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DESCRIPCION
Combinaciones de inhibidores de patégenos de plantas y procedimientos de uso.
Campo técnico

En el presente documento se divulgan composiciones sinérgicas y procedimientos para modular la infeccién de
patégenos de plantas usando un extracto de Reynoutria sp. que contiene el derivado de antraquinona fisciona, que
induce resistencia a los fitopatdgenos de las plantas, y al agente antimicrobiano azoxistrobina.

Antecedentes

Resistencia de las plantas a los patégenos de las plantas.

Las plantas han desarrollado mecanismos altamente efectivos para la resistencia a enfermedades causadas por
agentes infecciosos, tales como bacterias, hongos y virus. Esta resistencia puede ser causada por varios
mecanismos, el mejor conocido de los cuales es la resistencia sistémica adquirida (SAR; Ross, 1961; Durrant and
Dong, 2004) y la resistencia sistémica inducida (ISR; van Loon et al., 1998). En el caso mas simple, el inductor es el
propio patdégeno de la planta, en otros casos, el inductor puede ser ya sea un compuesto quimico (acido salicilico, S-
metil éster del acido benzo(1,2,3)iadiazol-7-carbotioico también conocido como BTH) o impacto fisico tal como agua
0 el estrés por calor (Walters et al., 2005). Parece que la resistencia sistémica inducida depende de la expresion
gradual y la persistencia de un bajo nivel de perturbacion metabdlica. A diferencia de los provocadores de la
acumulacion de fitoalexina, que provocan en el sitio de aplicacién y pueden ser responsables de la proteccion
localizada, los inductores de resistencia sistémica sensibilizan a la planta como un todo para responder rapidamente
después de las infecciones. Estas respuestas incluyen la acumulacion de fitoalexina, la lignificacion y las actividades
potenciadas de quitinasa y glucanasa.

El extracto de nudillo gigante (Reynoutria sachalinensis) vendido como MILSANA® y REGALIA® por Marrone Bio
Innovations, Inc.) proporciona control del mildii pulverulento y otras enfermedades de las plantas en cucurbitaceas y
otros cultivos, principalmente mediante la inducciéon de una acumulacion de compuestos fendlicos fungitoxicos en la
planta (Daayf et al., 1995; Wurms et al. 1999; Schmitt, 2002). Recientemente, el extracto de nudillo gigante
formulado también ha demostrado una gran eficacia en la induccién de resistencia en diversos cultivos y patégenos
de plantas, incluido el mildid pulverulento del trigo (Vechet et al.,, 2009). Ademas del modo de accién ISR,
recientemente se ha demostrado que el extracto de R, sachalinensis formulado tiene un efecto fungistatico directo
contra el mildit pulverulento del trigo (Blumeria graminis f. Sp. Tritici; Randoux et al., 2008).

Resistencia fungicida

La resistencia a los fungicidas es un fenébmeno comun en las plagas, incluidos los patdégenos de las plantas. Cuando
un fungicida, especialmente aquellos con un modo de accion en un solo sitio, se usa con frecuencia, el patégeno
especifico puede adaptarse al fungicida debido a la alta presion de seleccion. Se estima que las plagas pueden
desarrollar resistencia a los pesticidas dentro de 5 a 50 generaciones (mayo de 1985). La mayoria de los patégenos
de las plantas encajan en este intervalo en una temporada de crecimiento y, por lo tanto, pueden desarrollar
resistencia a los fungicidas rapidamente. Por ejemplo, solo tomé un afio para que Benomyl perdiera eficacia para el
control del mildiu pulverulento de cucurbitaceas después de su primer registro para uso comercial (McGrath, 2001).

Los inhibidores externos de quinona (también conocidos como fungicidas Qol o estrobilurinas) se han usado
ampliamente para controlar patdégenos fangicos de importancia agricola desde su introduccion en 1996. Las
estrobilurinas bloquean la via respiratoria mediante la inhibicién del complejo citocromo bcl en la mitocondria,
bloqueando asi el proceso de transferencia de electrones en la cadena de respiracion y causando una deficiencia de
energia debido a la falta de trifosfato de adenosina (ATP) (Bartlett et al., 2002). Las estrobilurinas y otros fungicidas
con un modo de accion en un solo sitio, tal como los inhibidores de la desmetilacion (DMI), son propensos al
desarrollo de resistencia entre los patdgenos de las plantas. Hasta la fecha, varios hongos patdégenos de plantas han
desarrollado resistencia de campo a las estrobilurinas (Tuttle McGrath, 2003; Fraaije et al., 2003) y fungicidas DMI
(Schnabel et al., 2004), y se ha realizado un esfuerzo considerable en todo el mundo para desarrollar estrategias
adecuadas de gestion de la resistencia con recomendaciones detalladas sobre como combinar fungicidas y otros
compuestos antimic4ticos en programas y rotaciones para minimizar el riesgo de desarrollo de resistencia (Tuttle
McGrath, 2006; Wyenandt et al., 2009).

Procedimientos para controlar la resistencia a los fungicidas.

La estrategia mas comun para controlar la resistencia a los fungicidas es usar fungicidas especificos del sitio que
son propensos al desarrollo de la resistencia en una combinacién (premezcla o mezcla en tanque). Ademas e la
gestion de la resistencia, las mezclas en tanque también ofrecen un mecanismo compensatorio en caso de falla de
un fungicida, asi como una forma de reducir la dosis para reducir la presion de selecciéon en patégenos (van den
Bosch and Gilligan, 2008). En algunos casos, la combinacion de fungicidas simples y multisitio en una mezcla en
tanque o en rotacién puede proporcionar interacciones aditivas o incluso sinérgicas (Gisi, 1996). Holb and Schnabel
(2008) pudieron demostrar un mejor control de la podredumbre parda (Monilinia fructicola) en un estudio de campo
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con una mezcla en tanque de un fungicida DMI y azufre elemental, y Reuveni (2001) demostré los beneficios de usar
estrobilurinas y polioxina B fungicidas en combinacion con azufre para controlar el mildii pulverulento en las
nectarinas.

Los inductores de defensa vegetal, tal como el extracto de R, sachalinensis, se han probado en mezclas en tanque y
rotaciones con otros productos SAR/ISR, asi como con agentes de control bioldgico (BCA) (Hafez et al., 1999;
Belanger and Benyagoub, 1997; Schmitt et al., 2002; Schmitt and Seddon, 2005; Bardin et al., 2008). El propésito de
estos estudios ha sido principalmente demostrar la compatibilidad de diferentes tipos de extractos de plantas con
agentes de control biolégico. Konstatinidou-Doltsinis et al. (2007) probaron el producto de R, sachalinensis en
rotacion con el producto Pseudozyma flocculosa contra el mildia pulverulento en las uvas, y encontraron que la
aplicacion alternada de ambos productos mejoro6 la eficacia de R, sachalinensis. En el mismo estudio, la alternancia
de azufre y R, sachalinensis en una rotacion no tuvo un efecto beneficioso. Belanger and Benyagoub (1997)
encontraron que un hongo similar a la levadura, Pseudozyma flocculosa, era compatible con R, sachalinensis
cuando se usaba contra el mildit pulverulento de pepino en un invernadero. Del mismo modo, Bokshi et al. (2008)
evaluaron el efecto combinado de un activador de resistencia sistémica benzotiadiazol y MILS ANA® contra el mildiu
pulverulento del pepino, y encontraron que el uso de MILSANA® en una rotacién con benzotiadiazol proporcioné una
medida de control eficaz contra el mildit pulverulento en el campo. Sin embargo, cao base en la gravedad de la
enfermedad y los datos de rendimiento recopilados, no fue posible determinar si el efecto positivo fue aditivo o
sinérgico.

