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Steigerung der Pathogenabwehr in Pflanzen

Die Erfindung hetrifft ein Verfahren zur Steigerung der Pathogenzhwehr in PRlanzen.

Es ist bekannt, dass Pflanzen auf ‘n:atiirliche Stressbedingungen, wie beispielsweise Kilte, Hitze,
Trockenheit, Verwundung, Pathogenbefall (Viren, Bakterien, Pilze, Tnsekten) ete. aber auch auf
Herbizide mit spczifischen oder unspezifischen Abwehrmechanismen reagieren [Pflanzen-
biochemie, S. 393462, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford, Hans W.
Heldt, 1996.; Biochemistry and Molccular Biology of Plants, S. 11021203, American Saciety of
Plant Physiclogists, Rockville, Miryland, eds. Buchanan, Gruissem, Jones, 2000]. Dabei dienen
2.B. durch Verwundung cntstaﬁdene Zellwandbestandteile oder spezifische vom Pathogen
stammende Signalsubstanzen als Induktoren pflanzlicher Slgnaltransdukuonskenen die am Ende
zur Bildung von gegen den Qtressfaktor gerichteten Abwehrmolekiilen filhren. Hierbei kann es sich
beispielsweise um (a) medermolekulare Substanzcn, wie z.B. Phylualexine, (b) nicht-enzymatische
Proteine, wie z.B. ,Pathogenesis-related proteins” (PR-Proteine), (c) enzymatische Proteine, wie
beispielsweise Chitinasen, Glucanasen, oder (d) um spezifische Inhibitoren essentieller Proteine,
wie beispielsweise um Protease-Inhibitoren, Xylanase-Inhibitoren, handeln, welche das Pathogen
direkt angreifen oder seinc Pro]xfclratxon behindern (Dangl and Jones, 2001, Nature 411: 826-833;

Kessler and Baldwin, 2003, Annual Review of Plant Biology, 53: 299-328).

%
Ein zusitzlicher Abwehrmechanismus ist die sogenannte hypersensitive Reaktion (HR), die iiber
oxidativen Stress vermittelt wird und zum Absterben von Pflanzengewebe im Bereich eines

Infektionsherdes fithrt, wodurch eine Ausbreitung von Pflanzenpathogenen, die auf lebende Zellen

angewiesen sind, verhindert wird [Pennazio, 1995, New Microbiol. 18, 8. 229-240).

Im weiteren Verlaufl einer Infekliim werden durch pflanzeneigene Bolenstoffe Signale in nicht
befallene Gewebe weitergegeben, hie auch dort zur Ausldsung von Abwehrreaktionen fiihren und
die Entstehung von Sckund%irinfck;tioncn behindern (Systemic acquired resistance, SAR) [Ryal's ct
al., 1996, The Plant Cell 8: 1809-1819).

Eine Reihe von pflanzenendopenen Signalstoffen, die in die Stresstoleranz bzw. dic
Pathogenabwehr involviert sind, sind bereits bekannt. Zu nennen sind hier beispielsweise
Salicylsiure, Benzoesiure, Jasmojhsiiurc oder Ethylen [Biochemistry and Molecular Biology of
Plants, S. 850-929, American Society of Plant Physiologists, Rockville, Maryland, eds. Buchanan,
Gruisscm, Jones, 20400]. Einige dieser Substanzen oder deren stabile synthetische Derivate und
abgelcitcte Strukturen sind auchjbei externer Applikation auf Pflanzen oder Saatgutbeizung
wirksam und aktivieren Abwehnéaktionen, die eine erhdhte Stress- bzw. Pathogentoleranz der

Pflanze zur Folge haben [Sembdner, and Parthier, 1993, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.
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44; 569-589). Die Salicylat-vermittelte Abwelir richtet sich besonders gegen phytopathogene Pilze,
Bakterien und Viren [Ryals et al., 1996, The Plant Cell 8: 1809-1819].

Ein bekanntes synthetisches Produkt, das cine der Salicylsidure vergleichbare Funktion iibernimmt
und eine Schutzwirkung gegen phytopathogene Pilze, Bakierien und Viren vermitieln kann, ist
Benzothiadiazol (Handelsname Bion®) [Achuo et al, 2004, Plant Pathology 53 (1): 65-72).

Andere Verbindungen, die in die Gruppe der Oxylipine gehdren, wie z.B. Jasmonséure, und die
durch sie ausgelésten Schutzmechanismen sind besonders gegen Schadinsekten wirksam [Walling,

2000, J Plant Growth Regul. 19, 195-216] .
i

Somit ist bekannt, dass Pflanzen iiber mehrere endogene Reaktionsmechanismen verfiigen, die eine
wirksame Abwehr gegeniiber verschiedensten Schadorganismien (biotischer Stress) und/oder

natirlichen abiotischen Stress bewirken kénnen.

Es ist bereits bekannt, dass Chlom.ikotinylinsek‘lizide zur Bekdmpfung von tierischen Schidlingen,
insbesondere Insekten eingesetzt werden konnen. Ferner ist bekannt, dass die Behandlung von
Pflanzen mit Insektiziden aus de;r Rethe der Chlornikotinyle zu ciner erhdhten Resistenz der
Pflanze gegeniiber abiotischem Stfess fiihrt. Insbesondere gilt dies fir das Imidacloprid (Brown et
al., 2004, Beltwide Cotton Conference Proceedings: 2231-2237. Dieser Schutz erfolgt durch
Beeinflussung physiologischer und biochemischer Eigenschaften der Pflanzenzelien wic z.B.
durch Verbesserung der Membranstabilitdt, Erhohung der Kohlenhydratkonzentration, Steigerung
der Polyolkonzentration und Antioxidantienaktivitit (Gonias et al., 2004, Beltwide Cotton
Conference Proceedings: 2225-222‘9).

Flir die Wirkung von Chiomikotin‘ylen gegen biotische Stressfaktoren finden sich nur vereinzelte
Hinweise in der Literatur (Crop :Protection (2000), 19(5), 349-354; Journal of Entomological
Science (2002), 37(1), 101-112; Annals of Biology (Hisar, India) (2003), 12(2), 179-181).

Chlomikotinyle kénnen durch folgende die aligemeine Formel (T) beschricben werden,

N

worin

Het  fiir cinen jeweils gegebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluor, Chlor, Methyl oder
Ethy! substituierten Heterocyclus ausgewiihlt aus der folgenden Gruppe von Heterocyclen
sleht:
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. -3.
Pyrid-3-yl, Pyrid-5-yl, 3-P}1fridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, Tetrahydro-
furan-3-yl, Thiazol-5-yl, :

fur C,-Cs-Alkyl, -N(R")R?) oder S(R?) steht,
worin

R’ fiir Wasserstoff,  C-Cg-Alkyl, Phenyl-C,-C,-Alkyl, C;-Ce-Cycloalkyl, Cy-Ce-
Alkenyl oder C,-Cq-Alkinyl steht, und

R? fiir C,-Cs-Alkyl, C;-Cs-Alkenyl, C;-Cy-Alkinyl, -C(=0)-CH, oder Benzyl steht,

fiir Wasserstoff, C.-CG-Aikyl, C,-Ce-Alkenyl, C,-Ce-Alkinyl, -C(=0)-CH; oder Benzyl

steht oder gemeinsam mit R? filr eine der folgenden Gruppen stehit:

‘CH;-CH;-, CI'I;-CI‘I;-CH;-, 'CH;'O'CH;-, -CH;-S-CH;—, -CH;—NH-CH;-, ‘CH:'N(CHJ)-

CH;—, und i

|
I
i

fuir N-NOj, N-CN oder CH;-NOz steht.

