infestans nach Be-
handlung mit einem Pflanzenextrakt aus Salvia officinalis (0,075 % TS; rechts behandelt,
links Leerformulierung; Starke Vakuolisierung des Cytoplasmas; 12000x).

Abb. 46: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Alternaria solani nach Behand-
lung mit einem Pflanzenextrakt aus Potentilla erecta (0,25 %:; rechts behandelt, links Leerfor-

mulierung; Starke Vakuolisierung des Cytoplasmas, Zellwandverdickungen und —ablosungen;
7000x%).
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Abb. 47: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Alternaria solani nach Behand-
lung mit einem Pflanzenextrakt aus Potentilla erecta (0,25 %:; rechts behandelt, links Leerfor-
mulierung; Degeneration des Cytoplasmas, Austreten von Zellbestandteilen; 12000x).

Abb. 48: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Botrytis cinerea nach Behandlung
mit einem Pflanzenextrakt aus Potentilla erecta (0,175 %; rechts behandelt, links Leerformu-
lierung; Degeneration der Hyphenzelle; Ablosen des Plasmalemmas; 12000x).

Neben diesem deutlichen Einflu8 auf das Cytoplasma der Hyphen konnte in niedrigen Kon-
zentrationen (< 0,2 %), noch ein weiterer Effekt beobachtet werden. In degenerierten Zellen

bildeten sich aus angrenzenden noch intakten Zellen neue Hyphenstrukturen (Abb. 49).
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Abb. 49: Ultrastrukturelle Verdnderungen der Hyphen von Botrytis cinerea nach Behandlung
mit einem Pflanzenextrakt aus Potentilla erecta (0,175 %; Hyphen Neubildung in degene-
rierten Zellen; 7000x).

Diese neu gebildeten Hyphen zeigten aber sobald sie in Kontakt mit dem Extrakt kamen eine

starke Vakuolisierung des Cytoplasmas und deutliche Degenerationserscheinungen.

3.4 Isolierung und Identifizierung wirksamer Substanzen

3.4.1 Optimierung des Extraktionsverfahrens

Die Extraktionsbedingungen haben einen entscheidenden Einfluf auf die Extraktion von
Substanzen und konnen somit die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten stark beeinflussen.
Variiert wurden daher die Parameter Extraktionsverfahren, Extraktionsmittel und Extrak-

tionstemperatur.

3.4.1.1 Einflu} des Extraktionsverfahrens auf die Wirksamkeit

Am Beispiel des Pflanzenmaterials aus Salvia officinalis, Potentilla erecta und Cinnamomum
camphora wurde der Einflul der beiden unter Punkt 2.3.2 beschriebenen Extraktionsverfah-
ren auf die Wirksamkeit der so hergestellten Extrakte untersucht. Gepriift wurde deren Wirk-

samkeit im Biotest gegen Phytophthora infestans an Tomate.
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Der Befall der unbehandelten Pflanzen lag im Mittel der Versuche bei 92 %. Abbildung 50
verdeutlicht den Einflul des Extraktionsverfahrens auf die Wirksamkeit von Pflanzenextak-
ten. Bei den Extrakten aus C. camphora zeigte sich ein signifikanter Einflufl des Extraktions-
verfahrens auf die Wirksamkeit der hergestellten Extrakte. So konnten Extrakte, welche im
Wasserbad bei 60 °C hergestellt wurden, den Befall signifikant stirker vermindern als Ex-
trakte, die mit der Soxhlet-Apperatur hergestellt wurden. Bei den Extrakten aus S. officinalis
und P. erecta konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Hier zeigten die Extrakte, die im
Wasserbad bei 60 °C hergestellt worden waren, keine Unterschiede zu denen die aus der

Soxhlet - Apparatur stammten.
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Abb. 50: Einflul des Extraktionsverfahrens auf die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten (1 %
TS) gegeniiber Phytophthora infestans an Tomate. Extraktionsverfahren (1 = Extraktion im
Wasserbad bei 60 °C, Extraktionsverfahren 2 = Soxhlet — Apparatur). Sdulen mit
unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach
Tukey a < 0,05.

3.4.1.2 EinfluB des Extraktionsmittels auf die Wirksamkeit

Die Wahl des Extraktionsmittel hat einen starken Einfluf} auf die zu extrahierenden Substan-

zen. Am Beispiel des Pflanzenmaterials aus Salvia officinalis und Potentilla erecta sollte die-
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ser Einflul im Biotest gegen Phytophthora infestans an Tomate untersucht werden. Als Ex-
traktionsmittel dienten Athanol als polares Losungsmittel, Hexan als unpolares Lésungsmit-
tel, Essigsduredthylester, welcher in der Mitte der eluotropen Reihe einzuordnen ist, und
Toluol als aromatisches Losungsmittel.

Mit abnehmender Polaritit der untersuchten Losungsmittel zeigte sich eine signifikant
schlechtere Wirksamkeit der Extrakte (Abb. 51). Die signifikant hochste Wirksamkeit, bei
allen gepriiften Pflanzenmaterialien, konnte durch die Verwendung von Athanol als Extrak-

tionsmittel erzielt werden.

H Ethanol H Essigsaureathylester O Toluol O Hexan
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Abb. 51: EinfluB des Extraktionsmittels auf die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten (0,5 %
TS) gegentiber Phytophthora infestans an Tomate. Sdulen mit unterschiedlichen Buchstaben
innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach Tukey o < 0,05.

3.4.1.3 EinfluB der Extraktionstemperatur auf die Wirksamkeit

Der EinfluB der Extraktionstemperatur auf die Wirksamkeit der Extrakte wurde im Wirt-Pa-
thogen-Modell Phytophthora infestans - Tomate untersucht. Wihrend die Extrakte aus
Potentilla erecta und Salvia officinalis bei allen drei untersuchten Extraktionstemperaturen

anndhernd ihre Wirkung gegen P. infestans beibehielten, zeigte der Extrakt aus Cinnamomum
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camphora bei einer Extraktionstemperatur von 90°C keine Wirkung mehr (Abb. 52). Als

Giinstigste Extraktionstemperatur erwies sich eine Extraktion bei 60°C.

100 -

Wirkungsgrad (%)

Potentilla erecta  Salvia officinalis Cinnamomum
camphora

Abb. 52: EinfluB3 unterschiedlicher Extraktionstemperaturen auf die Wirksamkeit von Pflan-
zenextrakten (1 % TS) gegeniiber Phytophthora infestans an Tomate. Sdulen mit
unterschiedlichen Buchstaben innerhalb einer Gruppe unterscheiden sich signifikant nach
Tukey a < 0,05.

3.4.2 Uberpriifung bekannter Inhaltsstoffe

Zur ldentifizierung der wirksamem Substanzen wurden die in der Literatur beschriebenen
Substanzen des Extraktes aus Salvia officinalis auf ihr Vorkommen im Extrakt und ihre
Wirksamkeit gegeniiber Alternaria solani iiberpriift. Untersucht wurden die Inhaltsstoffe,
Terpene (o,p - Thujon; 1,8 - Cineol; (+) - Campher; Borneol; Bornylacetat und Cavacrol),
Flavonoide sowie der Gerbstoff Rosmarinsaure.

Abbildung 53 zeigt die diinnschichtchromatographische Auftrennung der Extrakte aus
S. officinalis und P. erecta sowie bekannter Terpene. Wie deutlich zu sehen ist, konnte keiner
der untersuchten Standards in den beiden Extrakten identifiziert werden. Zur Uberpriifung der
biologischen Wirksamkeit der bekannten Terpene wurde eine (siche 2.8.1.1) Bioautographie
gegeniiber 4. solani durchgefiihrt. Eine Wirksamkeit gegeniiber A. solani zeigten nur drei der

untersuchten Terpene (Abb. 54). Diese Wirkung liel sich erst ab Konzentrationen von
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20 % a.i. beobachten und duflerte sich in einem deutlichen sichtbaren Hemmbhof ca. vier Tage

nach der Inokulation der DC - Platte.

= Eugenol

= Extrakt aus Salvia officinalis
= Extrakt aus Potentilla erecta
= Campher

= Borneol

= Cineol

= Bornylacetat

= Thujon

. ; i % 8 = Thymol

*;d e f g h.i J;; j = Carvacrol

Abb. 53: Diinnschichtchromatographische Auftrennung der Extrakte aus S. officinalis und

P. erecta, sowie bekannter Terpene. (Spriihreagenz: Vanillin - Schwefelsdure; Laufmit-
telsystem: Toluol / Essigsdure im Verhéltnis 93 : 7)
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Abb. 54: Bioautographie der Extrakte aus Salvia officinalis und Potentilla erecta sowie be-
kannten Terpene (20 % a.i.) gegeniiber der Sporenkeimung von Alternaria solani (Laufmit-
telsystem: Toluol / Essigsduremethylester im Verhéltnis 93 : 7).

Im Vergleich mit dem Extrakt aus S. officinalis zeigte nur Thujon einen Ry — Wert der in ei-

nem &dhnlichen Bereich wie der Hemmbhofs des Extraktes lag. Gegeniiber dem Extrakt aus P.
erecta zeigte keiner der untersuchten Terpene einen dhnlichen Ry — Wert.

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen zur Bestimmung von Flavonoiden in den
beiden Extrakten lieBen erkennen, dafl nur in dem Extrakt aus S. officinalis Flavonoide iden-
tifiziert werden konnten (Abb. 55). Von den untersuchten Standards zeigte nur das Flavonoid

Scopoletin einen Ry — Wert der identisch mit dem einer Bande des Extraktes war.

= Hyperisid

= Kampferol

= Extrakt aus Salvia officinalis
= Extrakt aus Potentilla erecta
= Hesperetin
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= Chlorogensaure

= Apigenin

= 4-Methoxy-Flavonol

= Catechin

= Eoculin

= Exuletin

m = Neo-Chlorogensaure

n = Scopoletin

0 = 6-Methoxy-Flavonon
p = Flavon
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Abb. 55: Diinnschichtchromatographische Auftrennung der Extrakte aus S. officinalis und
P. erecta, sowie bekannter Terpene (0,05 % TS; Farbung: Naturstoffreagenz nach WAGNER,
H., et al. 1997; Detektion unter UV-Licht bei 365nm Wellenldnge).

Untersuchungen zur Uberpriifung der biologischen Wirksamkeit von Flavonoiden erfolgten
mit der unter 2.8.1.1 beschriebenen Bioautographie.

Es zeigte sich, dall nur vier der untersuchten Flavonoide eine Wirkung gegeniiber der Spo-
renkeimung bzw. dem Myzelwachstum von A. solani aufwiesen (Abb. 56). Diese Wirkung
konnte erst ab einer Konzentration von 1000 ppm a.i. erzielt werden. Drei der untersuchten
Flavonoide besal3en bei diesem Laufmittel einen Ry — Wert, der dhnlich zu dem des Extraktes

aus S. officinalis war. Untersuchungen zur Wirksamkeit des Extraktes aus P. erecta ergaben
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auch bei diesem Laufmittel keinen Ry — Wert, der identisch mit dem der wirksamen Flavo-
noide war.

Weitere Untersuchungen zur Bestimmung der moglichen Wirksamkeit von Rosmarinsdure
ergaben, daf3 dieser Inhaltsstoff nicht in dem untersuchten Extrakt nachgewiesen werden
konnte. Eine biologische Wirksamkeit dieses Inhaltsstoffes gegeniiber der Sporenkeimung
von A. solani ergab sich erst bei Konzentrationen von 2000 ppm und zeigte nicht den selben

Rf - Wert wie die Wirksamen Komponenten des Extraktes aus S. officinalis und P. erecta.

R e ._Ll-‘:r:;-';-__-"':

Stk e

a = Extrakt aus Salvia officinalis

b = Hyperisid
c = Scopoletin
d = Extrakt aus Potentilla erecta

e = Myricetin
f =6-Methoxy-Flavon
¢ g =7,8-Dimethoxy-Flavon
h = Catechin
i =Flavon

j =4‘-Methoxy-Flavonon
. k =Eoculin

Abb. 56: Bioautographie der Extrakte aus Salvia officinalis und Potentilla erecta, sowie be-
kannten Flavonoide (1000 ppm) gegeniiber der Sporenkeimung von Alternaria solani (Lauf-
mittel: Chloroform 100 %).