La sinergia de pesticidas se ha definido como "la accion simultdnea de dos o mas compuestos en los que la
respuesta total de un organismo a la combinacidon de pesticidas es mayor que la suma de los componentes
individuales" (Nash, 1981). Por lo tanto, cuando los fungicidas interactian de forma sinérgica, se logra un alto nivel
de control de la enfermedad con tasas de etiquetado inferiores a cada fungicida individual. Usualmente, el mejor
efecto se logra con combinaciones de fungicidas con diferentes modos de accion (MOA), pero también se ha
demostrado la sinergia en el uso combinado de productos con un modo de accion similar (De Waard, 1996). La
sinergia con fungicidas se ha demostrado principalmente en estudios de laboratorio (Samoucha and Cohen, 1984;
Gisi, 1996) pero en algunos casos (Karaogladinis and Karadimos, 2006; Burpee and Latin, 2008) también se ha
encontrado sinergia en los estudios de campo. Adicionalmente, se ha demostrado la sinergia de compuestos
antifingicos distintos de los fungicidas (bicarbonatos y destilado de petréleo refinado) contra el mildit pulverulento y
la mancha negra (Horst et al., 1992).

Sumario

Se divulga y reivindica una composicion sinérgica que comprende: (a) un extracto derivado de la planta Reynoutria
sp. en la que dicho extracto contiene fisciona que induce resistencia de las plantas a los fitopatdgenos (también
conocidos como "patdgenos de las plantas") y (b) azoxistrobina.

La composicion comprende (a) un extracto derivado de Reynoutria sp. (por ejemplo, Reynoutria sachalinensis) y (b)
un fungicida de un solo sitio y/o un fungicida de multiples sitios que es la azoxistrobina.

La invencion esta dirigida a una composicion sinérgica que comprende (a) un extracto de Reynoutria sp. derivado de
una planta, en la que dicha planta contiene el derivado de antraquinona fisciona que induce la resistencia de la
planta a los fitopatdgenos y (b) un agente antimicrobiano (por ejemplo, un agente antifingico y/o antibacteriano), que
es la azoxistrobina.

La invencion esta dirigida ademas a un procedimiento para modular la infeccion fitopatégena en una planta que
comprende aplicar a la planta y/o las semillas de la misma y/o al sustrato utilizado para hacer crecer dicha planta
una cantidad de las composiciones de la presente invencion expuestas anteriormente efectivas para modular dicha
Infeccion fitopatégena.

En una realizacién particular, la invencion esta dirigida a un procedimiento para modular la infeccién flngica y/o
bacteriana en una planta que comprende aplicar a la planta y/o semillas de la misma y/o al sustrato usado para
hacer crecer dicha planta una cantidad de las composiciones de la presente invencion efectiva para modular dicha
infeccion flngica y/o bacteriana.

El extracto y dicha azoxistrobina pueden administrarse secuencialmente, concurrentemente o en combinacion
intermitentemente. Como se define en este documento, "infeccion fitopatdgena" significa infeccion de una planta por
bacterias patégenas de plantas, hongos, insectos, nematodos y/o moluscos.

Descripcion detallada de realizaciones especificas

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, a la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente otra cosa, entre el limite superior e inferior de
ese intervalo y cualquier otro valor declarado o intermedio en el intervalo indicado esta incluido en la invencién. Los
limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en los intervalos
mas pequefios que también se incluyen dentro de la invencién, sujetos a cualquier limite especificamente excluido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2729978 T3

en el intervalo establecido. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los intervalos que excluyen
ambos limites incluidos también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que entiende comldnmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque
cualquier procedimiento y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento también se
pueden usar en la practica o prueba de la presente invencion, ahora se describen los procedimientos y materiales
preferidos.

Debe observarse que, tal como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares "un, uno, una", "y"y "el, Ia” incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente otra
cosa. Por ejemplo, "un hongo" también abarca "hongos".

Como se define aqui, el término "modular" se usa para significar que se altera la cantidad de infeccién fitopatégena o
la tasa de diseminacién de la infeccion fitopatogena.

Extractos

Los extractos de plantas utilizados en las combinaciones, composiciones y procedimientos de la presente invencion
contienen derivados de antraquinona como productos agricolas bioquimicos para usar contra plagas de plantas,
particularmente fitopatdgenos de plantas tales como bacterias patégenas de plantas, hongos, insectos, nematodos
y/o como un molusquicida. "Contener" también abarca extractos que producen dichos derivados de antraquinona. En
una realizacion particular, los derivados de antraquinona de la presente invenciéon que se usan en composiciones y
procedimientos de la presente invencion son los principales ingredientes activos o uno de los principales
ingredientes activos.

Los derivados de antraquinona incluyen, pero no se limitan a, fisciona, emodina, crisofanol, ventiloquinona, glicésido
de emodina, glicésido de crisofanol, glucésido de fisciona, 3, 4-dihidroxi-1-metoxi-antraquinona-2-corboxaldehido,
damacantal. Estos derivados comparten una estructura similar a la siguiente:

Rg O Ry
BOSSH
R¢ R;

Rs 0 Ry

En la que R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son grupos hidrégeno, hidroxilo, hidroxilalquilo, halégeno, carboxilo,
alquilo, alcoxilo, alquenilo, alqueniloxilo, alquinilo, alquiniloxilo, heterociclilo, aromético o arilo, azicares tales como
glucosa. La divulgacion esté dirigida a los derivados de antraquinona que estan contenidos en extractos derivados
de la familia de plantas Polygonaceae. Estos compuestos pueden ser de cualquier parte de las plantas, tales como
hojas, tallos, cortezas, raices y frutos. Los materiales vegetales pueden ser himedos y secos, pero preferiblemente
materiales vegetales secos. Para cumplir con los productos agricolas bioquimicos, los disolventes y los procesos
gue se utilizan en la extraccion y purificacion deben cumplir con los requisitos del National Organic Program (NOP)
[http://www.ams.usda.gov/AMSv1.0/nop,].

El extracto de la planta se deriva de un miembro de la familia Polygonacea. Como se define en este documento,
"derivado de" significa directamente aislado u obtenido de una fuente particular o, alternativamente, que tiene
caracteristicas de identificacion de una sustancia u organismo aislado u obtenido de una fuente particular. El
extracto en dicha composicién contiene como derivado de antraquinona fisciona y opcionalmente emodina. Los
miembros de la familia Polygonaceae incluyen, pero no se limitan a, Acetosella, Antigonon, Aristocapsa, Bilderdykia,
Brunnichia, Centrostegia, Chorizanthe, Coccoloba, Coccolobis, Coccolobo, Corculum, Dedeckera, Delopyrum,
Dentoceras, Dodecahema, Emex, Eriogonum, Fafopyrum, Fagopyrum, Fallopia, Gilmania, Goodmania, Harfordia,
Hollisteria, Koenigia, Lastarriaea, Mucronea, Muehlenbeckia, Nemacaulis, Oxyria, Oxytheca, Perscarioa, Persicaria,
Pleuropterus, Podopterus, Polygonella, Polygonum, Pterostegia, Rheum, Rumex, Ruprechtia, Stenogonum,
Systenotheca, Thysanella, Tovara, Tracaulon, Triplaris. El extracto se deriva de una Reynoutria (alternativamente
denominada Fallopia) sp. En una realizacién mas patrticular, el extracto se deriva de Reynoutria sachalinensis.