!
steht besonders bevorzugt fiir einen Hetcrocyclus ausgewihlt aus der folgenden Gruppe

von Heterocyclen:

2-Chlorpyrid-5-yl, 2-Methylpyrid-5-yl, 1-Oxido-3-pyridinio, 2-Chlor-1-oxido-5-pyridinio,
2,3-dichlor-1-oxido-5-pyridinio, Tetrahydrofuran-3-yl, 5-Methyl-tetrahydrofuran-3-yl, 2-
Chlorothiazol-5-yl. I

steht besonders bevorzugt fir -N(R')(R?).
steht besonders bevorzugt fiir Wasserstoff, Methyl oder Ethyl.

steht besenders bevorzugt fir Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl, n-, i-, s- oder t-Butyl,

Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Propenyl, Ethinyl, 1-Propinyl, 2-Prapinyl, -C(=0)-CH; oder
!

Benzyl.

|

steht besonders bevorzugt: fiir Wasserstoff, Methyl, Ethyl, oder -C(=0)-CH, oder steht

besonders bevorzugt gemeinsam mit R’ fiir eine der folgenden Gruppen:

-CH;-CH,-, -CH,-CH,-CH,-, -CH»-O-CH;-, -CH;-8-CH»-.

Zu dieser Klasse von Verbindungen gehtiren zB. folgende Verbindungen, wobei die Aufzihlung

nicht abschlieBend zu verstehen ist;



BCS 05-3139

[midacloprid der Formel (T)

Cl—QCHrN/;T\N—H

N\
NO: (1), vel. EP 0 192 060,

Clothianidin der Formel (I}
h [\ T T
) ‘}‘ _
C}—( s CH; NwrN\CHJ

"xo, (), vel. EP 0376 279
» VEL. A .

H
i
'
I
1
[
i

Dinotefuran der Formel (1)
H H

I
CH:+N
0/3-_ 2 YN“CH: '
| »

N
. !
NO, (TIN), vgl. EP 0 649 845,
|

Thiamethoxam der Formel (IV)

N r o\l
B P
_4} N\LI, o

a S

N0 (tv), vgl. EP 0 580 553,
!
3
Thiacloprid der Formel (V) i
o— N—curn_ % ‘

= i

N :

CN V), vgl. EP 0235 725,
Acetamiprid der Formel (VI) i
H, :
F\_. ] .
CI—Q—CH N. _CH |
N= ’ |Y ’ !

CN  (VI), vgl. WO 91/04965,
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Nitenpyram der Formel (VI[)

Hy

YNNCH
|
N !
N2 (vII), vgl. EP 0 302 389.

/\CHE

|
Es wurde nun Uberraschenderweise gefunden, dass Chlornikotinyle und insbesondere Imidacloprid

zu einer erhhten Expression vonIGenen aus der Reihe der ,Pathogenesis-related proteins" (PR-
Proteing) fiihren. PR Proteinc unterstitzen die Pflanzen primér in der Abwehr von biotischen
Stressoren, wic z.B. phytopathogene Pilze, Bakierien und Viren. Dies hat zur Folge, das Pflanzen
nach Anwendung von Imidacloprid besser geschiltzt sind vor Infektionen phytopathogener Pilzc,
Bakterien und Viren. Bei notwendigem Einsatz von Fungiziden und Bakteriziden in Mischung wie
auch bei sequentieller Anwendung!-mil Imidacloprid wird deren Wirkung unterstiitzt.

Definitionen nachfolgend verwendeter Begriffe

Der Begriff ,cDNA“ (complementary DNA), wie hier verwendet, beschreibt einen DNA-
Einzelsirang, der zu einer RNA komplementdr, und der durch eine enzymalische reverse
Transkription in vitro synthetisiert wird. Die cDNA kann entweder der gesamten RINA-Linge

entsprechen, oder aber nur eine Teilscquenz der als Matrix dienenden RNA darstellen.
! -

Unter den Begriffen .,DNA-Chip“'i und ,,.DNA-Microarray", die hier synonjrm verwendetl werden,
wird ein Triger bezeichnet, dessen Grundmaterial beispielsweise aus Glas oder Nylan besteht, auf
dessen  Grundmaterial DNA-Fra:gmcmc fixiert sind, wobei die Aufbringung der DNA
beispielsweise durch (a) cin photolithographisches Verfahren (DNA wird direkt auf dem
Arraytriger synthetisiert), (b) ein Microspotting-Verfahren (extern synthetisierte Oligonukleotide
oder PCR-Produkte werden auf den Triiger appliziert und kovalent gebunden), ader (c) durch cine
Microspraying-Verfahren (extern synthetisierte Oligonukleotide oder PCR-Produkte werden mit
einen-1 Tintenstrahldrucker berithrungsfrei auf den Triger gespriiht) erfolgen kann (R. Rauhut,
Bioinformatik, § 197-199, VerlagIWiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, 2001). Ein DNA-Chip,
der genomische Sequenzen eines ‘Organismus representiert, wird als ,,genomischer DNA-Chip*
bezeichnet, Die Auswertung der mit Hilfe dieser DNA-Chips™ erhaltenen Messwerte wird als

»DNA-Chip-Analyse" bezeichnet. -

Der Begriff ,DNA-Chip-Hybndisierung"”, wie hier verwendet, bedeutet die Paarung zweler

einzelstranger, komplementérer ' Nukleinsduremolekiile, wobei eines der basenpaarenden
i

Molekiilpartner als DNA (Desoxribonukleinsiure) auf dem DNA-Chip in bevorzugt kovalent

gebundener Form lokalisiert ist, v\:réihrend der andere in Formi der RNA (Ribonukleinsiure) oder
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der hierzu korrespondierenden c¢DNA (komplementire DNA) in Ldsung vorliegt. Die
Hybridisierung der gebundenen und nicht gebundenen Nukleinsiuren erfolgt auf dem DNA-Chip
in wissriger Pufferldsung, gegebenenfalls unter zusitzlich denaturierenden Bedingungen, wie
beispiclsweise in Gegenwart von ]IDimcthylsulfoxid, bei Temperaturen von 30-60°C, bevorzugt 40-
50°C, besonders bevorzugt bei 45.,°C fir 10-20 Stunden, bevorzugt fiir 14-18 Stunden, besonders
bevorzugt fiir 16 Stunden unter ;tﬁndiger Bewegung. Die Hybridisierungsbedingungen kénncn
konstant beispielsweise in einem Hybridisierungsofen realisiert werden. StandardmiiBig werden in
cinem solchen Hybridisierungsofen Bewegungen von 60 rpm (rounds per minuie, Umdrehungen

pro Minute) realisiert.

Die synonym gebrauchten Begriffe | Expressionsmuster”, , Induktionsmuster” bzw. , Expressions-
profil®, wie hier verwendet, besci’ueiben die zeitlich differenzierte und/oder gewebespezifische
Expression der pflanzlichen mRNIA, wobei das Muster direkt durch die erzeugte Intensitdt des
Hybridisierungssignals der aus der Pilanze erhaltencn RNA oder deren korrespondierender cDNA
mit Hilfc der DNA-Chip-Technologic erhalten wird. Die gemessenen , Expressionswerte™ ergeben
sich durch direkte Verrechnung mit den korrespondierenden Signalen, die durch Verwendung
eines synonymen Chips unter Hybridisierung mit einer nicht behandelten Kontrollpflanze erhalten

werden, |

Der Begriff ,,Expressionszustand'!' der durch das vorgenommene ,Gene Expression Profiling"
erhalten wird, wie hier verwendet, beschreibt die gesamte erfasste Transkriptionsaktivilét

zelluldrer Gene, die mit Hilfe eines DNA-Chips gemessen wird.

Der Begrill ,,Gesamt-RNA®, wic hier verwendet, beschreibt die aufgrund des angewendeten
AufschluBverfahrens mégliche Repriisentanz verschicdener pflanzenendegener RNA-Gruppen, die
in einer Pflanzénzelle vorliegen k(’:innen, wie beispielsweise, cytoplasmatische tRNA (ribosomale
RNA), cytoplasmatische tRNA (transfer RNA), cytoplasmatische mRNA (messenger RNA), sowie
deren jeweilige nucletire Vorlﬁufe:r. ctRNA (chloroplastidire RNA) und mtRNA (mitochondriale
RNA), sie umfaBt aber auch RNA-Molekille, die von exogenen Organismen stammen kdnnen, wie

beispielsweise von Viren, oder parasitierenden Bakterien und Pilzen.