3.4.3 Nachweis von Wirksame Fraktionen aus pflanzlichen Rohextrakten mittels

Diinnschichtchromatographie und Biotest

Die Wahl des Extraktionsmittel hat einen entscheidenden Einflul auf den Transport bzw. die
Auftrennung von Substanzgruppen. Daher erfolgte die Auffindung von aktiven Fraktionen in
den Rohextrakten mittels Bioautographie (2.8.1.1) unter Verwendung unterschiedlicher

Laufmittelsysteme.
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In Tabelle 25 sind die Rs - Werte der mit Hilfe des Biotests lokalisierten wirksamen Fraktion
in unterschiedlichen Laufmittelsystemen aufgefiihrt. Wie an Hand der Ry — Werte der detek-
tierten wirksamen Fraktionen des Extraktes aus S. officinalis zu sehen ist, besteht eine deut-
liche Abhangigkeit zwischen der Hohe des Ry — Werts und der Polaritit des Laufmittel-
systems. Je polarer das Laufmittelsystem, desto hoher wurden die wirksamen Substanzen des
Extraktes verlagert. Als besonders geeignet zur Trennung der wirksamen Fraktionen dieses
Extraktes erwies sich das Laufmittelsystem Essigsduredthylester / Methanol im Verhéltnis
95 : 5. Hiermit konnten in Biotest zwei wirksame Fraktionen ermittelt werden. Die stédrkste
Wirksamkeit der beiden Fraktionen liefl sich bei der Fraktion mit dem hochsten Ry — Wert
beobachten (Abb. 57). Diese deutliche Korrelation zwischen der Hohe des Ry— Werts und der
Polaritdt des Laufmittelsystems, wie sie sich bei den wirksamen Substanzen des Extraktes aus

S. officinalis darstellte, konnte bei dem Extrakt aus P. erecta nicht beobachtet werden.

Tab. 25: Rr- Werte der wirksamen Fraktionen aus den Pflanzenextrakten von Salvia
officinalis und Potentilla erecta bei verschiedenen Laufmitte / systemen. (Ermittelt im Biotest
gegeniiber dem Myzelwachstum von Alternaria solani).

Rt - Wert der wirksamen Fraktion/en

Laufmittel Salvia officinalis Potentilla erecta
Methanol 0,82 -0,88 0,76 -0,82
Athanol 0,76 - 0,82 0,71 - 0,82
Isopropanol 0,59 -0,77 0,12-0,18
Essigsaureithylester 0,53 - 0,65 0
Essigsdureédthylester/Methanol (1:4) 0,76 - 0,88 0,82
Essigsaureédthylester/Methanol (1:1) 0,88 - 0,94 0,76 - 0,82
Essigsdureédthylester/Methanol (4:1) 0,76 - 0,88 0,70
Essigsaureédthylester/Methanol (95:5) 0,74 - 0,58; 0,4 0
Essigsdureéthylester/Toluol (50:50) 0,43 - 0,25 0
Essigsaureithylester/Toluol (7:93) 0,09 -0,018 0
Chloroform 0,17-0,018 0,53 -0,59
Benzol 0 0

n-Hexan 0 0
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Abb. 57: EinfluB von diinnschichtchromatographisch getrennten Fraktionen des Extraktes aus
Salvia officinalis auf das Myzelwachstum von Alternaria solani (A = unwirksame Fraktion;
B = wirksame Fraktion; C = Rohextrakt).

In keinem der untersuchten Laufmittelsysteme konnte eine Auftrennung der wirksamen Sub-
stanzen in mehr als einen Bereich fest gestellt werden. Die Ry — Werte der so detektierten
Banden wiesen alle einen relativ engen Bereich auf.

Keine der so lokalisierten wirksamen Fraktionen beider Extrakte zeigten eine Fluoreszens-
16schung oder Eigenfluoreszens der Substanzen bei 254 nm bzw. 366 nm Wellenldnge. Auch
mit Hilfe der unter Punkt 2.8.1.2 aufgefiihrten Spriihreagenzien konnte bei keinem der Ex-
trakte eine Bande detektiert werden, welche in der Nidhe der im Biotest identifizierten Frak-
tionen lag.

Zur Verifizierung der Auftrennung der wirksamen Substanzen des Extraktes aus S. officinalis
in zwei Fraktionen, wurde eine wie unter Punkt 2.8.1.1 beschriebene Bioautographie des Ex-
traktes durchgefiihrt (Abb. 58). Mit Hilfe dieser Methode konnte eine feinere Detektion der
Fraktionen erfolgen, da hier die DC - Platte nicht in Bereiche zerschnitten wurde.

Es lieflen sich drei wirksame Banden mit den Ry — Werten 0,7; 0,56 und 0,43 auf der DC -
Platte identifizieren (Abb. 58). Die Wirksamkeit dieser detektierten Bereiche, gemessen an

dem Durchmesser der Hemmbanden, nahmen von oben nach unten ab.

Fiir weitere Untersuchungen wurden die drei aktiven Banden aus weiteren DC - Platten her-
aus gelost und die wirksamen Substanzen der einzelnen Fraktionen iiber eine Sdule in 1ml
Athanol eluiert.

Uberpriifungen der Fraktionen im Biotest gegeniiber der Zoosporenkeimung von P. infestans
bestitigten die Wirkung aller drei gewonnenen Proben. Dennoch liel sich auch gegeniiber
diesem Erreger eine Abstufung in der Wirksamkeit der isolierten Fraktion erkennen. Wéahrend

die Probe eins und zwei (siche Abb. 58) eine 100%-ige Wirkung zeigten, liel3 sich
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Abb. 58: Bioautographie des Extraktes aus Salvia officinalis gegeniiber der Sporenkeimung
von Alternaria solani (Laufmittelsystem: Essigsduredthylester / Methanol 95 : 5; Markierte
Bereiche kennzeichnen eine Hemmung des Erregers).

bei der Probe drei nur eine Wirkung von 85% beobachten. Die so hergestellten Proben dien-

ten als Ausgangsmaterial fiir weitere Untersuchungen zur Identifizierung der Wirksubstanzen.

3.4.4 Nachweis von Pflanzeninhaltsstoffen mittels Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC)

Zur weiteren Auftrennung der in der Diinnschichtchromatographie gewonnenen Fraktionen
aus den Extrakt von Salvia officinalis wurden Untersuchungen mit der Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie durchgefiihrt.

Als Gradientenprogramm diente ein linearer Gradient bei dem ein stufenweiser Anstieg von
5 % Acetonitril bis zu 100 % (siehe 2.8.2) erfolgte. Der Vergleich der Chromatogramme der
drei Fraktionen lie erkennen, daB mit der durchgefiihrten Auftrennungsmethode unter-
schiedliche Substanzen isoliert werden konnten. So zeigte sich in den einzelnen Chromato-
grammen ein unterschiedliches Peak — Spektrum (Abb. 59). Die meisten Substanzen wurden
im mittleren Bereich (10 - 18 min.) des Chromatogramms von der Sdule gelost, bei einem

eluenten Mischungsverhéltnis von 80 % Acetonitril.
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Abb. 59: HPLC-Trennung der drei mittels Diinnschichtchromatographie isolierten Fraktionen
aus dem Extraktes von Salvia officinalis (Detektion bei 270 nm Wellenlénge).

Ein Vergleich der UV-Spektren der detektierten Peaks in den Chromatogrammen erbrachte,

daB3 diese nicht identisch mit denen der bekannten Inhaltsstoffe waren.

3.4.5 Nachweif} von Pflanzeninhaltsstoffen mittels Gaschromatographie und Massen-
spektroskopie (GC - MS)

Zur Identifizierung der wirksamen Substanzen in den isolierten DC - Fraktionen erfolgten
gaschromatographfische Untersuchungen mit anschlieender Massenspektroskopie. Hierzu
erfolgte eine Derivatisierung der Proben durch die Zugabe von BSTFA (siche 2,8.3). An-
schlieBend wurden je 2ul jeder Probe gaschromatographfisch bestimmt.

Auch in dieser Untersuchungsmethode bestitigten die Chromatogramme der drei Fraktionen,
aufgrund ihrer unterschiedlichen Substanzspektren, daf3 es sich um unterschiedliche Substan-
zen in den Fraktionen handeln muf3 (Abb. 60 — 62). In der ersten Fraktion (I) konnten die
meisten Substanzen detektiert werden (Abb. 60). Chromatogramme der beiden anderen Frak-
tionen zeigten, dafl in diesen Proben bedeutend weniger Substanzen vorhanden waren. So
lieBen sich in der Probe zwei (II) erst nach 16,3 Minuten Peaks detektieren (Abb. 61). Chro-
matogramme der dritten Fraktion (III) zeigten, daB3 in dieser Probe nur ein Hauptpeak nach-

zuweisen war (Abb. 62).
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Abb. 50: Gaschromatographische - Trennung der isolierten DC - Fraktionen I aus dem Ex-

trakt von Salvia officinalis.
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Abb. 61: Gaschromatographische - Trennung der isolierten DC - Fraktionen II aus dem Ex-

trakt von Salvia officinalis.
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Abb. 62: Gaschromatographische - Trennung der isolierten DC - Fraktionen III aus dem Ex-
trakt von Salvia officinalis.
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4 Diskussion

Pflanzen stellen aufgrund ihres Sekundirstoffwechsels einen vielversprechenden Pool an in-
teressanten Inhaltsstoffen dar, dennoch sind diese Substanzen eine weitgehend ungenutzte
Quelle fiir die Auffindung wirksamer Molekiile, die zum Schutz von Pflanzen gegeniiber

phytopathogenen Pilzen genutzt werden konnen (FUGMANN ef al. 1991; PLIMMER, 1993).

Obwohl die Untersuchung von pflanzlichen Inhaltsstoffen schon eine lange Tradition hat, exi-
stieren bisher nur sehr wenige Substanzen die sich auf ,Naturstoffe aus Pflanzen zuriick-
fithren lassen und in der Praxis verwendet werden. Die meisten dieser in den letzten Jahren
erfolgreich eingesetzten Substanzen besitzen zudem eine ausschlielich insektizide
Wirkungen. Hier sind es vor allem die Inhaltsstoffe Pyrethrum aus den Bliiten von
Chrysanthemen (Chrysanthemum cinerariifolium) und das Azadirachtin aus dem Neembaum
(Azadirachta indica), die als Naturstoff im organischen Landbau eingesetzt werden. Die
chemische Synthese dieser natiirlichen Substanzen zur Entwicklung von neuartigen
Pflanzenschutzmitteln gelang nur am Beispiel des Pyrethrum und fiihrte zu der erfolgreichen
Wirkstoftklasse der ,Pyrethroide‘. Sie besitzen noch heute einen groBen Marktanteil, der
1987 auf einen Anteil von 25 Prozent des Insektizidmarkts geschitzt wurde (HIRANO, 1989).
Der pflanzliche Inhaltsstoff Azadirachtin eignete sich hingegen aufgrund seiner komplizierten
Molekiilstruktur nicht zur chemischen Synthese. Bei den Naturstoffen mit fungizider Wirkung
stammen die bisher kommerziell produzierten Substanzen alle aus Stoffwechselprodukten von
Mikroorganismen. Zu den Naturprodukten, die in den letzten Jahren als Leitstruktur fiir neue
Fungizide dienten, gehdren Pyrrolnitrin, Methylacrylate, Strobilurin A und Oudemansin,

Hadacidin, Thiolutin und Pisiferinsdure (BUCHENAUER, 1996).

DaB3 Pflanzenextrakte dennoch eine erfolgversprechende Quelle fiir fungizide Wirkstoffe dar-
stellen, wird in Berichten deutlich, in denen mit geringem Aufwand aus wenigen Pflanzen-
arten eine vergleichsweise groBe Anzahl an wirksamen Extrakten gewonnen werden konnte.
KLINGAUF & HERGER (1985) beschrieben eine fungizide Wirkung von iiber der Hilfte von
mehr als hundert gepriiften Pflanzenextrakten gegen den Echten Mehltau an Gerste. Auch in
den eigenen Ergebnissen zeigte die hohe Zahl identifizierter wirksamer Extrakte das grofe
Potential von Pflanzeninhaltsstoffen, die zur Bekdmpfung von Pflanzenkrankheiten verwen-

det werden konnen.
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Da die Extraktionsbedingungen einen entscheidenden Einflufl auf die Isolierung von Sub-
stanzgruppen darstellten und somit die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten stark beeinflus-
sen, wurden in den eigenen Experimenten die Parameter Extraktionsverfahren, Extraktions-
mittel sowie die Extraktionstemperatur ndher untersucht. Dies ist vor allem im Hinblick auf
eine spitere Isolierung der aktiven Substanzen aus Pflanzenextrakten entscheidend, da die

Menge der wirksamen Substanzen moglichst hoch sein sollte.