Agentes anti-fitopatégenos

El extracto formulado (tal como los productos comercializados con los nombres comerciales REGALIA® y
MILSANA®) se puede usar en combinacion con otros extractos de plantas de agentes anti-fitopatdgenos,
bioplaguicidas, protectores inorganicos de cultivos (tal como el cobre), tensioactivos (tal como los ramnolipidos;
Gandhi et al., 2007) o aceites naturales tal como el aceite parafinico y el aceite de arbol del t¢ que poseen
propiedades pesticidas o fungicidas quimicos o bactericidas ya sea con un modo de accién en un solo sitio, multisitio
o desconocido. Como se define aqui, un "agente anti-fitopatégeno" es un agente que modula el crecimiento de un
patégeno de la planta en una planta o, alternativamente, previene la infeccién de una planta por un patégeno de la
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planta. Un patégeno de la planta incluye, pero no se limita a, hongos, bacterias, virus, insectos, nematodos y/o
moluscos.

En una realizacién particular, el agente anti-fitopatégeno es un biopesticida denominado alternativamente como un
agente de control biolégico. Este agente de control biolégico es en una realizacion mas particular un agente de
control biolégico no Bacillus, no Pseudomonas, no Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phoma, no
Pseudozyma, es un agente derivado de Streptomyces sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp.
Alternativamente, el agente es un aceite natural o producto de aceite que tiene actividad fungicida y/o insecticida
(por ejemplo, aceite parafinico, aceite de arbol de té, aceite de limoncillo, aceite de clavo, aceite de canela, aceite de
citricos, aceite de romero).

Como se sefalé anteriormente, el agente anti-fitopatdgeno es un agente antifingico de un solo sitio y es la
azoxistrobina.

Usos

El dicho extracto de planta o producto formulado se puede usar simultdneamente con el otro componente o
componentes en una mezcla en tanque o en un programa (aplicacién secuencial llamada rotacién) con un orden
predeterminado e intervalo de aplicacion durante la temporada de crecimiento. Cuando se usa en combinacién con
los productos pesticidas mencionados anteriormente, a una concentracion inferior a la recomendada en la etiqueta
del producto, la eficacia combinada de los dos o mas productos (uno de los cuales es dicho extracto vegetal) es
mayor que el efecto agregado de cada componente individual juntos. Por lo tanto, el efecto pesticida es potenciado
por la sinergia entre estos dos (0 mas) productos, y se reduce el riesgo de desarrollo de resistencia a los pesticidas
entre las cepas patdgenas de las plantas.

Las plantas objetivo a proteger dentro del alcance de la presente invencién comprenden, por ejemplo, las siguientes
especies de plantas: cereales (trigo, cebada, centeno, avena, arroz, sorgo y cultivos relacionados), remolacha
(remolacha azucarera y remolacha forrajera), pomelos y frutas blandas (manzanas, peras, ciruelas, melocotones,
almendras, cerezas, fresas, frambuesas y moras), plantas leguminosas (frijoles, lentejas, guisantes y frijoles de
soja), plantas oleaginosas (plantas de colza, mostaza, amapola, oliva, girasol, coco, aceite de ricino, granos de
cacao y nueces molidas), cucurbitaceas (pepino, melones, calabazas, berenjenas), plantas de fibra (algodén, lino,
cafiamo y yute), citricos (naranjas, limén, pomelos y mandarinas), hortalizas (espinaca, lechuga, espéarragos, coles,
zanahorias, cebollas, tomates, patatas y paprika), lauraceas (aguacates, canela y alcanfor) o plantas tales como
maiz, tabaco, nueces, café, cafia de azlcar, té, vifias, lUpulos, bananas y plantas de caucho natural, asi como
ornamentales (composites), areas de pasto o cultivos cobertura en general baja que contrarrestan la erosion o la
desecacion del suelo y son Utiles en cultivos de arboles y plantas perennes (plantaciones frutales, plantaciones de
lGpulo, campos de maiz, vifiedos, etc.).

El procedimiento preferido para aplicar composiciones en la presente invencion es una aplicacion foliar (aspersion,
atomizacion, espolvoreo, dispersién o vertido) con o sin un vehiculo. El ndmero de aplicaciones y la tasa de
aplicaciéon dependen del riesgo de infestacion por un patdgeno. Por ejemplo, los tratamientos pesticidas foliares con
combinaciones y mezclas cubiertas en esta patente se pueden realizar una vez cada 7 a 14 dias a tasas de 25 a
10.000 veces mas bajas que las recomendadas en la etiqueta del producto. Las mezclas de productos y las
composiciones a las que se dirige la presente invencién también pueden aplicarse a las semillas impregnando las
semillas con una formulacion liquida que contiene el ingrediente activo o recubriéndolas con una formulacion soélida.
En casos especiales, también son posibles otros tipos de aplicacion. Estos incluyen empapamiento de suelo o
tratamiento selectivo de tallos o brotes de plantas.

Las mezclas de la presente invencion y, cuando sea apropiado, un adyuvante sélido o liquido se preparan de
manera conocida. Por ejemplo, las mezclas pueden prepararse mezclando y/o moliendo homogéneamente los
ingredientes activos con expansores tales como disolventes, vehiculos sélidos y, cuando sea apropiado, compuestos
con actividad de superficie (tensioactivos). Las composiciones también pueden contener ingredientes adicionales
tales como estabilizadores, reguladores de la viscosidad, aglutinantes, adyuvantes, asi como fertilizantes u otros
ingredientes activos con el fin de obtener efectos especiales.

Ejemplos

Como se expondrd mas adelante, en satisfaccion de los objetos y ventajas anteriores, ejemplos de procedimientos
para aumentar la eficacia de dos o mas productos usandolos a tasas que producen efectos sinérgicos. Las
composiciones y los procedimientos aqui descritos han demostrado su eficacia en la reduccion de la incidencia y la
gravedad de la enfermedad en pepinos cultivados en invernadero (Cucumis sativus), pero el concepto se puede usar
de manera efectiva para otras variedades y especies de plantas. Las composiciones y los procedimientos son
particularmente efectivos contra el mildit pulverulento del pepino, pero pueden aplicarse a otras enfermedades
fungicas, bacterianas y virales, tales como el moho gris, manchas foliares, marchitamiento bacteriano, costra,
antracnosis, virus del mosaico del tabaco, etc.
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Materiales y procedimientos

Mildia pulverulento (Ejemplos |-V y X-XI)

Los estudios se realizaron en un invenradero. El disefio experimental de los estudios para el sinergismo sigui6 al de
Burpee and Latin (2008). El mildiG pulverulento, causado por Sphaerotheca fuliginea, se utilizd para investigar la
eficacia de los tratamientos.