Der Begriff , Nutzpflanzen®, wie hier verwendet, bezeichnet Kulturpflanzen, die als Pflanzen fir

die Gewinnung von Nahrungsmitteln, Futtermitteln oder fur technische Zwecke eingesetzt werden.

E

Die Wirkstoffe kénnen in die ;ilblichen Formulierungen iiberfilhrt werden, wi¢ Ldsungen,
Emulsionen, Spritzpulver, wasser-,und 8lbasierte Suspensionen, Pulver, Stiubemittel, Pasten, 16s-

liche Pulver, 16sliche Granulate, Smugranulate, Suspensions-Emulsions-Konzentrate, Wirkstoll-
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4

imprégnicrtc Naturstoffe, Wirkstoff-imprignierte synthetische Stoffe, Dilngemittel sowie Feinst-
verkapselungen in polymeren Stoffcn.

'

‘
i .

Diese Formulicrungen werden in bekannter Weise hergestellt, zB. durch Vermischen der
i

Wirkstoffe mit Streckmitteln, afso flissigen Losungsmitteln und/oder festen Trigerstoffen,
gepebenenfalls unter Verwendung von oberflichenaktiven Mitteln, also Emulgiermitteln und/oder
Dispergiermitteln und/eder schaumerzeugenden Mitteln. Die Herstellung der Formulierungen

erfolgt entweder in geeigneten Anlagen oder auch vor oder wihrend der Anwendung.

Als Hilfsstoffe kinnen solche Stoffe Verwendung finden, die geeignet sind, dem Mittel selbst oder

.und/oder davon abgeleitete Zubereitungen (z.B. Spritzbrithen, Saatgutbeizen) besondere Eigen-

schaflen zu verleihen, wie beslim;mte technische Eigenschaften und/oder auch besondere biolo-
gische Eigenschaften. Als typische Hilfsmittel kommen in Frage: Sireckmittel, Lésemitte] und
Trigerstoffe. '

l

Als Streckmittel eignen sich z.B. Wasser, polare und unpolare organische chemische Fliissigkeiten
z.B. aus den Klassen der aromatischen und nicht-aromatischen Kohlenwasserstoffe (wie Paraffine,
Alkylbenzole, Alkylnaphthaline, ?Chlorbenzolc), der Alkohole und Polyole (die ggf. auch
substituiert, verethert und/oder ve'restert sein kdnnen), der Ketone (wie Aceton, Cyclohexanon),
Ester (auch Fette und Ole) und (poly-)Ether, der einfachen und substituierten Amine, Amide, Lac-
tame (wie N-Alkylpyrrolidone) uncll Lactone, der Sulfone und Sulfoxide (wie Dimethylsysulfoxid).

Im Falle der Benutzung von Wass‘er als Streckmittel konnen z.B. auch orgamische Losemittel als
Hilfslésungsmittel verwendet werden. Als fliissige Lsemittel kommen im wesentiichen in Frage:
Aromaten, wie Xylol, Toluol, ;oder Alkylnaphthaline, chlorierte Aromaten und chlorierte
aliphatische Kohlenwasserstoffe,, wie Chlorbenzole, Chlorethylene oder Methylenchlorid,
aliphatische Kohlenwasserstoffe,!: wie Cyclohexan oder Paraffine, z.B. Erdéliraktionen,
mineralische und pflanzliche Ole, lz\lkohole, wie Butanol oder Glykol sowie deren Ether und Ester,
Ketone wie Accton, Methylcthy}!kcton, Mcthylisobutylketon oder Cyclohcxanon, stark polare

Lbsungsmittel, wie Dimethylsulfoxid, sowie Wasser.

Als feste Trigerstoffe kommen in Frage: ‘

z.B. Ammoniumsalze und natﬁrlifchc Gesteinsmehle, wie Kaoline, Tonerden, Talkum, Kreide,
Quarz, Attapulgit, Montmorilloni;t oder Diatomeenerde und synthetische Gesteinsmehle, wie
hochdisperse Kieselstiure, Aluminiumoxid und Silikate, als feste Trigerstoffe fur Granulate kom-
men in Frage: z.B. gebrochene un%d fraktionierte natlirliche Gesteine wie Calcit, Marmor, Bims,
Sepiolith, Dolomit sowie synthetische Granulate aus anorganischen und organischen Mehlen

sowi¢ Granulate aus organischem Material wie Papier, Sigemehl, KokosnuBschalen, Maiskolben
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und Tabakstengeln; als Emulgicr!— und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in Frage; z.B.
nichtionogene und anionische Eml:ngatoren, wie Polyoxyethylen-Fettsiure-Ester, Polyoxyethylen-
Fettalkohol-Ether, z.B. AIkyIaryIl-polyglykolcthcr, Alkylsulfonate, Alkylsulfate, Aryisulfonate
sowie Eiweillhydrolysate; als Dispergiermitte] kommen in Frage nicht-ionische und/oder ionische

Stoffe, z.B. aus den Klassen der Alkohol-POE- und/oder POP-Ether, Siure- und/oder POP- POE-

-Ester, Alkyl-Aryl- und/oder POP- POE-Ether, Fett- und/oder POP- POE-Addukte, POE- und/oder

POP-Polyol Derivate, POE- und/oder POP-Sorbitan- oder-Zucker-Addukte, Alky- oder Aryl-
Sulfate, Sulfonate und Phosphate oder die entsprechenden PO-Ether-Addukie. Ferner geeignete
Oligo- oder Polymere, z.B. ausgéhend von vinylischen Monomeren, von Acrylsiure, aus EO
undfoder PO allein oder in Verbit!u!.ung mit z.B. (poly-} Alkcholen oder (poly-) Aminen. Ferner
konnen Einsatz finden Lignin ]und seine Sulfonsdure-Derivate, einfache und modifizierte
Cellulosen, aromatische und/oder aliphatische Sulfonsiuren sowie deren Addukte mit

Formaldehyd.

Es konnen in den Fermulierungen Haftmitiel wie Carboxymethylcellulose, natirliche und
synthetische pulvrige, kémige m;ler latexférmige Polymere verwendet werden, wie Gummi-
arabicum, Polyvinylalkohol, Polyv:inylacctat, sowic¢ natirliche Phospholipide, wie Kephaline und
Lecithine und synthetische Phosph<:>lipide.

Es konnen Farbstoffe wie anorgariische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferrocyanblau und
organische Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und Metallphthalocyaninfarbstoffe und Spuren-
nihrstoffe wie Salze von Eisen, Mangan, Bor, Kupfer, Kobalt, Molybdin und Zink verwendet

werden. f
l

i
Weitere Additive kénnen Dufistoffe, mineralische oder vegetabile gegebenenfalls madifizicrte

. 1
Ole, Wachse und Nihrstoffe (auch’ Spurennihrstofle), wie Salze von Eiscn, Mangan, Bor, Kupfer,

Kobalt, Molyhdiin und Zink sein.

Weiterhin enthalten sein konnen. Stabilisatoren wic Kiltestabilisatoren, Konservicrungsmittel,
Oxidationsschutzmitte], Lichtschutzmittel oder andere die chemische und / oder physikalische

Stabilitdt verbessernde Mittel.
l
I
Die Formulierungen enthalten im allgemeinen zwischen 0,01 und 98 Gew.-% Wirkstoff,

vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %.

