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ANEXOS
Comprobante de pago de |a tasa de presentacion de la solicitud,

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones. Declaracion bajo la regla 4.17 (ii) del PCT.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujas).

Traduccidon de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicacionas,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA,
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito de! material biologico.
Arte final 12 x 12,
De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o tituios obtenidos en el extranjero

por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional
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Declaracidn acerca de! derecho del soficitante, en e momento da la fecha de presentacién, a solicitar y a obtener una

patente (Reglas 4.17 cifra iy 51bis .1, parrato a, ¢ifra ii), para el caso en que no corresponda una declaracidn segudn la
Regla 4.17 cifra iv;

Con respecto a esta Solicitud Internacional,

Marrone Bio Innovations, Inc. estd autorizada a solicitar y a obtener una patente en
virtud de las siguientes menciones:

Marrone Bio Innovations, Inc. esta autorizada por ser empleadora de los inventores
Hai Su, Marja Koivunen y Pamefa G. Marrone

Esta declaracién se emite a los propésitos de todas las designaciones excepto la
designacién de los Estados Unidos de América

[0 Esta declaracién es continuada an la siguienta hoja: "Hoja continuacién de campo N® VI (iy".
Formulario PCT/RO/101 (hoja de declaraci6n (ii} (enero 2010)

Ver Notas en of formuldario de Solicined
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PLANT PATHOGEN INHIBITOR COMBINATIONS AND METHODS OF USE

TECHNICAL FIELD

Disclosed herein are combinations, compositions and methods of use for modulating
plant pathogen infection using plant extracts containing anthraquinone derivatives which induce
resistance to plant phytopathogens and an antimicrobial agent, a biological control agent and/or

a surfactant having fungicidal activity.

BACKGROUND

Plant resistance to plant pathogens

Plants have evolved highly effective mechanisms for resistance to disease caused by
infectious agents, such as bacteria, fungi and viruses. This resistance can be caused by several
mechanisms, the best known of which are the systemic acquired resistance (SAR; Ross, 1961;
Durrant and Dong, 2004) and induced systemic resistance (ISR; van Loon et al., 1998). In the
most simple case, the inducer is the plant pathogen itself, in other cases, the inducer can be
either a chemical compound (salicylic acid, benzo(1 2,3)thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl
ester also known as BTH} or physical impact such as water or heat stress (Walters et al., 2005).
It appears that induced systemic resistance depends upon a gradual expression and persistence
of a low level of metabolic perturbation. Unlike elicitors of phytoalexin accumulation, which
clicit at the site of application and may be responsible for localized protection, inducers of
systemic resistance sensitize the plant as a whole to respond rapidly after infections. These
responses include phytoalexin accumulation, lignification and enhanced activities of chitinase
and glucanase,

Extract from giant knotweed (Reynoutria sachalinensis) sold as MILSANA® and
REGALIA® by Marrone Bio Innovations, Inc.) provides control of powdery mildew and other
plant diseases on cucurbits and other crops mainly by inducing an accurmulation of fungitoxic
phenolic compounds in the plant (Daayf et al., 1995; Wurms et al. 1999; Schmitt, 2002).
Recently, formulated giant knotweed extract has also shown great efficiency in inducing
resistance in various crops and plant pathogens including wheat powdery mildew (Vechet et al.,
2009). Besides the ISR mode of action, the formulated R. sachalinensis extract has recently also
been shown to have a direct fungistatic effect against wheat powdery mildew (Blumeria

graminis f. sp. fritici; Randoux et al., 2008).
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Fungicide resistance

Fungicide resistance is a common phenomenon in pests including plant pathogens.
When a fungicide, especially those with single-site mode of action, is frequently used, the
targeted pathogen can adapt to the fungicide due to high selection pressure. It is estimated that
pests can develop resistance to pesticides within 5-50 generations (May, 1985). Most plant
pathogens fit in this range in one growth season and thus can develop fungicide resistance
quickly. For example, it only took one year for benomyl lost efficacy for control of cucurbit
powdery mildew after its first registration for commercial use (McGrath, 2001).

Quinone outside inhibitors (also known as Qol fungicides or strobilurins) has been
widely used to control agriculturally important fungal pathogens since their introduction in
1996. Strobilurins block the respiration pathway by inhibiting the cytochrome bel complex in
mitochondria, thereby blocking the electron transfer process in the respiration chain and causing
an energy deficiency due to lack of adenosine triphosphate (ATP) (Bartlett et al., 2002),
Strobilurins and other fungicides with a single-site mode of action such as demethylation
inhibitors (DMI) are prone to resistance development among plant pathogens. To date, several
plant pathogenic fungi have developed field resistance to strobilurins (Tuttle McGrath, 2003;
Fraaije et al., 2003) and DMI fungicides (Schnabel et al., 2004), and considerable effort has
been made worldwide to develop appropriate resistance management strategies with detailed
recommendations of how to combine fungicides and other antifungal compounds in programs
and rotations to minimize the risk of resistance development (Tuttle McGrath, 2006; Wyenandt
et al., 2009).

Methods te control fungicide resistance

The most common strategy to manage fungicide resistance is to use site-specific
fungicides that are prone to resistance development in a combination (pre-mix or tank mix).
Besides resistance management, tank mixes also offer a compensatory mechanism in casc of a
failure of one fungicide as well as a way to reduce the dose to reduce selection pressure on
pathogens (van den Bosch and Gilligan, 2008). In some cases, the combination of single and
multisite fungicides in a tank mix or in rotation can provide additive or even synergistic
interactions (Gisi, 1996). Holb and Schnabel (2008) were able to show improved control of
brown rot (Monilinia fructicola) in a field study with a tank mix of a DMI fungicide and
elemental sulfur, and Reuveni (2001) demonstrated the benefits of using strobilurins and

polyoxin B fungicides in combination with sulfur to control powdery mildew in nectarines.
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Plant defense inducers such as the extract of R. sachalinensis have been tested in tank
mixes and rotations with other SAR/ISR products as well as with biocontrol agents (BCA)
(Hafez et al., 1999; Belanger and Benyagoub, 1997; Schmitt et al., 2002; Schmitt and Seddon,
2005, Bardin et al., 2008). The purpose of these studies has mainly been to demonstrate the
compatibility of different types of plant extracts with biocontrol agents. Konstatinidou-Doltsinis
et al. (2007) tested the R. sachalinensis product in a rotation with Pseudozyma flocculosa
product against powdery mildew on grapes, and found that alternated application of both
products improved the efficacy of R. sachalinensis. In the same study, alternation of sulfur and
R. sachalinensis in a rotation did not have a beneficial effect. Belanger and Benyagoub (1997)
found that a yeast-like fungus, Psendozyma flocculosa, was compatible with R. sachalinensis
when used against cucumber powdery mildew in a greenhouse. Similarly, Bokshi et al. (2008)
evaluated the combined effect of an acquired systemic resistance activator benzothiadiazole and
MILSANA® against cucumber powdery mildew, and found that MILSANA® used in a rotation
with benzothiadiazole provided an effective control measure against powdery mildew in the
field. However, based on the disease severity and yield data collected, it was not possible to
determine whether the positive effect was additive or synergistic.

Pesticide synergism has been defined as “the simultaneous action of two or more
compounds in which the total response of an organism to the pesticide combination is greater
than the sum of the individual components™ (Nash, 1981). Hence, when fungicides interact
synergistically, a high level of disease control is achieved with less than label rates of each
individual fungicide. Usually, the best effect is achieved with combinations of fungicides with
different modes of action (MOA), but synergy has also been demonstrated in combined use of
products with similar mode of action (De Waard, 1996). Fungicide synergism has been
demonstrated mostly in laboratory studies (Samoucha and Cohen, 1984; Gisi, 1996) but in some
cases (Karaogladinis and Karadimos, 2006; Burpee and Latin, 2008) synergism has also been
found in the field studies. Additionally, synergism of antifungal compounds other than
fungicides (bicarbonates and refined petroleum distillate) has been demonstrated against rose

powdery mildew and black spot (Horst et al., 1992).

SUMMARY

Disclosed and claimed is a combination comprising: () an extract derived from a plant,
wherein said extract contains one or more anthraquinone derivatives which induce plant
resistance to phytopathogens (also referred to as “plant pathogens™) and (b) one or more anti-
phytopathogenic agents selected from the group consisting of: (i) a non-benzodiathiazole, non-

Vitamin E, non-organophosphorusanti-microbial agent, which lacks or in other words does not

NN
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contain non-clemental, non-wettable sulfur, (i} a surfactant having fungicidal activity and (iii) a
non-Bacitlus, non-Pseudomonas, non-Brevabacillus , non-Lecanicillium, non-Ampelomyces,
non-Phoma, non-Pseudozyma biological control agent (e.g., an agent derived from
Streptomyces sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp. or a natural oil or oil-
product having fungicidal and/or insecticidal activity).

In a specific embodiment, the combination comprises: (a) an extract derived from the
family Polygonaceae and (b) a non-benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus
anti-fungal and/or antibacterial agent, which lacks or does not contain non-elemental or non-
wettable sulfur.

In one specific embodiment, the combination comprises () an extract derived from the
family Polygonaceae (e.g. Reynoutria sachalinensis) and (b) a single site fungicide and/or
multi-site fungicide which may include but is not limited to myclobutanil, quinoxyfen,
azoxystrobin, acibenzolar-S-methyl, mefenoxam, triflumizole, fludioxonil, propiconazole.

In another specific embodiment, the combination comprises (a) an extract derived from
the family Polygonaceae (e.g. Reynoutria sachalinensis) and (b) a natural oil or oil-product
having fungicidal and/or insecticidal activity.

In yet another particular embodiment, the combinations are compositions, particularly
compositions for use in modulating phytopathogenic or fungal infection. The invention is
further directed to the use of the extract and anti-phytopathogenic agents in formulating these
compositions,

The invention is additionally directed to a synergistic combination for use in modulating
phytopathogenic infection comprising (a) an extract derived from a plant, wherein said plant
contains anthraquinone derjvatives that induce plant resistance to phytopathogens and (b) a non-
Vitamin E, non-organophosphorus antimicrobial agent (e.g., anti-fungal and/or antibacterial
agent), which lacks or does not contain non-elemental or non-wettable sulfur, In a particular
embodiment, the antimicrobial agent is a benzodiathiazole (e.g., acibenzolar-S-methyl), a
triazole (e.g., propiconazole) or a strobilurin (¢.g., azoxystrobin).

The above mentioned combinations may also be formulated into compositions.

The invention is further directed to a method for modulating phytopathogenic infection
in a plant comprising applying to the plant and/or seeds thereof and/or substrate used for
growing said plant an amount of the combinations of the present invention set forth above
effective to modulate said phytopathogenic infection.

In a particular embodiment, the invention is directed to a method for modulating fungal

and/or bacterial infection in a plant comprising applying to the plant and/or seeds thereof and/or
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substrate used for growing said plant an amount of the combinations of the present invention
effective to modulate said fungal and/or bacterial infection,

The extract and said anti-phytopathogenic agents (e.g., anti-fungal and/or antibacterial
agents) may be administered sequentially, concurrently or in combination intermittently. As
defined herein “phytopathogenic infection™ means infection of a plant by plant pathogenic
bacteria, fungi, insects, nematodes and/or mollusks.

The invention is further directed to a method for decreasing the resistance of a
phytopathogen (e.g, fungus and/or bacteria) to (i) a non-Vitamin E, non-organophosphorus anti-
microbial agent, which lacked or in other words did not contain non-elemental or non-wettable
sulfur, (ii) a surfactant having fungicidal activity and/or (iii) a non-Bacillus, non-Pseudomonas,
non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma
biological control agent ( e.g., an agent derived from Streptomyces sp., Burkholderia sp.,
Trichoderma sp., Gliocladium sp. or a natural oil or oil-based product having fungicidal and/or
insecticidal activity) comprising applying to a plant in need thereof an amount of the
combinations of the present invention effective to decrease the emergence of said resistance. In
a particular embodiment, the invention is directed to a method for decreasing the resistance of a
fungus and/or bacteria to a non-elemental or non-wettable, sulfur, non-benzodiathiazole, non-
Vitamin E, non-organophosphorus anti-fungal and/or antibacterial agent. In yet another
particular embodiment, the invention is directed to a method for decreasing resistance of a
fungus and/or bacteria to a natural oil or oil-based product having fungicidal and/or insecticidal
activity using the combination of the present invention. This may be accomplished by
decreasing the frequency or ratc of emergence. The resistance of a phytopathogen to the
above-mentioned anti-pathogenic agents may be reduced by at least 50%.

The invention is further directed to the use of (a) an extract derived from a plant,
wherein said extract contains anthraquinone derivatives which induce plant resistance to
phytopathogens, and (b) one or more anti-phytopathogenic agents selected from the group
consisting of: (i) a non-benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus anti-microbial
agent which lacks nonelemental, non-wettable sulfur, (i) a surfactant having fungicidal activity
and (iv) a non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-Brevabacilius, non-Lecanicillium, non-
Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma biological control agent for the manufacture of a
composition for modulating phytopathogenic infection as well as the use of (a) an extract
derived from a plant, wherein said plant contains anthraquinone derivatives that induce plant
resistance to phytopathogens and (b) a benzodiathiazole anti-microbial agent for the

manufacture of & synergistic composition for modulating phytopathogenic infection.
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The invention is further directed to a kit comprising (a) an extract derived from the family
Polygonaceae and (b) one or more anti-phytopathogenic agents selected from the group
consisting of: (i) a non-benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus, anti-microbial
agent, which lacks a non-clemental or non-wettable sulfur, (ii) a surfactant having fungicidal
activity and (iii) a non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-
Ampelomyces,on-Phoma, non-Pseudozyma biological control agent. This kit may further

comprise packaging instructions.

DETAILED DESCRIPTION OF SPECIFIC EMBODIMENTS

Where a range of values is provided, it is understood that each intervening value, to the
tenth of the unit of the lower limit unless the context clearly dictates otherwise, between the
upper and lower limit of that range and any other stated or intervening value in that stated range
is encompassed within the invention. The upper and lower limits of these smaller ranges may
independently be included in the smaller ranges is also encompassed within the invention,
subject to any specifically excluded limit in the stated range. Where the stated range includes
one or both of the limits, ranges excluding either both of those included limits are also included
in the invention,

Unless defined otherwise, all technical and scientific terms used herein have the same
meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention
belongs. Although any methods and materials similar or equivalent to those described herein
can also be used in the practice or testing of the present invention, the preferred methods and
materials are now described. Further, although this invention has been described with reference
to specific embodiments, the details thereof are not to be construed as limiting, as it is obvious
that one can use various equivalents, changes and modifications and still are within the scope of
the present invention,

Various references are cited throughout this specification, each of which is incorporated
herein by reference in its entirety,

[t must be noted that as used herein and in the appended claims, the singular forms "a,"
"and" and "the" include plural references unless the context clearly dictates otherwise. For
example, “a fungus” also encompasses “fungi”.

As defined herein, the term “modulate” is used to mean to alter the amount of

phytopathogenic infection or rate of spread of phytopathogenic infection.

Extracts
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The plant extracts used in the combinations, compositions and methods of the present
invention contain anthraquinone derivatives as biochemical agricultural products for use against
plant pests, particularly plant phytopathogens such as plant pathogenic bacteria, fungi, insects,
nematodes and/or as a molluscicide. “Contain™ also encompasses extracts that produce said
anthraquinone derivatives. In a particular embodiment, the anthraquinone derivative(s) of the
present invention which is used in compositions and methods of the present invention is (are)
the major active ingredients or one of the major active ingredients.

Anthraquinone derivatives include but are not limited to physcion, emodin,
chrysophanol, ventiloquinone, emodin glycoside, chrysophanol glycoside, physcion glycoside,
3, 4-dihydroxy-1-methoxy anthraquinone-2-corboxaldehyde, damnacanthal. These derivatives

share a simnilar structure as follows:

Re O Ry
OO
R¢ R;

Re 0 Ry

Where RI, R2, R3, R4, R5, R6, R7 and R8 are hydrogen, hydroxyl, hydroxylalky!,
halogen, carboxyl, alkyl, alkyoxyl, alkenyl, alkenyloxyl, alkynyl, alkynyloxyl, heterocyclyl,
aromatic, or aryl group, sugars such as glucose.

In a particular embodiment, the invention is directed to anthraquinone derivatives that
are contained in exwracts derived from plant families including but not limited to Polygonaceae,
Rhamnaceae, Fabaceae, Asphodelaceae, and Rubjaceae so on. These compounds can be from
any part of plants such as leaf, stem, bark, root and fruits. Plant materials can be wet and dry,
but preferably dry plant materials. To meet the biochemical agricultural products, solvents and
processes that are used in the extraction and purification must meet the requirements of
National Organic Program (NOP) {http://www .ams.usda.gov/AMSv1.0/nop,].

In a more particular embodiment, the plant extract is derived from a member of the
Polygonaceae family. As defined herein, “detived from” means directly isolated or obtained
from a particular source or alternatively having identifying characteristics of a substance or
organism isolated or obtained from a particular source. In a particular embodiment, extract in
said combination contains at anthraquinone derivatives physcion and optionally emodin.
Members of the Polygonaceae family include but are not limited to 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,

Lastarricea, Mucronea, Muehlenbeckia, Nemacaulis, Oxyria, Oxytheca, Perscarioa,
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Persicaria, Pleuropterus, Podopterus, Polygonella, Polygonum, Pterostegia, Rheumn, Rumex,
Ruprechtia, Stenogonum, Systenotheca, Thysanella, Tovara, Tracauvlon, Triplaris and even
more particular embodiment, the extract may be derived from a Reynoutria (alternately referred
to as Fallopia) sp. or Rheum species. In a most particular embodiment, the extract is derived

from Reynoutria sachalinensis.

