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DESCRIPCION
Preparacion liquida para proteccion biolégica de plantas, procedimiento para su produccion y uso de la misma

La invencion se refiere a una preparacion liquida almacenable para la proteccion bioldgica de plantas compuesta por
una suspension soluble en agua, que comprende esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios
de un hongo o una mezcla de los mismos y un trisiloxano modificado con poliéter, a procedimientos de produccion
de la misma y al uso de la misma. El area de aplicacion es agricultura y silvicultura, incluyendo horticultura y
pomicultura y también el cultivo de plantas ornamentales y el establecimiento y mantenimiento de céspedes. A este
respecto, el objetivo de la invencion es, en particular, la proteccion biologica de plantas, el fortalecimiento biolégico
de plantas y la mejora bioldgica del terreno. El uso de preparaciones basadas en hongos microscopicos u otros
microorganismos permite la proteccion bioldgica de plantas y, asi, el control preventivo o curativo de organismos
causantes de enfermedades y organismos perjudiciales sobre la base de mecanismos de accién ecolégicos dirigidos
contra dichos organismos causantes de enfermedades y perjudiciales. Otros microorganismos, tales como
Trichoderma spp., Pythium oligandrum, Bacillus spp., Pseudomonas spp. y Streptomyces spp., son capaces de
causar reacciones en las plantas que conducen a resistencia incrementada contra organismos causantes de
enfermedades u otros factores de estrés, tales como sequedad, suministro pobre de nutrientes, niveles de pH
desfavorables o alto contenido en sal en el terreno.

Otros microorganismos adicionales tales como Trichoderma spp., Penicillium bilaii, Azotobacter spp., Azotomonas
spp., Azospirillum spp. y Rhizobium spp., conducen a una mejora en la disponibilidad de nutrientes en el terreno o
directamente en la raiz de la planta.

Tales preparaciones son respetuosas con el medio ambiente y hacen uso de mecanismos reguladores naturales que
se han desarrollado en la naturaleza durante el curso de la evolucion. La bibliografia divulga diversas formulaciones
0 preparaciones en las que microorganismos fungicos constituyen agentes de proteccidon bioldgica, agentes de
fortalecimiento de plantas bioldgicos y fertilizantes biolégicos. Por poner un caso, los microorganismos estan
formulados en forma de, por ejemplo, granulos dispersables en agua (WG), polvos dispersables en agua (WP),
dispersiones en aceite (OD) o concentrados en suspension (SC) (Anénimo, 2005).

La formulacion tiene que asegurar que los productos tienen un buen periodo util de almacenamiento. Esto significa
que los microorganismos deben ser capaces de retener su vitalidad durante tanto como sea posible incluso a
temperaturas altas.

Los productos deben tener buena solubilidad/capacidad de dispersion en agua, de tal modo que se pueda llevar a
cabo el uso por medio de aplicacion de pulverizacion o con la ayuda del sistema de irrigacion y los microorganismos
(por ejemplo, esporas fungicas o células bacterianas) pueden distribuirse bien en el terreno, bien sobre la planta o
bien sobre un organismo perjudicial. En este sentido, es particularmente importante que los microorganismos no
estén aglutinados conjuntamente en agregados en la suspension acuosa que se va a usar, sino que en lugar de ello
deberian aparecer individualmente (por ejemplo, esporas fungicas o células bacterianas nadando por separado unas
de otras en una suspension). Si se dan agregados en la suspension acuosa que se va a usar, esto puede conducir a
atasco de las boquillas del pulverizador de proteccion de plantas o que la distribucion de la sustancia bioldgica activa
en el terreno, sobre la planta o sobre el organismo perjudicial sea no homogénea, afectando adversamente la accién
del producto.

Particularmente, los microorganismos que necesitan ser regados en el terreno para el desarrollo completo de su
accion (por ejemplo, para controlar nematodos, insectos del terreno u organismos perforadores del terreno-
causantes de enfermedades) pierden su accién, dado que ellos ya se han eliminado por filtracion en las capas del
terreno superiores si estan presentes en la suspension de uso agregados relativamente grandes.