Die in der Literatur hdufig als geeignete Methode zur Herstellung von Pflanzenextrakten be-
schriebene Soxhlet - Extraktionsmethode (HERGER, 1991; KOWALEWSKI, 1992; LATTEN,
1994) zeigte in eigenen Versuchen deutliche Nachteile. So konnte in Untersuchungen zur
Wirksamkeit eines Extrakts aus Cinnamomum camphora gegeniiber P. infestans an Tomaten
nachgewiesen werden, dal3 Extraktionsprodukte aus der Soxhlet - Apparatur eine deutlich
schwichere Wirksamkeit aufwiesen als Substanzen, die im Wasserbad bei 60 °C extrahiert
wurden. Auch JAGLAN et al. (1997) berichten, da3 bei einem Vergleich von Extrakten aus
unterschiedlichen Pflanzenteilen von Azadirachta indica, die Soxhlet - Extraktionsmethode
im Gegensatz zu anderen Methoden schlechter wirksame Extrakte lieferte. Dieser drastische
Verlust der Wirksamkeit 148t sich durch die wesentlich hoheren Extraktionstemperaturen in
der Soxhlet - Apparatur erklaren. Weitere Untersuchungen zum Einflufl der Extraktionstem-
peratur auf die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten bestitigten diese Annahme. Extrakte,
welche mit einer Temperatur von 90 °C extrahiert wurden, verloren ihre befallsreduzierende
Wirkung gegeniiber P. infestans an Tomate. Fiir diesen Verlust der Wirksamkeit kdnnte eine
Temperaturlabilitit der aktiven Substanzen dieses Extraktes verantwortlich sein. Ahnliche Ef-
fekte wurden auch von HERGER (1991) und CHUNG et al. (1995) beschrieben. Hier wiesen
Extrakte aus Alfalfa (Luzerne), die bei einer Temperatur von 24 °C extrahiert wurden, eine
hohere Wirksamkeit auf, als Substanzen nach einer Extraktion bei iiber 80 °C. In eigenen
Versuchen zeigten Extrakte aus S. officinalis und P. erecta hingegen keine Beeintridchtigung
threr Wirksamkeit durch die Erhhung der Extraktionstemperatur. Es ist daher anzunehmen,
daB3 es sich bei den wirksamen Substanzen aus diesen Extrakten um sehr temperaturstabile
Molekiile handelt. Weiterhin ist auf Grund der verwendeten Temperatur und des Losungs-
mittels davon auszugehen, daB es sich nicht um Proteine handeln kann, die fiir die

Wirksamkeit verantwortlich sind.

Die Extraktion des Pflanzenmaterials in unterschiedlichen Losungsmitteln machte deutlich,

daf} die beste Wirksamkeit der Extrakte unter Verwendung von sehr polaren Losungsmitteln
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zu erzielen war. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von LATTEN (1994), MATTINA et al.
(1997) und PINTO et al. (1998) gemacht. Extraktionen mit einem Losungsmittel, welches
starker unpolare Eigenschaften aufwies, erbrachten deutlich niedrigere Befallsreduktionen.
Die hochste Wirkung lieB sich unter Verwendung von 70 %-igem Athanol beobachten. Nach
KURT (1997) sind bei der Extraktion von pharmazeutischen Pflanzen bei der Verwendung von
Athanol - Wasser Gemischen als Losungsmittel die hdchsten Ausbeuten an Inhaltsstoffen zu
erwarten. Dies konnen alkaloide Substanzen, Glykoside, Terpene und Tannine sein

(FRIEDLAND, 1997).

Die Suche nach neuen Wirkstoffen wirft unweigerlich das Problem auf, eine grof3e Zahl von
Substanzen bzw. Naturstoffen auf ihre Wirksamkeit gegeniiber den unterschiedlichsten Pa-
thogenen zu priifen. Dies ist entweder in einem in vitro oder in einem in vivo Screening mog-
lich. Die Vorteile von in vitro Untersuchungen liegen darin, daB sie kostengiinstiger sind und
vor allem auch schneller zu Ergebnissen fiihren. Weiterhin bieten sie die Mdglichkeit, auch
eine grofle Anzahl von Substanzen schnell auf ihre Wirksamkeit zu untersuchen (ANKE &

STEGLICH, 1988).

In den dargestellten in vitro Untersuchungen zur Auffindung wirksamer Pflanzenextrakte
zeigte sich ein Problem mancher Priifmethoden. So lieBen sich mit der Filterpapier - Methode
keine Aussagen iiber die Wirksamkeit der untersuchten Extrakte treffen. Ahnliche Erfahrun-
gen wurden von LATTEN (1994) und HOSTETTMANN (1991) gemacht. Andererseits konnte
aber, wie in eigenen Ergebnissen dargestellt, eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums
durch eine Reihe von Pflanzenextrakten gegeniiber den untersuchten pertothrophen Pathoge-
nen festgestellt werden, wenn die Wirkstoffe dem Ndhrmedium im Agardiffusionstest zuge-
setzt wurden. HOSTETTMANN (1991) berichtete, dall der Agardiffusionstest besser zur Auffin-
dung von wirksamen Pflanzenextrakten geeignet ist als die Untersuchung auf Filterpapier-
blattchen. Mit dieser Priifmethode konnen polare Substanzen, wie sie in der Natur hdufig
vorkommen, schneller zu ihrem Wirkort gelangen, da sie gelost im Medium vorliegen. Ande-
rerseits konnten aber auch die Tatsachen, dal} entweder die Substanzen an das Material sor-
biert bzw. gebunden werden und dadurch nicht in Losung gehen, oder aber die Pilze durch die
Bildung von Luftmyzel die Filterpapierblittchen iiberwachsen, ein Grund fiir die unzurei-

chende Eignung dieser Methode sein.

Neben der fungiziden Wirkung von Pflanzenextrakten zeigten sich auch wachstumsférdernde
Effekte. Die in eigenen in vitro Untersuchungen hiufig beobachteten wachstumsférdernden
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Eigenschaften von Pflanzenextrakten gegeniiber den Erregern R. solani und C. sativus wurden
auch von anderen Autoren beschrieben (KARAPINNAR, 1985; YEGEN ef al. 1992). MOLEYAR
& NARASIMHAM (1986) und VOKOU & MARGARIS (1988) begriinden diesen Effekt damit, dal3
Inhaltsstoffe bzw. Ole von Pflanzen durch Bodenmikroorganismen als Substrat genutzt
werden und sie daher eine Forderung des Wachstums in ihren Untersuchungen gegeniiber A.
flavus und R. solani feststellten. Ahnliches kénnte auch in den eigenen Untersuchungen der

Grund fiir die wachstumsfordernden Eigenschaften der Extrakte gegeniiber C. sativus sein.

Als weiterer Nachteil von in vitro Untersuchungen erwies sich, dafl die gewonnenen Ergeb-
nisse im Biotest oft nicht bestitigt werden konnten. Das Screening an Pflanzen lieferte we-
sentlich fundiertere Ergebnisse. In vitro zeigten iiber zwei Drittel der gepriiften Pflanzenex-
trakte eine gute Wirksamkeit gegeniiber dem Myzelwachstum der Erreger, wéhrend in vivo
weniger als ein Viertel der Substanzen eine Befallsreduktion bewirkten. Ahnliches fanden
auch RATHMELL & SMITH (1980), MOSCH & KLINGAUF (1989) sowie MOSCH & ZELLER
(1989) bei einem Screening von 131 Pflanzenextrakten. Hier zeigten in vitro ca. ein Viertel
der untersuchten Extrakte eine bakterizide Wirkung gegeniiber dem Erreger des Feuerbrandes
Erwinia amylovora, wihrend nur drei dieser wirksamen Extrakte auch eine Reduktion des
Erregers unter Freilandbedingungen bewirkten. In eigenen Untersuchungen zeigte der Ver-
gleich der in den beiden Priifmethoden gewonnen Ergebnisse, dall in den meisten Féllen keine
Ubereinstimmung der als wirksam identifizierten Extrakte vorlag. Auch nach GLOGER (1995)
ermoglicht das in vitro Screening nur eine erste Vorauswahl wirksamer Substanzen bzw.
Pflanzenextrakte, die nochmals in aufwendigeren in vivo Untersuchungen sowie unter

praxisnahen Erhebungen unbedingt getestet werden miissen.

Untersuchungen zur Wirksamkeit von Substanzen an der Pflanze bieten neben den schon er-
wihnten fundierteren Ergebnissen auch die Moglichkeit, eine Aussage liber die Wirkung von
Substanzen gegeniiber Pathogenen zu treffen, die wie obligat biotrophe Pathogene aufgrund
ihrer Lebensweise nur an der Pflanze kultiviert werden kdnnen. Mit dieser Methode bietet
sich weiterhin die Moglichkeit Substanzen zu identifizieren, die nur iiber die Pflanze ihre
Wirksamkeit zeigen, wie es zum Beispiel bei Resistenzinduktoren beschrieben wird
(SCHONBECK et. al. 1993). Andererseits konnen aber auch solche Substanzen untersucht
werden, die zum Erreichen ihrer vollen Wirksamkeit die Pflanzen bendtigen. Beispiele hierfiir
sind die Wirkstoffe Propamocarb-Hydrochlorid, Metalaxyl, Benomyl und Fosetyl (REICH et
al. 1992; REICH, 1994; CRUTE, 1979; BRUCK et al. 1980). Dies konnte nach SCHWINN &
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STAUB (1987) an einer indirekten Wirkung iiber den Stoffwechsel der Pflanze oder an einer
Metabolisierung bzw. Aktivierung der Wirkstoffe im pflanzlichen Stoffwechsel liegen
(REICH, 1994). Aufgrund der dargestellten Argumente und eigener Ergebnisse 148t sich ab-
leiten, daf bei der Suche nach neuen Substanzen die Priifung der Wirksamkeit an der Pflanze

die am meisten Erfolg versprechende Methode ist.

Zusitzlich zu Wirksamkeit gepriifter Substanzen lassen Untersuchungen an der Pflanze auch
Aussagen liber die Phytotoxizitit der Stoffe zu. Insbesondere dieser Aspekt stellt ein wichti-
ges Kriterium fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe dar (UESUGI, 1998). Zwar fiihrte die Ap-
plikation von Pflanzenextrakten aus Heracleum sphondylium bei allen untersuchten Schadpil-
zen zu einer stark eingeschriankten Entwicklung, gleichzeitig zeigten sich aber auf den behan-
delten Pflanzen deutliche phytotoxische Nebenwirkungen. Pflanzenextrakte stellen ein Sub-
stanzgemisch dar, in dem eine Fiille von aktiven Komponenten enthalten sein konnen. Auf-
grund dieser Tatsache konnte der negative Einflul des Extrakts moglicherweise durch die
Isolierung der fungizid wirkenden Substanz behoben werden. Derart schidigende Einfliisse
auf den Stoffwechsel der Pflanzen konnten auch bei der Suche nach Leitstrukturen fiir neuar-
tige Wirkstoffe ein grofles Problem darstellen. Da von einigen Autoren eine stark phytotoxi-
sche Wirkung von Pflanzeninhaltsstoffen beschrieben wurde und selbst geringere phytotoxi-
sche Effekte Ertragseinbulen erwarten lassen, sollten solche Reaktionen der Pflanze durch
sensitive Methoden bereits im Screening detektiert werden (SKIPP et al. 1977; GRAFF et al.
1990; RAGSDALE, 1991 und BRENNER, 1993). Als geeignete Verfahren erwiesen sich sowohl
die Messung der Chlorophyllfluoreszenz als auch Untersuchungen zum Gaswechsel der Ver-
suchspflanzen. Wahrend durch die Applikation der Pflanzenextrakte aus S. officinalis und
P. erecta die Elektronentransportrate nicht beeinfluit wurde, zeigten die Ergebnisse zur
Photosyntheserate deutliche Verdnderungen an den behandelten Pflanzen. Dieser Effekt auf
die Physiologie der Pflanzen lieB sich auf die Leerformulierung dieser Pflanzenextrakte

zuriickfiihren, und verdeutlicht die Empfindlichkeit der verwendeten Methoden.

In den gepriiften Wirt-Pathogen-Modellen konnten eine Reihe von Pflanzenextrakten mit sehr
guter befallsreduzierender Wirkung identifiziert werden. Sie erreichten in einigen Féllen ei-
nen dhnlich hohen Wirkungsgrad wie die zum Vergleich herangezogenen protektiven Fun-
gizide. Gute befallsreduzierende Wirkungen konnten auch von anderen Autoren beobachtet
werden (LAKSMANN et al. 1990, ROVESTI ef al. 1992, REIMERS et al. 1993, MENON, 1994,

SHAHI et al. 1996 und PASTER et al. 1996, CASTOR et al. 1998).
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In eigenen Versuchen wurde eine deutliche Selektivitdt im Wirkungsspektrum der Extrakte
beobachtet. Diese Selektivitidt in der Wirkung von Substanzen ist nach LYR (1995) und
YAMAGUCHI (1998) ein wichtiger Aspekt bei der Suche nach neuen Wirkstoffen, da die Ap-
plikation von breit bioziden Substanzen mit dem integrierten Pflanzenbau und modernen
Umweltauflagen nicht zu vereinbaren ist. Nach MOHAMED et al. (1996) kénnen Pflanzenex-
trakte auch breit wirksame fungizide Eigenschaft besitzen. So zeigten zwei dthanolische Ex-
trakte aus rotem und griinen Betelpfeffer (Piper betle) eine gute Wirksamkeit gegeniiber einer

gro3en Anzahl von Pathogenen.