Der erfindungsgemiBe Wirkstoff kann in seinen handelsiiblichen Formulierungen sowie in den aus
diesen Formulierungen bereiteten Anwendungsformen in Mischung mit andercn Wirkstoffen wic

Inscktiziden, Lockstoffen, Sterilanticn, Bakteriziden, Akariziden, Nematiziden, Fungiziden,
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i

wachstumsregulierenden Stoffen,! Herbiziden, Safenern, Diingemitteln oder Semiochemicals
' l

varliegen.
Die Erfindung betrifft die Verwendung von Chlomikotinylen, um Pflanzen gegen Pilze, Bakterien,
Yiren zu schiitzen. Chlomikotinyle fiihren unabhingig von einer Insektenbekimpfung zu einem

guten Schutz der Pflanze vor Schiiden durch pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene.
|

Vorteile gegeniiber anderen mﬁgli?hen Verfahren sind die geringen Aufwandmengen, um diesen
Schutz zu erreichen, die hohe Pflanzenvertraglichkeit und die bestehenden Zulassungen zur
Verwendung der Chlomikotinyle in der Landwirtschaft. AuBerdem kann mit einem Wirkstoff ein

Schutz gegen eine Vielzah] von Pathogenen erreicht werden.

Um einen Schutz vor Pathogenen zu erhalten, kdnnen die Pflanzen mit Einzelwirkstoffen oder mit

Kombinationen von Chlomikotinylen behandelt werden.

I
Femer lisst sich die beschriebene positive Wirkung der Chlornikotinyle auf die pflanzeneigenen
Abwehrkriifte durch eine zusiiteliche Behandlung mit fungiziden oder herbiziden Wirkstoffen

unierstiitzen. ;

In einer bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt dieser Schuiz durch die Induktion von PR Proteinen
als Folge der Behandlung mit Chlornikotinylen.

Bevorzugte Chlomikotinyle sind Imidacloprid, Clothianidin , Dinotefuran, Thiamethoxam,
Thiacloprid, Acetamipnd und II\Jitcnpymm. Besonders bevorzugte Chlomikotinyle sind
Imidacloprid, Thiacloprid, Clothianidin und Thiamethoxam. Ganz besonders bevorzugt ist

Imidacloprid. [

Besonders bevorzugt werden erfindungsgemaB Pflanzen der jeweils handelsitblichen oder in

Gebrauch befindiichen Pflanzensorten behandelt. Unier Pllanzensorten versteht man Pflanzen mit .

neuen Eigenschaften (“Traits"), die sowohl durch konventionelle Ziichtung, durch Mutagenese
oder mit Hilfe rekombinanter DNlA-Techniken, gezichtet worden sind. Kulturpflanzen kdnnen
demnach Pflanzen sein, die durcl'I konventionelle Zilchtungs- und Optimierungsmethoden oder
durch biotechnologische und gentechnologische Methoden oder Kombinationen dieser Methoden
erhalten werden kdnnen, einschli:eﬂlich der trapsgenen Pflanzen und einschlieBlich der dwrch

Sortenschutzrechte schittzbaren oder nicht schiitzbaren Pflanzensorten.

Bevorzugte Pflanzen sind Gerste, 'Tabak, Tomate, Weizen, Mais, Reis, Soja, Baumwolle, Raps,
KartofTel, Kohlarten, Paprika, Aubergine, Gurke, Salat, Melone, Turf, Zitrus, Reben, Kaffee, Tee,

Hopfen, Kernobst, Steinobst und B;eerenobst.
i

1
I
'
'
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Besonders bevorzugt ist Gerste.

Die erfindungsgemiBien Verfahren‘ eignen sich insbesondere auch zur Anwendung an transgenen
Pflanzen und transgenem Saat@l. Bevorzugte Chlomikotinyle fiir diese Anwendung sind
Imidacloprid, Clothianidin und Tlliamelhoxam. Ganz besonders bevorzugt fiir diese Anwendung
ist Imidacloprid. |

|
Bevorzugte Pathogene sind Phytophthora nicotianae, Peronospora tabacinae, Phytophthora
infestans, Sphaerotheca fuliginea, Phakopsora pachyrhizi, Ramularia gossypii, Rhizoctonia solani,

Curvulania spec., Pyrenophora spec., Sclerotinia homoeocarpa, Erysiphe graminis, Colletotrichum

graminicola. !

Bevorzugte Zeitpunkte fiir die {\pplikation von Chlomikotinylen zur Pathogenabwehr sind
i

!

Saatgut-, Boden-, Nahrlosungs-, iStamm- und/oder Blattbehandlungen mit den zugelassenen

Aufwandmengen.

Die Mengen eines Chlornikotinyls, um die erfindungsgemiiBen Eigenschafien zu erreichen, kbnnen
in einem grofBeren Bereich variiert werden. Bevorzugt werden zum Erreichen des erfinderischen
Effekts Konzentrationen von 0,’00001% bis 0,05% verwendet, besonders bevorzugt von
0,000025% bis 0,025% und ganz besonders bevorzugt von 0,000025% bis 0,005%. Wenn
Mischungen eingesetzt werden, Iie‘gt die Konzentration der Wirkstoffkombinationen vorzugsweise
zwischen 0,000025% und 0,()05%,i besonders bevorzugt zwischen 0,00005% und 0,001%. Bei den
angegebenen Werten handelt es sich vor- und nachstehend, soweit nicht anders angegeben, um

Gewichtsprozent. !
|

:

Das folgende Beispiel beschreibt die Erfindung im Einzelnen.

i'
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Beispiel 1 i
{
Induktion von PR Proteinen in Gerste nach Behandlung mit [midacloprid

Gerstensamen (Varietit BaronessF) wurden in Topfen mit Erde ca. 2 cm tief gesiit (1250 g
sandiger Lehmboden/Topf; Bodenfeuchte auf 70% der max. Wasserhaltekapazitiit eingestelit) und
in einer Klimakammer unter definierten Licht-, Feuchtigkeits- und Temperaturbedingungen (13 h
Weilllicht, 70 % Luftfeuchtigkeit, :23-19“(; Tag/Nacht) kultiviert.

i
14 Tage nach dem Auflaufen der ]Gerstenpﬂanzen wurden 10 mg Imidacloprid pro Pflanze geldst
in 100 ml Wasser mittels einer Pipette um die Sprossbasis herum auf den Boden appliziert. In die
Kontrolliopfe wurde das gleiche Volumen Wasser ohne Wirkstoff appliziert. Nach der
Bedenbehandlung wurden die Pﬂz;nzen nicht mehr gegossen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Applikation (0.25; 1; 6; 8; 11; 13; 15; 16 und 17 Tage wurden die Blitter geemtet, in Flissig-
Stickstoff schockgefroren und bis éur Aufarbeitung bei —80°C gelagert.

Die Herstellung der markierten RIlIA-Sonden filr dic DNA-Chip-Hybridisierung erfolgte nach den
Protakollen (Expression Analysis{, Technical Manual) der Firma Affymetrix (Affymetrix Inc.,
3380 Central Expressway, Santa Clara, CA, USA). Aus je 500 mg der geernteten Blatter wurde
zundichst Gesamt-RNA isoliert. Je 10 pg Gesamt-RNA wurden fiir die Erst- und Zweitstrang
cDNA-Synthese verwendet. Die ¢<DNA wurde mit T7-Polymerase amplifiziert und dabei gleich-
zeitig mit Biotin-UTP markiert. Je 20 pg dieser biotinylierten cDNA wurden fiir die Hybridi-
sierung des Gerste Genom-Arrays ( Gene Chip Barleyl, Best.-Nr.: 511012) von Affymetrix
eingesetzt. Dieser DNA-Microana'y enthilt DNA-Sequenzen von 22840 Genen, die aus insgesamt
400000 EST-Sequenzen (Exprcssc:d Sequence Tag-Sequenzen) zusammengesetzt sind, Anschlie-
Bend wurden die DNA-Microatrays in der Affymetrix Fluidics Station gewaschen, mit
Streptavidin/ Phycoerythrin (Mole;:ular Probes, P/N S-866) gefirbt und mit dem Affymetrix Gene
Chip Scanner 3000 gescannt. bic erhaltenen Fluoresienzdatcn wurden mit der Software
Microarray Suite 5 von Affymetrix und der Software Expressionist Pro der Firma GeneData
analysiert. Nach erfolgter Qualilﬁt.;;kontrolle wurden alle DNA-Chip-Analysen in einer Datenbank
gespeichert. Da das Affymetrix Gene Chip System auf der Messung der absoluten Expressions-
werte der enthaltenen Gene beruhL wurden die Expressionswerte der biologischen Replikate von
behandelten- und unbehandelteni‘ Pflanzen nach erfolgter Normalisierung jeweils gemittell
(Medianberechnung). Mit Hilfe delr statistischen Methode ANOVA wurden die Gene identifiziert,
deren Expression sich in den Imidacloprid behandelten Pllanzen erhidhte aber in den
unbehandelten Kontrollen relativ konstant blieb. Die Zusammenstellung von Gengruppen aus

bestimmten Stoffwechselwegen, Signaltransduktionsketten oder Funktionen erfolgte durch Key
f
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Ward-Suche in den von Affymetr?x mitgelieferten Annotationen der Gene und durch Zuordnung

der Gene zu ihren entsprechenden Gene Ontology Annotationen (Gene Ontology Consortiumy).