Semillas de pepino cv. "SMR 58" (Irwin & Sons Ag Supply, Inc. Cheshire, OR) se cultivaron en macetas de plastico
de 10,16 centimetros con mezcla de tierra para macetas (Rod McLellan Company, Marysville, OH). Las plantas
fueron tratadas en el estado de 2 hojas verdaderas. Los compuestos a diversas tasas se asperjaron con un rociador
de niebla de 2 0z a 2 ml por planta en el lado superior y 1 ml en el lado inferior de las hojas. Las plantas tratadas se
dejaron durante 3-4 horas bajo luz fluorescente para que se secaran antes de la inoculacién.

Se prepar6 una suspension de conidios de Sphaerotheca fuliginea, el agente causal de la enfermedad del mildiu
pulverulento en el pepino, cortando las hojas de las hojas de las plantas de pepino que sirven para la conservacion
del inéculo. La suspensidn se ajusté a 2,0 x 10° conidios por ml y se aplicé con un pulverizador de niebla de 2 onzas
a 2 ml por planta en el lado superior de las hojas. Las plantas inoculadas se colocaron en un invernadero y los
tratamientos se organizaron en bloques completos al azar con 4 a 6 repeticiones de 25 °C a 30 °C.

La gravedad de la enfermedad (porcentaje de area cubierta con colonias) de las primeras hojas se clasifico segun
James (1971). La gravedad de la enfermedad y el porcentaje de control se analizaron con analisis de varianza
(ANOVA) y las medias de los tratamientos se compararon con la diferencia minima protegida de Fisher (LSD) en un
nivel de p = 0,05. El efecto sinérgico se calcul6 y analiz6 con la formula de Limpel (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

Mildia velloso de la lechuga (Ejemplos VI-VII)

Se prob6 la sinergia entre MBI-106 y acibenzolar-S-metilo o mefenoxam que controlan una clase especifica de
patégenos Oomycetos con mildit velloso de la lechuga en conformidad con Su et al, (2004).

Para preparar el in6culo de mildiu velloso, se colocaron semillas de lechuga en placas petri de 5 mm con
aproximadamente 20-30 semillas en cada una y se regaron con agua estéril, luego se suministraron con %
concentracion de la solucion de Hoagland después de la germinacién. Las placas de petri se colocaron en una
camara de crecimiento a 20 °C durante 7-10 dias. Las esporas de Bremia lactucae se inocularon en cotiledones de
lechuga y se cultivaron durante 7-10 dias a 15 °C para que se produjera la esporulacion. Los cotiledones con
esporulacion se cortaron y se colocaron en un tubo Falcon con agua estéril. Los cotiledones se agitaron durante 15
segundos tres veces y se filtraron a través de una malla de 100 um para recolectar esporangios. La solucion se
ajusté a 0,5 a 1,0 x 10° esporas/ml por inoculacion.

Se sembraron cuatro plantas de prueba en cada maceta de 5,08 centimetros y luego se colocaron a 20 °C durante
7-10 dias para hacer crecer los cotiledones. Las plantas estaban listas para la prueba cuando emergia la primera
hoja verdadera.

Las plantas de lechuga se trataron con los materiales y se dejaron secar o durante la noche. Luego se inocularon las
plantas con solucién esporangial. Los tratamientos se dispusieron en un disefio de bloques completos al azar con
cuatro repeticiones. Las plantas inoculadas se colocaron en la oscuridad en la camara de crecimiento durante 48
horas y luego se incubaron durante un periodo de luz de 12 horas a 15 °C. De ocho a diez dias después de la
inoculacion, los cotiledones se clasificaron segin la gravedad de la enfermedad (porcentaje de area cubierta con
esporangidforos).

Tratamiento de semillas (Ejemplos VIII-IX)

Los experimentos descritos a continuacion se realizaron con soja, pero se utilizan procedimientos similares con otros
cultivos tales como cereales, maiz, algodén y patatas.

Los experimentos se realizaron en un invernadero en conformidad con el procedimiento desarrollado por Hwang et
al. (2006). El aislado de Rhizoctonia solani se cultivd en placas de agar con dextrosa de patata y se cultivd durante 5
dias para inocular grano de avena o trigo. Se empapé un litro de grano durante la noche a temperatura ambiente (25
°C) y se enjuago tres veces con agua de grifo. Las bolsas de autoclave de 20,32 x 30,48 centimetros se llenaron con
el grano hasta 1/3 lleno se sometieron a autoclave a 121 °C durante 15 min. Luego se inocul6 el grano sometido a
autoclave con 5 piezas de 1x1 cm de tapdn del cultivo de 5 dias de R. solani por bolsa y se cultivd durante 5 dias a
temperatura ambiente (25 °C). Las bolsas se dejaron abiertas en la campana de flujo laminar para dejar que el grano
se secara completamente.

La muestra de semilla en bruto de 10 g a recubrir se colocd en un matraz. El agente de recubrimiento SEPIRET®
1171-0 (Becker Underwood Ltd., Ames, IA) se coloco en los matraces junto con el compuesto de interés, y el matraz
se agité vigorosamente de tal manera que la semilla recogiera el compuesto. El procedimiento se repitidé con una
muestra de semilla fresca de cvs. "White Lion" (Kitazawa Seed Co., Oakland, CA) o "Viking 2265" (Johnny's Selected
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Seeds, Winslow, ME) en el mismo matraz para los tratamientos. Después de que las semillas se recubrieron, se
dejaron secar al aire antes de plantar.

Para preparar el suelo, se mezclaron quinientos mililitros de granos secos con inéculo durante 15 segundos tres
veces Y el polvo se mezcld con arena estéril a 1: 1 (v/v) para diluir el inéculo. La mezcla de arena se usé ademas
para preparar la mezcla de suelo en diversas proporciones 1:350 a 1:800 (in6culo: suelo) para la soja para generar
diversos niveles de enfermedad en pruebas repetidas.

Las semillas recubiertas se plantaron en macetas con tierra infestada. Hubo tres réplicas de cada tratamiento que se
organizaron en un disefio de bloques al azar completo y se colocaron a una temperatura de 25 a 30 °C en un
invernadero.

Después de 10 a 20 dias, dependiendo de la presion de la enfermedad y la temperatura, se evalué y comparo la
emergencia de cada tratamiento. La biomasa se midié pesando la porcién sobre el suelo que se midié para cada
réplica del material vegetal.

Ejemplo |. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto formulado de R, sachalinensis y miclobutanil
(prueba l).

MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado comercializado como REGALIA® SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) diluido a 10 veces mas bajo que las tasas de etiquetas de 1500 x y 2000 x y miclobutanil (formulado
como RALLY® 40W, Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) a concentraciones de 0,25 ug/ml, 0,1 ug/ml y 0,05
ug/ml (450 a 2,250 veces mas bajas que las tasas de etiqueta recomendadas) se aplicaron solo o en una mezcla en
tanque.

La gravedad de la enfermedad se redujo significativamente en MBI-106 a 1500 x y 2000 x en combinacién con
miclobutanil a 0,25 pg/ml que cuando se usaron solos (Tabla 1). Se encontré un aumento significativo en la eficacia
del control con la combinacion de la mezcla en tanque de MBI-106 2000x con miclobutanil a tasas de 0,25 ug/ml y
0,05 ug/ml (Tabla 2).