Als wesentliches Kriterium bei der Beurteilung der untersuchten Extrakte auf ihre Eignung
als Pflanzenbehandlungsmittel wurde die Wirksicherheit der Extrakte herangezogen. Diese
auflerte sich vor allem in einer guten Reproduzierbarkeit der Wirkung. Bei der Verwendung
von Pflanzenextrakten ist die Wirksicherheit ein groBes Problem und stellt einen Hauptgrund
fiir die geringe Anzahl der bis heute in der Landwirtschaft verwendeten Naturstoffpraparate

dar (LATTEN 1994; BRENNER, 1993).

Untersuchungen zur Konzentrationsabhdngigkeit der Wirkung von Pflanzenextrakten zeigten,
daf} hier eine deutliche Korrelation zwischen der applizierten Extraktkonzentration und der
Befallsreduktion besteht. So zeigte sich am Beispiel der Dosis-Wirkungs-Beziehung des Ex-
trakts aus P. erecta gegeniiber dem Befall von Tomaten mit P. infestans ein deutlicher sig-
moider Kurvenverlauf, der fiir fungizide Substanzen typisch ist und auch bei anderen biolo-
gisch aktiven Wirkstoffen beobachtet wird. In eigenen Versuchen wurde dies auch am
Beispiel des Wirkstoffs Dichlofluanid dargestellt. Die Darstellung dieser Abhéngigkeit in
einem nicht linearen Kurvenverlauf bietet nach MICHEL et al. (1999) die Moglichkeit, eine
Aussage iiber die optimale Dosis der zu applizierenden Substanz sowie Unterschiede in der
Wirksamkeit von Priparaten gegeniiber sensitiven Erregerstimmen zu beschreiben (ORTEGA

et al. 1996; 1997).

Die Bestimmung der optimalen Wirkstoffkonzentration hat eine grole Bedeutung fiir die
spatere Aufwandmenge in der Praxis, da hier erfahrungsgemill wesentlich hohere Extrakt-
konzentrationen benétigt werden. In den durchgefiihrten Untersuchungen zeigten einige Ex-
trakte schon bei einer Aufwandmenge von 1 % Trockensubstanz eine 100 %-ige Befallsre-
duktion. Im Gegensatz dazu waren in Untersuchungen von LATTEN (1994) wesentlich h6here

Konzentrationen von Pflanzenextrakten fur eine ausreichende Reduktion des Befalls an der
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Pflanze notwendig. Von urspriinglich 44 im Gewichshaus als gut wirksam gegeniiber

P. infestans eingestuften Extrakten waren nur vier fiir eine Anwendung im Freiland geeignet.

Neben der Ermittlung der optimalen Applikationsdosis bietet die Darstellung der Wirksam-
keit mittels einer Dosis-Wirkungs-Beziehung die Mdglichkeit, einen Vergleich von Substan-
zen anhand ihrer EC-so bzw. EC-99 Werte vorzunehmen. So verglich DAVIDSE (1995) anhand
der EC-5o Werte verschiedener Oomycetenfungizide ihre Wirksamkeit gegeniiber einem me-
talaxylresistenten sowie einem Wildstamm von P. infestans. Ein Vergleich des EC-59 und
EC-990 Wertes des pflanzlichen Rohextrakts aus P. erecta mit den Werten des Wirkstoffs
Dichlofluanid zeigte, daB3 sich in beiden Féllen die Wirksamkeit in einem Bereich von einer
Zehnerpotenz bewegte. Die Differenz in der Wirksamkeit der beiden Substanzen, bezogen auf
den EC-59 Wert, lag um den Faktor 200 auseinander. GLOGER (1995) beschreibt hingegen,
dafl man erfahrungsgemifB von dem Faktor 100 ausgehen kann, den ein Rohextrakt schlechter
wirkt als die darin enthaltene aktive Reinsubstanz. Solche Erfahrungswerte beziehen sich
allerdings meist auf in vitro gewonnene Ergebnisse. Der hier dargestellte Extrakt zeigte einen
ECso Wert von 0,008 Prozent gegeniiber dem Myzelwachstum von P. infestans. Dies wiirde
bei einem Faktor 100 einem ECsy Werte der Reinsubstanz von 0,8 ppm entsprechen. Diese
Konzentration liegt in einem Bereich, in dem auch die ECsy Werte konventioneller Fungizide
liegen (LYR, 1995; FUGMANN, 1991; KLINKENBERG ef al. 1998b). Die Wirksamkeit von
Oomycetenfungiziden, dargestellt an Hand ihrer ECsy Werte gegeniiber dem Myzelwachstum
von P. infestans, liegen in einem Bereich von > 50 ppm bis < 1 ppm (LYR, 1995). Bei der
Verwendung von Erfahrungswerten besteht allerdings die Gefahr, dal Extrakte, deren
Reinsubstanzen zwar hochwirksam sind, die aber nur in geringen Mengen vorliegen, nicht
beriicksichtigt werden, weil der Rohextrakt im Biotest kaum eine Wirkung erkennen 143t

(GLOGER, 1995).

Fiir die Beurteilung von wirksamen Substanzen sind neben der Ermittlung der optimalen Ex-
traktkonzentration Kenntnisse iiber die Wirkdauer sowie die mdgliche Wirkungsweise von
entscheidender Bedeutung. Sie bestimmen weitgehend den spdteren Applikationszeitpunkt
sowie die Behandlungshiufigkeit im Freiland (HOFFMANN et al. 1994). Extrakte aus
S. officinalis und P. erecta zeigten gegeniiber den beiden Oomyceten P. infestans und
P.viticola in den untersuchten Wirt — Pathogen - Modellen eine Wirkungsdauer von fiinf
Tagen. Diese anhaltende Wirkung lie§ sich nach Applikation sowohl bei einer 1 %-igen als

auch bei einer 0,5 %-igen Konzentration der Extrakte beobachten. Gegeniiber dem Erreger
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des Grauschimmels an Paprika konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Hier lag die
Wirksamkeit der Extrakte bei einer Applikation fiinf Tage vor der Inokulation auf einem
niedrigeren Niveau als bei einer Behandlung vier Stunden vor Inokulation. In Untersuchun-
gen von LATTEN (1994) wiesen die meisten von ihr untersuchten Extrakte bei einer
Behandlung fiinf Tage vor der Inokulation eine geringere Wirksamkeit auf als es bei
Applikationen von einem Tag vor Inokulation zu beobachten war. Dieser Effekt wurde durch
eine Verringerung der Extraktkonzentration unter fiinf Prozent noch verstirkt. Eine mdgliche
Ursache fiir eine unzureichende Wirkungsdauer konnte entweder die Photolabilitit der
Wirksubstanzen sein, wie dies fiir den Naturstoff Strobilurin A und fiir Phenylpyrrol
beschrieben wurde (CLOUGH & GODFREY, 1998; KNUPPEL et al. 1992), andererseits konnte
aber auch der Abbau der Substanzen durch Phyllosphirenorganismen ein mdéglicher Grund
fiir eine verringerte Wirkungsdauer sein. Die in den eigenen Versuchen festgestellten
Unterschiede in der Wirkungsdauer der Extrakte gegeniiber den Oomyceten und dem Erreger
des Grauschimmels konnten darin begriindet sein, daB je nach Pathogen unterschiedliche
Substanzen in den Extrakten fiir die Wirksamkeit verantwortlich sind, und die gegeniiber
B. cinerea wirksame Substanz moglicherweise photolabil ist. Die Wirkdauer einer Substanz
kann ebenso durch die Oberflachenbeschaffenheit, die Blattstellung, die Blattbehaarung sowie
durch die Art der epikutikuliren Wachse der Pflanzen beeinflufit werden, die entscheidend
den Wirkstoffbelag auf der Blattoberfliche bestimmen (WALTER et al. 1977). Der
Bekdmpfungserfolg einer Behandlung héngt in besonderer Weise von der Art des Wirkstoft-
belags ab (STEDEN, 1992). Fiir eine unzureichende Wirkung kann neben der Art des
Wirkstoftbelags auch die GleichmiBigkeit der Belagsstruktur auf der Pflanzenoberfldche

verantwortlich sein (STEDEN, 1992; PRASAD & CADOGAN, 1992).

Eine Moglichkeit zur Optimierung der Belagsstruktur ist die Verwendung von Formulier-
hilfsstoffen, wobei insbesondere Netzmittel fiir eine Verbesserung der Belagsstruktur auf dem
Blatt herangezogen werden. In Untersuchungen von HERGER (1991) fiihrte die Zugabe von
Netzmitteln zu einer Verbesserung der Spritzeigenschaften und der Wirksamkeit von Pflan-
zenextrakten. In Gegensatz dazu konnte in eigenen Untersuchungen durch die Zugabe ver-
schiedener Netzmittel die Wirksamkeit der Pflanzenextrakte jedoch nur geringfiligig erhoht
werden. Die gepriiften Extrakte wiesen offenbar aufgrund ihre Inhaltsstoffe bereits eine opti-
male Belagsstruktur auf dem Blatt auf, so daBl die Verwendung von Netzmitteln zu keiner

Verbesserung flihrte.
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Untersuchungen zur Wirkungsart der Pflanzenextrakte aus S. officinalis und P. erecta zeigten,
daf} die Extrakte in den verwendeten Wirt-Pathogen-Modellen weder kurativ noch eradikativ
wirkten. Dieser drastische Verlust der Wirksamkeit bei postinfektionellen Behandlungen kann
in der fehlenden Systemizitit der Extrakte begriindet sein, da zu diesem Zeitpunkt die Eta-
blierung des Pathogens im Gewebe der Pflanzen abgeschlossen ist. Weiterhin konnte fiir die
fehlende Wirksamkeit auch eine unzureichende Penetration durch das Gewebes, oder aber ein
Auskristallisieren der aktiven Substanzen auf der Battoberfliche verantwortlich sein. Dies
146t vermuten, da3 die Wirksamkeit der Extrakte durch eine entsprechende Aufbereitung und
Formulierung der Pflanzeninhaltsstoffe verbessert werden kann. Durch die Zugabe von
Linolsdure, welche nach BICKERS (1997) penetrationsfordernde Eigenschaften besitzt, konnte
eine Steigerung der Wirksamkeit der beiden Extrakte aus S. officinalis und P. erecta
gegeniiber P. infestans festgestellt werden. Neben penetrationsfordernden Eigenschaften kann
Linolsdure moglicherweise auch als Signalstoff im pflanzlichen Stoffwechsel eine
entscheidende Rolle fiir die Auslosung von Abwehrvorgidngen spielen (COHEN ef al. 1991),

was ebenso zur Verbesserung der Wirksamkeit der Extrakte fithren kann.