Diversos microorganismos u érganos de microorganismos, mas particularmente conidios fungicos de los géneros
Beauveria, Isaria, Nomuraea, Metarhizium, Paecilomyces y Penicillium, son repelentes de agua. En algunos casos,
esta propiedad de los microorganismos adicionalmente obstaculiza su uso. Estos pueden suspenderse mal en agua,
distribuirse mal sobre la superficie de plantas o insectos perjudiciales y ser regados en el terreno con dificultad. La
desventaja de algunos polvos dispersables en agua es que el drenaje de polvos durante su uso puede evitarse
solamente con dificultad y asi puede tener lugar contaminacion del usuario o del ambiente. Debido a su formulacion,
muchas preparaciones biolégicas contienen solamente una pequefa cantidad de su agente activo. Por ejemplo, hay
preparaciones que contienen solamente 1 x 107 o 1 x 108 conidios fungicos vivos por gramo. En el caso de una
cantidad de aplicacion minima que se requiere para una buena accién y que es en muchos casos 1 x 10" 0 1 x 102
y mas conidios fungicos por hectarea, la concentracion de sustancia activa pequefia en las preparaciones da lugar a
costes altos (costes relativos a elaboracion, almacenamiento, transporte y uso).

Los microorganismos vivos difieren de las sustancias activas sintetizadas quimicamente con respecto a, entre otras
cosas, periodo util de almacenamiento, dado que no son estables en los disolventes convencionales usados. Si
estan expuestos a condiciones desfavorables, pierden su capacidad de germinaciéon y mueren. Esto tiene lugar en
almacenamiento prolongado, durante incubaciéon a temperaturas relativamente altas, tras entrar en contacto con
sustancias quimicas y similares.
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Moore y col. (Biocontrol Science and Technology 1995, pag. 193-199) describen el almacenamiento de conidios de
Metarhizium en aceite mineral y en distintos aceites vegetales. La estabilidad en almacenamiento varia con la
naturaleza del aceite y se puede influir en la misma, gracias a la presencia de antioxidantes, tanto de forma positiva
como negativa. Es por lo tanto un objeto de la invencion desarrollar una preparacion liquida almacenable que
contenga esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un hongo o mezclas de los mismos.
Sera almacenable durante un periodo prolongado (al menos 12 meses) con esfuerzo técnico pequefio y con
mantenimiento de su vitalidad y agresividad a una temperatura relativamente alta. Ademas, sera facilmente
suspendible en agua y facilmente distribuible sobre la planta, el organismo objetivo o el terreno. La preparacion
liquida estara también altamente concentrada.

La invencién se realiza de acuerdo con las reivindicaciones 1, 3, 13 y 15. Otros disefios, aspectos y detalles
ventajosos de la invencion se divulgan por las reivindicaciones dependientes, la descripcion y los ejemplos.

El punto de partida de la invencion es el hallazgo sorprendente de que la mezcla de microorganismos vivos o sus
organos en trisiloxano modificado con poliéter conduce a una preparacion liquida tal. Se ha encontrado
adicionalmente que, sorprendentemente, microorganismos vivos mezclados en, es decir, suspendidos en, trisiloxano
modificado con poliéter mantienen su vitalidad. Se ha encontrado adicionalmente que es particularmente
sorprendente que los microorganismos vivos mantengan su vitalidad durante el almacenamiento durante 12 meses.
Fue excepcionalmente sorprendente el hecho de que las esporas fungicas se pueden suspender en ftrisiloxano
modificado con poliéter al 100 % de concentracion como un resultado sin secar aparte. Incluso mas sorprendente
fue el hecho de que la duracién en almacenamiento de las esporas se mejora realmente por la suspension en un
trisiloxano modificado con poliéter.

La suspension de esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un hongo o una mezcla de
los mismos en trisiloxano modificado con poliéter produce un concentrado de dispersion (DC). A este respecto, la
preparacion liquida de acuerdo con la invencidon se caracteriza por una suspension que consiste en esporas
fungicas, conidios fungicos, clamidosporas, esclerocios y ftrisiloxano modificado con poliéter. La invencion es
ventajosa porque la vida en almacenamiento del agente bioldgico de proteccion de plantas esta mejorada de forma
decisiva con respecto a los productos de la técnica anterior. La invencion es ventajosa también porque los
microorganismos repelentes de agua o partes de los mismos pueden suspenderse de forma sustancialmente mas
efectiva en trisiloxano modificado con poliéter puro que en agua y asi, en contraste con las soluciones acuosas, no
tiene lugar acumulacion de los microorganismos. Si se lleva a cabo disolucién/suspension del producto en agua para
uso, estas propiedades permanecen conservadas y asi los microorganismos u 6rganos de los microorganismos
pueden distribuirse uniformemente en las plantas o en el terreno. Una ventaja adicional de la invencién es que los
microorganismos, o las partes de los mismos, suspendidos en trisiloxano modificado con poliéter se pueden mezclar
bien con agua y asi se pueden obtener diversas concentraciones de uso.