Ejemplo Il. (Referencia) Efecto sinérgico entre extracto de R, sachalinensis y miclobutanil (prueba II).

En una segunda prueba usando MBI-106 (formulado como REGALIA® SC) y miclobutanil (formulado como RALLY®
40W), se encontré una mayor eficacia cuando MBI-106 a una dilucion de 2000x (10 veces mas baja que la tasa de la
etiqueta) en combinacion con miclobutanil a tasas de 0,25, 0,1 y 0,05 ug/ml, y cuando el MBI-106 a 1500x se mezcld
en tanque con miclobutanil a 0,05 ug/ml (Tabla 3). Se mostr6é un efecto sinérgico significativo cuando se combiné el
MBI-106 diluido a 1500% y 2000x con miclobutanil a la tasa mas baja de 0,05 ug/ml (Tabla 4).

Ejemplo Il (Referencia) Efecto sinérgico entre extracto de R, sachalinensis formulado y quinoxifeno

El MBI-106 diluido a 1500x o0 2000x se aplicé solo o en combinacién con quinoxifeno (formulado como QUINTEC®,
Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) a 0,05 y 0,01 ug/ml (2.000 a 10.000 veces mas bajo que las tasas de
etiquetas) ya sea solo o en una mezcla en tanque. Los resultados se muestran en las Tablas 5 y 6. El efecto
sinérgico mas significativo y el mejor control de la enfermedad se encontraron en la dilucion del producto de R,
sachalinensis de 2000x con quinoxifeno a 0,01 ug/ml. El quinoxifeno tiene un nuevo modo de accion multisitio que
afecta a las proteinas G en la sefializacién celular temprana.

Ejemplo IV. Efecto sinérgico entre el extracto de sachalinensis formulado y la azoxistrobina.

El MBI-106 diluido a 1500x o 2000x se aplico solo o en combinacién con azoxistrobina (formulado como
QUADRIS®, Syngenta Corporation, Wilmington, DE) a una tasa de 0,25, 0,5, 1,0, 5,0 y 10 ug/mL (25 a 1020 veces
mas bajo que las tasas de etiqueta recomendadas) ya sea solo 0 en una mezcla en tanque. Los resultados se
muestran en las Tablas 7 y 8. De todas las combinaciones probadas, las mezclas con extracto de R, sachalinensis a
una dilucién de 2000x y azoxistrobina ya sea a 5,0 o 0,5 ug/ml proporcionaron la mayor sinergia, y la eficacia
fungicida fue significativamente mayor de lo esperado en comparacion a los datos de uso de un solo compuesto.

Ejemplo V. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto de R, sachalinensis formulado y el triflumizol.

MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado comercializado como REGALIA® SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) a una dilucion de 2500x (10 veces mas baja que la tasa de la etiqueta) y triflumizol (formulado como
PROCURE® 480SC, Chemtura Corporation , Middlebury, CT) a concentraciones de 1,0 ug/ml, 0,5 ug/ml y 0,25
ug/ml (150 a 600 veces mas bajas que las tasas de etiqueta recomendadas) se aplicaron solos o en mezcla en
tanque.

La gravedad de la enfermedad se redujo significativamente (P <0,0001) en los tratamientos asperjados con MBI-106
a una dilucién de 2500x% en combinacién con triflumizol en comparacién con un tratamiento en el que se us6 solo
MBI-106 (Tabla 9). El efecto sinérgico en la eficacia se encontré en la combinacion de mezcla en tanque de MBI-106
2500x% con triflumizol a tasas de 1,0 ug/ml, 0,5 ug/mly 0,25 ug/ml (Tabla 10).
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Ejemplo VI. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto de R, sachalinensis y acibenzolar-S-metilo en el
control del mildit velloso de la lechuga.

MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado comercializado como REGALIA® SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) se us6 solo a una dilucion de 200x o en combinacién con acibenzolar-S-metilo (formulado como
ACTIGARD®, cultivo Syngenta Protection, Inc., Greensboro, NC) en concentraciones de 25 ug/ml para controlar el
mildia velloso de la lechuga.

La gravedad de la enfermedad se redujo significativamente (p = 0,0004) en MBI-106 a una dilucién de 200x en
combinacién con acibenzolar-S-metilo en comparacién con los tratamientos en los que se utilizaron solos (Tabla 11).
Existe un efecto sinérgico en la eficacia en la mezcla en tanque de MBI-106 200x y acibenzolar-S-metilo (Tabla 12).

Ejemplo VII. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto de R, sachalinensis y el mefenoxam en el control
del mildia velloso de la lechuga.

Para investigar el efecto sinérgico de Reynoutria y MBI-106, el producto REGALIA® ME formulado por Marrone Bio
Innovations, Inc., Davis, CA se us6 a una tasa de dilucién de 400x en combinacién con mefenoxam (formulado como
RIDOMIL GOLD®, Syngenta Crop Protection, Inc., Greensboro, NC) a concentraciones de 37,5 pg/ml, 75,0 pg/ml y
150 pg/ml para controlar el mildia velloso de la lechuga.

La gravedad de la enfermedad se redujo significativamente (p <0,0001) en MBI-106 a una dilucion de 400x en
combinacion con mefenoxam en comparacion con los tratamientos en los que se utilizaron solos en cada
concentracion (Tabla 13). El efecto sinérgico en la eficacia de la mezcla en tanque de MBI-106 200x y mefenoxam
se encontré en combinaciones de MBI-106 y cada concentracion de mefenoxam (Tabla 14).

Ejemplo VIIl. Extracto de R, sachalinensis como agente de tratamiento de semillas y su sinergia con
azoxistrobin en el control de Rhizoctonia solani.

Reynoutria sachalinensis se extrajo con etanol al 5 % (p/p) y se uso para el recubrimiento de semillas a 0,2117 g/kg
de semillas, ya sea solo o en combinacion con azoxistrobina (QUADRIS®, Syngenta Crop Protection, Inc.,
Greensboro, NC) a 0,0298 Semilla de g/kg para controlar Rhizoctonia solanion en la soja.

La tasa de emergencia fue mayor en las semillas inoculadas tratadas con MBI-106 en comparacion con el control no
tratado inoculado, y cuando se us6 en combinacion con azoxistrobina, la tasa de emergencia fue mayor que cuando
se uso cualquier producto solo (Tabla 15). Se encontré un efecto sinérgico cuando ambos materiales se utilizaron en
combinacion (Tabla 16).

Ejemplo IX. (Referencia) Extracto de R, sachalinensis como agente de tratamiento de semillas y sinergia con
fludioxonil en el control de Rhizoctonia solani.

El extracto de etanol de R, sachalinensis también se us6 a una tasa de 0,03175 g/kg de semilla y 0,635 g/kg de
semilla para el recubrimiento de semillas, ya sea solo o en combinacion con fludioxonil (formulado como Scholar®
por Syngenta Crop Protection, Inc., Greensboro, NC) para controlar Rhizoctonia solani en soja. Las tasas de
emergencia y la biomasa fueron mas altas en las semillas tratadas con MBI-106 en comparacion con el control no
tratado inoculado y también mas altas cuando se usaron en combinacién con fludioxonil a una tasa de 0,0596 g/kg
de semilla (Tabla 17). El efecto sinérgico se encontr6 en las dos tasas de MBI-106 cuando se usé en combinacién
con fludioxonil (Tabla 18).