Eine Durchsicht von Gengruppen aus Signaltransduktionskelten und Stoffwechselwegen, die mit
Stresstoleranz und Pathogenabwehr in Zusammenhang stehen, ergab u.a. eine starke Induktion von

Genen fiir PR-Proteine in behandelten gegeniiber nicht behandelten Pflanzen (Tabelle 1-3).

Tabhelle 1

Pathogenesis related protein” Gené, durch Imidacloprid induziert
i

Allymetrix Nummer

!

} Beschreibung der Gene

Contig2990_at

CHITINASE (EC 3.2.1.14)

Contig2788_x_ut

THAUMATIN-LIKE PROTEIN TLP7

Coniig2214 s ot

PATHOGENESIS RELATED PROTEIN (HV-1A)

Contig2209_at

PATHIOGENF.SIS RELATED PROTEIN (HV-1A)

Contig639_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRECURSOR

Contig2210_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN | PRECURSOR

Contigl 7082 _at

TRYPSIN INHIBITCR

Contig2212_s_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRB1-3

Contigl1773_at

REGULATOR OF PATHOGENICITY FACTORS

Contig12046_at

PATH;OGENESIS RELATED PROTEIN-1

Contigd405_x_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PR-10A

HV_CEb0020C0112_at

INTEGUMENTARY MUCIN B.1

Contig2550_x_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 4

Contig2211_at

PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRECURSOR
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Tabelle 3

Induktionsfaktor = Expression (beljandelt) / Expression (unbehandelt) als Funktion der Zeitpunkte

-15-

in Tagen (d). |
a
0250 1d 64 84 1d 13d 15 16d 17d
Affymetrix Number |
Contig2990_at 09 | 09 | 84 | 193] 136 [ 30 | 1,0 | 25 | 06
Contig2788_x_at 08 [, 07 12280 | 63 |23 | 1,5 | 25| 1.2
Contig2214_s_at 09 1:0,5 28 | 11,1 23 5,1 3,0 24 0,6
Contig2209_at 08 (106 |98 [11,5| 121 | 60 | 27 | 25 | 06
Contig639_at 07 [i03 | 86 | 147 | 89 | 11,3 ] 29 | 44 | 29
Contig2210_at 06 ({04 | 79 | 88 | 54 | 36 | 28 | 24 | 07
Contig] 7082_at 09 [t |38 |37 36 |22 ] 1,5 1,6 1,1
Contig2212_s_st 090 | 09 | 96 |63 90 | 37 | 23] 24 | 07
Contig11773_at 09 (04 | 78 | 110 | 74 |35 | 19| 38 | 23
Contig]2046_at 09 | 08 |65 |72 | 78 |27 | 25| 29 | 09
Contigd405_x_at 1,1 |09 | 21 | 28 | 22 |13 ] 1,0 14| 15
HV_CEb0020C0Ir2 at | 1,4 [:09 | 43 | 28 | 22 | 1,7 | 10 | 1,2 | 06
Contig2550_x_at 08 107 | 58 | 74 | 61 | 31| 14| 27| 09
Contig2211_at 10 1o |30 37 ] 30 |18 1,0 | 1,5 08
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Patentanspriiche '
1. Yerwendung zumindest einer Verbindung ausgewihit aus der Klasse der Chlomikotinyle
der Formel ([),
R
| Hete _N.__A M
: ~
i A
i X
!
worn

Het  fiir einen jeweils ge{:gebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluor, Chlor, Methyl
oder Ethyl substituierten Heterocyclus ausgewihlt aus der folgenden Gruppe von

Heterocyclen steht:

!
Pyrid-3-yl, Pyrid-5-yl, 3-Pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio,
Tetrahydrofuran-3-yl, Thiazol-5-yl,

A fiir C;-Cg-Alkyl, -N(R')(R?) oder S(R’) steht,

i
i

worin !

R fiir Wasser!stoff, C,-Cs-Alkyl, Phenyl-C,-C,-Alkyl, C,-C¢-Cycloalkyl, C;-
Cﬁ-A]kcnyI' oder C;-Cs-Alkinyl steht, und

R? fur C,-Ce-Alkyl, C;-Cs-Alkenyl, C;-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH, oder Benzyl
steht,

R fiir WasserstofT, ¢.~C5-Alkyl, C,-Cs-Alkenyl, C;-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH; oder

Benzyl steht oder gfemeinsam mit R? fiir eine der folgenden Gruppen steht:

i ‘

i
-CH,-CH;-, -CH,-CH;-CH;-, -CH-O-CH;-, -CHy-8-CH;-, -CH,-NH-CH;-, -CH,-
N(CH;)-CH,-, und

X fiir N-NQ,, N-CN ‘oder CH-NO; steht, gegebenenfalls in Kombination mit einem
oder mehreren weiteren Pflanzenschutzwirkstoffen zur Steigerung der pflanzen-
eigenen Abwehrkré‘}fte.

2. Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle
der Formel {I) gemifB /i\nspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den
Chlomikotinylen um Imidacloprid, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam, Thiacle-

prid, Acetamiprid oder Nitenpyram handelt.
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. |
3. Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle
der Formel (T) gemé# Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Chlor-
i
nikotinyl um Imidacloprid handelt.

4, Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chiomikotinyle
der Formel (I) gemiB einem der Anspriiche 1-3 gekennzeichnet dadurch, dass die Pflanzen

transgen sind.

5. Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewshlt aus der Klasse der Chlornikotinyle

der Forme) (I) gemiB Anspruch 1 zum Schutz von Pflanzen vor biotischen Stressfakioren.
i

6. Verfahren zur Induktion chm PR Proteinen in Pflanzen durch die Behandlung der Pflanzen
mit Chlornikotinylen. dadurch gekennzeichnet dass, Pflanzen mit zumindest einer Verbin-

dung ausgewihlt aus der Klasse der Chlomikotinyle der Forme! (1),

T
Het. _N._A (D

T

X

worin

Her  fiir einen jeweils gegebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluor, Chlor, Methy!
oder Ethyl substituierten Heterocyclus ausgewihlt aus der folgenden Gruppe von

Heterocyclen steht:

Pyrid-3-yl, Pyrid-;S—yl, 3-Pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio,
Tetrahydroﬁxfan—Blyl, Thiazol-5-yl,
i

|
A fir C-Cy-Alkyl, -N(R")R) oder S(R) steht,

|
worin '
i
!

R! fiir Wassersloff, C,-C¢-Alkyl, Phenyl-C;-C,-Alkyl, C;-Cy-Cycloalkyl, C»-
Cs-Alkenyl oder C;-Cq-Alkinyl steht, und

R fur C,-Cs-Jlﬁ.lkyl, C2-Cg-Alkenyl, C,-Cg-Alkinyl, ~C(=0)-CH; oder Benzyl
steht, 1

|
R fir Wasserstoff, C,-Cs-Alkyl, C,-Cs-Alkenyl, C,-C¢-Alkinyl, -C(=0)-CH, oder

Benzyl steht oder gemeinsam mit R? fiir eine der folgenden Gruppen steht:
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13.