Se conoce a partir de la bibliografia que, por ejemplo, las esporas fungicas en las suspensiones acuosas se usan
con el uso de trisiloxano modificado con poliéter, segun esta contenido en los productos Silwet o Break-Thru por
ejemplo (Akbar y cols., 2005; Gatarayiha y cols., 2010; Legaspi y cols., 2000; Wekesa y cols., 2005). Aqui, sin
embargo, el trisiloxano modificado con poliéter se mezcla solamente en el agua de la suspension acuosa de conidios
inmediatamente antes del uso de los conidios con el fin de mejorar la aplicabilidad de los conidios. El trisiloxano
modificado con poliéter sirve asi meramente como un agente humectante y/o agente adhesivo. El uso de
tensioactivos no iénicos se menciona también en el documento DE102004011007, pero solamente en el contexto de
una formulacion basada en aceite y no como tensioactivos puros. Los trisiloxanos modificados con poliéter en forma
de tensioactivos no idnicos se usan en agentes de proteccion de plantas, aunque para suspender sustancias activas
sintetizadas quimicamente (documentos DE10036003A1, US6117816A). Sin embargo, se desconoce hasta ahora
que microorganismos o sus 6rganos se pueden formular en un trisiloxano modificado con poliéter puro y almacenar
en un estado vital durante un periodo prolongado. Ademas, se desconoce hasta ahora un agente biolégico de
proteccion de plantas que consista en una formulacion de microorganismos vivos como agente activo en un
trisiloxano modificado con poliéter puro.

La invencion proporciona en particular una preparacion liquida almacenable para proteccion de plantas biologica que
comprende una suspension que consiste en esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un
hongo o una mezcla de los mismos y un trisiloxano modificado con poliéter.

A este respecto, es preferible para las esporas flngicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un hongo
o una mezcla de los mismos en la preparacion liquida de acuerdo con la invenciéon tener una accién antagonista y/o
hiperparasitica dirigida contra organismos particulares que causan enfermedades en plantas. Es adicionalmente
preferible para las esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un hongo o una mezcla de
los mismos en la preparacion liquida de acuerdo con la invencion tener una acciéon que induzca resistencia y/o
tolerancia a estrés que se manifieste por si misma en plantas o en una accién que incremente la disponibilidad de
nutrientes.

Se usan los 6rganos de hongos, esto de acuerdo con la invencion pueden ser esporas, conidios, clamidosporas,
esclerocios o una mezcla de dichos 6rganos. A este respecto, se prefiere particularmente el uso de los siguientes
hongos que tienen accién antagonista contra organismos particulares que causan enfermedades en plantas:
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Ampelomyces quisqualis
Beauveria bassiana
Beauveria brongniartii
Clonostachys rosea
Coniothyrium minitans
Gliocladium catenulatum
Isaria spp.

Laetisaria arvalis
Lecanicillium lecanii
Lecanicillium muscarium
Metarhizium anisopliae
Nomuraea rileyi
Paecilomyces lilacinus
Phoma macrostoma
Pythium oligandrum
Talaromyces flavus
Teratosperma oligociadum
Trichoderma spp.
Verticillium biguttafum

Se usan preferentemente como hongos que mejoran la disponibilidad de nutrientes en el terreno y/o incrementan la
resistencia de plantas a factores de estrés (incluyendo organismos causantes de enfermedades y organismos
perjudiciales):

Penicillium bilaii, Trichoderma spp. y todas las especies que pueden clasificarse en el grupo de hongos
micorrizales.