Ejemplo X. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto de R, sachalinensis formulado y propiconazol en el
control del mildit pulverulento del pepino.

MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado comercializado como PEGALIA® ME por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) a dilucion 2500x y propiconazol (formulado como PROPIMAX® EC, Dow AgroSciences LLC,
Indianapolis, IN) a concentraciones de 1,0 ug/ml se aplicaron solos o en mezcla en tanque.

La gravedad de la enfermedad se redujo significativamente (P <0,0001) en los tratamientos asperjados con MBI-106
a una diluciéon de 2500x% en combinacién con propiconazol (Tabla 19). Existe un efecto sinérgico en la eficacia del
control en la combinacion de mezcla en tanque de MBI-106 2500% con propiconazol (Tabla 20).

Ejemplo XI. (Referencia) Efecto sinérgico entre el extracto de R, sachalinensis y el quinoxifeno (Prueba II)
para controlar el mildiu pulverulento del pepino.

MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado comercializado como REGALIA® SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) se uso6 solo a una dilucién de 2000x o en combinacién con azoxistrobina en tres concentraciones
0,5, 0,25 y 0,2ug/ml para controlar el mildiu pulverulento del pepino.

La eficacia del control en MBI-106 a una dilucién de 2000x en combinacién con tratamientos con azoxistrobina es
mayor que en el uso solo (Tabla 21). El efecto sinérgico en la eficacia de control de la mezcla en tanque de MBI-106
2000x existe en combinaciones de MBI-106 y cada concentraciéon de azoxistrobina (Tabla 22).
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Tablas

Tabla 1. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de MBI-106 y miclobutanil (RALLY® 40W) cuando se
usa solo o en mezcla en tanque.!(Referencia)

Tratamiento Dilucién/Tasa Gravedad (%)? |Control (%)
Control no tratado N/A 98,3 a 0,0 e
miclobutanil 0,25 ug/ml 16,7 cd 83,1 bc
miclobutanil 0,1 ug/ml 95,0 a 3,2 e
miclobutanil 0,05 ug/ml 95,8 a 25 e
Extracto de Reynoutria 1500x 15,8 cd 84,0 bc
Extracto de Reynoutria 2000x 35,8 b 63,5 d
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500% 0,25 ug/ml 1,2 e 98,8 a
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,25 ug/ml |0,2 e 99,8 a
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,1 ug/ml 11,8 de 87,9 ab
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x% 0,1 ug/ml 27,5 bc 72,2 dc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,05 ug/ml 17,5 cd 82,4 bc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,05 ug/ml |20,8 cd 79,0 bc
P<0,0001 P<0,0001

1 Los datos en la columna 3 (Gravedad (%)) son medias de seis repeticiones. Las medias con la misma
letra en una columna no son significativamente diferentes de acuerdo con la Diferencia Menos
Significativa Protegida (LSD) de Fisher a un nivel P = 0,05.

Tabla 2. Eficacia esperada (Ee)? de cada combinacion de productos, y la significacion estadistica de la sinergia
detectada entre MBI-106 (REGALIA®SC) y miclobutanil (RALLY® 40W) (Referencia)

Tratamiento Dilucién/Tasa Control (%) |Ee® |T-test
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,25 ug/ml 98,8 97,3 |n.s.
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x% 0,25 ug/ml 99,8 93,8 | x¥:x*
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,1 ug/ml 87,9 84,5 n.s.
Extracto de Reynoutria +miclobutanil 2000x% 0,1 ug/ml 72,2 64,7 |n.s.*
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,05 ug/ml |82,4 84,4 n.s.
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(continuacion)

Tratamiento Dilucién/Tasa Control (%) Ee® |T-test
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x% 0,05 ug/ml |79,0 64,4 | %5

°Ee es la Eficacia esperada y se determina con la formula de Limpel Ee = X + Y - (XY)/100 (Limpel et al.,
1962; Richer, 1987).

3 Los datos son medias de seis réplicas. Las medias con la misma letra en una columna no son
significativamente diferentes de acuerdo con la Diferencia Menos Significativa Protegida (LSD) de
Fisher a un nivel P = 0,05.

“4n.s .: No significativo

5 * y = Gjgnificativo en P <0,05 y 0,001 respectivamente.

Tabla 3. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de MBI-106 (REGALIA® SC) y miclobutanil (RALLY®
40W) cuando se usa solo o en mezcla en tanque en una prueba repetida. (Referencia)

Tratamiento Dilucion/Tasa Gravedad (%)% | Control (%)
Control no tratado N/A 91,3 a 0,0 e
miclobutanil 0,25 ug/mi 53,8 bcd 41,3 |dc
miclobutanil 0,1 ug/ml 80,0 ab 12,2 |de
miclobutanil 0,05 ug/mi 93,8 a -2,8 e
Extracto de Reynoutria 1500x 20,0 ef 77,9 |ab
Extracto de Reynoutria 2000x 63,8 abc 29,8 |cde
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,25 ug/ml 46,3 cde 48,8 |bc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,25 ug/ml 33,8 cdef 62,7 |bc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x 0,1 ug/ml 33,8 cdef 62,6 |bc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,1 ug/ml 38,8 cde 57,3 |bc
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x 0,05 ug/ml |1,8 f 98,1 |a
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x% 0,05 ug/ml 21,3 def 77,0 |ab
P<0,0001 P<0,0001

6 Los datos son medias de cuatro repeticiones. Las medias con la misma letra en una columna no son
significativamente diferentes de acuerdo con la Diferencia Menos Significativa Protegida (LSD) de Fisher a un
nivel P = 0,05.
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Tabla 4. Efecto sinérgico entre MBI-106 (REGALIA® SC) y miclobutanil (RALLY® 40W) en una prueba repetida.
(Referencia)

Tratamiento Dilucién/Tasa Control (%) |Ee* |Ttest
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,25 ug/ml |48,8 87,0 |n.s.
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000% 0,25 ug/ml 62,7 58,8 |n.s.
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x% 0,1 ug/ml 62,6 80,6 |n.s.
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,1 ug/ml 57,3 38,3 |ns.
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 1500x 0,05 ug/ml  |98,1 77,3 | *+xx*
Extracto de Reynoutria + miclobutanil 2000x 0,05 ug/ml 77,0 27,8 | *x*

ZEe es la Eficacia esperada y se determina con la férmula de Limpel Ee = X + Y - (XY)/100 (Limpel et
al., 1962; Richer, 1987).