Die verwendeten Pflanzenextrakte eignen sich nicht als Beizmittel fiir Getreide, da die Ex-
trakte eine keimhemmende Wirkung auf das Saatgut ausiibten. Ursache hierfiir sind phyto-
toxische Reaktionen der Pflanzen auf die Extraktapplikation. Ahnliches beobachteten auch
SCHOLZ et al. (1998) bei der Verwendung von Extrakten aus der Gewiirznelke von Eugenia
caryophyllata zur Saatgutbehandlung von Weizen. Die in eigenen Untersuchungen festge-
stellten phytotoxischen Reaktionen der Samen lagen moglicherweise an den sehr hohen Auf-
wandmengen, die zur Beizung notwendig waren. Ahnliche Beobachtungen, daB nur hohe
Aufwandmengen von Naturstoffen aus Pflanzen eine Wirksamkeit als Saatgutapplikation
zeigten, wurden auch von anderen Autoren berichtet (KISHORE et al. 1989; MISHRA &
MISHRA, 1990; Su, 1991). Die Tatsache, da3 die gepriiften Extrakte in der verwendeten For-
mulierung nur protektiv wirksam waren, macht die Verwendung der Extrakte als Beizmittel
zusédtzlich problematisch. Mit rein protektiv wirkenden Substanzen ist nur die Bekdmpfung
von Erregern moglich, die am Korn anhaften oder die unmittelbar mit dem Extrakt in Beriih-
rung kommen. Weiterhin sind die Anforderungen an die Pflanzenvertriaglichkeit eines Beiz-
mittels wesentlich hoher, da der zu schiitzende Keimling empfindlicher reagiert als eine voll

entwickelte Pflanze.
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Neben der fungiziden Wirksamkeit von Pflanzenextrakten kann eine weitere Wirkungsweise
auch die Resistenzinduktion sein. Die Aktivierung der natiirlichen Widerstandsfahigkeit der
Pflanze kann nicht nur durch synthetische Substanzen, wie es am Beispiel einer Reihe von
Wirkstoffen in der Literatur beschrieben wurde (METRAUX et al. 1991; STAUB et al. 1992;
KESSMANN et. al. 1994; COHEN, 1994; FRIEDRICH et al. 1996; RUESS ef. al. 1996; LAWTON,
1996), sondern auch durch die Applikation von Naturstoffen erfolgen. So wurden beispiels-
weise Extrakte von Reynoutria sachalinensis (‘Milsana’, Fa. Compo) als Resistenzinduktoren
beschrieben (HERGER et al. 1988; HERGER, 1991; KONSTANTINIDOU-DOLTSINIS & SCHMITT,
1998). Im Gegensatz zu fungizid wirkenden Substanzen bendtigen Resistenzinduktoren zur
Entfaltung ihrer Wirksamkeit ein Zeitintervall zwischen Behandlung und Befall (SCHONBECK
et al. 1993). Weiter hin zeigen sie unter praktischen Anbaubedingungen hiufig eine hohere
Wirksamkeit als im Gewidchshaus (RUESS et al. 1996). Die Wirksamkeit des gepriiften Ex-
traktes aus Trigonella foenum-graecum ist moglicherweise auf eine resistenzinduzierende
Wirkung zuriickzufiihren. Wihrend sich in den in vitro - Untersuchungen nur eine geringfii-
gige Wirkung zeigte, fiihrten Applikationen des Extrakts in vivo zu Befallsreduktionen von
iiber 80 Prozent an Tomaten gegeniiber Alternaria solani. Dariiber hinaus ist der Inhaltsstoff
Trigonellin dieser Pflanzenart als Resistenzinduktor beschrieben (SCHONBECK et al. 1993;
KRASKA, 1996). Weitere Untersuchungen bestétigten diesen Eindruck. So zeigten Extrak-
tapplikationen von 7. foenum-graecum in den Wirt-Pathogen-Modellen P. infestans und
P. viticola, eine Abhingigkeit zwischen dem Zeitintervall und der Wirksamkeit. Ahnliches
lie sich auch durch die Behandlungen mit dem Extrakt aus Salix spp. beobachten. Hier
konnte der Inhaltsstoff Salicylsdure fiir die resistenzinduzierenden Eigenschaften des Extrakts
verantwortlich sein. Salicylsdure wurde bereits von anderen Autoren als Resistenzinduktor
beschrieben (MILLS & WOOD, 1984; YALPANI ef al. 1991; WALTERS et al. 1993; KESSMANN
et al. 1994).

Ein entscheidendes Kriterium fiir die erfolgreiche Verwendung von Naturstoffen bzw. ihrer
aktiven Substanzen ist eine Bestitigung der Wirksamkeit auch unter Freilandbedingungen.
Hier haben neben den héufig wechselnden Umweltfaktoren auch der andauernde Befallsdruck
von Pathogenen einen starken EinfluB3 auf die Wirksamkeit. Nach KRAUSE (pers. Mitt.) und
BRENNER (1993) stellt die Entwicklung von Naturstoffen ein grofles Problem dar, weil sowohl
die biologische Aktivitit als auch die Stabilitidt von Naturstoffen im Freiland oft geringer ist

als im Gewichshaus.
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In eigenen Untersuchungen konnte dies nicht bestétigt werden. So zeigten Versuche unter
praktischen Anbaubedingungen in Abhdngigkeit von Kulturpflanze und Erreger zwar eine
unterschiedliche Wirksamkeit der Pflanzenextrakte, dennoch lie3en sich deutliche Befallsre-
duktionen durch die Applikation der Extrakte beobachten. Die protektive Applikation des
Extraktes aus Salvia officinalis verhinderte den Befall mit P. infestans an Tomaten in glei-
chem Male wie der fungizide Wirkstoff Dichlofluanid in praxisiiblicher Aufwandmenge. Die
mangelnde Wirkung der untersuchten Extrakte gegentiber B. cinerea an Erdbeere wird auf die
spezifische Wirt — Erreger - Interaktion zurilickgefiihrt, bei der die Infektion hauptséchlich
iiber die nur schwierig zu schiitzenden Narben in der Bliite erfolgt. An Paprikapflanzen, deren
Gewebe aktiv vom Pilz besiedelt werden muB3, konnte B. cinerea unter Glas dagegen sehr
erfolgreich bekdampft werden. Vor allem die Untersuchungen im Kartoffelanbau und im
Weinbau in der Vegetationsperiode 1997 unterstreichen das Potential von
Pflanzeninhaltsstoffen als erfolgversprechendes Pflanzenbehandlungsmittel gegeniiber
phytopathogenen Pilzen. Trotz des in diesem Jahr aufgrund giinstiger Witterungsbedingungen
auBerordentlich starken Befallsdrucks mit falschen Mehltaupilzen, konnte der Befall mit P.
infestans an Kartoffelpflanzen durch die Behandlungen mit Pflanzenextrakten aus S.
officinalis und P. erecta deutlich reduziert, sowie ein Mehrertrag von iiber 17 Prozent
gegeniiber unbehandelt festgestellt werden (BLAESER & STEINER, 1998a). An Weinreben
bewirken die Applikationen des Extrakts aus S. officinalis ebenso eine deutliche

Befallsreduktion, die mit der konventionellen Fungizidvariante vergleichbar war.

Unterschiede in der Hohe der befallsreduzierenden Wirkung der Extrakte in den Wirt-Patho-
gen-Modellen P. infestans - Kartoffel und P. viticola - Weinrebe lassen sich auf die unter-
schiedliche Kulturform der Versuchspflanzen zuriickfiihren. So ist die Kulturfiihrung im
Weinbau bemiiht, einen luftdurchldssigen Bestand zu erhalten, der eine optimale Benetzung
aller Pflanzenteile durch die Applikation von Substanzen ermdoglicht. Kartoffelpflanzen hin-
gegen erschweren durch ihre hohe Biomasseproduktion spétestens nach dem Reihenschluf3
eine optimale Benetzung aller Pflanzenteile. Weiterhin konnen auch unterschiedliche Blatt-
stellungen und Blattoberfldchen der beiden Kulturen einen EinfluB3 auf das Abwaschverhalten
der Extrakte ausiiben. In eigenen Versuchen konnte durch die Zugabe eines Haftmittels die

Abwaschfestigkeit der Extrakte aus S. officinalis und P. erecta deutlich erhdht werden.

Untersuchungen zur Wirksamkeit von Pflanzenextrakten gegeniiber unterschiedlicher Ent-

wicklungsstadien phytopathogener Pilze sollten einen Anhaltspunkt iiber die Wirkungsweise
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der aktiven Substanzen in den Extrakten geben. Die Wirksamkeit moderner Oomycetenfun-
gizide ist sehr spezifisch gegeniiber verschiedenen Entwicklungsstadien von Pilzen. Die mei-
sten dieser Substanzen hemmen in vitro das Myzelwachstum deutlich stirker als die Sporen-

keimung der Pilze (SCHWINN & STAUB, 1995).

In eigenen Untersuchungen zeigten die Pflanzenextrakte aus S. officinalis und P. erecta eine
unterschiedliche Wirkungsweise gegeniiber den untersuchten Entwicklungsstadien der Pilze.
Die Hauptwirkung des Extrakts aus S. officinalis richtete sich gegen den Zoosporenschlupf,
die Zoosporenbeweglichkeit sowie die Zoosporenkeimung der beiden gepriiften Oomyceten.
Ahnliche Effekte wurden auch von anderen Autoren nach Applikationen von Ajone, einer
Substanz aus Allium sativum, beschrieben (SINGH & CHAUHAN 1992). Einfliisse von Pflan-
zenextrakten auf pilzliche Sporen und ihre Keimung wurden auch von anderen Autoren
festgestellt (REIMERS et al. 1993; LAKSHMANAN et al. 1990). Die Wirkung des Extrakts aus S.
officinalis war gegeniiber den Zoosporen von P. infestans etwa fiinfmal hoher als gegentiber
den Sporen von P. viticola. Unterschiede in der Spezifitdt von Substanzen gegeniiber den
Sporen verschiedener Oomyceten wurden bei dem Wirkstoff Dimethomorph beobachtet

(ALBERT et al. 1991).

In héheren Konzentrationen zeigte sich neben der beschriebenen Wirksamkeit noch ein weite-
rer Effekt des Extrakts. So fiihrte die Behandlung der Zoosporen von P. infestans mit dem
Extrakt aus S. officinalis zu einer Zerstorung der Sporen (BLAESER et al. 1998b). Weitere
Untersuchungen zeigten, da3 dieser Effekt bereits kurze Zeit nach der Behandlung zu beob-
achten war und daher auf einen spezifischen Einflul des Extrakts zuriickzufiihren ist. Ahnli-
che Einfliisse auf die Zoosporen wurden auch durch die Applikation des Wirkstoffs
Azoxystrobin beobachtet (KAPPES, pers. Mitt.). Untersuchungen, ob es sich bei der Wirkung
des Extrakts um denselben Wirkmechanismus handelt wie beim Azoxystrobin, welches die
mitochondrale Atmungskette hemmt, ergaben keine Ubereinstimmung. Auch die Uberpriifung
eines moglichen osmotischen Effekts des Pflanzenextrakts, der nach STILLE (1965) einen
EinfluBl auf die Zoosporen ausiibt, konnte nicht bestédtigt werden. Gegentiber den Sporen von
B. cinerea zeigte keiner der Extrakte eine nennenswerte Wirkung. Dies verdeutlicht die
selektive Wirkung der Extrakte, die ein wichtiges Kriterium bei der Suche nach neuen
Wirkstoffen darstellt. Im Gegensatz zu breit bioziden Substanzen, die auch ,Nicht-

Zielorganismen® beeintrdachtigen konnen, iiben selektiv wirksame Substanzen nur einen Ef-
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fekt auf ihre Zielorganismen aus. Dies ist laut EVANS & LAWSON (1992) unumgénglich bei

der Entwicklung neuer Wirkstoffe.

Wihrend die Hauptwirkung des Extrakts aus S. officinalis auf die Sporenkeimung gerichtet
ist, hemmt der Extrakt aus P. erecta das Myzelwachstum der untersuchten Pilze. Auch im
Wirkungsspektrum dieses Extrakts zeigte sich eine deutliche Selektivitdt der Wirksamkeit
gegeniiber den untersuchten Pathogenen. Das Myzelwachstum von P. infestans wurde deut-
lich stirker gehemmt als das Myzelwachstum von B. cinerea. Bei einer Konzentration von
0,01 Prozent des Extraktes aus P. erecta zeigte das Myzelwachstum in makroskopischen Bo-
nituren Wachstumsanomalien, was sich auch durch mikroskopische Untersuchungen bestiti-
gen lieB. Myzel von P. infestans wies im Vergleich zu unbehandelt erhebliche Verédnderungen
der Hyphen in Form von Stauchungen und starker Verzweigung auf. Ahnliche Effekte konn-
ten auch nach der Behandlungen des Myzels von P. infestans mit Aluminiumfosetyl
beobachtet werden (DERCKS, 1984). Derartige charakteristische Hyphenanomalien sind
typisch fiir Fungizide, die primér oder sekundir in die Synthese von Zellwandkomponenten
des Pilzes eingreifen, wie beispielsweise aromatische Kohlenwasserstoff - Fungizide, Phos-
phonate oder Phenylamide (DERCKS, 1984; GROHMANN & HOFFMANN, 1982). JOCHOVA et al.
(1993) berichten, daB3 die Applikation von Benomyl eine Stauchung sowie ein starkes
Verzweigen der Hyphen von Aspergillus nidulans hervorruft. Dies ist nach MORRIS (1986)
auf eine Hemmung der Mikrotubuli zuriickzufiihren. GROHMANN & HOFFMANN (1982)
beobachteten Verdnderungen der Tallusstruktur von Phytophthora- und Pythium- Arten nach
der Applikation von Metalaxyl, was durch eine Beeintrichtigung der Zonierung (apikal,
subapikal und vakuolisiert) der Hyphen hervorgerufen wird. Diese ist vermutlich auf eine
Schadigung der kontraktilen Mikrotubuli in Cytoplasma zuriickzufiihren, die wesentlich an
dem dynamischen Zusammenspiel dieser Zellzonen beteiligt sind. Ahnliche Beobachtungen
des Myzelhabitus wurden auch nach der Applikation von Zuckeranalogen beschrieben von
(EL-GHAOUTH et al. 1995). Behandlungen des Myzels von Botrytis cinerea, Penicillium
expansum und Rhizopus stolonifer mit 2-deoxy-D-glucose (0,1 %) riefen, dhnlich wie in
eigenen Untersuchungen beobachtet, Verdnderungen der Myzelmorphologie hervor. Daf3 die
Behandlung mit Naturstoffen ebenfalls das Myzelwachstum und die Morphologie
beeintrachtigen konnen, beschrieben auch ZAMBONELLI et al. (1996). So bewirkte die Zugabe
von dtherischen Olen aus Thymus vulgaris und Lavandula sp. eine Hemmung des

Myzelwachstums sowie optische Verdanderungen in der Hyphenmorphologie.