Es adicionalmente preferida de acuerdo con la invencién una preparacion liquida en la que la sustancia
microbioldgica activa es una mezcla de los 6rganos fungicos ya mencionados o una mezcla, en cada caso, de dos
de estos microorganismos. La preparacion liquida de acuerdo con la invencion se produce como sigue:

El microorganismo biolégicamente activo se cultiva en un medio de cultivo adecuado para este propédsito de
acuerdo con procedimientos conocidos por si mismos, por ejemplo fermentacién sumergida o fermentacion en
estado solido. Tras cultivar, el microorganismo o sus 6rganos usados preferentemente se separan del sustrato de
cultivo. En una variante particular, el sustrato de cultivo cubierto por el microorganismo (especialmente cuando
se usan sustratos de cultivo sdélidos) se seca por adelantado. Alternativamente, el microorganismo o sus érganos
preferentemente usados se pueden secar, por ejemplo con la ayuda de secado por congelacion, después de su
separacion del sustrato de cultivo. Después de la separacion y secado opcional, el microorganismo o sus
organos preferentemente usados se suspenden en un trisiloxano modificado por poliéter. El trisiloxano se ha
modificado preferentemente con

éter n-butilico de propilenglicol (PnB), N.° de CAS 29387-86-8 (5131-66-8)
éter n-butilico de dipropilenglicol (DPnB), N.° de CAS 29911-28-2 (35884-42-5)
acetato de éter metilico de dipropilenglicol (DPMA), N.° de CAS 88917-22-0
éter metilico de tripropilenglicol (TPM), N.° de CAS 25498-49-1 y 20324-33-8
éter metilico de propilenglicol (PM), N.° de CAS 107-98-2

acetato de éter metilico de propilenglicol (PMA), N.° de CAS 108-65-6

éter metilico de dipropilenglicol (DPM), N.° de CAS 34590-94-8

éter monomietilico de tripropilenglicol.

Se da preferencia particular al trisiloxano modificado con poliéter Break-Thru y se da preferencia muy particular al
trisiloxano modificado con poliéter S240, N.° de CAS 134180-76-0, con el nombre quimico oxirano, metil-, polimero
con oxirano, éter de mono(3-(1,3,3,3-tetrametil-1-((trimetilsilil)oxi)disiloxanil )propilo).

Antes de la separacion del microorganismo o sus 6rganos usados preferentemente, el cultivo esta opcionalmente
seguido por procesamiento del sustrato de cultivo recubierto por medio de un procedimiento de dispersion apropiado
0, después de secar, por medio de un procedimiento de molienda apropiado. La separacion del microorganismo o
sus organos usados preferentemente se logra después subsiguientemente por procedimientos conocidos por si
mismos, tales como procedimientos de tamizado, filtracion, clasificacion por aire, decantacion o centrifugacion.

De acuerdo con la invencion, la preparacion liquida se usa como un agente biolégico de proteccion de plantas, como
un agente de fortalecimiento de plantas biolégico o como un agente mejorador del terreno bioldgico y si es necesario
se diluye con agua a la concentracion de uso dependiendo del uso deseado. La preparacion se puede mezclar o
regar en el terreno, se puede aplicar directamente a las plantas, o se puede usar para tratamiento de semillas.

Por ejemplo, la preparacion se puede usar con los conidios de Paecilomyces lilacinus como agente activo para el
control biolégico de nematodos parasitos de plantas. En el caso de uso de esporas de Talaromyces flavus, la
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preparacion se puede usar para controlar Verticillium dahliae, un organismo causante de enfermedad que da lugar a
pudricidon econdmicamente significativa en algodén. En el caso de uso de esporas de Nomuraea rileyi, la preparacion
se puede usar para controlar las orugas de diversas especies de mariposas perjudiciales, tales como Helicoverpa
armigera y Spodoptera exigua. El uso de la preparacion con el uso de los conidios de Penicillium bilaii incrementa la
disponibilidad de fésforo mineral en el terreno. La preparacioén liquida de acuerdo con la invencién tiene una duraciéon
en almacenamiento larga a temperatura ambiente y es completamente soluble en agua, con el agente microbiano
activo que esta suspendido en la solucion de agualtrisiloxano modificado con poliéter. Por ejemplo, después de
almacenamiento de doce meses de la preparacién a temperatura ambiente, aun fue posible determinar vitalidad al
92,3 % de los conidios de P. lilacinus. La accién de la preparacion fue aun suficiente para reducir distintivamente la
poblacion del nematodo Meloidogyne incognita en el terreno. Por esta razon, la preparacion es altamente adecuada
para uso comercial. La preparacion se almacena y transporta en ausencia de aire en botellas, bolsas, botes o
bidones que se han sellado herméticamente. La aplicacién es simple debido a la buena solubilidad en agua de la
preparacion y a la buena suspendibilidad asociada del microorganismo o de sus érganos preferentemente usados en
el liquido de pulverizacion y se puede llevar a cabo por medio de procedimientos de pulverizaciéon o por inyeccion
dentro del sistema de irrigacion, asegurando la distribucion uniforme del agente activo en el terreno, sobre la planta
o sobre los organismos perjudiciales a controlarse. En resumen, se determina que la preparacion de acuerdo con la
invencion es notable para almacenamiento facilmente manejable a temperatura ambiente, transporte libre de
problemas, elaboracion simple y uso.