Anti-Phytopathogenic agents

The formulated extract (such as products marketed under trade names REGALIA® and
MILSANA®) can then be used in combination with other anti-phytopathogenic agents plant
extracts, biopesticides, inorganic crop protectants (such as copper), surfactants (such as
rhamnolipids; Gandhi et al., 2007) or natural oils such as paraffinic oil and tea tree oil
posscssing pesticidal properties or chemical fungicides or bactericides with either single site,
multisite or unknown mode of action. As defined herein, an “anti-phytopathogenic agent” is an
agent which modulates the growth of a plant pathogen on a plant or alternatively prevents
infection of a plant by a plant pathogen. A plant pathogen includes but is not limited to a
fungus, bacteria, virus, insects, nematodes and/or mollusca.

In a particular embodiment, the anti-phytopathogenic agent is a biopesticide
alternatively referred to as a biocontrol agent. This biocontrol agent is in a more particular
embodiment a non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-
Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma biological control agent is an agent derived from
Streptomyces sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp. Alternatively, the agent
is a natural oil or oil-product having fungicidal and/or insecticidal activity (e.g., paraffinic oil,
tea tree oil, lemongrass oil, clove oil, cinnamon oil, citrus oil, rosemary oil).

As noted above, the anti-phytopathogenic agent may be a single site anti-fungal agent
which may include but is not limited to benzimidazole, a demethylation inhibitor (DMI) (e.g.,
imidazole, piperazine, pyrimidine, triazole), morpholine, hydroxypyrimidine, anilinopyrimidine,
phosphorothiolate, quinone outside inhibitor, quinoline, dicarboximide, carboximide,
phenylamide, anilinopyrimidine, phenylpyrrole, aromatic hydrocarbon, cinnamic acid,
hydroxyanilide, antibiotic, polyoxin, acylamine, phthalimide, benzenoid (xylylalanine). In a
more particular embodiment, the antifungal agent is a demethylation inhibitor selected from the
group consisting of imidazole (e.g., triflumizole), piperazine, pyrimidine and triazole
(e.g. bitertanol, myclobutanil, penconazole, propiconazole, triadimefon, bromuconazole,
cyproconazole, diniconazole, fenbuconazole, hexaconazole, tebuconazole, tetraconazole,
propiconazole). In a most particular embodiment, the antifungal agent is myclobutanil. In yet

another particular embodiment, the antifungal agent is a quinone outside inhibitor (e.g.,
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strobulurin). The strobulurin may include but is not limited to azoxystrobin, kresoxim-methoyl
or trifloxystrobin, In yet another particular embodiment, the anti-fungal agent is a quinone, e.g.,
quinoxyfen (5,7-dichloro-4-quinoly] 4-fluorophenyl ether).

In yet a further embodiment, the antimicrobial agent is a multi-site non-inorganic,
chemical fungicide selected from the group consisting of a nitrile (e.g., chloronitrile or
fludioxonil), quinoxaline, sulphamide, phosphonate, phosphite, dithiocarbamate, chloralkythios,
phenylpyridin-amine, cyano-acetamide oxime.

In yet another embodiment, the anti-phytopathogenic agent is an anti-bacterial agent.
This anti-bacterial agent includes but is not limited to carbamates, organophosphates,
cyclodiene organochlorides, phenylpyrazoles, pyrethroids, pyrethrins, neonicotinoids,
nitroguanadines, nicotine, Spinosyn, glycosides, juvenile hormone analogues and other insect
growth regulators, pyridine azomethine, pyridine carboxamide, tetrazine, thiazolidinone, 2 4-
diphenyloxzoline derivatives, organotin, pyrrole, buprofezin, hydramethylnon, naphtoguinon
derivatives, pyridazinone, phenoxypyrazole, tetronic acid, carbazate, rotenone, organochlorine-

diphenylaliphatics.

Uses

The said plant extract or formulated product can be used simultaneously with the other
component or components in a tank mix or in a program (sequential application called rotation)
with predetermined order and application interval during the growing season. When used in a
combination with the above-mentioned pesticidal products, at concentration lower than
recommended in the product label, the combined efficacy of the two or more products (one of
which is the said plant extract) is in a preferred embodiment, higher than each individual
component’s effect added together. Hence, the pesticidal effect is enhanced by synergism
between these two (or more) products, and the risk for the development of pesticide resistance
among the plant pathogenic strains is reduced.

Target plants to be protected within the scope of the present invention comprise, for
cxample, the following species of plants: cereals (wheat, barley, rye, oats, rice, sorghum and
related crops), beet (sugar beet and fodder beet), pommes and soft fruit (apples, pears, plum,
peaches, almonds, cherries, strawberries, raspberries and blackberries), leguminous plants
(beans, lentils, pcas and soybeans), oil plants (rape, mustard, poppy, olives, sunflowers,
coconuts, castor oil plants, cocoa beans and ground nuts), cucurbits (cucumber, melons,
pumpkins, eggplant}, fiber plants (cotton, flax, hemp and jute), citrus fruit (oranges, lemon,
grapefruits and mandarins), vegetables (spinach, lettuce, asparagus, cabbages, carrots, onions,

tomatoes, potatoes and paprika), lauraceae (avocadoes, cinnamon and camphor) or plants such



10

15

20

25

30

WO 2011/014596 PCT/US2010/043612

as maze, tobacco, nuts, coffee, sugar cane, tea, vines, hops, bananas and natural rubber plants,
as well as ornamentals (composites), areas of grass or general low cover crops which counteract
erosion or desiccation of the soil and are useful in cultures of trees and perennials (fruit
plantations, hop plantations, maze fields, vineyards, etc.).

The preferred method of applying combinations of products in the present invention is a
foliar application (spraying, atomizing, dusting, scattering or pouring) with or without a carrier.
The number of applications and the rate of application depend on the risk of infestation by a
pathogen. For example, the foliar pesticidal treatments with combinations and mixtures covered
in this patent can be made once in every 7 to 14 days at 25 to 10,000-fold lower rates than
recommended in the product label. Product mixtures and combinations targeted in the present
invention may also be applied to seeds by impregnating the seeds either with a liquid
formulation containing the active ingredient or coating them with a solid formulation. In special
cases, further types of application are also possible. These include soil drench or selective
treatment of plant stems or buds,

The mixtures of the present invention and, where appropriate, a solid or liquid adjuvant
are prepared in known manner. For example, the mixtures may be prepared by homogeneously
mixing and/or grinding the active ingredients with extenders such as solvents, solid carriers and,
where appropriate, surface-active compounds (surfactants). The compositions may also contain
further ingredients such as stabilizers, viscosity regulators, binders, adjuvants as well as

fertilizers or other active ingredients in order to obtain special effects.

EXAMPLES

As will be set forth below, in satisfaction of the foregoing objects and advantages,
examples of methods for increasing the efficacy of two or more products by using them at rates
that produce synergistic or additive effects. The compositions and methods described here have
been proven cffective in reducing the disease incidence and severity in greenhouse-grown
cucumbers (Cucumis sativis) but the concept can be used effcctively for other plant varictics
and species. The compositions and methods are particularly effective against cucumber
powdery mildew but they can be applicd to other fungal, bacterial, and viral plant diseases as

well such as grey mold, leaf spots, bacterial wilt, scab, anthracnose, tobacco mosaic virus etc,

Materials and Methods
Powdery Mildew (Examples I-V and X-XI)

10
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The studies were conducted in a green house. Experimental design of the studies for
synergism followed the Burpee and Latin (2008). Powdery mildew, caused by Sphaerotheca
fuliginea, was used for investigating the efficacy of the treatments.

Cucumber seeds cv. “SMR 38” (Irwin & Sons Ag Supply, Inc. Cheshire, OR) were
grown in plastic 4-inch pots with potting soil mix (Rod McLellan Company, Marysville, OH).
The plants were treated at 2-true leaf stage. The compounds at various rates were sprayed with a
2-oz mist sprayer at 2 ml per plant at upper side and I ml at lJower side of the leaves. The treated
plants were left for 3-4 hours under florescent light to dry before inoculation.

A conidia suspension of Sphaerotheca fuliginea, the causal agent of powdery mildew
disease on cucumber, was prepared by cutting diseases leaves of the cucumber plants that are
served for conservation of inoculum. The suspension were adjusted to 2.0 x 10° conidia per ml
and applied with a 2-0z mist sprayer at 2 m! per plant on the upper side of the leaves, The
inoculated plants were placed in a greenhouse and the treatments were arranged in randomized
complete blocks with 4 to 6 replicates at 25°C to 30°C,

The disease severity (percentage area covered with colonies) of the first leaves were
rated according to James (1971). Disease severity and percentage control were analyzed with
analysis of variance (ANOVA) and means of the treatments were compared with Fisher’s
Protected Least Difference (LSD) at p=0.05 level. Synergetic effect was calculated and
analyzed with Limpel’s formula (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

Lettuce downy mildew (Examples VI-VII)

Synergy between MBI-106 and acibenzolar-$-methyl or mefenoxam which control a
specific class of pathogens Oomycetes was tested with lettuce downy mildew following Su et
al. (2004).

To prepare inoculum of downy mildew, lettuce seeds were placed on 5-mm petri-dishes
with about 20-30 seeds in cach and watered with sterile water, then supplied with ¥ strength of
Hoagland’s solution after germination. The petri dishes were placed at 20°C growth chamber
for 7-10 days. The spores of Bremia lactucae was inoculated on lettuce cotyledons and cultured
for 7-10 days at 15°C for sporulation to occur. Cotyledons with sporulation were cut off and
placed in a falcon tube with sterile water. The cotyledons were vortexed for 15 seconds three
times and filtered through a 100-upm mesh to collect sporangia. The solution was adjusted to
0.5 to 1.0 x 10° spores/m| for inoculation.

Four test plants were sceded in each 2-in pots and then placed at 20°C for 7-10 days to

grow cotyledons. Plants were ready for test when the first true leaf was emerging.

11
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The lettuce plants were treated with the materials and left to dry or overnight. Then the
plants were inoculated with sporangial solution. The treatments were arranged in a randomized
complete block design with four replicates. The inoculated plants were placed in darkness in
growth chamber for 48 hours and then incubated under 12-h light period at 15°C. Eight to ten
days after inoculation, the cotyledons were rated for disease severity (percentage arca covered

with sporangiophores).

Seed treatment (Examples VIII-1X)

The experiments described below were conducted with soybean but similar procedures
are used with other crops such as cereals, corn, cotton, and potatoes.

The experiments were conducted in a greenhouse following the procedure developed by
Hwang et al. (2006). The isolate of Rhizoctonia solani was grown on potato dextrose agar plates
and cultured for 5 days for inoculating oat or wheat grain. One liter of grain was soaked
overnight at room temperature (25°C) and rinsed three times with tape water. The 8%12-in
autoclave bags were filled with the grain up to 1/3 full were autoclaved at 121°C for 15 min.
The autoclaved grain then was then inoculated with 35 pieces of 1x1 cm plug of the 5-day
culture of R. solani per bag and cultured for 5 days at room temperature (25°C). The bags were
left open in laminar flow hood to let the grain completely dry.

The blank seed sample of 10 g to be coated was placed in a flask. Coating agent
SEPIRET® 1171-O (Becker Underwood Ltd., Ames, [A) was put into the flasks together with
the compound of interest, and the flask was shaken vigorously so that the seed picked up the
compound. The procedure was repeated with fresh seed sample of cvs. “White Lion” (Kitazawa
Seed Co., Oakland, CA) or “Viking 2265” (Johnny’s Selected Seeds, Winslow, ME) in the
same flask for the treatments. After the seeds were coated, they were left to air dry before
planting.

To prepare the soil, five hundred milliliters of the dried grains with inoculum were
blended for 15 seconds three times and the powder was mixed with sterile sand at 1:1 (v/v) to
dilute the inoculum. The sand mix was further used to prepare soil mix at various proportions
1:350 to 1:800 (inoculum: soil) for soybean to gencrate various disease levels in repeated tests.

The coated seeds were planted in the pots with infested soil. There were three replicates
of each treatment which were arranged in a complete randomized block design and placed at 25
t0 30°C in a greenhouse.

After 10 to 20 days, depending on discase pressure and temperature, emergence of each
treatment was rated and compared. Biomass was measured by weighing the above-ground

portion which was measured for each replicate of the plant material.

12
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Example 1. Synergistic effect between formulated R. sachalinensis extract and
myclobutanil (test I).

MBI-106 (formulated R. sachalinensis extract marketed as REGALIA® SC by Marrone
Bio Innovations, Inc., Davis, CA) diluted at 10-fold lower than label rates of 1500x and 2000x
and myclobutanil (formulated as RALLY® 40W, Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) at
concentrations of 0.25 ug/ml, 0.1 ug/ml, and 0.05 ug/ml (450 to 2,250-fold lower than
recommended label rates) were applied alone or in tank mix.

Disease severity was significantly reduced in MBI-106 at 1500x and 2000x in
combination with myclobutanil at 0.25 ug/m] than that when they were used alone (Table 1).
Significant increase in control efficacy was found with the combination of MBI- 106 2000x tank

mixed with myclobutanil at rates of 0.25 ug/ml and 0.05 ug/ml (Table 2).

Example II. Synergistic effect between R. sachalinensis extract and myclobutanil (test II).

In a second test using MBI-106 (formulated as REGALIA® SC) and myclobutanil
(formulated as RALLY® 40W), higher efficacy was found when MBI-106 at 2000x (10-fold
lower than label rate) dilution in combination with myclobutanil at rates of 0.25, 0.1, and 0.05
ug/ml, and when MBI-106 at 1500x was tanked mixed with myclobutanil at 0.05 ug/ml (Table
3). Significant synergistic effect was displayed when MBI-106 diluted at 1500x and 2000x was
combined with myclobutanil at the lowest rate of 0.05 ug/ml (Table 4).

Example 111, Synergistic effect between formulated R. sachalinensis extract and
quinoxyfen

MBI-106 diluted at 1500x or 2000x was applied alone or in combination with
quinoxyfen (formulated as QUINTEC®, Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) at 0.05 and
0.01 ug/ml (2,000 to 10,000-fold lower than label rates) cither alone or in a tank mix, The
results arc shown in Tables 5 and 6. The most significant synergistic effcct and enhanced
disease control was found at R. sachalinensis product dilution of 2000x with quinoxyfen at 0.01
ug/mL. Quinoxyfen has a new multi-site mode of action affecting G-proteins in early cell

signaling.

Example IV, Synergistic effect between formulated R. sachalinensis extract and
azoxystrobin

MBI-106 diluted at 1500x or 2000x was applied alone or in combination with
azoxystrobin (formulated as QUADRIS®, Syngenta Corporation, Wilmington, DE) at a rate

13
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0.25,0.5,1.0,5.0,and 10 ug/mL (25 to 1020-fold iower than recommended label rates) either
alone or in a tank mix. The results are shown in Tables 7 and 8. Of all tested combinations,
mixes with R. sachalinensis extract at 2000x dilution and azoxystrobin at either 5.0 or 0.5
ug/mL provided the greatest synergy, and the fungicidal efficacy was significantly greater than

expected compared to the single-compound use data.

Example V, Synergistic effect between formulated R, sachalinensis extract and
triflumizole.

MBI-106 (formulated R. sachalinensis extract marketed as REGALIA® SC by Marrone
Bio Innovations, Inc., Davis, CA) at 2500x dilution {10-fold lower than label rate) and
triflumizole (formulated as PROCURE® 480SC, Chemtura Corporation, Middlebury, CT) at
concentrations of 1.0 ug/ml, 0.5 ug/ml, and 0.25 ug/ml (150 to 600-fold lower than
reconmended label rates) were applied alone or in tank mix to.

Diseasc severity was significantly reduced (P<0.0001) in treatments sprayed with MBI-
106 at 2500x dilution in combination with triflumizole compared with a treatment where MBI-
106 was used alonc (Table 9). Synergistic effect in efficacy was found at the combination of
MBI-106 2500x tank mixed with triflumizole at rates of 1.0 ug/ml, 0.5 ug/ml, and 0.25 ug/ml
(Table 10).

Example V1. Synergistic effect between R. sachalinensis extract and acibenzolar-S-methyl
in controlling lettuce downy mildew.

MBI-106 (formulated R. sachalinensis extract marketed as REGALIA® SC by Marrone
Bio Innovations, Inc., Davis, CA) was used alone at 200x dilution or in combination with
acibenzolar-S-methyl (formulated as ACTIGARD®, Syngenta Crop Protection, Inc.,
Greensboro, NC) at concentrations of 25 ug/mi to control lettuce downy mildew.

Disease severity was significantly reduced (p=0.0004) in MBI-106 at 200x dilution in
combination with acibenzolar-S-methyl compared to treatments in which they were used alone
(Table 11). There is a synergistic effect in efficacy in the tank mix of MBI-106 200x and
acibenzolar-S-methyl (Table 12).

Example VII, Synergistic effect between R, sachalinensis extract and mefenoxam in

controlling lettuce downy mildew.

To investigate the synergistic effect of Reynoutria and MBI-106, formulated product
REGALIA® ME by Marrone Bio Innovations, Inc., Davis, CA was used at 400x% dilution rate in
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combination with mefenoxam (formulated as RIDOMIL GOLD®, Syngenta Crop Protection,
Inc., Greensboro, NC) at concentrations of 37.5ug/ml, 75.0ug/ml, and 150pug/ml to control
lettuce downy mildew.