** y *xx Significativo en P <0,01 y 0,001 respectivamente.

n.s .: No significativo

Tabla 5. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de MBI-106 (extracto de R, sachalinensis formulado) y
quinoxifeno (QUINTEC®) cuando se usa solo o en una mezcla en tanque (Referencia)

Tratamiento Dilucién/Tasa Gravedad (%) |Control (%)
Control no tratado N/A 91,3 a 0
Extracto de Reynoutria 1500x 20,0 c 77,93
Extracto de Reynoutria 2000x 63,8 b 29,75
quinoxifeno 0,05 ug/ml 30,0 c 66,95
quinoxifeno 0,01 ug/ml 90,0 a 1,33
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno 1500x% 0,05 ug/ml 25,0 c 72,65
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno 2000x% 0,05 ug/ml 12,5 c 86,25
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno 1500x% 0,01 ug/ml 22,5 c 75,28
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno 2000x% 0,01 ug/ml 13,8 c 85,1

n=4, LSD P<0,0001 P<0,0001

Los datos son medias de cuatro repeticiones. Las medias con la misma letra en una columna no son
significativamente diferentes de acuerdo con la Diferencia Menos Significativa Protegida (LSD) de
Fisher a un nivel P = 0,05.

11
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(Referencia)

Tabla 6. Efecto sinérgico entre MBI-106 (extracto de Reynoutria, REGALIA® SC) y quinoxifeno (QUINTEC®)

Tratamiento Dilucién/Tasa Control (%) |Ee T- test
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno | 1500x 0,05 ug/ml 72,65 92,7 |*
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno | 2000x 0,05 ug/ml 86,25 76,8 |n.s.
Extracto de Reynoutria+ quinoxifeno | 1500x 0,01 ug/mi 75,28 78,2 |n.s.
Extracto de Reynoutria + quinoxifeno | 2000x 0,01 ug/ml 85,1 30,7 |*x

“Ee es la eficacia esperada y se determina con la férmula de Limpel Ee = X + Y - (XY)/100

(Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

*y **: Significativo en P <0,05 y 0,01 respectivamente.

n.s .: No significativo.

Tabla 7. Gravedad de la enfermedad y control del porcentaje de mildiu pulverulento utilizando MBI-106 (extracto de
R, sachalinensis, REGALIA® SC) y azoxistrobina (QUADRIS®).

Tratamiento Dilucion/Tasa Gravedad (%) |Control (%)

Control no tratado N/A 925 |a 0,0 |h
azoxistrobin 10,0 ug/ml 11,3 |efg 87,6 |abc
azoxistrobin 5,0 ug/ml 53 fg 94,3 |ab
azoxistrobin 1,0 ug/ml 30,0 | cdef 68,1 |bcdef
azoxistrobin 0,5 ug/ml 48,8 bc 48,0 |fg
azoxistrobin 0,25 ug/ml 45,0 bcd 51,8 |efg
Extracto de Reynoutria 1500x 11,3 |efg 88,0 |abc
Extracto de Reynoutria 2000x% 61,3 |b 343 g
Extracto de Reynoutria 2500x% 48,8 |bc 47,0 |fg
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 1500x% 10,0 ug/ml |3,0 fg 96,8 |ab
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000% 10,0 ug/ml 4,0 fg 95,6 |ab
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500% 10,0 ug/ml 1,8 fg 98,1 |ab
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 1500x% 5,0 ug/ml 1,0 g 98,9 |ab
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 5,0 ug/ml 0,8 g 99,2 |a
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500x% 5,0 ug/ml 2,0 fg 97,9 |ab
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Tratamiento

Dilucién/Tasa

Gravedad (%)

Control (%)

Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 1500x% 1,0 ug/ml 11,3 |efg 87,6 |abc
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 1,0 ug/ml 12,5 |efg 86,3 abcd
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500x% 1,0 ug/ml 25,0 |cdefg 73,4 |abcdef
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 1500x% 0,5 ug/ml 16,3 | defg 82,2 |abcde
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,5 ug/ml 11,3 |efg 87,7 |abc
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500x% 0,5 ug/ml 43,8 |bcd 52,1 |efg
Extracto de Reynoutria +azoxistrobin 1500x% 0,25 ug/ml 40,0 |bcde 56,4 | defg
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000% 0,25 ug/ml 25,0 | cdefg 73,0 |abcdef
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500x 0,25 ug/ml  |36,3 |bcde 60,5 |cdefg
N=4 P<0,0001 P<0,0001

Tabla 8. Efecto sinérgico entre MBI-106 y azoxistrobina. Sélo se incluyen los tratamientos con efecto sinérgico
estadisticamente significativo.

Tratamiento Tasa/Dilution Control (%) |Ee Prueba T
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000% 10,0 ug/ml 95,6 91,9 |*
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2500% 10,0 ug/ml 98,1 93,4 |*
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 5,0 ug/ml 99,2 96,3 | *x*
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,5 ug/ml 87,7 65,8 | *x*

5 Tabla 9. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de R, sachalinensis y triflumizol (PROCURE® 480SC)
cuando se usa solo 0 en una mezcla en tanque. (Referencia)

Tratamiento Dilucién/Tasa Gravedad (%) Control (%)

Control no tratado N/A 97,5 a 0,0
Extracto de Reynoutria 2500x% 23,8 b 75,6
triflumizol 1,0 ug/ml 77,5 a 20,5
triflumizol 0,5 ug/ml 86,3 a 115
triflumizol 0,25 ug/ml 95,0 a 2,6
Extracto de Reynoutria + triflumizol 2500x% 1,0 ug/ml 6,3 b 93,6

13
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(continuacién)

Tratamiento Dilucion/Tasa |Gravedad |Control |Tratamiento
(%) (%)
2500x 0,5
Extracto de Reynoutria + triflumizol ug/ml 15,0 b 84,6
2500x 0,25
Extracto de Reynoutria + triflumizol ug/ml 11,5 b 88,2

Los datos en la columna 3 (Gravedad (%)) son medias de cuatro repeticiones. Las medias con la
misma letra en una columna no son significativamente diferentes de acuerdo con la Diferencia
Menos Significativa Protegida (LSD) de Fisher a un nivel P = 0,05.

Tabla 10. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacién de producto, la eficacia de control (E) y el efecto sinérgico
(E/Ee > 1,0) entre MBI-106 (REGALIA® SC) y triflumizol (PROCURE® 480SC). (Referencia)

Mezcla en tanque Dilucién/Tasa Control (%) Ee E/Ee
Extracto de Reynoutria + triflumizol 2500x% 1,0 ug/ml 93,6 80,6 1,2
Extracto de Reynoutria + triflumizol 2500x 0,5 ug/ml 84,6 784 |11
Extracto de Reynoutria + triflumizol 2500x% 0,25ug/ml 88,2 76,2 |1,2

Ee es la Eficacia esperada y se determina con la formula de Limpel Ee = X + Y - (XY)/100
(Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

Tabla 11. Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control de MBI-106 (REGALIA® SC) y

Tratamiento Dilucién/Tasa |Gravedad (%) |Control (%)
Control no tratado N/A 90,0 a 0,0
acibenzolar-S-metilo 25 ug/ml 68,9 ab 23,4
Extracto de Reynoutria 200x 57,0 b 36,6

Extracto de Reynoutria + acibenzolar-S-metilo | 200x 25 ug/ml | 14,2 c 84,2
acibenzolar-S-metilo (ACTIGARD®) cuando se usa solo o en una mezcla en tanque.