14.

15.
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|

-CH;-CHy, -CHy-CHy-CHy-, -CHy-O-CHy, -CH-S-CHy-, -CHy-NH-CHy-, CHy-
N(CH3)-CHy-, und|

X fir N-NG,, N-CN ?uder CH-NQ, sieht, gegebenenfalls in Kombination mit einem

oder mehreren weiteren PHlanzenschutzwirkstotfen behandelt werden.

Verfahren gemiB Ansprulch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Chlor-
nikotinylen um Imidacloprid, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam, Thiacloprid,
Acetamiprid oder Nitenpyrém handelt.

)
Verfahren gemi8 Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Chlomiko-

tinyl um Imidacloprid handelt.

Verfahren gemil Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Pflanzen um
Gerste, Tabak, Tomate, Weizen, Mais, Reis, Soja, Baumwoiie, Raps, Karloffel, Kobiarien,
Paprika, Aubcrgine, Gurk:e, Salat, Melone, Turf, Zitrus, Reben, Kaffee, Tee, Hopfen,

Kemabst, Steinabst oder Beerenobst handelt.

!
!

Verfahren zum Schutz voiin Pflanzen vor Befall durch pilzliche, baktericlle oder virale

Pathogene durch die Behan:dlung mit Chlomikotinylen.

Verfahren gemiiﬁ Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanzen mit Imida-
cloprid behandelt werden. | »

Verwendung von Chlomikotinylen zum Schutz von Pflanzen vor Schidigung durch

[
pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene.
[

Verwendung von Chlornikotinylen gemiB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei den Chlomikotinylen um Imidaclopnd, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam,

Thiacloprid, Acetamiprid ¢der Nitenpyram handelt.

Verwendung ven Chlomikotinylen gemil Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das

Chlornikotinyl lmidacloprifi ist.

!
Verwendung von Imidacloprid gemi#B Anspruch 14, gekennzeichnet dadurch, dass der
Schutz vor Schidigung durch pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene durch eine

Induktion von PR Proteinen erfolgt.
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Steiperung der Pathogenabwehr _in Pllanzen

+Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfah:feﬁ zur Steigerung der pflanzeneigenen Abwehrkrifte durch die
Behandlung mit Chlomikotinylcil. Chlornikotinyle fihren unabhingig von eciner Insckten-
bekimpfung zu einem guten Schutz der Pflanze vor Schiden durch pilzliche, bakterielle oder
virale Pathogene. Die Abwehr der Pathogene erfolgt durch die Induktion von PR Proteinen als

Folge der Behandlung mit mindestens einem Chlornikotinyl.

|
i
|
!
i
!
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(54) Title: PLANT PATTIOGENIC DEFENCE INCREASE
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(54) Bezelchnung: STEIGERUNG DER PATHOGENABWLEHR IN PIT.ANZEN
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{57) Abstract: The invention relates to a method for increasing a plant pathogenic defence by chloronicotiny] weatinent. The
- chloronicotinyls make it possible to obtain a good protection of plants against damages caused by fungal, bacterial or viral pathogens
~~. independently of insect control. The anti-pathogenic defences are abtainable by inducing PR proteins following the treatment by at

least one type of chloronicotinyl.

o {57) Zusammenfassung: Die Erfindung beuiffi ein Verfahren zur Steigerung der pflanzeneigenen Abwehikrifte durch die Behand-
lung mit Chlornikotinylen. Chlomikotinyle fiihren unabhiingig von einer Insektenbekdmpfung zu cinem guten Schutz der Pllanze
vor Schiiden durch pilzliche, bakiericlle oder virale Pathogene. Die Abwehr der Pathogene erfolgt durch die Induktion ven PR Pro-
teinen als l'olge der Behandlung mit mindestens einem Chlornikotinyl.

=
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Steigerunp der Pathogenabwehr in Pflanzen
Die Erfindung betrifft ¢in Verfahren zur Steigerung der Pathogenabwehr in Pflanzen.

Es ist bekannt, dass Pflanzen auf natiirliche Stressbedmgungen wie beispielsweise Kilte, Hitze,

“Trockenheit, Verwundung, Pathogenbefall (Viren, Bakterien, Pilze, Insckten) etc. aber auch auf

Herbizide mit spezifischen Foder unspezifischen Abwehrmechanismen reagieren [Pflanzen-
biochemie, S. 393-462, Spekt}um Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford, Hans W,
Hel'dt,‘ 1996.; Biochemistry a.nh Molecular Biology of Plants, S. 1102-1203, American Society of

"Plant Physiologists, Rockville, Maryland, eds. Buchanan, Gruissem, Jones, 2000). Dabei diencn

zB. durch Verwundung entstandene Zellwandbestandteile - oder spezifische vom Pathogen

stammende Signalsubstanzen als Induktoren pflanzlicher Signaltransduktionsketten, die am Ende

_ zur Bildung von gegen den Stressfaktor gerichteten Abwchrmolekdlen fithren. Hierbei kann es sich

beispielsweise um (a) nicderm:ole_ku]are Substanzen, wie z.B. Phytoalexine, (b) nichi-enzymatische
Proteine, wic z.B. ,,Pathogene:sis-related proteins® (PR-Proteine), (c) enzymatische Proteine, wie
beispielsweise Chitinasen, Glucanasen, oder (d) um spezifische Inhibitoren essentieller Proteine,
wie beispielsweisc um Protease-Inhibitoren, Xylanase-Inhibitoren, handein, welche das Pathogen
direkt angreifen oder seine Proliferation behindern (Dangl and Jones, 2001, Nature 411: 826-833;
Kessler and Baldwin, 2003, Aﬂnual Review of Plant Biology, 53: 299-323).

Ein zusitzlicher Abwehrmcch%anismus ist die sogenannte hypersensitive Reaktion (HR), die dber
oxidativen Stress vermittelt wird und zum Absterhen von Pflanzengewebe im Bereich eines
Infektionsherdes fiihrt, wodurc:h eine Ausbreitung von Pflanzenpathogenen, die auf lebende, Zg_l]en

angewiesen sind, verhindert wird [Pennazio, 1995, New Microbiol. 18, S..229-240].

Im weiteren Verlauf einer Infektion werden durch pflanzeneigene Botenstoffe Signale in nicht

befallene Gewebe weitergegeben, die auch dort zur Auslsung von Abwehrreaktionen fiihren und

_ [
die Entstehung von Sekunddrinfektionen behindern (Systemic acquired resistance, SAR) [Ryals et
al., 1996, The Plant Cell 8; 1809-1819). '

. i

Eine Reihe wvon pﬂanzeneildogenen Signalstoffen, die’ in die Stresstoleranz bzw. die -

Pathogenabwchr involviert sind, sind bereits bekannt. Zu nennen sind hier beispielsweise
Salicylsdure, Benzoesure, Jasmonsdure oder Ethylen [Biochemistry and Molecular Biology of
Plants, §. 850-929, American Society of Plant Physiolbgists, Rockville, Maryland, eds. Buchanan,
Gruissem, Jones, 2000]. Einige dieser Substanzen oder deren stabile synthetische Derivate und
abgeleitete Strukturen sind auch bei externer Applikation auf Pflanzen oder Saatgutbeizung
wirksam und aktivieren Abw;ehneaktionen, die eine erhohte Stress- baw. Pathogentoleranz der

i
Pflanze zur Folge haben [Sembdner, and Parthier, 1993, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.