Disease severity was significantly reduced (p<0.0001) in MBI-106 at 400x dilution in
combination with mefenoxam compared to treatments in which they were used alone at each
concentration (Table 13). Synergistic cffect in efficacy of the tank mix of MBI-106 200x and
mefenoxam was found in combinations of MBI-106 and each concentration of mefenoxam
{Table 14).

Example VIII. R. sachalinensis extract as a seed treatment agent and its synergy with
azoxystrobin in controlling Rhizoctonia solani.

Reynoutria sachalinensis was extracted with cthanol at 5% (w/w) and used for seed
coating at 0.2117g/kg seed, either alone or in combination with azoxystrobin (QUADRIS?,
Syngenta Crop Protection, Inc., Greensboro, NC) at 0.0298g/kg seed to control Rhizoctonia
solani on soybean.

The emergence rate was higher in the inoculated seeds treated with MBI-106 compared to the
inoculated untreated control, and when used in combination with azoxystrobin, the emergence
rate was higher than when either product was used alone (Table 15). A synergistic effect was

found when both materials were used in combination (Table 16).

Example IX. R. sachalinensis extract as a seed treatment agent and synergy with
fludioxenil in controlling RhAizoctonia solani.

The ethanol extract of R. sachalinensis was also used at the rates of 0.03175g/kg seed
and 0.635g/kg seed for seed coating, either alone or in combination with fludioxonil
(formulated as Scholar® by Syngenta Crop Protection, Inc., Greensboro, NC) to control
Rhizoctonia solani on soybean. The emergence rates and biomass were higher in the MBI-106
treated seeds compared to the inoculated untreated control and also higher when used in
combination with fludioxonil at the rate of 0.0596g/kg seed (Table 17). Synergistic effcct was
found in the two rates of MBI-106 when used in combination with fludioxonil (Table 18).

Example X. Synergistic effect between formulated R. sachalinensis extract and
propiconazole in controlling cucumber powdery mildew.
MBI-106 (formulated R. sachalinensis extract marketed as REGALIA® ME by

Marrone Bio Innovations, Inc., Davis, CA) at 2500x dilution and propiconazole (formulated
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as PROPIMAX® EC, Dow AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) at concentrations of 1.0
ug/ml were applied alone or in tank mix.

Disease severity was significantly reduced (P<0.0001) in treatments sprayed with
MBI-106 at 2500x dilution in combination with propiconazole (Table 19), There is a
synergistic effect in control efficacy in the combination of MBI-106 2500x tank mixed with
propiconazole (Table 20).

Example XI. Synergistic effect between R. sachalinensis extract and quinoxifen (Test
II) in controlling cucumber powdery mildew.

MBI-106 (formulated R. sachalinensis extract marketed as REGALIA® SC by
Marrone Bio Innovations, Inc., Davis, CA) was used alone at 2000x dilution or in
combination with azoxystrobin at three concentration 0.5, 0.25, and 0.1ug/ml to control
cucumber powdery mildew.

The control efficacy in MBI-106 at 2000x dilution in combination with azoxystrobin
treatments are higher that they are used alone (Table 21). Synergistic effect in control
efficacy of the tank mix of MBI-106 2000x exists in combinations of MBI-106 and each

concentration of azoxystrobin (Table 22).
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Tables

Table 1. Disease severity and percentage control of MBI-106 and myclobutanil (RALLY®40W)

when used alone or in tank mix.!

5
Treatment Dilution/Rate Severity (%)* | Control (%)
Untreated control N/A 983 a 00 e
myclobutanil 0.25 ug/m] 16.7 cd 83.1 be
myclobutanil 0.1 ug/ml 950 a 32
10 myclobutanil 0.05 ug/ml 95.8 a 2.5
Reynoutria extract 1500x 15.8 cd 840 be
Reynoutria extract 2000x 358 b 635 d
Reynoutria extract + | 1500x
myclobutanil 0.25 ug/ml 1.2 e 988 a
Reynoutria extract + | 2000x
myclobutanil 0.25 ug/ml 02 e 998 a
15 Reynoutria extract + | 1500x
myclobutanil 0.1 ug/ml 11.8 de 879 ab
Reynoutria extract + | 2000x
myclobutanil 0.1 ug/ml 275 be 722 dc
Reynoutria extract + | 1500x
myclobutanil 0.05 ug/ml 17.5 cd 824 be
Reynoutria extract + | 2000x
20 myclobutanil 0.05 ug/ml 208 «cd 790 bc
P<0.0001 P<0.0001

! Data in Column 3 (Severity (%)) are means of six replicates. Means with the same letter in
a column are not significantly different according to Fisher’s Protected Least Significant
Difference (LSD) at P=0.05 level.
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Table 2. Expected efficacy (Ee)? of cach product combination, and the statistical significance of
detected synergism between MBI-106 (REGALIA®SC) and myclobutanil (RALLY® 40W)

Treatment Dilution/Rate | Control (%) E}? T-test
Reynoutria extract + 1500x%
myclobutanil 0.25 ug/ml 98.8 973 ns.
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.25 ug/ml 99.8 93.8 *okk
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.1 ug/m} 87.9 84.5 n.s.
Reynoutria extract 2000x
+myclobutanil 0.1 ug/ml 72.2 64.7 n.s.*
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.05 ug/ml 824 84 .4 n.s.
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.05 ug/mi 79.0 64.4 #3
5
10
15

2E. is the Expected efficacy and is determined with the Limpel’s formula E.=X + Y —
(XY)100 (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

? Data are means of six replicates. Means with the same letter in a column are not
significantly different according to Fisher’s Protected Least Significant Difference (LSD) at
P=0.05 level.

“ n.s.: Not significant

** and ***: Significant at P<0.05 and 0.001 respectively.
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Table 3. Disease severity and percentage control of MBI-106 (REGALIA® SC) and
myclobutanil (RALLY® 40W) when used alone or in tank mix in a repeated test.

Treatment Dilution/Rate | Severity (%)* | Control (%)
Untreated control N/A 913 a 00 e
myclobutanil 0.25 ug/ml 538 bed 413 dc
myclobutanil 0.1 ug/ml 800 ab 122 de
myclobutanil 0.05 ug/ml 938 a 28 e
Reynoutria extract 1500x 200 ef 77.9 ab
Reynoutria extract 2000x 63.8 abc 298 cde
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.25 ug/ml 463 cde 48.8 be
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.25 ug/ml 338 cdef 62.7 be
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.1 ug/ml 338 cdef 62.6 be
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.1 ug/ml 38.8 cde 573 be
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.05 ug/ml 18 f 98.1 a
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.05 ug/ml 213 def 770 ab

P<0.0001 P<0.0001

% Data are means of four teplicates. Means with the same letter in a column are not
significantly different according to Fisher’s Protected Least Significant Difference (LSD) at
P=0.05 level.
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Table 4. Synergistic effect between MBI-106 (REGALIA® SC) and myclobutanil (RALLY®
40W) in a repeated test.

Treatment Dilution/Rate | Control E.* T test
(%)
Reynoutria extract + 1500%
myclobutanil 0.25 ug/mil 48.8 870 n.s.
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.25 ug/m! 62.7 58.8 ns,
Reynoutria extract + 1500x
myclobutanil 0.1 ug/ml 62.6 80.6 n.s.
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.! ug/m! 573 38.3 ns.
Reynoutria extract + 1500%
myclobutanil 0.05 ug/ml 98.1 773 * Xk
Reynoutria extract + 2000x
myclobutanil 0.05 ug/m! 770 278 wk

‘E, is the Expected efficacy and is determined with the Limpel’s formula E,=X + Y — (XY)/100
(Limpel et al., 1962; Richer, 1987).
** and ***: Significant at P<0.01 and 0.001 respectively.

ns.: Not significant
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Table 5. Diseasc severity and percentage control of MBI-106 (formulated R. sachalinensis

extract) and quinoxyfen (QUINTEC®) when used alone or in tank mix.

5 Treatment Dilution/Rate | Severity (%) | Control (%)
Untreated control N/A 913 a 0
Reynoutria extract 1500x 200 c¢ 77.93
Reynoutria extract 2000x 638 b 29.75
quinoxyfen 0.05 ug/ml 300 ¢ 66.95
quinoxyfen 0.01 ug/ml 900 a 1.33
Reynoutria extract + 1500x
quinoxyfen 0.05 ug/ml 250 ¢ 72.65
Reynoutria extract + 2000x
quinoxyfen 0.05 ug/ml 125 ¢ 86.25
10 Reynoutria extract + 1500x
_quinoxyfen 0.01 ug/ml 225 ¢ 75.28
Reynoutria extract + 2000x
quinoxyfen 0.0 1 ug/ml 138 ¢ 85.1
n=4,LSD P<0.0001 P<0.0001

Data are means of four replicates. Means with the same letter in a column are not
significantly different according to Fisher’s Protected Least Significant Difference (LSD) at
15 P=0.05 level.

Table 6. Synergistic effect between MBI-106 (Reynoutria extract, REGALIA® SC) and
quinoxyfen (QUINTEC®)

T-

Treatment Dilution/Rate Control (%) E, test
Reynoutria extract + 1500x *
quinoxyfen 0.05 ug/ml 7265 927
Reynoutria extract + 2000x _
quinoxyfen 0.05 ug/ml 8625 76.8 n-s.
Re}rnoutna extract+ 1500x% 7528 782 s

uinoxyfen 0.01 ug/ml

Reynoutria extract + 2000x -
quinoxyfen 0.0 1 ug/ml 851 307

20 ?E,is the Expected efficacy and is determined with the Limpel’s formula E.=X + Y — (XY)/100
{Limpel et al., 1962; Richer, 1987).
* and **: Significant at P<0.05 and 0.01 respectively.

n.s.: Not significant.
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Table 7. Disease severity and percentage control of powdery mildew using MBI-106 (R.

sachalinensis extract, REGALIA® SC) and azoxystrobin'(QUADRIS®).

Treatment Dilution/Rate | Severity (%) Control (%)
Untreated control N/A 92.5 a 0.0 h
azoxystrobin 10.0 ug/ml 11.3 cfg 87.6 abc
azoxystrobin 5.0ug/ml - 53 . fg 94.3 ab
azoxystrobin 1.0 ug/ml 30.0 ‘cdef |  68.1 bedef
azoxystrobin 0.5 ug/ml 48.8 bc | . 480 - fg
azoxystrobin 0.25 ug/ml 450 “bed 51.8 efg
Reynoutria extract 1500x 113 | efg 88.0 abc
Reynoutria extract 2000x 61.3 b 343 g
Reynoutria extract 2500x - 488 | be 470 fg

.| Reynoutria extract + 1500% : _
.| azoxystrobin 10.0 ug/ml 300 %68 ab
Reynoutria gxtract + 2000x '+ i
- | azoxystrobin 10.0 ug/ml 40 fg 95.6 ab
‘| Reynoutria extract + 2500x - - .
azoxystrobin 10.0 ug/ml 18 ; fe 98.1 ab
- | Reynoutria extract + 1500x C
“| azoxystrobin 5.0 ug/sil 10 8 98.9 ab
Reynoutria extract + 2000x :
.| azoxystrobin 50 ug/rhl 0.8 g 992 a
Reynoutria extract + 2500x .
azoxystrobin soug/ml . | 20 fg | 979 ab
Reynoutria extract + 1500x '
azoxystrobin 1.0 ug/ml 113 efg 87.6 abe
Reynoutria extract + 2000x : '
azoxystrobin 1.0 ug/ml 125 ofg 86.3 abed
Reynoutria extract + 2500x% ! o .
azoxystrobin 1.0 ug/ml - 250 cdefg 734 abcdef
Reynoutria extract + 1500x ' - |
azoxystrobin 0.5 ug/ml 16.3 defg 82.2 abcde
Reynoutria extract + 2000x ,
azoxystrobin 0.5 ug/ml 13 efg 877 abe
Reynoutria extract + 2500x% -
| azoxystrobin 0.5ug/ml - | . 438 bed 52.1 ofg
Reynoutria extract 1500% . B
+azoxystrobin 0.25 ug/ml ‘ 4,0-9 . bede 56.4 defg
Reynoutria extract + 2000x . | .o
azoxystrobin 0.25 ug/ml 250 cdefg 730 abedef
Reynoutria extract + 2500x I . '
azoxystrobin 0.25 ug/ml # ;36'3 : bede 60.5 cdefg
N=4 | |*P<0.0001. P<0.0001
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Table 8. Synergistic effect between MBI-106 and azoxystrobin. Only treatments with

statistically significant synergistic effect are included.

Treatment Rate/Dilution Control (%) E, T-test
Reynoutria extract + 2000x *
azoxystrobin 10.0 ug/ml 936 919
Reynoutria extract + 2500x *
azoxystrobin 10.0 ug/ml %8.1 24
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 5.0 ug/ml 292 9.3 *
Reynoutria extract + 2000x *k
azoxystrobin 0.5 ug/ml 87.7 65.8
5
10
23
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Table 9. Disease severity and percentage control of R. sachalinensis and triflumizole

(PROCURE® 480SC) when used alone or in tank mix.

Treatment Dilution/Rate | Severity (%) | Control (%)

Untreated control N/A 97.5 a 0.0

5 Reynoutria extract 2500x 238 b 75.6

triflumizole 1.0 ug/ml 77.5 a 20.5

triflumizole 0.5 ug/ml 863 a 115

triflumizole 0.25 ug/ml 950 a 2.6
Reynoutria extract + 2500x

triflumizole 1.0 ug/ml 6.3 b 93.6
Reynoutria extract + 2500x

10 triflumizole 0.5 ug/ml 150 b 84.6
Reynoutria extract + 2500x

triflumizole 0.25 ug/m] 11.5 b 88.2

Data in Column 3 (Severity (%)) are means of four replicates. Means with the same letter in
a column are not significantly different according to Fisher’s Protected Least Significant
15 Difference (LSD) at P=0.05 level.

Table 10. The expected efficacy (E.) of each product combination, control efficacy (E), and the
synergistic effect (E/E, > 1.0) between MBI-106 (REGALIA® SC) and triflumizole

(PROCURE® 480SC).
20
Tank mix Dilution/Rate | Control (%) | E. | E/E,
Reynoutria extract + 2500x
triflumizole 1.0 ug/ml 93.6 806 | 1.2
Reynoutria extract + 2500x
triflumizole 0.5 vg/ml 84.6 7841 1.1
Reynoutria extract + 2500x%
triflumizole 0.25ug/ml 88.2 762 1.2

E. is the Expected efficacy and is determined with the Limpel’s formula E=X + Y —
(XY)/100 (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).
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Table 11. Disease severity and percentage control of MBI-106 (REGALIA® SC) and

Treatment Dilution/Rate Severity (%) | Control (%)
Untreated control N/A 900 a 00
acibenzolar-S-methyl 25 vg/ml 68.9 ab 234
Reynoutria extract 200x 570 b 36.6
Reynoutria extract + 200x
acibenzolar-S-methy! 25 ug/mi 142 ¢ 842

acibenzolar-S-methy! (ACTIGARD@) when used alone or in tank mix.

Table 12, The expected efficacy (E.) of each product combination, control efficacy (E), and the
synergistic effect (E/E, > 1.0) between MBI-106 (REGALIA® SC) and acibenzolar-S-methyl
(ACTIGARD®).

Tank mix Control (%) | E, | E/E,

Reynoutria extract + acibenzolar-S-methyl 842 515| 1.6

Table 13. Disease scverity and percentage control of MBI-106 (REGALIA® ME) and
mefenoxam(RIDOMIL GOLD® SL)

Treatment Dilution/Rate | Severity (%) |Control (%)
Untreated control N/A 87.0ab 0.0
mefenoxam 150 ug/ml 44 8de 48.5
mefenoxam 75 ug/ml 54 2cd 377
mefenoxam 37.5 ug/ml 89.3a 26
Reynoutria extract 400x% 68.0bc 21.8
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 150 ug/ml 14.5¢ 83.3
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 75 ug/ml 28.6¢f 67.1
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 37.5 ug/mi 59.2¢d 32.0
25



10

WO 2011/014596

PCT/US2010/043612

Table 14. The expected efficacy (E) of each product combination, actual control efficacy (E),

and detected synergism (E/E.>1.0) between MBI-106 (REGALIA® ME) and mefenoxam

(RIDOMIL GOLD® SL).
Tank mix Dilution/Rate | Control (%) E, E/E,
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 150 ug/ml 833 59.7 1.4
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 75 ug/ml 67.1 513 1.3
Reynoutria extract + 400x
mefenoxam 37.5 ug/ml 320 19.7 1.6

Table 15. Emergence of soybean seedling and control of damping off by MBI-106 (ethanol
extract) and azoxystrobin (QUADRIS®).

Treatment Rate Emergence (%) | Control (%)
Non-inoculated control N/A 90.} | a N/A
Inoculated control N/A 49 | ¢ 0.0
Inoculated Reynoutria extract 0.02117g/kg 11.1 | ¢ 6.2
Inoculated Reynoutria extract + 0.02117g/kg
azoxystrobin 0.0298g/kg 92.6 877
Inoculated azoxystrobin 0.0298g/kg 86.4 81.5

Table 16. The expected efficacy (Ee) of each product combination, actual control efficacy (E),

and detected synergism (E/Ec>1.0) between MBI-106 (ethanol extract) and azoxystrobin

(QUADRIS®).
Tank mix Rate Control (%) E, E/E,
Reynoutria extract + 0.02117g/kg
azoxystrobin 0.0298g/kg 87.7 826 =

Table 17. Emergence of soybean seedlings and control of damping off by MBI-106 (Reynoutria
ethanol extract) and fludioxonil (SCHOLAR®).