117



Diskussion

Ultrastrukturelle Untersuchungen der pilzlichen Hyphen nach einer Extraktapplikation besté-
tigten die lichtmikroskopisch beobachteten Effekte. Hier lieBen sich je nach Erreger deutliche
cytologische Einfliisse auf die Hyphen erkennen. Diese duBlerten sich in einer starken
Vakuolisierung bzw. Degeneration des Cytoplasmas sowie in Verdnderungen an der Zellwand
der Pilze in Form von Verdickungen, Ablosung von Zellwandbereichen und Zellwandneu-
bildungen. Ahnliche Effekte konnten auch durch die Behandlung mit Fungiziden (KURN et al.
1991) und Naturstoffen beobachtet werden (ADAMS, 1996). Behandlungen mit Triadimenol
reduzierten das Myzelwachstum und induzierten die Bildung von Zellwandverdickungen an
den Hyphen eines resistenten sowie eines sensitiven Stamms von Ustilago avenae (HIPPE &
GIESEN, 1987). GROHMANN & HOFFMANN (1982) beobachteten &hnliche Effekt an
Phytophthora - Arten nach einer Behandlung mit Metalaxyl. Die Einfliisse auf die Zellwand
sind vermutlich auf eine untypische Ausrichtung der Mikrotubuli quer zur Léngsachse der
Hyphen zuriickzufiihren, wodurch es zu einer Aufthebung der Unterteilung in die von GROVE
& BRACKER (1970) beschriebenen Zonen kommt. In eigenen Untersuchungen konnten solche
Veranderungen der Mikrotubuliorganisation jedoch nicht beobachtet werden. Morphologische
Veranderungen sind nach EDLICH & LYR (1995) relativ unspezifisch und kénnen durch
verschiedene Wirkmechanismen von Fungiziden hervorgerufen werden. Morphologische
Verianderungen konnten entweder auf einer Hemmung der Proteinsynthese beruhen, oder aber
auf der Dbereits beschriebenen Beeinflussung der Mikrotubuli. Ultrastrukturelle
Verinderungen der Hyphen konnte von ADAMS (1996) nach der Applikation von
Zimtaldehyd gegeniiber Cladosporium herbarum beobachtet werden. Sie fand neben
Zellwandverdickungen und Zellwandneubildungen auch eine gehédufte Ansammlung von
Glykoseeinschliissen, was ihrer Meinung nach auf einer Abwehrreaktion des Pilzes beruht. In
eigenen Untersuchungen wurden dhnliche Ansammlungen in den Zellen nicht festgestellt.
Neben einer verdickten Zellwand konnte in eigenen Experimenten auch eine vermehrte
Vakuolisierung von pilzlichen Strukturen nach der Behandlung mit Naturstoffen festgestellt

werden, was auch BIANCHI (1997) und EL-GHAOUTH et al. (1997) beobachteten.

Neben den bereits beschriebenen cytologischen Verdnderungen der Pilze zeigte sich in
Schnitten des Myzels von B. cinerea ein weiterer Effekt durch die Applikation des Extraktes
aus P. erecta. Aus intakten Zellen wurden neue Hyphen in den zerstdrten Hyphen gebildet.
Dies ist moglicherweise auf einen Schutzmechanismus des Pilzes zuriickzufiihren, da in sol-
chen Zellen die alten Zellwandstrukturen eine Diffusionsbarriere der aktiven Substanzen zu

den neuen Hyphen darstellen konnen. Weiterhin wire aber auch die Nutzung abgestorbener
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Hyphen als Nahrstoffquelle fiir die Neubildung von Pilzstrukturen denkbar, was aufgrund der
starken Vakuolisierung des Cytoplasmas eher wahrscheinlich ist. Moglicherweise sprechen
solche Verdnderungen im pilzlichen Cytoplasma fiir eine Beeintrachtigung der Mitochondri-
enmembran. Untersuchungen zur Wirkungsweise von aromatischen Hydrocarbonen (z.B.
Chloroneb) zeigten, dall diese eine Verdnderung der inneren Mitochondrienmembran be-
wirkten, was nach einer Vakuolisierung der Kernhiille eine Verdickung der Zellwénde nach

sich zog (CASPERSON & LYR, 1982; LYR & CASPERSON, 1982).

Nach SCHWINN & STAUB (1995) wirken die meisten fungiziden Wirkstoffe lediglich fungi-
statisch. Die in den eigenen Untersuchungen gepriiften Pflanzenextrakte aus S. officinalis und
P. erecta zeigten gegenliber P. infestans eine ausgesprochen fungizide Wirksamkeit, die sich
auch in mikroskopischen Beobachtungen bestitigen liel. Gegeniiber den beiden Erregern
B. cinerea und A. solani zeigten hingegen beide Extrakte eine fungistatische Wirkung. Auch
die Beobachtung, dal in abgestorbenen Hyphen von B. cinerea neue Pilzstrukturen gebildet
werden, unterstiitzt diese Aussage. Wirkunterschiede zwischen den Pathogenen lassen sich
auf die unterschiedliche Hyphenstruktur der Erreger zurlickfithren. Wéhrend B. cinerea und
A. solani septierte Hyphen aufweisen, sind die Hyphen von P. infestans nicht septiert. Bei
septierten Hyphen werden nur die Zellen geschédigt, die direkt mit dem Extrakt in Beriihrung
kommen, wihrend bei unseptierten Hyphen die gesamte Hyphe in Mitleidenschaft gezogen
wird. Die von GROVE & BRACKER (1970) beschriebe Zonierung der Hyphen von P. infestans
besteht auf cytoplasmatischer Ebene und stellt somit keinen ausreichenden Schutz gegeniiber

aktiven Substanzen dar.

Aufgrund der sehr guten Wirksamkeit in den Screeningversuchen, ihrer anhaltenden Wirkung
sowie der im Freiland bestdtigten Wirksamkeit wurden im weiteren Verlauf der Untersu-
chungen die Isolierung und Identifizierung der aktiven Inhaltsstoffe aus den Extrakten von P.

erectaund S. officinalis vorgenommen.

Nach FROHNE & JENSEN (1992) und WAGNER (1993) werden fiir die Pflanze Salvia officinalis
als wertbestimmende Inhaltsstoffe die Terpene o,p - Thujon, 1,8 - Cineol, (+) Campher,
Borneol und Borneolacetat sowie bei einigen Spezies Thymol und Cineol angesehen.
AuBerdem kommen Triterpensduren (Ursol- und Oleanolsiure), Gerbstoffe (Rosmarinsédure)
und Flavonoide in S. officinalis vor. MORCK (1997) erwidhnt weiterhin Diterpenoide

(Carnosolsiure) als Inhaltsstoffe dieser Pflanze. Pharmazeutisch wird dem &therischen Ol aus
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den Bléttern von S. officinalis eine antiseptische, fungizide, virostatische und antiphlogisti-

sche Wirkung zugesprochen (WIESENAUER & WIDMAIER, 1991).

Die wertbestimmenden Inhaltsstoffe von Extrakten aus dem Wurzelstock von Potentilla
erecta sind nach FROHNE & JENSEN (1992) vor allem Gerbstoffe, wie sie fiir die Familie der
Rosaceae typisch sind. Als charakteristische Verbindung nennt er das Pseudosaponin Tor-
mentol, bei dem die ebenfalls typische Tormentillsdure mit 2 Mol Glukose verestert ist. Wei-
terhin sind nach WAGNER (1993) neben Tormentillsdure auch Catechingerbstoffe wie Tor-
mentillrot und Tormentillgerbsdure enthalten. Die Ellagséure ist ebenfalls ein Inhaltsstoff, der
in dem Wurzelstock der Pflanze vorkommt. In der Humanmedizin wird den Extrakten aus
Potentilla erecta (Wurzelstock) eine antiallergische, immunstimulierende und interferonin-

duzierende Wirkung zugesprochen (WAGNER, 1993).

Von den beiden Pflanzenextrakten aus S. officinalis und P. erecta ist bisher keine Wirkung
gegeniiber pflanzenpathogenen Pilzen beschrieben worden. HIRSCHFELD & KLINGAUF (1988)
beobachteten lediglich eine repellente Wirkung von Extrakten aus Salvia officinalis gegen-
iiber der kleinen Kohlfliege. Applikationen der Extrakte aus Salvia fructicosa und dem é&theri-
schen Ol dieser Pflanze zeigten in Untersuchungen eine deutliche Reduktion des Myzel-
wachstums von pflanzenpathogenen Pilzen (FARAG et al. 1989a, 1989b; ARGUL & MIVANC,
1989; YEGEN et al. 1992). Nach YEGEN et al. (1992) ist die Wirkung des itherischen Ols
hochstwahrscheinlich auf die beiden Inhaltsstoffe Carvacrol und Thymol zuriickzufiihren.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch von MULLER-RIEBAU et al. (1995, 1997) beschrieben.

Zur Identifizierung wirksamer Substanzen und um mogliche Wirkungen bekannter Inhalts-
stoffe auszuschlieBen, wurden die Inhaltsstoffe der beiden Pflanzenextrakte auf ihr Vorkom-
men im Extrakt sowie ihre Wirksamkeit gegeniiber phytopathogenen Pilzen iiberpriift. Nach
GIBBONS & GRAY (1998) ist die Diinnschichtchromatographie eine schnelle und preiswerte
Methode, um neu isolierte Substanzen mit bereits bekannten Molekiilen zu vergleichen. Ein
gutes Beispiel hierfiir ist die von dem endophytischen Pilz Taxomyces andreanae produzierte
Substanz Taxol. STIERLE et al. (1995) isolierten das pilzliche Taxol, welches mit dem pflanz-
lichen Inhaltsstoff von Taxus brevifolia identisch war. Ein anderes Verfahren zum Vergleich
von Naturstoffen mit bekannten Substanzen ist die Bioautographie (HOMANS & FucHS, 1970;
HoLT, 1975; LEVEN et al. 1979; RIOS et al. 1988; RAHALISON et al. 1991). GULATI et al.

(1998) 1identifizierten drei fungizide Substanzen aus der Zellkultur von Pseudomonas
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chlororaphis und verglichen diese mittels Bioautographie mit bekannten Stoffwechselpro-

dukten von Pseudomonas - Arten.

In eigenen Untersuchungen wurden die oben beschriebenen Inhaltsstoffe des Extrakts aus
S. officinalis mit beiden Methoden untersucht. Dabei stellte sich heraus, dal keines der
bekannten Terpene in dem Extrakt detektiert werden konnte. Aufgrund der Extraktions-
methode und der Extraktionsbedingungen waren die #therischen Ole der Pflanze moglicher-
weise nicht mehr im Extrakt vorhanden. Weiterhin konnte eine Wirksamkeit der untersuchten
Substanzen gegeniiber A. solani nur bei sehr hohen Konzentrationen (20000 ppm a.i.)
festgestellt werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von YEGEN et al (1992)
festgestellt. Hier zeigten die #therischen Ole erst ab einer Konzentration von 40000 ppm eine
Reduktion des Myzewachstums der untersuchten Pathogene. TRIPATHI et al. (1986),
THOMPSON et al. (1987) und KARAPINAR (1990) konnten hingegen eine deutliche Hemmung
des Myzelwachstums von pflanzenpathogenen Pilzen schon ab einer Konzentration von 1500
ppm der Substanzen Thymol und Carvacrol feststellen. Nach HITOKOTO ef al. (1980) 148t sich
der Wirkmechanismus dieser Substanzen auf die Bildung von Charge - Transfer Komplexen
mit der Aminosdure Tryptophan zuriickfiihren, die dem pilzlichen Stoffwechsel dann nicht
mehr zur Verfiigung steht (KURITA et al. 1981). Diese widerspriichlichen Beobachtungen zur
biologischen Wirksamkeit unterschiedlicher Konzentrationen der Substanzen lassen sich auf
unterschiedliche Versuchspathogene sowie auf die abweichenden Untersuchungsmethoden

und Versuchsbedingungen zuriickfiihren.