(Referencia)

Tabla 12. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacién de producto, la eficacia de control (E) y el efecto sinérgico
(E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (REGALIA® SC) y acibenzolar-S-metilo (ACTIGARD®). (Referencia)

Mezcla en tanque Control (%) Ee E/Ee

Extracto de Reynoutria + acibenzolar-S-metilo 84,2 51,5 |16
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Tabla 13. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de MBI-106 (REGALIA® ME) y mefenoxam (RIDOMIL
GOLD® SL) (Referencia)

Tratamiento

Control no tratado

mefenoxam

mefenoxam

mefenoxam

Extracto de Reynoutria

Extracto de Reynoutria + mefenoxam
Extracto de Reynoutria + mefenoxam

Extracto de Reynoutria + mefenoxam

Dilucion/Tasa
N/A

150 ug/ml

75 ug/ml

37,5 ug/mi
400x%

400x% 150 ug/ml
400x% 75 ug/ml

400x% 37,5 ug/ml

Gravedad (%)
87,0 ab

44,8 de
54,2cd

89,3a

68,0bc

145f

28,6ef

59,2cd

Control (%)
0,0

48,5

21,8
83,3
67,1

32,0

Tabla 14. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacion de producto, la eficacia del control real (E) y la sinergia
detectado (E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (REGALIA® ME) y mefenoxam (RIDOMIL GOLD® (Referencia)

Mezcla en tanque
Extracto de Reynoutria + mefenoxam
Extracto de Reynoutria + mefenoxam

Extracto de Reynoutria + mefenoxam

Dilucién/Tasa
400x 150 ug/ml
400x 75 ug/ml

400x 37,5 ug/ml

Control (%)
83,3
67,1

32,0

Ee E/Ee
59,7 |1,4
51,3 |13
19,7 11,6

Tabla 15. Emergencia de plantulas de soja y control de la caida del alméacigo por MBI-106 (extracto de etanol) y
azoxistrobina (QUADRIS®).

Tratamiento

Control no inoculado
Control inoculado

Extracto de Reynoutria inoculado

Tasa

N/A
N/A

0,02117 g/kg

Emergencia
(%)

90,1 a
4,9 c
11,1 c

Extracto de Reynoutria inoculado +0,02117 g/kg 0,0298

azoxistrobin

azoxistrobin inoculado

glkg

0,0298 g/kg

15

92,6 a

86,4 a

Control
(%)

N/A
0,0

6,2

87,7

81,5
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Tabla 16. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacion de producto, la eficacia del control real (E) y la sinergia
detectada (E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (extracto de etanol) y azoxistrobina (QUADRIS®).

Mezcla en tanque Tasa Control (%) |Ee |E/Ee

Extracto de Reynoutria + azoxistrobin  |0,02117 g/kg 0,0298 g/kg 87,7 82,6 1,1

Tabla 17. Emergencia de plantulas de soja y control de la caida del alméacigo por MBI-106 (extracto de etanol

5 Reynoutria) y fludioxonil (SCHOLAR®) (Referencia)

Tratamiento Tasa Emergencia |Biomasa |Control
(%) @) (%)

Control inoculado N/A 7,4 c 0,8 c (0,0

Extracto de Reynoutria

inoculado 0,635 g/kg 9,9 c 1,4 c (25

Extracto de Reynoutria

inoculado 0,03175 g/kg 16,0 c 29 c (8,6

Extracto de Reynoutria | 0,635 g/kg 0,05969g

inoculado + fludioxonil ai’kg 61,8 a |17,0 a (54,4
Extracto de Reynoutria | 0,03175 a/kg

inoculado + fludioxonil 0,05964 ai/kg 50,6 a 12,5 b 43,2
Inoculated fludioxonil 0,05964 ai/kg 35,8 b 8,7 b (28,4

Tabla 18. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacion de producto, la eficacia del control real (E) y la sinergia
detectada (E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (extracto de etanol) y fludioxonil (SCHOLAR®). (Referencia)

Mezcla en tanque Tasa Control Ee |E/Ee
(%)

Extracto de Reynoutria inoculado +
fludioxonil 0,635 g/kg 0,05969 ai’kg |54,4 30,2 /1,8

Extracto de Reynoutria inoculado +|0,03175 g/kg 0,0596g

fludioxonil ailkg 43,2 34,6 1,2
10 Tabla 19. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de R, sachalinensis y propiconazol (PROPIMAX®)
cuando se usa solo 0 en una mezcla en tanque para controlar el mildia pulverulento del pepino. (Referencia)
Tratamiento Dilucion/Tasa Gravedad (%) Control (%)
Control no tratado N/A 98,8 a 0,0
propiconazol 1,0 ug/ml 97,5 a 1,3
Extracto de Reynoutria 2500x% 61,3 b 38,0
Reynoutria + propiconazol 2500x% 1,0 ug/ml 51,3 c 48,1
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Tabla 20. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacion de producto, la eficacia de control (E) y el efecto sinérgico
(E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (REGALIA® ME) y propiconazol (PROPIMAX®). (Referencia)

Mezcla en tanque Dilucién/Tasa control (%) |E® Elee

Extracto de Reynoutria + propiconazol 2500x% 1,0 ug/ml 48,1 38,8 (1,2

Tabla 21. Gravedad de la enfermedad y control de porcentaje de R, sachalinensis y azoxistrobin (QUADRIS®)
cuando se usa solo 0 en una mezcla en tanque para controlar el mildia pulverulento del pepino

Tratamiento Dilucion/Tasa Gravedad % | Control (%)
Control no tratado N/A 80,0 |a 13,5
azoxistrobin 0,5 ug/ml 35,0 |cd 62,2
azoxistrobin 0,25 ug/ml 80,0 |a 13,5
azoxistrobin 0,1 ug/ml 72,5 |abc 21,6
Extracto de Reynoutria 2000x% 75,0 |ab 18,9
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x 0,5 ug/ml 11,3 |d 87,8
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x 0,25 ug/ml 41,3 |abcd 55,4
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,1 ug/ml 36,5 |bcd 60,5

Tabla 22. La eficacia esperada (Ee) de cada combinacion de producto, la eficacia de control (E) y el efecto sinérgico
(E/Ee> 1,0) entre MBI-106 (Regalia® SC) y azoxistrobin (Quadris®) (Prueba I1).

Mezcla en tanque Dilucién/Tasa Control (%) |Ee E/Ee
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,5 ug/ml 87,8 69,3 11,3
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,25ug/ml 55,4 29,9 19
Extracto de Reynoutria + azoxistrobin 2000x% 0,1 ug/ml 60,5 36,4 |1,7
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion sinérgica que comprende: (a) un extracto de Reynoutria sp., en la que dicho extracto contiene
fisciona y (b) azoxistrobina.

2. La composicion sinérgica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la sinergia de dicha composicion sinérgica
se mide por la determinacién de E/Ee y E/Ee es mayor que 1,3.

3. La composicion sinérgica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que Reynoutria sp. es
Reynoutria sachalinensis.

4. La composicién sinérgica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el extracto
comprende ademas emodina.

5. Un procedimiento para modular la infeccion fitopatégena en una planta que comprende aplicar a la planta y/o las
semillas de la misma y/o al sustrato usado para cultivar dicha planta una cantidad de la composicion de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, efectiva para modular dicha infeccién fitopatdégena.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la infeccion fitopatdgena es una infeccién fungica.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la infeccion fungica es una infeccién por mildiu
pulverulento.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la infeccién fungica es una infeccion por
Rhizoctonia solani.
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