La invencion se dilucidara ahora mas particularmente usando realizaciones ejemplares.
Ejemplo 1

El hongo Paecilomyces lilacinus se cultivd en un sustrato soélido adecuado en condiciones axénicas. Después de
cultivar, el sustrato de cultivo con los conidios fungicos situados sobre el mismo se seco.

Los conidios se separaron después del sustrato de cultivo seco con la ayuda de un procedimiento de clasificacion
por aire y de filtracion. En este momento, contenian humedad residual del 8,3 %. 80 g del polvo de conidios seco,
que tenia una concentracion de 2,8 x 10'"! conidios por gramo, se suspendieron en 100 ml de trisiloxano modificado
con poliéter, preparacion comercial Break-Thru S240. La preparacion liquida resultante contenia 1,41 x 10" conidios
por mililitro y 1,37 x 10" conidios vivos por mililitro. Esto corresponde a una concentracion de conidios vivos en la
preparacion liquida del 97,24 %.

La preparacion liquida se incubd a temperatura ambiente (20-22 °C) y la capacidad de germinacion de los conidios
de Paecilomyces lilacinus se determind mensualmente. Para investigar la capacidad de germinacion, se tomaron
muestras regularmente, se mezclaron con agua en una proporcion de 1:10000, se incubaron durante 5 horas en esta
mezcla y se dispersaron en 0,1 ml en un medio de cultivo de agar adecuado. Las placas de agar se incubaron
después a 25 °C durante 24 horas y después se examinaron en un microscopio. En este examen, el nimero de
conidios germinados, que son claramente identificables por la formacion de un tubo germinal, se determind y se
relacion6 con el nimero de conidios no germinados. Los resultados de los recuentos se muestran en la tabla a
continuacion.

Tabla 1: Duracién en almacenamiento de la formulacion liquida de acuerdo con la invencién de los
conidios de Paecilomyces lilacinus

Tiempo de almacenamiento Conidios germinados (%)
4 semanas 97,2
2 meses 97,4
3 meses 95,4
4 meses 95,8
5 meses 95,1
6 meses 94 .1
7 meses 94,7
8 meses 93,0
9 meses 94 .1
10 meses 93,5
11 meses 92,8
12 meses 92,3
Ejemplo 2

Se usO una prueba en maceta para investigar la accion de una preparacion liquida producida sobre la base de
Paecilomyces lilacinus sobre la poblacién del nematodo nodulador de las raices (Metoidogyne incognita) en el
terreno y también sobre los sintomas causados por el nematodo en raices de tomates.

Se us6 una preparacion liquida, como en el ejemplo 1, que contenia exactamente 1 x 10" conidios fungicos vivos
por mililitro. Las macetas se cargaron cada una con 1000 ml de terreno y se inocularon cada una con 5000 huevos y
larvas de Metoidogyne ingognita. Para este fin, se hicieron agujeros por presion en el terreno y la suspension de
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nematodos se afiadid con pipeta en los agujeros. La preparacion liquida se aplico en el dia siguiente a la
inoculacion. Para este fin, se mezclaron 10 mililitros de la preparacion liquida en 10 litros de agua. A partir de la
suspension de conidios resultante, se administraron 10 ml a cada maceta. Después de esto, se regaron las macetas
hasta que se saturé el terreno. La cantidad aplicada usada corresponde a una cantidad de preparacion liquida de
0,01 ml por maceta o a una concentracion de conidios de 1 x 10° conidios por maceta.

7 dias después del tratamiento, se plantaron las plantas de tomate de aproximadamente 15 cm de altura en las
macetas. El tratamiento se repitié un total de 3 veces, primeramente 3 semanas después de plantar y después cada
4 semanas. La evaluacion de la prueba se llevé a cabo 14 semanas después de plantar (3 semanas después de la
Ultima aplicacion). Como control, se puso a prueba en paralelo una variante no tratada. Ambas variantes, tratada y
no tratada, se evaluaron usando 8 replicados. El resultado de la prueba se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Efecto de una preparacion liquida que consiste en los conidios de Paecilomyces lilacinus suspendida en el
trisiloxano modificado con poliéter (Break-Thru S 240) sobre la propagacion de Meloidogyne incognita y sobre los
sintomas causados por nematodos sobre las raices.