Treatment Rate Emergence (%) | Bio mass (g) | Control (%)
Inoculated control N/A 74 C 08 lc 0.0
Inoculated Reynoutria extract 0.635g/kg 9.9 c 14 ¢ 2.5
Inoculated Reynoutria extract | 0.03175g/kg 160  |c 29 |c 8.6
Inoculated Reynoutria cxtract 0.635g/kg

+ fludioxonil 0.0596¢g ai/kg 61.8 a 170 la 54 .4
Inoculated Reynoutria extract | 0.03175g/kg

+ fludioxonil 0.0596¢ ai/kg 50.6 a 125 |b 432
Inoculated fludioxonil 00596g ai’kg | 358 | b 8.7 |b 284
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Table 18. The expected efficacy (E.) of each product combination, actual control efficacy (E),

and detected synergism (E/Ec>1.0) between MBI-106 (ethanol extract) and fludioxonil

(SCHOLAR®).
Tank mix Rate Control (%) | E, E/E,
Inoculated Reynoutria extract + 0.635g/kg
fludioxonil 0.0596¢ aitkg 544 30.2 1.8
Inoculated Reynoutria extract + 0.03175g/kg
fludioxonil 0.0596g ai’kg 43.2 34.6 1.2

Table 19. Disease severity and percentage control of R. sachalinensis and propiconazole

(PROPIMAX®) when used alone or in tank mix in controlling cucumber powdery mildew.

Treatment Dilution/Rate | Severity (%) | Control (%)
Untreated control N/A 988 a 0.0
propiconazole 1.0 ug/ml 975 a 13
Reynoutria extract 2500x 613 b 38.0
Reynoutria + 2500x
propicenazole 1.0 ug/ml 513 ¢ 48.1

Table 20. The expected efficacy (Ee) of each product combination, control efficacy (E), and
the synergistic effect (E/E. > 1.0) between MBI-106 (REGALIA® ME) and propiconazole

(PROPIMAX®),
Dilution/Rate | control
Tank mix (%) E° | Ele,
Reynoutria extract + 2500x
ropiconazole 1.0 ug/ml 48.1 388 1.2
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Table 21. Disease severity and percentage control of R. sachalinensis and azoxystrobin

(QUADRIS®) when used alone or in tank mix in controlling cucumber powdery mildew (

Dilution/Rate Control
Treatment Severity% | (%)
Untreated control N/A 800 a 13.5
azoxystrobin 0.5 ug/ml 350 cd 62.2
azoxystrobin 0.25 ug/mi 800 a 13.5
azoXystrobin 0.1 ug/ml 725 abe 21.6
Reynoutria extract 2000x 750 ab 18.9
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.5 ug/ml 113 d 87.8
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.25 ug/ml 41.3 abced 554
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.1 ug/ml 36.5 bed 60.5
5
Table 22. The expected efficacy (Ee) of each product combination, control efficacy (E), and
the synergistic effect (E/E. > 1.0) between MBI-106 (Regalia® SC) and azoxystrobin
(Quadris®) (Test I1).
10
Tank mix Dilution/Rate Control (%) | E, | EJ/E,
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.5 ug/ml 87.8 69.3 1.3
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.25ug/ml 554 299 19
Reynoutria extract + 2000x
azoxystrobin 0.1 ug/ml 60.5 364 1.7
28
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A combination comprising: (a) an extract containing one or more anthraquinone
derivatives which induce plant resistance to phytopathogens and derived from a plant and (b)
one or more anti-phytopathogenic agenis selected from the group consisting of: (i) a non-
benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus anti-microbial agent, which lacks
non-elemental or non-wettable, sulfur, (ii) a surfactant having fungicidal activity, and/or (iii) a
non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-Ampelomyces,

non-Phoma, non- Pseudozyma biological control agent.

2. The combination according to claim 1 wherein said anti-microbial agent is a chemical

fungicide, bactericide, insecticide or nematicide.

3. The combination according to claim 1-2, wherein said non-Bacillus, non-Pseudomonas,
non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma
biological control agent is selected from the group consisting of an agent derived from
Streptomyces sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp. and a natural oil or oil-

product having fungicidal and/or insecticidal activity.

4. The combination according to claim 1-3, wherein said extract is at least one of: (a) derived
from the family Polygonaceae (b) contains an anthraquinone derivative containing at least

physcion, (¢} derived from a Reynoutria or Rheum species.

5. The combination according to claims 1-4 wherein said anti-microbial agent, is selected
from the group consisting of (a) a single site anti-fungal agent, wherein said single-site anti-
fungal agent is selected from the group consisting of benzimidazole, morpholine,
hydroxypyrimidine, anilinopyrimidine, phosphorothiolate, quinone outside inhibitor, quincline,
dicarboximide, carboximide, phenylamide, anilinopyrimidine, phenylpyrrole, aromatic
hydrocarbon, cinnamic acid, hydroxyanilide, antibiotic, polyoxin, acylamine, phthalimide,
benzenoid (xylylalaning); (b) a demethylation inhibitor sclected from the group consisting of
imidazole, piperazine, pyrimidine, and triazole, (c) a natural oil or oil-product having fungicidal
and/or insecticidal activity and (¢) a multi-site non-inorganic, chemical fungicide selected from

the group consisting of a nitrile, copper, quinoxaline, sulphamide, phosphonate, phosphite,
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dithiocarbamate, chloralkythios, phenylpyridin-amine, cyano-acetamide oxime, fludioxonil and

mefenoxam,.

6.  The combination according to claim 1-5, wherein said antimicrobial agent is a (a) triazole,
wherein said triazole is selected from the group consisting of bitertanol, myclobutanil,
penconazole, propiconazole, triadimefon, bromuconazole, cyproconazole, diniconazole,
fenbuconazole, hexaconazole, tebuconazole, tetraconazole, (b) an imidazole, wherein said
imidazole is fenamidone, fenapanil, iprodione, triflumizole (c) a nitrile, wherein said nitrile is
chloronitrile and fludioxonil; (c) a stroliburin; (d) quinone, wherein said quinone is quinoxyfen

(5,7-dichloro-4-quinoly] 4-fluorophenyl ether).

7. The combination according to claim 1-6, wherein said antimicrobial agent is strobilurin,

wherein said strobilurin is azoxystrobin, kresoxim-methoyl or trifloxystrobin.

8. A synergistic combination for use in modulating phytopathogenic infection comprising (a)
an extract derived from a plant, wherein said plant contains anthraquinone derivatives that
induce plant resistance to phytopathogens and (b) a non-Vitamin E, non-organophosphorus

anti-microbial agent, which lacks non-elemental or non-wettable, sulfur.

9. The combination according to claim 1-8, wherein said combination is a composition.

10. A method for modulating phytopathogenic infection in a plant comprising applying to the
plant and/or seeds thereof and/or substrate used for growing said plant an amount of the

combination of claim 1-9.effective to modulate said phytopathogenic infection,

11. A method for decreasing the emergence of resistance of a phytopathogen to an anti-
phytopathogenic agent sclccted from the group consisting of: (i) a non-Vitamin E, non-
organophosphorus anti-microbial agent, which lacks non-elemental or non-wettable sulfur (ii) a
surfactant having fungicidal activity and (iii) a non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-
Brevabacillus, non-Lecanicillium, non-Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma biological
control agent comprising applying to a plant in need thereof an amount of the combination of
claim 1-9 effective for decreasing said resistance of said phytopathogen to an

antiphytopathogenic agent.
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12. Use of (a) an extract derived from a plant, wherein said extract contains anthroquinone
derivatives which induce plant resistance to phytopathogens, and (b) one or more anti-
phytopathogenic agents selected from the group consisting of: (i) a non-benzodiathiazole, non-
Vitamin E, non-organophosphorus anti-microbial agent which lacks nonclemental, non-wettable
sulfur, (ii) a surfactant having fungicidal activity and (iv) a non-Bacillus, non-Pseudomonas,
non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non- Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma
biological control agent for the manufacture of a composition for modulating phytopathogenic

infection.

13. A composition for use in modulating phytopathogenic infection comprising (a) an extract
derived from a plant, wherein said plant contains anthraquinone derivatives that induce plant
resistance to phytopathogens and (b) one or more anti-phytopathogenic agents selected from the
group consisting of: (i) a non-benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus anti-
microbial agent which lacks non-elemental, non-wettable sulfur, (ii) a surfactant having
fungicidal activity and (iii a non-Bacillus, non-Pseudomonas, non-Brevabacillus, non-

Lecanicillium, non- Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma biological control agent.

14. Use of (a) an extract derived from a plant, wherein said plant contains anthraquinone
derivatives that induce plant resistance to phytopathogens and (b) a benzodiathiazole anti-
microbial agent for the manufacture of a synergistic composition for modulating

phytopathogenic infection.

15. A kit comprising (a) an extract derived from the family Polygonaceae and (b) one or more
anti-phytopathogenic agenis selected from the group consisting of: (i) non-elemental or non-
wettable, sulfur, non-benzodiathiazole, non-Vitamin E, non-organophosphorus, anti-microbial
agent, (ii) a surfactant having fungicidal activity and (iii) a non-Bacillus, non-Pseudomonas,
non-Brevabacillus, non-Lecanicillium, non- Ampelomyces, non-Phoma, non-Pseudozyma

biological control agent.
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COMBINACIONES DE INHIBIDOR DE PATOGENOS DE PLANTA Y METODOS
DE USO

CAMPO TECNICO

En la presente se describen combinaciones, compeosiciones
y métodos de uso para modular la infeccién con patdégenos de
planta usando extractos vegetales gue contienen derivados de
antraquinona que induce resistencia a los fitopatdgenos de
planta y un agente antimicrobiano, un agente de <control

biolégico y/o un tensiocactivo que tiene actividad fungicida.

ANTECEDENTES

Resistencia de planta a los patégenos vegetales

Las plantas han desarrollado mecanismos muy efectivos
para la resistencia a la enfermedad causada por agentes
infecciosos, tales como bacterias, hongos y wvirus. Esta
resistencia puede ser originada por varios mecanismos, el
mejor conocido de los cuales es la resistencia adquirida
sistémicas {SAR; Ross, 1961; Durrant y Dong, 2004) y 1la
resistencia sistémica inducida (ISR; wvan Loon et al., 1998).
En el caso més simple, el inductor es el patdgeno de planta
mismo, en otros casos, el inductor puede ser un compuesto
quimico (dcide salicilico, S-metil éster del &cido
benzo(l,2,3)tiadiazol-7-carbotioico también conocido COonmo
BTH) o impacto fisico tal como estrés por aguar o calor
{(Walters et al., 2005). Parece que la resistencia sistémica
inducida depende de una expresién Yy persistencia gradual de
un nivel bajo de perturbacién metabélica. A diferencia de los
inductores de la acumulacién de fitocalexina, que induce en el
sitio de aplicacién y puede ser responsable de la proteccidn
localizada, los inductores de la resistencia sistémica
sensibilizan la planta como un todo para responder

rapidamente después de las infecciones. Estas respuestas
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incluyen la acumulacién de fitoalexina, lignificacién vy
aumento de las actividades de guitinasa y glucanasa.

El extracto de sanguinaria gigante (Reynoutria
sachalinensis) comercializado como MILSANA® y REGALIA® por
Marrone Bio Innovations, Inc.) proporciona control del mildin
y otras enfermedades de plantas en cucurbitdceas y otros
cultivos principalmente por la induccién de una acumulacién
de compuestos fendlicos fungitdxicos en la planta (Daayf et
al., 1995; Wurms et al. 1999; Schmitt, 2002). Recientemente,
el extracto de sanguinaria gigante formulado también ha
mostrado gran eficiencia en la induccién de la resistencia de
varios cultivos y patdgenos de plantas gue incluyen el mildin
del trigo (Vechet et al., 2009). Ademas del modo ISR de
accién, el extracto de R. sachalinensis formulado también
demostrado recientemente tener un efecto fungistatico directo
contra el mildiu del trigo (Blumeria graminis f. sp. tritici;

Randoux et al., 2008).

Resistencia a fungicidas

La resistencia a los fungicidas es un fendémeno comin en
las plagas que incluyen los patdgenos de planta. Cuando un
fungicida se usa con frecuencia, especialmente los que tiene
un modo de accién de sitio uUnico, el patédgeno blanco se puede
adaptar al fungicida debido a la presidén de seleccidn alta.
Se estima que las plagas pueden desarrollar resistencia a los
plaguicidas en 5-50 generaciones (Mayo, 1985). La mayor parte
de los patdgenos de planta se ajustan a este rango en una
estacién de crecimiento y de este mode se desarrolla
rapidamente la resistencia a leos fungicidas. Por ejemplo,
solo le llevd un afio al bencmilo perder eficacia en el
control del mildia de cucurbitéceas después de su primer
registro para uso comercial (McGrath, 2001).

Los inhibidores externos de guinonas (también conocidos

como  fungicidas QoI o estrobilurinas) se han usado
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ampliamente para controlar patoégenos de importancia agricola
desde su introduccién en 1996. La estrobilurinas blogquean la
via respiratoria por la inhibicién del complejc bcl
citocromico en la mitocondria, de este modo bloquea el
proceso de transferencia de electrones en la cadena
respiratoria y causa una deficiencia de energia debida a la
carencia de adenosina trifosfato {ATP) (Bartlett et al.,
2002) . Las estrobilurinas y otros fungicidas con un modo de
accién de sitic dnico tales como los inhibidores de
desmetilacién (DMI) estadn propenscs al desarrollo de 1la
resistencia detre los patdgenos de plantas. Hasta la fecha,
varios hongos patogénicos de planta han desarrollado 1la
resistencia de el campo a las estrobilurinas {Tuttle McGrath,
2003; Fraaije et al., 2003) vy fungicidas DMI (Schnabel et
al., 2004}, y se ha realizado un considerable esfuerzo en el
munde para desarrollar estrategias apropiadas del manejo de
la resistencia con recomendaciones detalladas respecto de
coémo combinar fungicidas y otros compuestos antifungicos vy
las rotaciones para minimizar el riesgo del desarrollo de

resistencia (Tuttle McGrath, 2006; Wyenandt et al., 2009).

Métodos para controlar la resistencia a fungicidas

La estrategia m&s comin para manejar la resistencia a
fungicidas es usar fungicidas especificos del sitio que estan
predispuestos al desarrollo de la resistencia de una
combinacidén (premezcla o mezcla en tanque). Ademés del
tratamiento de la resistencia, las mezclas en tanque también
ofrecen un mecanismo compensatorio en casa de fracaso de un
fungicida asi como una manera de disminuir la dosis para
reducir la presién de seleccién en los patégenos (van den
Bosch y Gilligan, 2008). En algunos casos, la combinacién de
fungicidas de sitio UGnico y multisitio en una mezcla en
tanque o en rotacién puede proporcicnar interacciones

aditivas o incluso sinérgicas (Gisi, 19%26). Holb y Schnabel
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(2008B) pudieron mostrar mejor control de la podredunbre
morena (Monilinia fructicola} en estudio de campo con una
mezcla en tanque de un fungicida DMI y azufre elemental, vy
Reuveni (2001} demostrd los beneficios de usar fungicidas de
estrobilurinas y polioXxina B en combinacién con azufre para
controlar el mildid en las nectarinas.

Los inductores de defensa en las plantas tales como el
extracto de R. sachalinensis se han ensayado en mezclas en
tanque y rotaciones cen otres productos SAR/ISR asi como con
agentes de biocontrol (BCA) (Hafez et al., 1999; Belanger vy
Benyagoub, 1997; Schmitt et al., 2002; Schmitt y Seddon,
2005; Bardin et al., 2008). El fin de estos estudios ha sido
principalmente demostrar la compatibilidad de diferentes
tipos de extractos de planta con agentes de bioccontrol.
Konstatinidou-Doltsinis et al. (2007) ensayd el producto de
R. sachalinensis en una rotacién con el producto de
Pseudozyma flocculosa contra el mildia de las uvas, y se
halldé que la aplicacidén alternativa de ambos productos mejord
ta eficacia de R. sachalinensis. En el mismo estudio, la
alternancia de azufre y R. sachalinensis en una rotacién no
tuvo un efecte beneficioso. Belanger y Benyagoub (1997)
halaron que un hongo tipo levadura, Pseudozyma flocculosa,
fue compatible con R. sachalinensis cuando se usd contra el
mildid del pepinc en un invernadero. De modo similar, Bokshi
et al. (2008) evalud el efecto combinado de un activador de
resistencia sistémica adquirida benzotiadiazol vy MILSANA®
contra el mildid del pepino, y se hallé que el MILSANA® usado
en una rotacién con benzotiadiazol proporcioné una medida de
control efectiva contra el mildid en el campo. Sin embargo,
sobre la base de la gravedad de la enfermedad y los datos de
rendimiento recolectados, no fue posible determinar si efecto
positivo fue aditivo ¢ sinérgico.

El sinergismc de plaguicidas se ha definido comoc “la

accién simultanea de dos o mas compuestos en los que la
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respuesta total de wun organismoe a la combinacién de
plaguicidas es mayor que la suma de 1los componentes
individuales” (Nash, 1981). En consecuencia, cuandoe los
fungicidas interactiian en forma sinérgica, se obtiene un alto
nivel de control de la enfermedad con menos de las tasas de
aplicacién de cada fungicida individual. Usualmente, el mejor
efecto se obtiene con las combinacicnes de fungicidas con
diferentes modos de accién (MOA), pero también se ha
demostrado sinergia en el uso combinado de productos con modo
de accién similar (De Waard, 1996). E1l sinergismo fungicida
se ha demostrado en mayor parte en los estudios de
laboratorio (Samoucha y Cohen, 1984; Gisi, 1996) pero en
algunos casos (Karaogladinis y Karadimos, 2006; Burpee vy
Latin, 2008) también se ha hallado sinergismo en los estudios
en el campo. Adicionalmente, el sinergismo de los compuestos
antifingicos diferentes de fungicidas (bicarbonatos vy
destilado de petréleo refinado) se ha demostrado contra el

mildid de la rosa y mancha negra (Horst et al., 1992).