Neben Terpenen zdhlen auch Flavonoide zu den sekundéren Inhaltsstoffen beider Pflanzen. In
diinnschichtchromatographischen Untersuchungen lieBen sich nur in dem Extrakt aus
S. officinalis Flavonoide detektierten, wovon das Flavonoid Scopoletin aufgrund seines Rf -
Werte eindeutig identifiziert wurde. Flavonoide besitzen sowohl fungizide (CHOWDHURY ef
al. 1974; O’NEILL & MANSFIELD, 1982; WEIDENBORNER & JHA; 1993) als auch antibakteri-
elle Eigenschaften (HEDIN & WAAGE, 1986), und wurden von WEIDENBORNER et al. (1992)
auch erfolgreich zur Konservierung bzw. Bekdmpfung von Aspergillus spp. an Samen ver-
wendet. In eigenen Untersuchungen zeigten vier der 16 untersuchten Flavonoide ab einer
Konzentration von 1000 ppm eine biologische Wirksamkeit gegeniiber A. solani. Hiervon war
das Flavonoid Scopoletin am wenigsten wirksam. Aufgrund dieser hohen Konzentration, ab

der sich eine biologische Aktivitit zeigte sowie der geringen Konzentration von 1 — 3 Prozent
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in der Pflanze (WAGNER & BLADT, 1997) ist dieser Inhaltsstoff nicht fiir die Wirkung der Ex-

traktes verantwortlich.

Organische Sduren besitzen ebenfalls eine antimikrobielle Wirkung und konnten daher auch
fiir die Wirksamkeit von Pflanzenextrakten verantwortlich sein (KABARA & EKLUND, 1991).
Nach Kwok & SHETTY (1998) zeigt die Rosmarinsdure eine antioxidative und antimikrobielle
Wirkung und kann somit auch zum Schutz von Nahrungsmitteln vor pilzlichen Pathogenen
genutzt werden. Rosmarinsiure, die nach WAGNER & BLADT (1997) mit einem Gehalt von 2
bis 3 Prozent in der Pflanze S. officinalis enthalten ist, konnte in den eigenen Versuchen
weder durch diinnschichtchromatographische Untersuchungen detektiert werden, noch zeigte
sie in Biotests gegeniiber A. solani eine biologische Wirksamkeit. Rosmarinsdure scheidet

demnach ebenfalls als wirksamer Inhaltsstoff aus.

Neben den bereits erwdhnten Verwendungsmoglichkeiten eignet sich die Diinnschichtchro-
matographie auch zur einfachen Aufreinigung und ersten Isolierung von Substanzen aus Na-
turstoffextrakten (GIBBONS & GRAY, 1998). Sie bietet die Moglichkeit, aus einem komplexen
Substanzgemisch schnell und mit relativ wenig Aufwand Substanzen bzw. Substanzgemische
zu trennen. Weiterhin kann mit dieser Methode aufgrund der Rf - Werte bei unterschiedlichen
FlieBmitteln eine erste Aussage liber die Polaritdt einzelner Substanzen getroffen werden
(GIBBONS & GRAY, 1998). Untersuchungen von DELLAR ef al. (1994) zeigen, da3 die Bio-
autographie eine erfolgversprechende Methode ist, um aktive Substanzen aus Naturstoffen zu
detektieren. Mit Hilfe der Bioautographie isolierten sie die fungiziden Sesquiterpene Aristo-
len-2-eins und Prostantherol aus Prostanthera - Spezies. Ebenso isolierten HOSTETTMANN &
MARSON (1994) mit dieser Methode eine Reihe von Xanthonen aus Hypericum brasiliense,

welche im Biotest eine Aktivitdt gegeniiber C. cucumerinum zeigten.

Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie und Bioautographie konnten in eigenen Versu-
chen die wirksamem Substanzen des Extrakts aus S. officinalis in Fraktionen isoliert sowie
andere Inhaltsstoffe, die nicht fiir die Wirkung verantwortlich waren, abgetrennt werden.
Weiterhin kann aufgrund der Rf - Werte der Substanzen, die Hemmbanden in der Bioau-
tographie bewirkten, davon ausgegangen werden, daf} es sich bei den wirksamen Substanzen

um polare Molekiile handeln muB.

Mit Hilfe der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) zeigte sich, daB3 die Aufreini-

gung und Fraktionierung des Extrakts mittels Diinnschichtchromatographie zu unterschied-
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lichen Substanzen in den einzelnen Fraktionen gefiihrt hat. Die Wirksamkeit in den einzelnen
isolierten Fraktionen war nur auf wenige Substanzen zuriickzufiihren. Dies ist ein wichtiger
Aspekt fiir eine spitere Verwendung aktiver Inhaltsstoffe als Pflanzenschutzmittel. Die Un-
tersuchungen mit der HPLC zeigten weiterhin, daf keiner der bekannten Inhaltsstoffe mittels
internen Standards in den Fraktionen nachgewiesen werden konnte. Versuche zur weiteren
Isolierung der wirksamen Substanzen in den aufgereinigten Fraktionen erbrachten, dafl in
keiner der préparativ fraktionierten Proben eine Wirkung nachzuweisen war. Eine mogliche
Ursache fiir den Verlust der Wirksamkeit konnte die geringe Probenmenge sein, die fiir eine
Fraktionierung verwendet werden muf3. Andererseits konnte auch eine unzureichende Tren-
nung der Substanzen, bzw. eine verzogerte Freigabe von der Sdule und die damit verbundene
Vermischung der aktiven Inhaltsstoffe liber mehrere Fraktionen, ein Grund fiir die fehlende

Wirkung sein.

Untersuchungen der Fraktionen mittels Gaschromatographie und anschlieBender Massen-
spektrometrie bestitigten zwar den Trennerfolg der Aufreinigung, es lieB sich aber keine der
aktiven Substanzen in den Fraktionen anhand ihrer Massen identifizieren. Auch konnten
keine der bekannten Inhaltsstoffe in den Fraktionen nachgewiesen werden. Eine endgiiltige
Identifizierung der wirksamen Substanzen steht daher noch aus, und miiite in weiterfiihren-
den Untersuchungen unter Verwendung von anderen Bibliotheken, in denen eventuell eine

umfangreichere Sammlung von Massenspektren von Substanzen gespeichert sind, erfolgen.

Eine direkte Applikation von Pflanzenextrakten zur Bekdmpfung von phytopathogenen Pilzen
wiére im organischen Landbau denkbar. Hier hat sich in den letzten Jahren aufgrund von
neuen Gesetzgebungen und dem Verbot von Kupferpriparaten ein starker Handlungsbedarf
zur Bekdmpfung von pilzlichen Pathogenen ergeben. Weiterhin stellen Naturstoffpréparate in
Entwicklungsldndern, in denen synthetische Wirkstoffe aufgrund ihres Preises nicht verwen-
det werden, oder aber keine synthetischen Préparate vorhanden sind, eine géngige Alternative
dar. Das wohl bekannteste Beispiel fiir die Nutzung von Pflanzenextrakten zum Schutz von
Kulturpflanzen in Entwicklungsldndern ist die Verwendung des Extraktes aus dem Neem-
baum (Azadirachta indica). Neben der seit langem bekannten insektiziden und nematiziden
Effekte der Extrakte aus A. indica stellt auch die fungizide Wirksamkeit dieses Naturstoffes
ein erfolgversprechendes Behandlungsmittel dar (JEYARAJAN et al. 1986; LAKSHMANAN ef al.
1990). Hier konnte die Suche nach aktiven Substanzen eine denkbare Alternative sein. Dar-

iber hinaus kann die Isolierung und Identifizierung der aktiven Substanzen aus Pflanzenex-
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trakten zu neuartigen Wirkstoffen fiihren, die synthetisch hergestellt werden konnten. Hier
stellen auch solche Pflanzen eine interessante Quelle fiir Wirkstoffe dar, deren Inhaltsstoffe
bereits aufgrund ihrer Verwendung in der Naturheilkunde bekannt sind, wie beispielsweise
die in eigenen Versuchen verwendeten Extrakte aus S. officinalis und P. erecta. Es wurde
jedoch deutlich, daB3 es sich bei den aktiven Substanzen um andere Wirkstoffe handelt als die

in der Humanmedizin beschriebenen.

Natiirlich vorkommende Stoffe haben den Vorteil, dal sie sozusagen in der Natur bekannt
und daher vollstindig abbaubar sind. Auch mit einer Akkumulation im Boden oder im
Trinkwasser ist nicht zu rechnen (KOWALEWSKI & SCHMITT, 1993). Nach FUGMANN et al.
(1991) sind jedoch nur wenige chemische Substanzen fiir den Menschen so giftig wie Natur-
stoffe. Von 370 als giftig eingestuften Verbindungen waren neben den synthetischen Kampf-
stoffklassen fast die Hélfte der Verbindungen Naturstoffe. Auch die Behauptung, daf3 fiir alle
Naturstoffe schnelle Abbauwege existieren, ist ihrer Meinung nach nicht richtig. So ist ein
Teil der jéhrlichen Pflanzenproduktion relativ schwer abbaubar und hiuft sich langsam zu
Humus- und Torfschichten auf (FUGMANN ef al. 1991). Nach AMES et al. (1990) ist eine
Bioakkumulation von Naturstoffen durchaus denkbar, dhnlich wie es beispielsweise beim
synthetischen Wirkstoff DDT bekannt ist. Naturstoffe aus Kartoffelpflanzen, wie Solanine
und Chaconine, inhibieren Cholinesterasen, sind persistent und zudem teratogen. Aufgrund
dieser Tatsache wurde eine krankheitsresistente Kartoffelsorte mit einem hohen Anteil der
genannten Substanzen in den Blittern wieder vom Markt zuriickgezogen (JESPERS & DE
WAARD, 1993). Aus diesen kontroversen Berichten wird deutlich, dal auch fiir Naturstoff-
préiparate, genauso wie es bei synthetischen Wirkstoffen der Fall ist, eine Zulassung erfolgen
sollte. Hier miiliten Untersuchungen iiber das toxikologische und 6kotoxikologische Potential
der Substanzen sowie ihr Abbauverhalten im Boden abgewogen, und auf ihre Unbedenklich-
keit gepriift werden. Andererseits konnte gerade die chemische Synthese von interessanten
Naturstoffanalogen einen Weg darstellen, um Probleme der Ursprungssubstanz zu beheben.
Hier bietet sich die Moglichkeit, z.B. toxikologisch bedenkliche Substanzen durch die Verén-

derung ihrer Molekiilstruktur zu verbessern.

Die Diskrepanz zwischen der hohen Anzahl bekannter Naturstoffe und der geringen Anzahl
kommerzieller Produkte auf Naturstoffbasis erklirt sich dadurch, dafl Pflanzenmaterial haufig
nicht in ausreichender Menge und meist nicht das ganze Jahr {iber verfligbar ist. Die Menge

und Art an pflanzlichen Inhaltsstoffen kann weiterhin stark von verschiedenen Umweltbe-
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dingungen beeinflult werden. AuBlerdem ist die Isolierung der aktiven Reinsubstanzen in der
Regel betrichtlich teurer als die Herstellung von synthetischen Produkten. Dariiber hinaus ist
die biologische Aktivitdt und Stabilitdt von Naturstoffen im Freiland oft geringer. Bei der
Verwendung von Rohextrakten als Pflanzenschutzmittel kdnnen Probleme bei der Standardi-
sierung und der Toxizitdt auftreten, so dall die geforderten Voraussetzungen fiir eine Regi-
strierung oft schwer, oder gar nicht zu erfiillen sind (KRAUSE, pers. Mitt.). Die hdufig sehr
komplexe Struktur der Molekiile aus Naturstoffen erschwert zudem eine chemische Synthese
(JESPERS & DE WAARD, 1993). Dennoch stellt die Isolierung aktiver Substanzen aus Pflanzen
eine vielversprechende Methode zur Auffindung von Molekiilen da, die aufgrund ihrer neu-

artigen Wirkungsweise bzw. Molekiilstruktur einen Weg zu neuen Leitstrukturen aufzeigen.

Obwohl in der Literatur eine betrdchtliche Anzahl an wirksamen Naturstoffen beschrieben ist
(REIMERS et al. 1993; LATTEN 1994; PASTER et al. 1996), und ein in den letzten Jahren zu-
nehmendes Interesse an Naturstoffen besteht, ist es oft schwierig, auf bestehenden Ergebnis-
sen aufzubauen oder interessante Substanzen in die Praxis zu iiberfiihren. Dies ist meist auf zu
hohe Aufwandmengen, auf unzureichende Charakterisierung der Wirkung, auf nicht unter-
suchte Wirksamkeit in vivo und im Freiland sowie unbekannten toxikologischen Daten der

Substanzen zuriickzufiihren.