Numero de masas de huevos | Sintomas de acuerdo con un
de M. incognita por raiz esquema de puntuacion desde
0 hasta 10*
Macetas tratadas con la | 49 1,2
preparacion liquida
Macetas no tratadas 355 53
(*) Esquema de puntuacion: 0 = ningun sintoma, 10 = plantas muertas

Ejemplo 3

El hongo Nomuraea rileyi se cultivd en un sustrato solido adecuado en condiciones axénicas. Después de cultivar, el
sustrato de cultivo con los conidios fungicos situados sobre el mismo se seco.

Los conidios se separaron después del sustrato de cultivo seco con la ayuda de un procedimiento de clasificacion
por aire y de filtracion. En este momento, contenian humedad residual del 9,2 %. 7 g del polvo de conidios seco, que
tenia una concentracion de 8,03 x 10'° conidios por gramo, se suspendieron en 100 ml con trisiloxano modificado
con éter n-butilico de propilenglicol. La preparacion liquida resultante contenia 5,62 x 10° conidios por mililitro y 5,19
x 10° conidios vivos por mililitro. Esto corresponde a una concentracion de conidios vivos en la preparacion liquida
del 92,35 %.

La preparacion liquida se incubd a temperatura ambiente (20-22 °C) y la capacidad de germinacion de los conidios
de Nomuraea rileyi se determind mensualmente. Investigando la capacidad de germinacién, se tomaron muestras
regularmente, se mezclaron con agua en una proporcion de 1:2000, se incubaron durante 5 horas en esta mezcla 'y
se dispersaron en 0,1 ml en un medio de cultivo de agar adecuado. Las placas de agar se incubaron después a 25
°C durante 40 horas y después se examinaron en un microscopio. En este examen, el ndmero de conidios
germinados, que son claramente identificables por la formacion de un tubo germinal, se determind y se relacion6 con
el nimero de conidios no germinados. Los resultados de los recuentos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Estabilidad en almacenamiento de la formulacién liquida de acuerdo con la invencién de los
conidios de Nomurea rileyi

Tiempo de almacenamiento Conidios germinados (%)
4 semanas 91,3
2 meses 91,5
3 meses 90,3
4 meses 88,8
5 meses 89,5
6 meses 88,1
7 meses 87,1
8 meses 85,3
9 meses 85,9
10 meses 86,7
11 meses 84,0
12 meses 85,2
Ejemplo 4

En una prueba de laboratorio, larvas de Spodoptera exigua que tienen una dieta compuesta especificamente se
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guardaron en vasos de Plexiglas pequefios (base: 174 mm?) a una humedad del aire relativa del 75 % y a una
temperatura de 26 °C +/— 2 °C. 5 dias después de la eclosion (22 fase larvaria), las larvas se trataron con el producto
de esporas de acuerdo con la invencién. Para este fin, se usé una preparacion liquida conteniendo exactamente 5 x
10° conidios fungicos vivos por mililitro en trisiloxano modificado con éter metilico de tripropilenglicol. Produciendo la
suspension de pulverizacion, se mezclaron 10 ml o 2 ml de dicha preparacion liquida en 4 | de agua. A partir de la
suspension de esporas resultante, se pulverizaron 4 ml sobre un area de 100 cm?. Esto corresponde a una cantidad
de aplicacién de liquido de pulverizacién de 1000 ml o 200 ml de la preparacion liquida por hectarea mezclada en,
en ambos casos, 400 litros de agua por hectarea. Los vasos pequefios en los que las larvas se incubaron se
situaron, en el momento de la aplicaciéon, en el area sobre la que se aplicé la pulverizacion. La evaluacion de la
prueba se llevé a cabo 1, 3 y 7 dias después del tratamiento determinando el ndmero de larvas muertas y
determinando el grado de mortalidad. En general, se pusieron a prueba 10 larvas por vaso y 3 vasos por variante de
prueba.