SINTESIS

Se describe y reivindica una combinacién que comprende:
(a) un extracto derivado de una planta, en donde dicho
extracto contlene uno ¢ mas derivados de antraquinona que
induce la resistencia a las plantas a los fitopatdgenos
(también denominado como “patégenos de planta”) vy (b} uno o
mas agentes anti-fitopatogénicos seleccionados del grupo gque
consiste en: (i) un no benzotiazol, no vitamina E, agente
antimicrobiano no organofosforado, que carece o en obtras
palabras no contiene azufre no elemental, no humectable, (ii)
un tensiocactive que tiene actividad fungicida y (iii) un
agente de control biolégico no Bacillus, no Pseudomonas, no
Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phoma, no
Pseudozyma (por ejemplc, un agente derivado de Streptomyces

Sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp. © un
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acelte o producto oleosc natural que tiene actividad
fungicida y/o insecticida).

En una forma de realizacidén especifica, la combinacién
cemprende: (a) un  extracto derivade de la familia
Poligonaceae y ({b) a no benzotiazol, no vitamina E, agente
antifungico y/o antibacterianc no organofosforado, que carece
0 no contiene azufre no elemental, no humectable.

En una forma de realizacién especifica, la combinacién
comprende (a) un extracto derivado de la familia Poligonaceae
(por ejemplo Reynoutria sachalinensis) y (b) un fungicida de
sitio unico y/o fungicida de multisitio que pueden incluir
pero sin limitacién a miclobutanilo, quinoxifeno,
azoxistrobina, acibenzolar-S-metilo, mefenoxam, triflumizol,
fludioxonilo, propiconazol.

En otra forma de realizacidén especifica, la combinacién
comprende (a) un extracto derivado de la familia Poligonaceae
(por ejemplo Reynoutria sachalinensis) y (b) un aceite o
producto oleosc natural que tiene actividad fungicida vy/o
insecticida.

En adn otra forma de realizacidén particular, las
combinaciones son composiciones, en particular composiciones
para usar en la modulacidén de la infeccién fitopatogénica o
fingica. La invencién se refiere también al uso del extracto
y agentes anti-fitopatogénicos en la formulacién de estas
composiciones,

La 1invencidén se dirige adicionalmente a una combinacién
sinérgica para uso en la modulacidén de la infeccién
fitopatogénica que comprende {a) un extracto derivado de una
planta, en donde dicha planta contiene derivados de
antraquinona que inducen la resistencia de las plantas a los
fitopatdégenos y (b) a no vitamina E, agente antimicrobiano no
organofosforado {por ejemplo, agente antifingico y/o
antibacteriano}, gque carece o© no contiene azufre no

elemental, no humectable. En urna forma de realizacién
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particular, el agente antimicrobiano es un benzodiatiazol
(por ejemplo, acibenzolar-S-metilo), un triazol (por ejemplo,
propiconazol) o) una estrobilurina {por ejemplo,
azoxistrobina).

Las anteriores combinaciones mencionadas también se
pueden formular en las composiciones.

La invencidén también se refiere a un método para modular
la infeccién fitopatogénica en una planta que comprende
aplicar a la planta y/o sus semillas y/o sustrato usado para
cultivar dicha planta una cantidad de las combinaciones de la
presente invencién expuesta anteriormente efectiva para
modular dicha infeccién fitopatogénica.

En una forma de realizacién particular, la invencidn se
refiere a un método para modular la infeccién fingica y/o
bacteriana en una planta que comprende aplicar a la planta
y/o semillas de esta y/o sustrato usado para cultivar dicha
planta una cantidad de las combinaciones de 1la presente
invencion efectivas para modular dicha infeccién fungica y/o
bacteriana.

El extracto y dichos agentes anti-fitopatogénicos (por
ejemplo, agentes antifungico y/o antibacteriano) se pueden

administrar en forma sucesiva, concurrente o en combinacién

intermitente. Como se define en la presente “infeccién
fitopatogénica” significa infeccién de una planta por
bacterias, hongos, insectos, nematodos y/o moluscos

patogénicos de planta.

La invencién también se refiere a un método para
disminuir la resistencia de un fitopatdgeno (por ejemplo,
hongo vy/o bacteria) a (1) una no vitamina E, agente
antimicrobiano no organofosforado, Jque carece © en otras
palabras no contiene azufre no elemental, no humectable, {ii)
un tensiocactivo que tiene actividad fungicida vy/o (iii) un
agente de control biocldégico no Bacilius, no Pseudomonas, no

Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phoma, no
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Pseudozyma {(por ejemplo, un agente derivado de Streptomyces
sp., Burkholderia sp., Trichoderma sp., Gliocladium sp. o un
aceite natural o producte basado en aceite que tiene
actividad fungicida y/o insecticida) que comprende aplicar a
una planta gue lo necesita una cantidad de las combinaciones
de la presente invencidn efectiva para disminuir la aparicién
de dicha resistencia. En una forma de realizacién particular,
la invencién se refiere a un método para reducir la
resistencia de un hongo y/o bacteria a un azufre no elemental
© no hnumectable, no benzotiazol, no vitamina E, agente
antifungico y/o antibacteriano no organofosforado. En aun
otra forma de realizacidén particular, la invencién se refiere
a un método para reducir la resistencia de un hongo y/o
bacteria a un aceite natural o producto basado en aceite que
tiene actividad fungicida v/o insecticida usando la
combinacién de la presente invencién. Esto se puede obtener
por la disminucidn de la frecuencia o velocidad de aparicién.
La resistencia de un fitopatégeno a los agentes
antipatogénicos anteriormente mencionados se pueden reducir
en al menos 50%.

La invencién también se refiere al uso de un {a) un
extracto derivade de una planta, en donde dicho extracto
contiene derivados de antraquinona gue inducen resistencia de
la planta a los fitopatégenos, y (b) uno o mas agentes anti-
fitopatogénicos seleccionados del grupo gue consiste en: (i)
a no benzotiazol, no vitamina E, agente antimicrobiano no
organofosforado gque carece de azufre no elemental o no
humectable, (ii) un tensicactive que tiene actividad
fungicida y (iv) un agente de control biolégico no Bacillus,
no Pseudomonas, no Brevabacillus, no Lecanicillium, no
Ampelomyces, no Phoma, no Pseudozyma para la fabricacién de
una composicidén para modular la infeccién fitopatogénica asi
cemo el uso de (a) un extracto derivado de una planta, en

donde dicha planta contiene derivados de antraguinona que
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inducen resistencia de la planta a los fitopatdgenos y (b) un
agente antimicrobiano de benzodiatiazol para la fabricacién
de wuna composicién sinérgica para modular la infeccidén
fitopatogénica.

La invencién también se refiere a un kit que comprende
(a) un extracto derivado de la familia Poligonaceae y (b) uno
0 mas agentes anti-fitopatogénicos seleccionados del grupo
que consiste en: (i) un agente antimicrobianc no benzotiazol,
no vitamina E, no organofosforado, que carece de un azufre no
elemental, no humectable, (ii) un tensiocactivo gue tiene
actividad fungicida y (iii) un agente de control biolégico no
Bacillus, no Pseudomonas, no Brevabacillus, no Lecanicillium,
no Ampelomyces,on-Phoma, no Pseudozyma. Este kit también

puede comprender instruccicnes de envase.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION
ESPECIFICAS

Cuando se proporcicna un intervalo de valores, se
entiende que cada valor interviniente, al décimo de la unidad
del limite inferior, a menos que el contexto establezca
claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior
de este rango y cualquier otro valor indicado o interviniente
en el intervalo est&4 abarcado en la invencién. Los limites
superior e inferior de estos intervalos que se pueden incluir
independientemente en los intervalos menores también estan
abarcados en la invencién, sujeto a cualquier limite excluido
especificamente en el intervalo indicado. Cuando el intervaloc
indicade incluye uno o ambos limites, los intervalos que
excluyen a cualquiera de los limites incluidos también estan
incluidos en la invencidn.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
significado cominmente entendido por Llos expertos en la

técnica a la que esta invencién pertenece. Si bien algunos
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métodos y materiales similares o equivalentes a los que se
describen en la presente también se pueden usar en la
practica o ensayo de la presente invencidn, a continuacién se
describen 1o0s métodos y materiales preferidos. Por otra
parte, si bien la invencién se ha descripto con referencia a
las formas de realizacidén especificas, los detalles de estos
no se interpretan como limitacién, es obvio gque se pueden
usar varios eguivalentes, cambios y modificaciones y aln
estdn dentro del ambitc de la presente invencién.

Se mencionan varias referencias a lo largo de esta
memoria descriptiva, cada una de las cuales se incorpora en
la presente por referencia en su totalidad.

Cabe mencionar que como se usa en la presente y en las
reivindicaciones anexas, las formas singulares "un” "una" vy
"el/la" incluyen las referencias plurales a menos que el
contexto establezca claramente lo contraric. Por ejemplo, “un
heonge” también abarca “hongos”.

Como se define en la presente, el término “modular” se
usa para significar alterar la cantidad de la infeccién
fitopatogénica o velocidad de propagacidn de la infeccidén

fitopatogénica.

Extractos

Los extractos vegetales usados en las combinaciones, las
composiciones y los métodos de la presente invencién contiene
derivados de antraguinona como productos agricolas
bioquimicos para wusar contra las plagas de plantas, en
particular fitopatdgenos de plantas tales como bacterias,
hongos, insectos, nematodos patogénicos de plantas y/o como
un molusquicida. "“Contener” también abarca extractos que
producen dichos derivados de antraquinona. En una forma de
realizacién particular, el derivado de antraquinona(s) de la
presente invencidn que se usa en las composiciones y los

métodos de la presente invencién es (son) los principales
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ingredientes activos o uno de los principales ingredientes
activos.

Los derivados de antraguinona incluyen pero sin
limitacién physcion, emodina, crisofanol, ventiloguinona,
glicdésido de emodina, glicdsido de crisofanol, glicédsido de
physcion, 3,4-dihidroxi-1-metoxiantraguinona-2-
carboxaldehido, damnacantal. Estos derivados comparten una

estructura similar a la siguiente:

Donde R1, R2, R3, R4, R5, R6&, R7 y R8 son hidrégeno,
grupo  hidroxilo, hidroxilalquilo, haldgeno, carboxilo,
alquilo, alquiloxilo, alquenilo, alqueniloxilo, alquinilo,
alquiniloxilo, heterociclilo, aromatico, o arilo, azucares
tales como glucosa.

En una forma de realizacién particular, la invencién se
refiere a los derivados de antraquinona que estan contenidos
en los extractos derivados de las familias de planta que
incluyen pero sin limitacién Pocligonaceae, Rhamnaceae,
Fabaceae, Asphodelaceae, y Rubiaceae so on. Estos compuestos
pueden ser de cualquier parte de las plantas tales como heija,
tallo, corteza, raiz y frutos. Los materiales de planta
pueden ser hlmedos y secos, pero con preferencia materiales
de planta secos. Para hallar 1los productos agricolas
bioquimicos, los solventes y procesos que se usar en la
extraccidén y purificacién deben satisfacer los requerimientos
de Naticnal Organic Prcgram (NOP)

[http://www.ams.usda.gov/AMSv1.0/nop, .

En una forma de realizacién mas particular, el extracto
de planta deriva de un miembro de la familia Poligonaceae.
Como se define en la presente, “derivado de” significa

aislado u obtenido directamente de una fuente particular o

9
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alternativamente que tiene caracteristicas identificatorias
de una sustancia u organismo aislado u obtenido de una fuente
particular. En wuna forma de realizacidén particular, el
extracto de dicha combinacién contienet derivados de
antraquinona physcion y opcionalmente emodina. Los miembros
de la familia Poligonaceae incluyen perc sin limitacién
Acetosella, Antigonon, Aristocapsa, Bilderdykia, Brunnichia,
Centrostegia, Chorizanthe, Coccoloba, Coccolobis, Coccolobo,
Corculum, Dedeckera, Delopirum, Dentoceras, Dodecahema, Emex,
Eriogonum, Fafopirum, Fagopirum, Fallopia, Gilmania,
Goodmania, Harfordia, Hollisteria, Koenigia, Lastarriaea,
Mucronea, Muehlenbeckia, Nemacaulis, Oxiria, Oxitheca,
Perscarioa, Persicaria, Pleuropterus, Podopterus,
Poligonella, Poligonum, Pterostegia, Rheum, Rumex,
Ruprechtia, Stenogonum, Systenotheca, Thysanella, Tovara,
Tracaulon, Triplaris y en una forma de realizacidn aun mas
particular, el extracto puede derivar de una especie
Reynoutria (alternativamente denominada como Fallopia) sp. o
Rheum. En una forma de realizacién ain mis particular, el

extracto deriva de Reynoutria sachalinensis.

Agentes anti-fitopatogénicos

El extracto formulado (tal Como productos
comercializados con las marcas comerciales REGALIA®
MILSANA) luego se puede usar en combinacidén con otros
extractos de plantas de agentes anti-fitopatogénicos,
bioplaguicidas, protectores de cultivo inorganicos (tales
como cobre), tensioactivos ({(tales como ramnolipides; Gandhi
et al., 2007) o aceites naturales tales como aceite
parafinico y aceite de la planta de té que posee propiedades
plaguicidas o fungicidas quimicos o bactericidas con modo de
accién de sitio Unico, multisitio ¢ desconocido. Como se
define en la presente, un “agente anti-fitopatogénico” es un

agente que modula el crecimiento de un patdégeno de planta
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sobre un planta o alternativamente impide la infeccién de una
planta con un patdogeno de planta. Un patégenco de planta
incluye pero sin limitacién un hongo, bacteria, virus,
insectos, nematodos y/o moluscos.

En una forma de realizacién particular, el agente anti-
fitopatogénico es un bicplaguicida alternativamente
denominado como un agente de biocontrol. Este agente
biocontrol es en una forma de realizacién mas particular, un
agente de control no Bacillus, no Pseudomonas, no
Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phcoma, nho
Pseudozyma derivado de Streptomyces sp., Burkholderia sp.,
Trichoderma sp., Gliocladium sp. En forma alternativa, el
agentes es un aceite o producto oleoso natural que tiene
actividad fungicida y/o insecticida (por ejemplo, aceite
parafinico, aceite de 1la planta de té, aceite de hierba
limén, aceite de clavo, aceite de canela, aceite de citrus,
aceite de romero).

Como se 1indicéd 'antes, el agente anti-fitopatogénico
puede ser un agente antifungico de sitio udnico gue puede

incluir pero sin limitacién bencimidazol, un inhibidor de

desmetilacidén  {(DMI} (por  ejemplo, imidazol, piperazina,
pirimidina, triazol), merfolina, hidroxipirimidina,
anilinopirimidina, fosforotiolato, inhibidor externo de

quinona, gquinclina, dicarboximida, carboximida, fenilamida,
anilinopirimidina, fenilpirrol, hidrocarburo aromatico, acido
cinadmico, hidroxianilida, antibiétice, peolioxina, acilamina,
ftalimida, bencenoide (xililalanina). En wuna forma de
realizacidén méas particular, el agente antifungice es un
inhibidor de desmetilacién seleccionado del grupo que
consiste en imidazol (por ejemplo, triflumizol), piperazina,
pirimidina y triazel (por ejemplo, bitertanol, miclobutanilo,
penconazol, propiconazol, triadimefona, bromuconazol,
ciproconazol, diniconazel, fenbuconazol, hexaccnazol,

tebuconazol, tetraconazol, propiconazol). En una forma de
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realizacién mas particular, el agente antifingico es
miclobutanilo. En aur otra forma de realizacién particular,
el agente antiftngico es un inhibidor externo de quinona (por
ejemplo, estrobilurina). La estrobilurina puede incluir pero
sin limitacién azoxistrobina, kresoxim-metilo o]
trifloxistrobina.En aun otra forma de realizacidn particular,
e. agente antifingico es una quinona, per  ejemplo,
quinoxifeno (éter 5,7-dicloro-4-quinolil-4-fluorofenilico).

En otra forma de realizacién mas, el agente
antimicrobiano es un fungicida quimico multisitio, no
inorganico seleccionado del grupo gque consiste en un nitrilo
(por ejemplo, cloronitrilo o fludioxonilo), guinoxalina,
sulfamida, fosfonato, fosfito, ditiocarbamato,
cloralquiltios, fenilpiridin-amina, ciano-acetamida oxima.

En aun otra forma de realizacién, el agente anti-
fitopatogénico es un agente antibacteriano. Este agente
antibacteriano incluye pero sin limitacién carbamatos,
organofosfatos, ciclodieno organocloruros, fenilpirazoles,
piretroides, piretrinas, neonicotinoides, nitroguanadinas,
nicotina, espinosina, glicésidos, andlogos de hormona juvenil
y otros reguladores del crecimiento de insectos, piridina
azometina, piridincarboxamida, tetrazina, tiazelidinona,
derivados de 2,4-difeniloxizolina, organcestario, pirrol,
bupreofezina, hidrametilnon, derivadoecs de naftoquinona,
piridazinona, fenoxipirazol, acido terdnico, carbazato,

rotenona, organocloro-difenilalifaticos.