'5\
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44: 569-589]. Die Salicylat-vermittelte Abwehr richtet sich besonders gegen phytopathogene Pilze,
Bakterien und Viren [Ryals et hl., 1996, The Plant Céll 8: 1809-1819].-

Ein bekanntes synthetisches Produkt, das eine der Salicylsiure ver'gleichbare Funktion iibernimmt
und eine Schutzwirkung gege‘n phytopathogene Pilze, Bakterien und Viren vermitteln kann, ist

Benzothiadiazol (Handelsname Bion®) [Achuo et al., 2004, Plant Pathology 53 (1): 65-72).
i ! ,
i
Andere Verbindupge'n, die in :die Gruppe der Oxylipine gehéren, wie z.B, JasmonsAure, und die

durch sie ausgeldsten Schutszechanismen sind besonders gegen Schadinsekten wirksam [Walling,
2000, J Plant Growth Regul. 19, 195-216} . |

Somit ist bekannt, dass Pflanzen iber mehrere endogene Reaktionsmechanismen verfigen, die eine
wirksame Abwehr gegeniber verschiedensten Schadorganismen (biotischer Stress) und/oder

natilrlichen abiotischen Stress 1bewirken kénnen.
i )

Es ist bereits bekannt, dass Ch;lomikotinylinsektizide zur Bekdmpfung von tierischen Schaﬂlingen,.

insbesondere Insekten eingesetzt werden kénnen. Ferner ist bekannt, dass die Behandlung von |

Pflanzen mit Insektiziden aus der Reihe der Chlomikotinyle zu einer erhthten Resistenz der
Pflanze gegeniiber abiotisch'erﬁ Stress fuhrt. Insbesondere gilt dies filr das Imidacloprid (Brown et
al., 2004, Beltwide Cotton Conference Proceedings: 2231-2237. Dieser Schutz erfolgt durch
Beeinflussung physioloAgiscthr und biochemischer Eigenschaften der Pfanzenzellen wie z.B.
durch Verbesserung der Membranstabilitit, Erhohung der KohIenhydratkonzentrati‘on, Steigerung
der Polyolkonzentration und | Antioxidantienaktivitit (Gonias et al.,, 2004, Beltwide Cotton

Conference Proceedings: 2225-2229).

Fir die Wirkung von Chlornikotinylen gegen biotische Stressfaktoren finden sich nur vereinzelte

Hin;veise in.der I.,iteratur (Crop Protection (2000}, 19(5), 349-354; Journal of Entomological
Science (2002), 37(1), 101-112; Annals of Biology (Hisar, India) (2003), 19(2), 179-181).

|
Chlornikotinyle kénnen durch folgende die allgemeine Formel (I) beschrieben werden,

R
!

Hét\/NTA

X

0

warin

Het  fiir einen jeweils gcgebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluor, Chlor, Methyl oder
Ethyl substituierten Heterocyclus ausgewihlt aus der folgenden Gruppe von Heterocyclen
steht:

}L



WO 2007/033810 3 PCT/EP2006/009072

Pyrid-3-yl, Pyrid-5-yl, 3-Pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, Tetrahydro-
furan-3-yl, Thiazol-5-yl, ' '

|

!

A fir C;-Ce-Alky!, -N(R')R?) oder S(R?) steht,
worin

5 R fir Wasserstoff, C,-Cs-Alkyl, Phenyl-C,-Cs-Alkyl, Ci-Ce-Cycloalkyl, C,-Cq-
" Alkenyl oder C,-Cs-Alkinyl steht, und

R? fir C\-Cs-Alky), C;-Co-Alkenyl, C;-Cq-Alkinyl, -C(=0)-CHj oder Benzy! steht,

S
R fiir Wasserstoff, Ci-Cs-Alkyl, Cp-Ce-Alkenyl, Ci-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH; oder Benzy!

steht oder gemeinsam mit R? fur eine der folgenden Gruppén steht:

10 -CH;-CH;-, -CIL-CH,-CH;-, -CH,-0-CHy-, -CHp-8-CH;-, -CH;-NH-CH;-, -CH;-N(CH3)-
CH;-, und

X fiir N-NOz, N-CN odcr: CH-NO,; steht.

Het  steht besonders bevoriugl fur einen Heterocyclus ausgewiihlt aus der folgenden Gruppe

von Heterocyclen: P

15 2-Chlorpyrid-5-yl, 2-Methylpyrid-5-yl, 1-Oxido-3-pyridinio, 2-Chior-1-oxido-5-pyridinio,
2,3-dichlor-1-oxido-5-pyridinio, Tetrahydrofuran-3-yl, 5-Methyl-tetrahydrofuran-3-yl, 2-

-
v

Chlorothiazol-5-yl.
A steht besonders bevor;Lgt far -N(R")(R?).
. : [
. - - ’
R' steht besonders bevorzugt filr Wasserstoff, Methyl oder Ethyl.

20 R? steht besonders bevorzugt fir Methyl, Ethyl, n- oder i-Propyl; n-, i-, s- oder t-Butyl,
Ethenyl, 1-Propenyl, 2-Propeny), Ethinyl, 1-Propinyl, 2-Propinyl, -C(=0)-CH; oder
Benzyl. : '

R “steht besonders bevor;zugt fiir Wasserstoff, Meth&l, Ethyl, oder -C(=0)-CH; oder steht

besonders bevorzugt gtf:meinsam mit R? fir eine der folgenden Gruppen:
|
25 - -CH,-CHj-, -CH,-CH;-CHj;-, -CH,-O-CHj;-, -CH;-5-CH,-.

Zu dieser Klasse von Verbindungen gehtiren z.B. folgende Verbindungen, wobei die Aufzihlung

nicht abschlieBend zu verstehen ist:
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(IV), vgl. EP 0 580 553,

| (V), vgl. EP 0 235 725,

(VI), vgl. WO 91/04965,
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Nitenpyram der Forme! (VII)
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z—x
[
o]
o4

NO:  cvm), vgl. EP 0302 389.

Es.wurde nun liberraschenderweise gefunden, dass Chlornikotinyle und insbesondere Imidacloprid

zu einer erhohten Expression von Genen aus der Reihe der ,Pathogenesis-related proteins” (PR--

Proteine) filhren. PR Proteine unterstiitzen die Pflanzen primir in der Abwehr von biotischen
Stressoren, wie z.B, phytopathlogene Pilze, Bakterien und Viren. Dies hat zur Folge, das Pﬂanzer;
nach Anweﬁdung von lmidaclfoprid besser geschiitzt sind vor Infektionen phytopathogener Pilze,
Bakterien und Viren, Bei notwendigem Einsatz von F ungiziﬂen und Bakteriziden in Mischung wie

auch bei sequentieller Anweﬂdung mit Imidacloprid wird deren Wirkung unterstiitzt.

Definitionen nachfolgend verwendeter Begriffe

Der "Begriff ,,cDNA* (complementary DNA}, wie hier verwendet, beschreibt einen DNA-
Einzelstrang, der zu einer RNA komplementdr, und der durch eine enzymatische reverse
Transkription in vitro synthetisiert wird. Die cDNA kann entweder der gesamten RNA-Lénge

entsprechen, oder aber nur eine Teilsequenz der als Matrix dienenden RNA darstellen.

Unter den Begriffen ,,DNA—Chip“ und ,,DNA-Microarray®, die hier synonym verwendet werden,
wird ein T}ﬁger bezeichnet, dessen Grundmaterial beispiclsweise aus Glas oder Nylon besteht, auf
desscn  Grundmaterial DNA;-Fragmeme fixiert sind, wobei die Aufbringung der' DNA
beispielsweise durch (a) ein photolithographisches Verfahren (DNA wird direkt auf dem
Arraytriiger synthetisiert), (b) %ein Microsponmg-Verfahren (extern synthetisierte Oligonukleotide
oder PCR-Produkte werden auf den Tréger appliziert und kovalent gebunden), oder (c) durch eine
Microspraying-Verfahren (extern synthetisierte Oligonukleotide oder PCR-Produkte werden mit
einem Tintenstrahldrucker berithrungsfrei auf den Tréger gespriiht) erfolgen kann (R. Rauhut,
Bioinformatik, S 197-199, Verlag Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, 2001). Ein DNA-Chip,
der genomische Sequenzen ei:nes Organismus representiert, wird als ,genomischer DNA-Chip*
bezeichnet. Die Auswertung (;1er mit Hilfe dieser DNA-Chips* erhaltenen Messwerte wird als