Tabla 4: Mortalidad de las larvas de Spodoptera exigua después de tratamiento con una preparacion liquida disuelta
en agua que consiste en los conidios del hongo Nomuraea rileyi suspendidos en trisoloxano modificado con éter
metilico de tripropilenglicol.

Tratamiento Cantidad de | Mortalidad Mortalidad Mortalidad
aplicacion después de 1 dia | después de 3 dias | después de 7 dias

Variante no tratada 0 0,00 % 0,00 % 9,37 %

Preparacion liquida | 200 ml/ha 25,00 % 90,62 % 100,00 %

conteniendo los conidios de
Nomurea rileyi

Preparacion liquida | 1000 ml/ha 68,00 % 100,00 % 100,00 %
conteniendo los conidios de
Nomurea rileyi
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion liquida almacenable para la proteccion bioldégica de plantas, compuesta por una suspension
soluble en agua, que comprende esporas fungicas, conidios fungicos, clamidosporas o esclerocios de un hongo o
una mezcla de los mismos y un trisiloxano modificado con poliéter.

2. Preparacion liquida segun la reivindicacion 1, caracterizada porque el hongo basado en o los hongos basados
en las esporas fungicas, los conidios fungicos, las clamidosporas o los esclerocios tienen una accién antagonista y/o
hiperparasita dirigida contra organismos causantes de enfermedades en plantas o porque el hongo o la mezcla de
hongos tienen una accién inductora de resistencia que se manifiesta en plantas, una accién inductora de tolerancia a
estrés o una accién que incrementa la disponibilidad de nutrientes.

3. Un procedimiento de producciéon de una preparacion liquida segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado
porque se cultiva un hongo y después las esporas, los conidios, las clamidosporas o los esclerocios formados se
suspenden en un trisiloxano modificado con poliéter.

4. Preparacion liquida segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada porque el trisiloxano modificado con poliéter
es Break-Thru® S240.

5. El procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el trisiloxano modificado con poliéter es Break-
Thru® S240.

6. Procedimiento segun las reivindicaciones 3 y 5, caracterizado porque las esporas, los conidios, las
clamidosporas o los esclerocios se procesan por medio de procedimientos de molienda y/o dispersion.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, caracterizado porque las esporas, los conidios, las clamidosporas o los
esclerocios se aislan después del procesado mediante procedimientos de tamizado, filtracién, clasificacion por aire o
centrifugacion.

8. Preparacion liquida segun una de las reivindicaciones 1, 2 y 4, caracterizada porque se emplean las especies
fungicas Ampelomyces quisqualis, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Clonostachys rosea, Coniothyrium
minitans, Gliocladium catenulatum, Isaria spp., Laetisaria arvalis, Lecanicillium lecanii, Lecanicillium muscarium,
Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi, Paecilomyces lilacinus, Phoma macrostoma, Pythium oligandrum,
Talaromyces flavus, Teratosperma oligociadum, Trichoderma spp., Verticillium biguttatum.

9. Preparacion liquida segun la reivindicacion 8, en la que la especie fungica es Paecilomyces lilacinus.

10. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 3, 5, 6 y 7, caracterizado porque se emplean las especies
fungicas Ampelomyces quisqualis, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Clonostachys rosea, Coniothyrium
minitans, Gliocladium catenulatum, Isaria spp., Laetisaria arvalis, Lecanicillium lecanii, Lecanicillium muscarium,
Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi, Paecilomyces lilacinus, Phoma macrostoma, Pythium oligandrum,
Talaromyces flavus, Teratosperma oligociadum, Trichoderma spp., Verticillium biguttatum.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que la especie fungica es Paecilomyces lilacinus.

12. Preparacion liquida segun una de las reivindicaciones 1, 2, 4, 8 y 9, caracterizada porque las esporas fungicas,
los conidios fungicos, las clamidosporas o los esclerocios de un hongo son una mezcla procedente de varios
hongos.

13. Un uso de una preparacion liquida segun una de las reivindicaciones 1, 2, 4, 8, 9 y 12 mediante mezclado en el
terreno, aplicacion a/sobre la planta o tratamiento de semillas.

14. Uso segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la preparacion liquida se diluye con agua hasta la
concentracion de uso deseada dependiendo del uso pretendido.

15. Uso de trisiloxano modificado con poliéter como agente de almacenamiento o de suspension para las esporas
fungicas, los conidios fungicos, las clamidosporas o los esclerocios destinados a la proteccion bioldgica de plantas.
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