Usos

Dicho extracto de planta o producto formulado se puede
usar simultaneamente con el otro componente o componentes en
una mezcla en tanque © en un programa (aplicacién sucesiva
llamada rotacién} con orden predeterminado e intervalo de
aplicacién durante la estacidén de crecimiento. Cuando se usa

en una combinacién con los productos plaguicidas
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anteriormente mencionados, a una concentracién menor que la
recomendada en el rétulo del producto, la eficacia combinada
de dos o mé&s productos (uno de los cuales es dicho extracto
de planta) en una forma de realizacién preferida es mayor que
efecto de cada componente individual adicionado en conjunto.
En consecuencia, el efecto plaguicida aumenta por sinergismo
entre estos dos productos (o mas), Yy se reduce el riesgo de
desarrollo de resistencia de los plaguicidas entre las cepas
patogénicas de la planta.

Las plantas especificas protegidas dentro del alcance de
la presente invencién comprenden, por ejemplo, las siguientes
especies de plantas: cereales (trigo, cebada, centeno,
avenas, arroz, sorge Yy cultivos relacionados), remolacha
(remolacha azucarera y remclacha forrajera), frutas en pomo y
blandas {(manzanas, peras, ciruela, duraznos, almendras,
cerezas, frutillas, frambuesas y moras), plantas leguminosas
(porotos, lentejas, arvejas y scja), plantas oleaginosas

(colza, mostaza, amapola, olivas, girascl, coce, plantas de

aceite de ricino, porotos de cacao y mani), cucurbiticeas
(pepino, melones, zapallos, berenjena), plantas de fibra
{algoddn, lino, cafdamo u yute), frutas citricas (naranijas,
limén, pomelos y mandarinas), verduras (espinaca, lechuga,

esparrago, repollos, zanahorias, cebollas, tomates, papas vy
pimiento), laurdceas (paltas, canela y alcanfor) o plantas
tales como plantas de maiz, tabaco, nueces, café, cafia de
azucar, té, vides, lupule, bananas Yy caucho natural, asi como
ornamentales (compuestos), Areas de pasto o cultivos de baja
cobertura general que contrarrestan la erosién o desecacidn
del suelo y son utiles en los cultivos de Aarboles ¥ plantas
perennes (plantaciones de frutas, plantaciones de 1lupulo,
maizales, vifiedos, etc.).

El método preferido de aplicar combinaciones de
productes de la presente invencién es una aplicacién foliar

{(rociado, atomizado, espolvoreo, dispersidén ¢ vertido) con o
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sin portador. La cantidad de aplicaciones y la tasa de
aplicacién dependen del riesgo de infestacién con un
patdgenoc. Por ejemplo, los tratamientos foliares con
plaguicidas con combinaciones y mezclas cubiertas en esta
patente se pueden realizar una vez cada 7 a 14 dias a tasas
25 a 10.000 veces menor gue las recomendadas en el rétulo del
producto. Las mezclas ¥ combinaciones de producto
seleccionadas especificamente en la presente invencién
tambien se pueden aplicar a las semillas por impregnacién de
las semillas con una formulacién liquida que contiene el
ingrediente activo o recubrirlos con una formulacién soélida.
En casos especiales, otros tipos de aplicacién también son
posibles. Estos incluyen remojado del suelo o tratamiento
selectivo de los tallos o brotes de las plantas.

Las mezclas de la presente invencidén vy, segun sea
necesario, un adyuvante sbélido o 1liquido se preparan de
manera conocida. Por ejemplo, las mezclas se pueden preparar
por mezclado homogéneo y/o molienda de los ingredientes
activos con expansores tales como solventes, portadores
sblidos vy, cuando sea apropiado, compuestos activos en
superficie (tensioactivos). Las composiciones también pueden
contener otros ingredientes tales como estabilizantes,
reguladores de la viscosidad, aglutinantes, adyuvantes asi
como fertilizantes u otros ingredientes activos a fin de

obtener efectos especiales,

EJEMPLOS

A continuacién se expondran, a satisfaccién de los
objetivos y ventajas precedentes, ejemplos de métodos para
aumentar la eficacia de dos o mas productos usandolos a tasas
que producen efectos sinérgicos o aditivos. Se ha comprobado
que las composiciones y métodos descriptos en la presente son
efectivos para reducir la incidencia y gravedad de la

enfermedad en los pepinos cultivados en invernaderc (Cucumis
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sativus) pero el concepto se puede usar efectivamente para
otras variedades y especies de plantas. Las composiciones vy
los métodos son particularmente efectivos contra el mildia
del pepino pero se pueden aplicar a otras enfermedades de
plantas fungicas, bacterianas y virales asi como moho gris,
manchas de 1la hojza, marchitamiento bacteriano, sarna,

antracnosis, virus del mosaico de tabaco, etc.

Materiales y Métodos
Mildit (Ejemplos I-V y X-XI)

Los estudios se realizaron en un invernaderc. E1 disefio
experimental de los estudios para el sinergismo fue el
seguido por Burpee y Latin (2008). Se usé el mildia, causado
por Sphaerotheca fuliginea, para investigar la eficacia de
los tratamientos.

Las semillas de pepino cv. “SMR 58" (Irwin & Sons Ag
Supply, Inc. Cheshire, ©) se cultivaron en macetas de
plastico de 4 pulgadas con mezcla de tierra para maceta (Rod
McLellan Company, Marysville, OH). Las plantas se trataron en
la etapa de hoja verdadera 2. Se rociaron 1os compuestos a
varias tasas con un rociador fino de 2-oz a razén de 2 ml por
planta en la parte superior y 1 ml en la parte inferior de
las hojas. Las plantas tratadas se dejaron durante 3-4 horas
bajo lue fluorescente para secar antes de la inoculacién.

Una suspensién de conidios de Sphaercotheca fuliginea, el
agente causal de la enfermedad de mildiu en pepino, se
prepardé por el corte de hojas enfermas de las plantas de
pepino que sirvidé para la conservacién del inéculo. La
suspensidn se ajustd a razén de 2,0 x 10° conidios por ml vy
se aplicd con un rociador fino de 2-o0z a 2 ml por planta en
la parte superior de las hojas. Las plantas inoculadas se
colocaron en un invernadero v los tratamientos se dispusieron

en blogues completos aleatorizados con 4 a 6 replicados a
25°C a 30°C.
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La gravedad de 1la enfermedad (porcentaje del A4rea
cubierta con colonias) de las primeras hojas se calificé de
acuerdo con James (1971). La gravedad de la enfermedad y el
porcentaje de control se analizaron con el anilisis de
varianza (ANOVA) y los medios de tratamiento se compararon
con la diferencia menos significativa de Fisher (LSD) al
nivel de p=0,05. El efecto sinérgico se calculé y analizd con

la férmula de Limpel (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

Mildiu de la lechuga (Ejemplos VI-VII)

Se analizd la sinergia entre MBI-106 y acibenzolar-$-
metilo o mefenoxam gque controla una clase especifica de
patogenos Oomycetes con mildiu de lechuga siguiendo Su et al.
(2004} .

Para preparar el inéculo del mildia, se colocaron
semillas de lechuga en placas de petri de 5 mm con
aproximadamente 20-30 semillas cada una y se regaron con agua
estéril, luego se suministrd Y% concentraciédn de solucién 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 los
cotiledones de lechuga y se cultivaron durante 7-10 dias a 15
°C para que se produzca la esporulacién. Los cotiledones con
esporulacién se cortaron y colocaron en un tubo falcon con
agua estéril. Los cotiledones se agitaron en vértex durante
15 segundos tres veces y se filtraron a través de una malla
de 100-um para recolectar los esporangios. La solucidén se
ajusté a 0,5 a 1,0 x 10° esporas/ml para la inoculacién.

Se sembraron cuatro plantas de ensayo en macetas de 2
pulgadas y luego se colocaron a 20 °C durante 7-10 dias para
que crezcan los cotiledones. Las plantas estuvieron listas
para el ensayo cuando aparecid la primera hoja verdadera.

Las plantas de lechuga se trataron con los materiales vy

se dejaron secar durante la noche. Luego las plantas se
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inocularon con solucién de esporangios. Los tratamientos se
dispusieron en un disefic de blogues completo aleatorizade con
cuatro replicados. Las plantas inoculadas se colocaron en la
oscuridad en una camara de crecimiento durante 48 horas 3%
luego se incubaron bajo un periodo de luz de 12 horas a 15
°C. Ocho a diez dias después de la inoculacidén, los
cotiledones se calificaron por la gravedad de la enfermedad

(porcentaje de 4rea cubierta con esporangioforos).

Tratamiento de semilla (Ejemplos VIII-IX)

Los experimentos que se describen a continuacién se
realizaron con soja pero se usan procedimientos similares con
otros cultivos tales como cereales, maiz, algodén y papas.

Los experimentos se realizaron en un invernadero
siguiendo el procedimiento desarrollado por Hwang et al.
{2006) . La cepa de Rhizoctonia solani se cultivé en placas de
agar dextrosa para papa y se cultivé durante 5 dias para
inocular granos de avena o trigo. Un litro de grano se
sumergid toda la noche a temperatura ambiente (25 °C} vy se
lavdé tres veces con agua corriente. Las bolsas de autoclave
de 8x12 pulgadas cargadas con granc hasta 1/3 completo se
autoclavaron a 121 °C durante 15 min. EL grano autoclavado
luego se inoculd con 5 trozos de tapén 1x1 cm de cultivo de 5
dias de R. solani por bolsa y se cultivé durante 5 dias a
temperatura ambiente (25 °C). Las bolsas se dejaron abiertas
€h una campana de flujo laminar para permitir que los granos
se sequen por completo.

La muestra de semilla blanco de 10 ¢ para recubrir se
colocd en un matraz. Se colocd agente de recubrimiento
SEPIRET® 1171-0 (Becker Underwood Ltd., Ames, IA) en los
matraces junto con el compuesto de interés ¥y el matraz se
agitd enérgicamente de modo que la semilla se ligd con el
compuesto. El procedimiento se repitid con muestra de semilla

fresca de ¢vs. “White Lion” (Kitazawa Seed Co., Oakland, CA)
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o “Viking 2265” (Johnny’s Selected Seeds, Winslow, ME) en el
mismo matraz para los tratamientos. Después de recubrir las
semillas, estas se dejaron secar al aire antes de la
plantacién.

Para preparar la tierra, se mezclaron quinientos
mililitros de los granos secc con el indéculo durante 15
segundos tres veces y el polvec se mezcld con arena estéril a
razén de 1:1 (v/v} para diluir el indculo. La mezcla de arena
se usd posteriormente para preparar mezcla de tierra en
varias proporciones 1:350 a 1:800 (inéculo:tierra) para soja
para generar varios niveles de enfermedad en pruebas
repetidas.

Las semillas recubiertas se plantaron en las macetas con
tierra infestada. Hubo tres replicades de cada tratamiento
gque se dispusieron en un disefio de bleogue aleatorizado
completo o se colocaron a 25 a 30 °C en un invernadero.

Después de 10 a 20 dias, de acuerdo con la presioén y
temperatura de la enfermedad, se calificé la emergencia de
cada tratamiento y se compard. Se midid la biomasa por el
pesado de porcién aérea para cada replicado del material de

planta.

Ejemplo I. Efecto sinérgico entre el extracto formulado de R.
sachalinensis y miclobutanilo (pruebka I).

MBI-106 (extracto formulado de R. sachalinensis
comercializado como REGALIA* SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CR) diluido a 10 veces menos gue las tasas de
aplicacién del 1rdétulo de 1500x y 2000x vy miclobutanilo
(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 menos que 1las tasas
recomendadas en el rétulo) se aplicaron sclos o en mezcla de

tanque,
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La gravedad de la enfermedad se redujo
significativamente en MBI-106 a 1500x y 2000x en combinacién
con miclobutanilo a 0,25 ug/ml que cuande ellos se usaron
solos (Tabla 1). Se haldé un aumento significative de 1a
eficacia del control con la combinacién de MBI-106 2000x
mezclado en tangue con miclobutanilo a tasas de 0,25 ug/ml vy
0,05 ug/ml (Tabla 2).

Ejemplo II. Efecto sinérgico entre el extracto de R.
sachalinensis y miclobutanilo (prueba II).

En una segunda prueba usando MBI-106 (formulado como
REGALIA® SC) y miclobutanilo (formulade como RALLY® 40W), se
halldé mayor eficacia cuando MBI-106 a una dilucién de 2000x
(10 veces menos que la tasa del rétulo) en combinacién con
miclobutanilo a tasas de 0,25, 0,1, y 0,05 ug/ml, vy cuando
MBI-106 at 1500x se mezclé en tangue con miclobutanilo a 0,05
ug/ml (Tabla 3). Se exhibié efecto sinérgico significativo
ciando MBI-106 diluido a 1500x y 2000x se combiné con

miclobutanilo a tasa mas baja de 0,05 ug/ml (Tabla 4).

Ejemplo III. Efecto sinérgico entre el extracto formulado de
R. sachalinensis y quinoxifeno

MBI-106 diluido a 1500x o 2000x se aplicé solo o en
combinacién con gquinoxifenc (formulado como QUINTEC®, Dow
AgroSciences LLC, Indianapolis, IN) at 0,05 y 0,01 ug/ml
(2.000 a 10.000 veces menos que que las tasas del rétulo) sea
solo o en una mezcla en tanque. Los resultados se muestran en
las Tablas 5 y 6. E1l efecto sinérgico mds significativo y el
mejor control de la enfermedad se hallé con la dilucidn del
producto de R. sgachalinensis de 2000x con guinoxifeno a 0,01
ug/mL. El quinoxifeno tiene un nuevo modo de aceion
multisitio gque afecta las proteinas G en la sefalizacién

celular temprana.



10

15

20

25

30

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

MBI-106 diluido a 1500x o 2000x se aplicdé solo o en
combinacidédn con azoxistrobina (formulado como QUADRISY,
Syngenta Corporation, Wilmingten, DE} a una tasa de 0,25,
0,5, 1,0, 5,0, y 10 ug/mL (25 a 1020 veces menos que las
tasas recomendadas en el rdétulo) sea sclo ¢ en una mezcla en
tanque. Los resultados se muestran en las Tablas 7 y 8. De
todas las combinaciones analizadas, las mezclas con el
extracto de R. sachalinensis a una dilucién 2000x vy
azoxistrobina a 5,0 o 0,5 wug/ml proporciond la mayor
sinergia, y la eficacia fungicida fue significativamente
mayor que la esperada en comparaciodn con los datos de uso del

compuesto solo.

Ejemplo V. Efectec sinergico entre el extracto formulade de R.
sachalinensis y triflumizol.

MBI-106 {extracto de R. sachalinensis formulado
comercializado como REGALIAY SC por Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) a una dilucidén de 2500x (10 veces menos que
la tasa del roé6tulo) y triflumizol (formulado como PROCURE®
4805C, Chemtura Corporation, Middlebury, CT) a
concentracicnes de 1,0 ug/ml, 0,5 ug/ml, y 0,25 ug/ml (150 a
600 veces menos que las tasas recomendadas en el rdtulo) se
aplicaron solos o en mezcla de tanque.

La gravedad de la enfermedad se redujo
significativamente (P<(C.0001) en tratamientos de rociado con
MBI-106 a wuna dilucién de 2500x en combinacién con
triflumizol en comparacién con un tratamiento donde MBI-106
se usdé solc (Tabla 9). Se halld un efecto sinérgico en la
eficacia en la combinacién de MBI-106 2500x mezclada en
tanque con triflumizol a tasas de 1,0 ug/ml, 0,5 ug/ml, vy
0,25 ug/ml (Tabla 10}.
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Ejemplo VI. Efecto sinérgico entre el extracto de R.
sachalinensis y acibenzolar-S$-metilo para controlar el mildid
de la lechuga.

MBI-106 {extracto de R. sachalinensis formulado,
comercializado como REGALIA® 3¢ por Marrcne Bic Innovations,
Inc., Davis, CA) se usd solo en una dilucién 200x o en
combinacidn con acibenzelar-S-metilo (formulado como
ACTIGARD®, Syngenta Crop Protection, Inc., Greensbore, NC) a
concentraciones de 25 ug/ml para controlar el mildia de la
lechuga.

La gravedad de la enfermedad se redujo
significativamente (p=0.0004) con MBI-106 en una dilucién
200x en combinacién con acibenzolar-S-metilo en comparaciodn
con tratamientos en que se usaron solos (Tabla 11). Existe un
efecto sinérgico en la eficacia de la mezcla en tangue de

MBI-106 200x y acibenzolar-S-metilc (Tabla 12).

Ejemplo VII. Efecto sinérgico entre el extracto de R.
sachalinensis y mefenoxam para controlar el mildit de la
lechuga.

Para investigar el efecto sinérgico de Reynoutria y MBI-
106, producto formuladeo REGALIZA® WME por Marrone Bio
Innovations, Inc., Davis, CA se usd en 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 ug/ml, y 150 ug/ml para
controlar el milditd de la lechuga.

La gravedad de la enfermedad se redujo
significativamente (p<0,0001) con MBI-106 en una dilucién de
400x en combinacién con mefenoxam en comparacidn con
tratamientos en que se usaron solos en cada concentracidén
(Tabla 13). El efecto sinérgico en la eficacia de la mezcla

en tanque de MBI-106 200x y mefenoxam se halld en las
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combinaciones de MBI-106 y cada concentracién de mefenoxam

{(Tabla 14).

Ejemplo VIII. Extracto de R. sachalinensis come agente de
tratamiento de semilla y su sinergia con azoxistrobina para
controlar Rhizoctonia scolani.

Reynoutria sachalinensis se extrajo con etanol al 5%
(p/p) y se usd para el recubrimiento de semilla a razén de
0,2117 g/kg de semilla, sea solo o en combinacién con
azoxistrobina {QUADRIS®, Syngenta Crop Protection, 1Inc.,
Greensboro, NC) a razén de 0,0298 g/kg de semilla para
controlar Rhizoctonia solani en soja.