In den hier dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, da3 die Untersuchung von
Pflanzenextrakten zu interessanten Rohextrakten fiihrte, die sich in threm Wirkspektrum und
threr Wirkungsweise deutlich unterscheiden. Das Extraktionsverfahren, sowie die Wahl der
Untersuchungsmethode hatten einen entscheidenden Einflu3 auf die Auffindung aktiver Ex-
trakte. Neben einer guten Wirkdauer und Wirksicherheit konnte durch die Applikation der
Extrakte aus S. officinalis und P. erecta auch unter Freilandbedingungen eine deutliche Be-
fallsreduktionen von phytopathogenen Pilzen an Kulturpflanzen erzielt werden. Weiterhin
zeigte sich, da3 die bekannten wertbestimmenden Inhaltsstoffe von S. officinalis nicht fiir die
fungizide Wirkung des Extraktes verantwortlich sind. Neben diesen schon beschriebenen
Substanzen, liegen folglich noch weitere biologisch aktive Molekiile in dem pflanzlichen Ex-
trakt vor, die ihrerseits flir die fungizide Wirksamkeit verantwortlich sind. Aufgrund dieser
Tatsache 14Bt sich ableiten, dall auch ,bekannte‘ Pflanzenarten bzw. deren Inhaltsstoffe eine
erfolgversprechende Quelle fiir neuartige Substanzen darstellen, da sich unter den bereits be-

kannten Substanzen noch weitere biologisch aktive Inhaltsstoffe befinden kdnnen.
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S Zusammenfassung

Pflanzen weisen aufgrund ihres Sekundérstoffwechsels ein aulerordentlich groBes Reservoir

an Molekiilen auf, die zum Schutz von Pflanzen gegeniiber phytopathogenen Pilzen genutzt

werden konnen. Ziel der Arbeit war es, Pflanzenextrakte zu identifizieren, die auf Grund ihrer

fungiziden Wirkung zur Bekdmpfung von pilzlichen Erregern genutzt werden konnen. Von

besonderen Interesse war hierbei neben der Wirksicherheit auch die Uberpriifung der Aktivi-

tdt im Freiland, die Charakterisierung der Wirkungsweise sowie die Isolierung aktiver Sub-

stanzen.

1.

In den Untersuchungen konnte eine Reihe von wirksamen &thanolischen Pflanzenex-
trakten gegeniiber den Pathogenen Alternaria solani, Botrytis cinerea, Phytophthora
infestans, Plasmopara viticola, Uromyces phaseoli und Erysiphe graminis identifiziert
werden. Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der Aktivitdt gegeniiber den verschie-
denen Entwicklungsstadien der Erreger und in Abhingigkeit der Priifmethode. In vitro
bewirkten wesentlich mehr Extrakte eine deutliche Reduktion des Myzelwachstums als in
vivo eine Befallsreduktion an der Pflanze von iiber 80 Prozent. Gegeniiber den
unterschiedlichen Erregern lieB sich eine deutliche Selektivitit der Wirksamkeit der
Extrakte beobachten. Als besonders wirksam gegeniiber Oomyceten und B. cinerea
erwiesen sich Behandlungen mit den Extrakten aus Salvia officinalis und Potentilla

erecta.

In Freilanduntersuchungen konnte die gute Wirksamkeit der Extrakte bestétigt werden.
Applikationen der Extrakte aus S. officinalis und P. erecta bewirkten an Kartoffelpflanzen
auch bei starkem Infektionsdruck eine Reduktion von P. infestans sowie einen deutlichen
Mehrertrag. Durch die Behandlung mit dem Extrakt aus S. officinalis konnte gegeniiber
P. viticola an Weinreben eine dhnliche Wirksamkeit erzielt werden wie mit einer alternie-

renden Behandlung mit konventionellen Fungiziden.

Hervorragende befallsreduzierende Wirkungen lieBen sich nur bei protektiver Applikation
der Pflanzen mit den Extrakten beobachten. Untersuchungen zur Systemizitét der Extrakte
aus S. officinalis und P. erecta zeigten, daB} keine Verlagerung der Wirksamkeit in der
Pflanze zu beobachten war. Durch die Verwendung von Netzmitteln und Linolséure zur
Forderung der Penetration konnte weder die Wirksamkeit noch die Systemizitit der Ex-

trakte beeinfluf3t werden.
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. Neben direkten fungiziden Effekten lieen sich auch resistenzinduzierende Eigenschaften
von Pflanzenextrakten beobachten. Applikationen der Extrakte aus Trigonella foenum-
graecum und Salix spp. zeigten die fiir Resistenzinduktoren typische Abhéngigkeit der
Wirkung von dem Zeitintervall zwischen Behandlung und Infektion mit dem Erreger. Be-
handlungen zwei bzw. fiinf Tage vor der Inokulation bewirkten in den Wirt-Pathogen-
Modellen P. infestans an Tomate und P. viticola an Weinrebe deutlich hohere Befallsre-
duktionen als Applikationen vier Stunden vor der Inokulation mit den Erregern. Im Wirt-

Pathogen-Modell B. cinerea an Paprika konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden.

. Untersuchungen zum EinfluB3 der Extrakte aus S. officinalis und P. erecta auf unter-
schiedliche Entwicklungsstadien pilzlicher Erreger lieen unterschiedliche Wirkungswei-
sen erkennen. Wéhrend der Extrakt aus S. officinalis Schlupf, Beweglichkeit und Kei-
mung der Zoosporen von Oomyceten stark reduzierte, bewirkten Behandlungen mit dem
Extrakt aus P. erecta eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums von P. infestans und
P. viticola. Gegeniiber Botrytis cinerea lieB3 sich bei keinem der Extrakte ein Einflu} auf
die Sporenkeimung beobachten. Das Myzelwachstum des Erregers wurde hingegen von

beiden Extrakten deutlich beeinfluf3t.

In mikroskopische Untersuchungen wurde der EinfluB3 des Extrakts aus P. erecta auf das
Myzel von P. infestans ndher untersucht. Behandlungen ab einer Konzentration von 0,05

Prozent bewirkten eine deutliche Stauchung sowie eine starke Verzweigung des Myzels.

Elektronenmikroskopische Bilder verdeutlichten, da3 Applikationen des Extraktes aus
P. erecta starke Verdnderungen an den Zellen von unterschiedlichen Pathogenen
hervorrufen. An Hyphen von P. infestans lielen sich bereits ab Konzentrationen von 0,01
Prozent neben einer starken Vakuolisierung des Cytoplasmas auch deutliche
Degenerationserscheinungen der Zellen beobachten. Dies filihrte in einigen Fallen zu
einem vollstindigen Absterben der Hyphen. An den Hyphen von A. solani und B. cinerea
verursachte der Extrakt eine starke Vakuolisierung des Cytoplasmas sowie
Zellwandverdickungen und -ablésungen. Daneben zeigte sich bei B. cinerea, daB3 in
abgestorbenen Zellen neue Pilzstrukturen gebildet werden. Dies verdeutlicht, dal es sich

bei dem Einflul des Extraktes aus P. erecta um eine fungistatische Wirkung handelt.

. Untersuchungen zur Optimierung des Extraktionsverfahrens zeigten, dafl die Extraktion

bei 60 °C unter Verwendung von 70 %-igem Athanol als Losungsmittel die hochste
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10.

Die

Ausbeute an wirksamen Inhaltsstoffen ergab. Extrakte aus Cinnamomum camphora, die
bei Temperaturen von 90 °C oder in der Soxhlet - Apparatur extrahiert wurden, wiesen
eine deutlich geringere Wirksamkeit auf, als die die bei niedrigeren Temperaturen im

Wasserbad extrahiert waren.

Die Uberpriifung bekannter Inhaltsstoffe von S. officinalis auf ihr Vorkommen im Extrakt
sowie ihre Wirksamkeit gegeniiber phytopathogenen Pilzen ergab, dafl keine dieser Sub-
stanzen fiir die Wirksamkeit des Extrakts verantwortlich war. Dies verdeutlicht, dafl neben
den bekannten Inhaltsstoffen noch weitere Substanzen in dem Extrakt vorliegen, die fiir

die gute Wirksamkeit gegeniiber pilzlichen Erregern verantwortlich sind.

Zur Isolierung der wirksamen Inhaltsstoffe erfolgte eine Diinnschichtchromatographie des
Extrakts mit anschlieBender Bioautographie. Dabei konnten drei aktive Bereiche identifi-
ziert werden. Anschlieende analytische Untersuchungen mittels HPLC und GC - MS be-
stitigten, dall es sich bei den drei isolierten Bereichen um unterschiedliche Substanz-
mischungen handelt. Weiterhin zeigte sich, dafl die Anzahl der Substanzen in den Frak-
tionen unterschiedlich war. Eine Identifizierung der aktiven Substanzen konnte weder an-
hand ihrer UV - Spektren noch aufgrund ihrer Massenspektren durchgefiihrt werden. Den-
noch zeigte sich auch in diesen Untersuchungen, daf3 es sich bei den aktiven Substanzen

um bisher noch nicht beschriebene Inhaltsstoffe handelt.

vorliegenden Untersuchungen bestdtigen das Potential von Pflanzenextrakten zur Auf-

findung von aktiven Substanzen. Pflanzliche Metabolite konnten einerseits als Leitstrukturen

fur

neuartige fungizide Wirkstoffe, andererseits aber auch als Resistenzinduktoren genutzt

werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal auch in bereits untersuchten Pflanzen Sub-

stanzen vorkommen konnen, die bisher noch nicht auf ihre Eignung als Pflanzenschutzmittel

bewertet wurden.
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KURZFASSUNG

Isolierung und Charakterisierung von Pflanzeninhaltsstoffen mit fungizider Wirkung

Peter Blaeser
Obwohl Pflanzen aufgrund ihres Sekundérstoffwechsels ein aulerordentlich reiches Reservoir
an Molekiilen bieten, stellen sie eine noch weitgehend ungenutzte Quelle fiir Wirkstoffe dar.
Pflanzliche Metabolite konnten einerseits als Leitstrukturen fiir neuartige fungizide Wirk-
stoffe dienen oder aber als Naturstoff im organischen Landbau eingesetzt werden.
Da es bis heute ausschlieBlich pflanzliche Inhaltsstoffe mit insektizider Wirkung sind, die in
der Praxis eingesetzt werden, war es Ziel dieser Arbeit, Naturstoffe aus Pflanzen mit fungizi-
der Wirkung zu isolieren und deren Wirkung zu charakterisieren.
Untersucht wurde die Wirksamkeit von Extrakten aus mehr als 30 verschiedenen Pflanzen-
arten in vitro und in vivo gegeniiber perthotrophen und biotrophen Pathogenen. Hierzu wur-
den ethanolische Blatt- und Wurzelextrakte hergestellt und deren Wirkung gegeniiber den
Pathogenen Alternaria solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, Plasmopara viticola,
Uromyces phaseoli und Erysiphe graminis erfafit. Es wurden Pflanzenextrakte gefunden, die
sowohl in vitro als auch in vivo gegeniiber phytopathogenen Pilzen wirksam waren. In Ge-
wichshaus- und Freilandversuchen konnte durch die protektive Applikation der Extrakte aus
Salvia officinalis und Potentilla erecta eine deutliche Befallsreduktion gegeniiber Oomyceten
erzielt werden. In einigen Féllen erreichte die Wirksamkeit der Extrakte die von kon-
ventionellen Vergleichsfungiziden.
Untersuchungen zum Einflu3 der Extrakte aus S. officinalis und P. erecta auf verschiedene
Entwicklungsstadien pilzlicher Erreger lieBen unterschiedliche Wirkungsweisen erkennen.
Wihrend der Extrakt aus S. officinalis den Schlupf, Beweglichkeit und Keimung der Zoospo-
ren von Oomyceten stark reduzierte, bewirkten Behandlungen mit dem Extrakt aus P. erecta
eine deutliche Hemmung des Myzelwachstums von P. infestans und P. viticola. Gegeniiber
B. cinerea liel} sich bei keinem der Extrakte ein EinfluB3 auf die Sporenkeimung beobachten.
Das Myzelwachstum des Erregers wurde hingegen von beiden Extrakten deutlich beeinfluft.
Extrakte aus P. erecta verursachten deutliche Verdnderungen an den Hyphen von P. infestans,
A. solani und B. cinerea. So konnte eine starke Vakuolisierung des Cytoplasmas, Zellwand-
verdickungen und —ablésungen beobachtet werden.
Die Uberpriifung bisher bekannter Inhaltsstoffe von S. officinalis auf ihr Vorkommen im Ex-
trakt sowie deren Wirksamkeit gegeniiber phytopathogenen Pilzen ergab, dal3 keine dieser
Substanzen fiir die Wirksamkeit des Extrakts verantwortlich sein kann. Diinnschichtchroma-
tographische Untersuchungen zur Isolierung der wirksamen Inhaltsstoffe des Extraktes lieBen
drei aktive Fraktionen erkennen. HPLC und GC-MS bestitigten, da3 es sich bei den drei iso-

lierten Fraktionen um Gemische mit jeweils unterschiedlichen Substanzen handelt.