La tasa de emergencia fue mayor en las semillas
inoculadas tratadas con MBI-106 en comparacién con el control
no tratadec inoculado, y cuandc se usd en combinacién con
azoxlstrobina, la tasa de emergencia fue superior que cuando
se usd el producto sole (Tabla 15). Se halld un efecto
sinérgico cuando se usaron ambos materiales en combinacidén
(Tabla 16).

Ejemplo IX. Extracto de R. sachalinensis como agente de
tratamiento de semilla y sinergia con fludioxonile para
controlar Rhizoctonia solani,

El extracto de etanol de R. sachalinensis se usd también
a las tasas de 0,03175 g/kg de semilla y 0,635 g/kg de
semilla para el recubrimiento de semilla, solo o en
combinacién con fludioxonilc (formulado como Scholar® por
Syngenta Crop Protection, Inc., Greensboro, NC) para
controlar Rhizoctonia solani en la soja. Las tasas de
emergencia y las biomasas fueron superiores en las semillas
tratadas con MBI-106 en comparacién con el control no tratado
inoculado y también superior cuando se usa en combinacién con
fludioxonilo a la tasa de 0,0596 g/kg de semilla (Tabla 17).
El efecto sinérgico se hallé en las dos tasas de MBI-106

cuando se usd en combinacidén con fludioxonilo (Tabla 18).
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Ejemplo X. Efecto sinérgico entre el extracto de R.
sachalinensis formulade y propiconazol para controlar el
milditd del pepino.

MBI-106 (extracto de R. sachalinensis formulado
comercializado como REGALIA® ME per Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) a una dilucién de 2500x Yy propiconazol
(formulado como PROPIMAX® EC, Dow AgroSciences LLC,
Indianapolis, IN) en concentraciones de 1,0 ug/ml se
aplicaron soio 0 en mezcla de tanque.

La gravedad de la enfermedad se redujo
significativamente (P<0,0001) en tratamientos rociados con
MBI-106 en una dilucidén 2500x en combinacién con propiconazol
(Tabla 19). Existe un efecto sinérgico la eficacia del
control con la combinacién de MBI-106 2500x mezclada en

tanque con propiconazol (Tabla 20).

Ejemplo XI. Efecto sinérgico entre el extracto de R.
sachalinensis formulado y <quinoxifeno (Prueba II) para
controlar el mildia del pepino.

MBI-106 (extracto de R. sachalinensis formulado
comercializado como REGALIA® sC by Marrone Bio Innovations,
Inc., Davis, CA) se uséd solo en una dilucién de 2000x o en
combinacién con azoxistrobina en tres concentraciones de 0,5,
0,25, y 0,1 ug/ml para controlar el mildia del pepino.

La eficacia del control con MBI-106 en la dilucién 2000x
en combinacién con los tratamientos de azoxistrobina fue
superior que cuandc estos se usaron solos (Tabla 21). El
efecto sinérgico en la eficacia del control la mezcla en
tanque de MBI-106 2000x existe en combinaciones de MBI-106 Y

cada concentracién de azoxistrobina (Tabla 22).



Tablas

Tabla 1. La gravedad de la enfermedad y porcentaje de control

de MBI-106 y miclobutaniio (RALLY® 40W)

cuando se usa solo o

en
! Gravedad |Control 5 nezela
Tratamiento |Dilucién/Tasa (%)° (%)
Control no de
tratado N/A 98,3 a 0,0 e tanque.
miclobutanile | 0,25 ug/ml | 16,7 cd 83,1 bc i
miclobutanilo [ 0,1 ug/ml | 95,0 a 3,2 e
| miclobutanilo | 0,05 ug/ml | 95,8 a 2,5 e (1)
extracto de 10
Reynoutria 1500x | 15,8 «cd 84,0 bc
extracto de '
Reynoutria 2000x | 35,8 b 63,5 d
extracto de i
Reynoutria + 1500«
miclobutanilo | 0,25 ug/ml 1,2 e 98,8 A
extracto de 15
Reynoutria + 2000x
miclobutanilo | 0,25 ug/mi ' 0,2 e 99,8 A
extracto de
Reynoutria + 1500x
miclobutanilo [ 0,1 ug/ml 11,8 de 87,9 ab
extracto de
Reynoutria + 2000x 20
miclobutanilo | 0,1 ug/ml 27,5 bc 72,2 dc
extracto de !
Reynoutria + 1500x |
miclobutanilo | 0,05 ug/ml 17,5 cd 82,4 bc
extracto de
Reynoutria + 2000x
‘miclobutanilo | 0,05 ug/ml 20,8 cd 79,0 B2
I P<0,0001 | P<0,0001 o
lumna 3 (Severidad (%)) son los promedios de seis
replicados. Leos promedios con la misma letra en una

columna no son significativamente diferentes de acuerdo
con la minima diferencia significativa de Fisher (LSD) a

un nivel de P=0,05.
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Tabla 2. La eficacia esperada (Ee) ? de cada combinacién de

producto, y la significancia estadistica del sinergismo

detectado entre MBI-106 (REGALIA® 5C) miclobutanilo
¥

Dilucién/Tasa Contreol

Tratamiento (%) E.’ Prueba T
eXxtracto de
Reynoutria + 1500
miclobutanile |0,25 ug/ml %8, 8 97,3 n.s
extracto de
Reynoutria + 2000x
miclobutanilo | 0,25 ug/ml 99,8 93,8 *
extracto de
Reynoutria + 1500«
miclobutanilo |[0,1 ug/ml 87,9 84,5 n.s
extracto de
Reynoutria 2000x
+miclobutanilo | 0,1 ug/ml 72,2 64,7 n.s.’
extracto de
Reyncutria + 1500«
miclobutanilo 0,05 ug/ml 82,4 84,4 n.s
extracto de
Reynocutria + 2000x
miclobutanilo | 0,05 ug/ml 79,0 64,4 *3

2 E. es la Eficacia esperada vy se determina con la férmula de

Limpela E.=X + Y - (XY)/100 (Limpel et al.,

1962;

Richer, 1987).

’ Los datos son los promedios de seis replicados. Los promedios

con la misma letra en una columna no son significativamente

diferentes de acuerdo con la minima diferencia significativa de

Fisher (LSD) a un nivel de P=0,05.

4

n.s.: No significativo

Bk oy wwx, Significativo a P<0,05 y 0,001 respectivamente.



Tabla 3. Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control de

MBI-106 ({(REGALIA" SC) y miclcobutanilo (RALLY® 40W) cuando se

usa solo o en una mezcla en tanque en una prueba repetida.

Tratamiento | Dilucién/Tasa [ Gravedad (%)°° Control (%) |
Contrcl no tratado N/A 91,3 a 0.0 a
miclobutanile 0,25 ug/ml 53,8 bcd 41.3 de
miclobutanilc 0,1 ug/ml 80,0 ab 12.2 de
miclobutanile 0,05 ug/ml 93,8 a ~-2.8 e
extracte de 1500
Reynoutria 20,0 ef 77.9 ab f
extracto de 2000x |
Reynoutria | . 63,8 abc 29.8 cde '
extracto de 1500 1
Reynoutria + 0,25 ug/ml
miclobutanilo 46,3 cde 48.8 bc
extracto de 2000x |
Reynoutria + 0,25 ug/ml |
miclobutanilo 33,8 cdef 62.7 be |
extracto de 1500% '
Reynoutria + 0,1 ug/ml ,
miclobutanilo 33,8 cdef 62.6 be
extracto de 2000x |
Reynoutria + 0,1 ug/ml
miclobutanilo 38,8 cde 57.3 bc
extracto de 1500 ’
Reynoutria + 0,05 ug/ml
miclobutanilo i 1,8 £ 98.1 a .
extracto de [ 2000x i
Reynoutria + 0,05 ug/ml ‘
miclobutanilo 21,3 def 77.0 ab

P<0Q, 0001 P<0,0001

Tabla 4. Efecto sinérgico entre MBI-106 (REGALIA® SC) vy

miclobutanilo

6

(RALLY 40W) en una prueba repetida.

Los datos son los promedios de seils replicados. Los promedios

con la misma letra en una cclumna no son significativamente

diferentes de acuerdo con la minima diferencia significativa de

Fisher (LSD)

a un nivel de P=0, 05.



la

Tratamiento Dilucién/Tasa |Control | E.,° | T test
(%)

extracto de 1500x
R e ety O DE o /o1
TR EE Ve B Control
ml%%airghlt% Dilucién/Tasa Gra%r%’d%d (%?7'0 (grs.
SRS R 2060~
Reypgytria + G f ug/ml 91,3 0
miclobutanilo 62,7 58,8 n.s
extracto de 1500x
Reynoutria + 0,1 ug/ml
miclebutanilo 62,6 80,6 n.s
extracto de 2000x
Reynoutria + 0,1 ug/ml
miclobutanilo 57,3 38,3 n.s
extracto de 1500«
Reynoutria + 0,05 ug/ml
miclobutanilc 98,1 77,3 *E
extracto de 2000«
Reynoutria + 0,05 ug/ml
miclobutanilo 77,0 27,8 *x

es3

10

eficacia esperada y se determina con la férmula de Limpel E.,=X +

Y - (XY} /100 (Limpel et al,, 1962; Richer, 1987).
Xy ***: Significativo at P<0,01 y 0,001 respectivamente.
n.s.: No significativo

Tabla 5. Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control de

MBI~106 (extracto formulade de R. sachalinensis) ¥ quinoxifeno

(QUINTEC®) cuando se usa solo 0 en una mezcla en tanque.
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“extracto de

Reynoutria 1500x 20,0 ¢ 77,93
Los %extracto de

Reynoutria 2000x 63,8 b 29,75

"quinoxifeno 0,05 ug/ml 30,0 ¢ 66, 95 |

Fuinoxifeno 0,01 ug/ml 90,0 a 1,331

extracto de

Reynoutria + 1500x

guinoxifeno 0,05 ug/ml 25,0 c 72,65

extracto de

Reynoutria + 2000x

quinoxifeno 0,05 ug/ml 12,5 c¢ 86,25

extracto de
Reynoutria + 1500+«
quinoxifeno 0,01 ug/ml 22,5 ¢ 75,28

extracto de

Reynoutria + 2000«
guinoxifeno 0,0 1 ug/ml 13,8 ¢ 85,1
-n=4, LSD pP<0, 0001 P<0, 0001

datos son los promedios de cuatro replicados. Los promedios con la misma letra en una
columna no son significativamente diferentes de acuerdo con la minima diferencia
significativa de Fisher (LSD) a un nivel de P=0,03.

Tabla &. Efecto sinérgico entre MBI-106 (extracto de

Reynoutria, REGALIA SC) vy guinoxifeno (QUINTEC®)

Control
Tratamiento Dilucién/Tasa (%) E. Prueba T
extracto de
1500
Reynoutria + 72,65 92,7 *
0,05 ug/ml
quinoxifeno
extracto de
2000x
Reynoutria + 86,25 76,8 n.s.
0,05 ug/ml
guinoxifeno
extracto de 1500« 75,28 78,2 n.s.




5

Reynoutria+ 0,01 ug/ml
quinoxifeno
extracte de
2000x
Reynoutria + 85,1 30,7 *x
0,0 1 ug/ml
gquinoxifeno

Ee es la eficacia esperada y se determina con la férmula de

Limpel E.=X + Y -

*y

* k.
.

n.s.:

No significativo.

(XY) /100 (Limpel et al.,

1%62;

Richer,

Significativo a P<0,05 y 0,01 respectivamente.

1987).



Tabla 7.

del mildid wusando MBI-106

{Extracto de

REGALIA® SC) y azoxistrobina (QUADRIS®).

Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control

R. sachalinensis,

Tratamiento Dilucién/Tasa Gravedad (%) Control (%)
Control no
N/A ’ '
fratado / 92,5 a 0,0 h
| azoxistrobina 10,0 ug/ml 11,3 efg 87,6 abc
azoxistrobina 5,0 ug/ml 5,3 fg 94,3 ab
azoxlstrobina 1,0 ug/ml 30,0 cdef 68,1 bedef
azoxistrobina 0,5 ug/ml 48,8 be 48,0 fg
azoxistrobina 0,25 ug/ml 45,0 bed 51,8 efg
extracto de 1500 11,3 efg 88, 0 abc
Reynoutria
extracto de 2000x 61,3 b 34,3 g
Reynoutria
extracto de 2500x 48, 8 bc 47,0 fq
Reynoutria
extracto'de 1500 %
Reynoutria + 3,0 fg 96,8 ab
. . 10,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto de
Reynoutria + 2000~ 4,0 fg 85,6 ab
. . 10,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto'de 5500 x
Reynoutria + 1,8 fg 98,1 ab
. . 10,0 ug/ml
azoxistrobina A o
extracto'de 1500
Reynoutria + 1,0 a 98,9 ab
) . 5,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto de
Reynoutria + 2000+~ 0,8 g 99,2 a
. . 5,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto'de 2500
Reynoutria + 2,0 fg 97,9 ab
. , 5,0 ug/ml
azoxistrobina
extractolde 1500
Reynoutria + 11,3 efqg 87,6 abc
. . 1,0 ug/ml
azoxistrobina
extractolde 2000x
Reynoutria + 12,5 efyg 8¢, 3 abcd
. ) 1,0 uwg/ml
azZoxistrobina
extracto de
. 2500x
Reynoutria + 25,0 cdefg 73,4 abcdef
) . 1,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto de 1500 x
Reynoutria + 16,3 defg 82,2 abcde
: . 0,5 ug/ml
azoxistrobina
extracto de 2000x 11,3 efg 87,7 abc




Reynoutria + 0,5 ug/ml

azoxistrobina

extracto.de 2500 x

Reynoutria + 43,8 bcd 52,1 efg
. . 0,5 ug/ml

azoxistrobina

extracto-de 1500

Reynoutria 40,0 bcde 56,4 defg
. . 0,25 ug/ml

t+azoxistrobina

extracto de 2000 x

Reynoutria + 25,0 cdefqg 73,0 abcdef
) . 0,25 ug/ml

azoxistrobina

extracto de 2500 x

Reynoutria + 36,3 bcde 60,5 cdefyg
) . 0,25 ug/ml

azoxistrobina

N=4 P<0, 0001 P<(, 0001




Tabia 8. Efecto sinérgico entre MBI-106 y azoxistrobina. Solo

se incluyen los tratamientos con efecto sinérgico

Tratamiento Tasa/Dilucién | Control (%) E. Prueba
T
extracto de
2000x
Beynoutria + 95,6 91,¢ *
10,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto de
i 2500x
Reynoutria + ' 88,1 93,4 *
. 10,0 ug/ml
azoxistrobina .
extracto de
2000x
Reynoutria + 99,2 96,3 **
5,0 ug/ml
azoxistrobina
extracto de
2000x
Reynoutria + 87,7 65,8 * &
0,5 ug/ml
azoxistrobina

estadisticamente significativo.




Tabla 9. Gravedad de la enfermedad y percentaje de control de
R. sachalinensis y triflumizol (PROCURE®4BDSC) cuando se usa

sole ¢ en una mezcla en tanque.’

Tratamiento | Tasa/Dilucién Gravedad

(%) Control (%)
Control no N/A
tratado 97,5 a 0,0
extracto de 2500x
Reynoutria 23,8 b 75,6
triflumizol 1,0 ug/ml 77,5 a 20,5
triflumizol 0,5 ug/ml 86,3 a 11,5
triflumizol 0,25 ug/ml 95,0 a 2,6
extracto de 2500x
Reynoutria + 1,0 ug/ml
triflumizol 6,3 b 93,6
Reynoutria 2500«
extract + 0,5 ug/ml
triflumizol 15,0 b 84,6
extracto de 2500
Reynoutria + 0,25 ug/ml
triflumizol 11,5 b 88,2

"Los datos de la Columna 3 (Gravedad (%)) son los promedios de
sels replicados. Los promedios con la misma letra en una columna

no son significativamente diferentes de acuerdo con la minima

diferencia significativa de Fisher (LSD} a un nivel de P=0, 05.



Tabla 10. La eficacia esperada (E.} de cada combinacién de
producte, eficacia de control (E}, y el efecto sinérgico (E/E. >

1,0) between MBI-106 (REGALIA” SC) y triflumizol (PROCURE®

4808C) .
5
i Dilucién/Tasa | Control
| Mezcla en tanque (%) Eq E/E,
| extracto de 2500
| Reynoutria + 1,0 ug/ml
| triflumizol 93,6 80,6 1,2
l extracto de 2500x
'Reynoutria + 0,5 ug/ml
ptriflumizol 84,6 78,41 1,1
iextracto de 2500«
' Reynoutria + 0,25ug/ml
ttriflumizol 88,2 76,21 1,2

Ec es5 la eficacla esperada y se determina con la férmula de

Limpel Ec.=X + Y - (XY)/100 (Limpel et al., 1962; Richer, 1987).

10 Tabla 11. Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control de
MBI-106 {REGALIA" SC) y acibenzolar-S-metilo (ACTIGARD®) cuando

s& usa solo ¢ en una mezcla en tanque.

i Dilucién/Tasa | Gravedad (%) | Control

Tratamiento | e ()
Contrcl no N/A 0.0
tratado 90,0 a
acibenzolar- 25 ug/ml 68.9 ab 23.4
S-metilo !

extracto de | 200« 570 b 36.6
Reynoutria !

extracto de 200x 84.2
Reynoutria + | 25 ug/ml 14 2 o
acibenzolar- | !
Ls—metilo _L_ ]

15
Tabla 12. La eficacia esperada (E.) de cada combinacidén de
producto, eficacia de control (E), y el efecto sinérgico (E/E. >
1,0) entre MBI-106 ({(REGALIA" SC) y acibenzolar-S-metilo
(ACTIGARD) .



Control

Mezcla en tanque (%) E. |E/E,
extracto de Reynoutria +
acibenzolar-S-metilo 84,2 51,5 1,6




Tabla 13. Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control de

MBI-106 (REGALIA ME) y mefenoxam(RIDOMIL GOLD® SL)

Dilucién/Tasa| Gravedad |Control
Tratamiento (%) (%)
Control no tratado N/A 87,0ab 0,0
me fenoxam 150 ug/ml 44,8de 48,5
mefenoxam 75 ug/ml 54,2cd 37,7
me fenoxam 37,5 ug/ml 89, 3a ;2,6
extracto de Reynoutria 400x 68, Obc 21,8
extracto de Reynoutria + 400x
me fenoxam 150 ug/ml 14,5f 83,3
extractoe de Reynoutria + 400x
mefenoxam 75 ug/ml 28,6ef 67,1
extracto de Reynoutria + 400x
mefenoxam 37,5 ug/ml 59,2cd 32,0
5
Tabla 14. La eficacia esperada (E.) de cada combinacién de
producto, actual eficacia de contrel (E}, y sinergismo
detectado (E/E.>1,0) entre MBI-106 (REGALIA® ME) y mefenoxam
{RIDOMIL GOLD SL).
10
Dilueidén/Tasa | Control
Mezcla en tanque (%) E. E/E,
extracto de 400x
Reynoutria + 150 ug/ml
mefenoxam 83,3 59,7 1,4
extracte de 400x
Reynoutria + 75 ug/ml
mefenoxam 67,1 51,3 1,3
extracto de 400x
Reynoutria + 37,5 ug/ml
mefencxam 32,0 19,7 1,86




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

Tasa Emergencia Control

Tratamiento {%) (%)
Control no incculado N/A 90,1 | a N/A
Control inoculado N/A 4,9 ¢ 0,0
Extracto de Reynoutria |0,02117 g/kg
inoculado 11,1 ¢ 6,2
Extracto de Reynoutria |0,02117 g/kg
inoculado + 0,0298 g/kg
azoxistrobina 92,6 | a 87,7
Azoxistrobina 0,0298 g/kg
incculada 86,4 | a 81,5

Tabla 16. La eficacia esperada (E.) de cada combinacién de
producto, actual eficacia de control (E), y el sinergismo

detectado (E/E¢>1,0) entre MBI-106 (extracto de etancl) vy
10 azoxistrobina (QUADRIS®) .

Mezcla en tanque Tasa COT:TOI E, E/ E.

eXxtracto de

Reynoutria + 0,02117 g/kg | g, 82,6 1,1
) ) 0,0298 g/kg

azoxlstrobina




Tabla 17. Emergencia de plantulas de soja y control de la caida
de plantulas por MBI-106 (extracto de etanol de Reynoutria) y
fludioxonilo (SCHOLARY) .

Tasa Emergencia| Biomasa | Control
Tratamiento (%) (9) (%)
'Control inoculado ﬁ N/A 7,4 Ic 0,8 {c 0,0
Extracto de 0,635 g/kg
Reynoutria inoculado 9,9 |c 1,4 |c 2,5
[Extracto de 0,03175 g/kg o
Reynoutria inoculado 16,0 | ¢ 2,2 |c 8,6
Extracto de 0,635 g/kg
Reynoutria inoculado 0,05%6 g
+ fludioxonilo ai/kg 61,8 |a 17,0 | a 54,4
"Extracto de 0,03175 g/kg
‘Reynoutria inoculado 0,059 g
i+ fludioxonilo ai/kg 50,6 | a 12,5 | b 43,2
"Fludioxonilo 0,0596 g
inoculade ai/kg 35,8 | b 8,7 |b 28,4
S .
10
15

Tabla 18. La eficacia esperada (E.) de cada combinacién de

20  producte, actual eficacia de control (E), y sinergismo
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detectado (E/E.>1,0) entre MBI-106
fludioxonilo (SCHOLAR®) .

{extracto de etanol)

Y

Tasa Control
Mezcla en tanque (%) E. E/E,
Extracto de Reynoutria 0,635 g/kg
inoculado + 0,0596 ¢
fludioxonilo ai/kg 54,14 30,2 1,8
0,03175
g/kg
Extracto de Reynoutria 0,05%6 ¢
incculado +fludioxonilo ai/kg 43,2 34,6 1,2

Tabla 19. Gravedad de la enfermedad ¥ porcentaje de control

de R. sachalinensis y propiconazol (PROPIMAX®) cuando se usa

solo o en una mezcla en tanque para controlar el mildiu del

pepino.
Dilucién/Tasa | Gravedad Control

Tratamiento (%) (%)
Control no N/A
tratado 98,8 a 0,0
propiconazol 1,0 ug/ml 97,5 1,3
extracto de 2500x
Reynoutria 61,3 b 38,0
Reynoutria + 2500x
propiconazol 1,0 ug/ml 51,3 ¢ 48,1

Tabla 20. La eficacia esperada

{E.) de cada combinacién de

producto, eficacia de control (E), y el efecto sinérgico

(E/Ee > 1,0) entre MBI-106 (REGALIA®ME) y propiconazol

(PROPIMAX®) .
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{ Dilucién/Tasa | control

Mezcla en tanque ! (%) E° |E/e.
extracto de T 2500x
Reynoutria + ! 1,0 ug/ml

propiconazol 48,1 3g8,8(1,2
Tabla 21 . Gravedad de la enfermedad y porcentaje de control

de R. sachalinensis y azoxistrobina (QUADRIS®) cuando se usa

sole © en una mezcla en tanque para controlar el mildin

Dilucién/T
Tratamiento asa Gravedad (%) | Control (%)
Control tratado N/A 80,0 13,5
azoxistrobina 0,5 ug/ml 35,0 62,2
0,25
azoxistrobina ug/ml 80,0 13,5
azoxistrobina 0,1 ug/ml 72,5 21,6
Extracto de 2000~
Reynoutria 75,0 18,9
Extractec de 2000x
Reynoutria + 0,5 ug/ml
azoxistrokbina 11,3 87,8
Extracto de 2000x
Reynoutria + 0,25
azoxistrobina ug/ml 41,3 55,4
Extracto de 2000x
Reynoutria + 0,1 ug/ml
azoxistrobina 36,5 60,5

Tabla 22 . La eficacia esperada (E.) de cada combinacidén de
producto, eficacia de control (E), y el efecto sinérgico

(E/Ec > 1,0) entre MBI-106 (Regalia® sC) y

azoxistrobina (Quadris”) (Test IIL).
Mezcla en Dilucidn/Tasa Control
tanque (%) E. E/E.
extracto de 2000=
Reynoutria + 0,5 ug/ml
azoxistrobina 87,8 69,3 1,3
‘extracto de 2000x
" Reynoutria + 0,25 ug/ml
| azoxistrobina 55,4 29,9 1,9
extracto de 2000
Reynoutria + 0,1 ug/ml
"azoxistrobina 1 60,5 36,4 1,7
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REIVINDICACIONES:

1. Una combinacién que comprende: {a) un extracto que
contiene uno o mas derivados de antraquinona que inducen la
resistencia de las plantas a los fitopatégenos y derivados de
una planta y (b) uno o mas agentes anti-fitopatogénicos
seleccionados del grupo Ggque consiste en: (i) un no
benzotiazel, no vitamina E, agente antimicrobiano no
organofosforado, que carece de azufre no elemental o no
humectable {11} un tensicactivo que tiene actividad
fungicida, y/o ({iii) un agente de control biolégico no
Bacillus, no Pseudomonas, no Brevabacillus, no Lecanicillium,

no Ampelomyces, no Phoma, no Pseudeozyma.

2. La combinacién de acuerdo con la reivindicacién 1 donde
dicho agente antimicrobiano es un fungicida, bactericida,

insecticida o nematicida quimico.

3. La combinacidén de acuerdo con la reivindicacidén 1-2, en
donde dicho no agente de control biolégico no Bacillus, no
Pseudomonas, no Brevabacillus, no Lecanicillium, no
Ampelomyces, no Phoma, no Pseudozyma se selecciona del grupo
que consiste en un agente derivade de Streptomyces sp.,
Burkholderia sp., CTrichoderma sp., Gliocladium 5p., Yy un
aceite o producto oleoso natural gue tiene actividad

fungicida y/o insecticida.

4. La combinacién de acuerdo con la reivindicacién 1-3, en
donde dicho extracto es al menos uno de: (a) derivado de la
familia Poligonaceae (b) contiene un derivado de antraquinocna
que contiene al menos physcion, (c¢) derivado de una especie

de Reynoutria o Rheum.
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5. La combinacidén de acuerdo con la reivindicaciones 1-4 en
donde dicho agente antimicrobiano, se selecciona del grupo
que consiste en (a) un agente antifungico de sitic unico, en
donde dicho agente antifingico de sitio Unico se selecciona

del grupo que consiste en benzimidazol, morfolina,

hidroxipirimiding, anilinopirimidina, fosforotiolato,
inhibidor externo de quinona, quinolina, dicarboximida,
carboximida, fenilamida, anilinopirimidina, fenilpirrol,

hidrocarburo aromatico, dcido cinémico, hidroxianilida,
antibidtico, policxina, acilamina, ftalimida, bencenoide
{xililalanina): (b) un inhibidor de desmetilacién
seleccionado del grupc que consiste en imidazol, piperazina,
pirimidina, vy triazeol, (c) un aceite o producto oleoso
natural que tiene actividad fungicida y/o insecticida y {c)
un fungicida quimico ne inorganico multisitio, fungicida
quimico seleccionade del grupo que consiste en un nitrilo,
cobre, guinoxalina, sulfamida, fosfonato, fosfito,
ditiocarbamato, cloralquiltios, fenilpiridin-amina, ciano-

acetamida oxima, fludioxoniloo y mefenoxam.

6. La combinacién de acuerdo con la reivindicacién 1-5, en
donde dicho agente antimicrobianc es un {(a) triazol, en donde

dicho triazol se selecciona del grupo gue consiste en

bitertancl, miclobutanilo, penconazol, propiconazol,
triadimefon, bromuconazol, ciproconazol, diniconazol,
fenbuconazol, hexaconazol, tebuconazol, tetraconazol, (b) un

imidazol, en donde dicho imidazol es fenamidona, fenapanilo,
iprodiona, triflumizol (¢) un nitrilo, en donde dicho nitrilo
es cloronitrilo y fludioxoniloo; (¢} una eestrobilurinaa; (d)
quinona, en donde en deonde dicha quinona es quinoxifeno (éter

5,7-dicloro-4-quinolil-4-fluorofenilico).

7. La combinacién de acuerdo con la reivindicacién 1-6, en

donde dicho agente antimicrobianoc es eestrobilurinaa, en
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donde dicha eestrobilurinaa es azoxistrobina, kresoxim-metilo

¢ trifloxistrobina.

8. Una combinacién sinérgica para usar en la modulacioén de
una infeccién fitopatogénica que comprende (a) un extracto
derivado de wuna planta, en donde dicha planta contiene
derivados de antraquinona que inducen la resistencia de las
plantas a los fitopatégenos y (b) una no vitamina E, agente
antimicrobiano no organofosforado, que carece de azufre no

elemental o no humectable.

9. La combinacién de acuerdc con la reivindicacidén 1-8, en

donde dicha combinacién es una composicion.

10. Un método para modular la infeccién fitopatogénica en una
planta que comprende aplicar a la planta y/o semillas de esta
y/0 sustrato usado para cultivar dicha planta una cantidad de
la combinacién de acuerdo con las reivindicaciones 1-9,

efectiva para modular dicha infeccién fitopatogénica.

11. Un método para reducir la emergencia de la resistencia de
un fitopatdgenc a un agente anti-fitopatogénico seleccionado
del grupo que consiste en: (i) una no vitamina E, un agente
antimicrobianc no organcfosforados, que carece de azufre no
elemental o no humectable {ii) un tensiocactivo que tiene
actividad fungicida y (iii) un agente de control biolégico no
Bacillus, noc Pseudomcnas, no Brevabacillus, no Lecanicillium,
nc Ampelomyces, no Phoma, no Pseudozyma que comprende aplicar
a una planta gue lo necesita una cantidad de la combinacién
de acuerdo <con las reivindicaciones 1-9 efectiva para
disminuir dicha resistencia de dicho fitopatégeno a un agente

anti-fitopatogénico.
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12. Uso de (a) un extracto derivado de una planta, en donde
dicho extracto contiene derivados de antraquinona que inducen
la resistencia de las plantas a los fitopatégenocs, y (b) uno
o mas agentes anti-fitopatogénicos seleccionados del grupo
gue consiste en: (i) un no benzotiazeol, no vitamina E, agente
antimicrobiano nc organofosforado que carece de azufre no
elemental © no humectable, (ii) un tensioactive que tiene
actividad fungicida y (iv) un no Bacillus, no Pseudomonas, no
Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phoma, no
Pseudozyma agente de control bioldgico para la fabricacién de
una composicidn para la modulacién de una infeccién

fitopategénica.

13. Una composicién para usar en la modulacién de 1la
infeccién fitopatogénica que comprende (a) un extracto
derivado de una planta, en donde dicha planta contiens
derivados de antraguinona que inducen la resistencia de las
plantas a los fitopatdgenos y (b) unc o mids agentes anti-
fitopatogénicos seleccionados del grupo que consiste en: (i)
un no benzotiazol, no vitamina E, agente antimicrobiano no
organcfosforado que carece de azufre no elemental, no
humectable, (ii) un tensicactivo que tiene actividad
fungicida y (iii un agente de control biolégico no Bacillus,
nc Pseudomonas, no Brevabacillus, no ILecanicillium, no

Ampelomyces, no Phoma, no Pseudozyma.

14. Uso de {a) un extracto derivado de una prlanta, en donde
dicha planta contiene derivados de antraquinona gue inducen
la resistencia de las plantas a los fitopatégenos y (b) un
agente antimicrobianc de benzodiatiazol para 1la fabricacién
de wuna composicidén sinérgica para modular la infeccién

fitopatogénica.
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15. Un kit que comprende (a) un extracto derivado de la
familia Poligonaceae vy (b) uno o mas agentes anti-
fitopatogénicos seleccionados del grupo dgue consiste en: {i)
agente antimicrobianc de azufre no elemental o no humectable,
no benzotiazol, no vitamina E, no organofosforado, {ii} un
tensiocactivo que tiene actividad fungicida y (iii) un agente
de control biocldégico no Bacillus, no  Pseudomonas, no

Brevabacillus, no Lecanicillium, no Ampelomyces, no Phoma, no

Pseudozyma.



RESUMEN
Combinaciones, composiciones y métodos de uso para
modular wuna infeccidén con patégenos de planta usando
extractos vegetales que contienen derivados de antraquinona
que 1inducen a los fitopatégenos de planta y wun agente
antimicrobiano, un agente de control biolédégico y/c un

tensicactivo que tiene actividad fungicida
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Box Ne. 1T  Observations where certain clalms were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain elaims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

L. Claims Nos.:
because they relate to subject matter noi required to be searched by this Authority, namely:

2. Claims Nos.:

because they relate lo parts of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent shat ne meaningful intemalional search can be varded oul, specilically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent elajms and are not deafled in accordance with the sccond and third sentences ¢f Rule 6.4(a).

Box No, II}  Observatinns where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Scarching Authority found multiple inventians in this international application, as follows:

Group 1: Independsnt claim 1 and its dependent claims, and independent claims 12 and 13 are directed ta a combination, use o1
a compositian comprising (a) an extract conaining anthraquinone derivatives which induce plant resistance to phytopaihogens
and (b) one or more anti-phylopathogenic agents selecled from the group of (i} specilic anti-micrabial agent, (i) a surlactant
having fungieidal activity, and/or (iii) specific biological control agent.

Graup I1: Independeat claim 8 is directed to a svnergistic combination for usc in madulating phytopathogenic infeetion

comprising (s} the same plant extract of group 1 and (b) anti-micrabial agent from which a benzodiathiazole substanee ane not
eroluded.

(See Extra Sheet)

I )v‘{ As dll required addtional search fees were timely paid by the applicant, this international search repart covers alb searchable
claims.

2. D As all searchable cluims could be searched withoul effort justifying an udditional dec. this Authority did nol invite payment
of any additional fec.

3. D As only seme of thy required additicmal search fees were timely paid by the applicunt, this irternaticnal sewich reporl covers
only those clrims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D Na required additional senrch fees were timely paid by the epplicant. Consequantly, this international search reporl i
restrcled lo the invention (irst mentioned in the claims, it is covered by claims Nos.:

Remurk on Protest @ The additional search fees were accompanicd by 1he applicant's Fralest and, where applicable, the
pavment o n prolest fee.
The additional search fees were accompanied by the applicant's prolest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation
D Ne protest accompanicd the payment of additional search fees.
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Group [fl: Independent claim 11 is directed to use of (a) the same plant extract of group 1
and (b) a benzodiathiazole anti -microbial agent.

Group IV: Independent claim 15 is dirccled to a kil comprising (a) the planl extract from
the family of Polvgonaccac and (b) the same anti -phytopathogenic agents of group 1.

The only common technical feature between the said two groups of inventions is:
A cembination of (a) a plant extract and (b) one or more anti-phylopathogenic agents.

However, this feature lacks novelty and/or inventive step with respect to the following
documents cited in this Annex:

(a) VS 2007/0264363 Al. (b) US 2005/0163815 Al, (c) JP 2000-033383 A. (d) JP 08-099813 A.

Thus there is no technical relationship left over the prior art among the claimed
inventions, leaving the claims without a single general invenlive concept.

Hence there is lack of unity "a posteriori" (PCT Rule 13.1 and 13.2).
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