+DNA-Chip-Analyse* bez.eichl'flét.
!
Der Begriff ,,DNA-Chip-Hybridisierung”, wie hier verwendet, bedeutet die Paarung zweier

einzelstrangiger, komplementirer Nukleinstiuremolekille, wobei eines der basenpaarenden
Molekiilpartner als DNA (Désoxribonukleinsaure) auf dem DNA-Chip in bevorzugt kovalent

gebundener Form lokalisiert ist, wiihrend der andere in Form der RNA (Ribonukleinsiure) oder

|
]
'
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der hierzu _ korrespondierenden c¢DNA (komplementiire DNA) in Losung vorliegt. Die
Hybridisierung der gebundenen und nicht gebundenen Nukleinsﬁ_ureﬁ erfolgt auf dem DNA-Chip
in wissriger Pufferldsung, ge;:gebenenfa]ls unter zusiitzlich denaturierenden Bedingungen, wie
beispielsweise in Gegenwart Jon Dimethylsulfoxid, bei Temperaturen von 30-60°C, bevorzugt 40-
50°C, besonders bevorzugt be“i 45°C fiir 10-20 Stunden, bevorzugt fur 14-18 Stunden, besonders
bevorzugt fiir 16 Stunden unter stindiger Bewegung. Die Hybridisierungsbedingungen kénnen
konstant beispielsweise in einem Hybridisierungsofen realisiert werden. StandardméBig werden in
einem solchen Hybridisierungsofen Bewegungen von 60 rpm (rounds per minute, Umdrehungen

pro Minute) realisiert.

Die synonym gebrauchten Begnffe ,,Expressxonsmustcr , ,,lnduktionsmuster" bzw. , Expressions-
profil”, wie hier verwendet, beschrelben die zeitlich differenzierte und/oder gewebespemﬁsche
Expression der pflanzlichen mRNA, wobei das Muster direkt durch die erz.eugte Intensitét des
Hybridisierungssignals der aus der Pflanze erhalienen RNA oder deren korrespondierender cDNA
mit Hilfe der DNA-Chip-Technologie erhalten wird. Die gemessenen ,Expressionswerte® ergeben
sich durch direkte Verrechnung mit den komrespondierenden Signalen, die durch Verwendung
eines synonymen. Chips unter iHybridisierung mit einer nicht behandelten Kontrollpflanze erhalten

werden.

. !
Der Begriff ,Expressionszustand* der durch das vorgenommene ,Gene Expression Profiling"
erhalten wird, wie hier verwendet, beschreibt die gesamte erfasste Transkriptionsaktivitét

zellulirer Gene, die mit Hilfe eines DNA-Chips gemessen wird.

Der Begriff ,Gesamt-RNAY, wie hier verwendet, beschreibt die auf_grund des angewénd:ctcn
AufschluBverfahrens mégliche Repriisentanz verschiedener pflanzenendogencer RNA-Gruppen, die
in einer Pﬂanzenzellc vorllegen kénnen, wie beispielsweise, cytoplasmatische rRNA (ribosomale
RNA), cytoplasmatlsche tRNA (transfer RNA), cytoplasmatische mRNA (messenger RNA), sowie
deren jeweilige nucleiire Vorlﬁufer, ctRNA (chloroplastidire RNA) und mtRNA (mitochondriale
RNA), sie umfalit aber auch RNA-MoIekule, die von e;(ogenen Organismen stammen kdnnen, wie

beispielsweise von Viren, oder parasitierenden Bakterien und Pilzen.

Der Begriff ,Nutzpflanzen®, wie hier verwendet, bezeichnet Kulturpflanzen, die als Pflanzen fiir

die Gewinnung von Nahrungsrhitteln, Futtermitteln oder fur technische Zwecke eingesetzt werden.
i

Die Wirkstoffe kbnnen in die iiblichen Formulierungen iberfuhrt werden, wie Losungen,

Emulsionen, Spritzpulver, wasser- und 6lbasierte Suspensionen, Pulver, Stiubemittel, Pasten, 15s-

liche Pulver, losliche Granulate, Streugranulate, Suspensions-Emulsions-Konzentrate, Wirkstoff-

3(9
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nmpragmerte Naturstoffe, Wnrkstoff-lmprﬂgmerte synthetlsche Stoﬁ'e Dingemittel sowie Feinst-

verkapselungen in polymeren Stoﬁ'cn

J

I
Diese Formulierungen werden in bekannter Weise hergestellt, z.B. durch Vermischen der

Wirkstoffe mit Streckmitteln", also flissigen Losungsmitteln und/oder festen Trigerstoffen,
gegebenenfalls unter Verwendung von oberflichenaktiven Mitteln, also Emulgiermitteln und/oder
Dispergiermitteln und/oder schaumerzeugenden Mitteln. Die Herstellung der Formulierungen

erfolgt entweder in geeigneten Anlagen oder auch vor oder wihrend der Anwendung. -

'Als Hilfsstoffe kdnnén solche Stoffc Verwendung finden, die geeignet sind, dem Mitte) selbst oder

und/odc( davon sbgeleitete Zubereitungen (2.B. Spritzbrithen, Saatgutbeizen) besondere Eigen-

schaften zu verleihen, wic bestimmte technische Eigenschaften und/oder auch besondere biolo-

gische Eigenséhaﬁen. Als typische Hiifsmittel kommen in Frage: Streckmittel, Lasemittel und
Tragerstoffe.

Als Streckmittel eignen sich z.B. Wasser, polare und unpolare organische chemische Fliissigkeiten
z.B, aus den Klassen der arom?tischen und nfcht-a;omatischen Kohlenwasserstoffe {wie Paraffine,
Alkylbenzole, Alkylnaphthalihe, Chlorbenzole), der Alkohole und Polyole (die ggf. auch
substituiert, verethert und/ode% verestert sein kinnen), der Ketone (wie Aceton, Cyclohexanon),
Estgr {auch Fette und Ole) und (poly-)Ether, der einfachén und substituierten Amine, Amide, Lac-

tame (wie N-Alkylpyrrolidone) und Lactone, der Sulfone und Sulfoxide (wie Dimethylsysulfoxid).

_Im Falle der Benutzung von Wasser als Streckmittel kdnnen z.B. auch organische Losemitte! als

Hilfslésungsmittel verwendet werden. Als fliissige Losemitte] kommen im wesentlichen in' Frage:
Aromaten, wie 'Xylo], Tolu;:l, oder Alkylnaphthaline, chlorierte: Aromaten und chlorierte
aliphatische Kohlenwasserstoffe, wie Chlorbenzole, Chlorethylene oder Methylenchlorid,
aliphatische " Kohlenwasserstoffe, wie Cyclohexan oder Paraffine, z.B. Erdolfraktionen,
mineralische und pflanzliche dle, Alkohote, wie Butanol oder Giykol sowie deren Ether und Ester,
Ketone wie Aceton, Methylethylketon, Methylisobutylketoh oder Cyclohexanon, stark polare

Lsungsmittel, wie Dimethylsulfoxid, sowie Wasser.

Als feste Trigerstoffe kommen in Frage:

z.B. Ammoniumsalze und natiirliche Gestcinsmehle, wie Kaoline, Tonerden, Talkum, Kreide,
Quarz, Attapulgit, Montmoritlonit oder Diatomeenerde und synthetische Gestcinsmchle, wie
hochdisperse Kieselsiure, Aluminiumoxid und Silikate, als feste Tragerstoffe fiir Granulate kom-
men in Frage: zB. gebrochene und fraktionierte natiirliche Gesteine wie Calcit, Marmor, Bims,
Sepiolith, Dolomit sewie synthetische Granulate aus anorganischen und organischen Mehlen

sowie Granulate aus organischem Material wie Papier, Sigemehl, KokosnuBschalen, Maiskolben

39(
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|
und Tabakstengeln; als Emul.gier- und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in Frage: z.B.
nichtionogene und anionische Emuigatoren, wie Pofyoxyethylen-Fett;sh'ure-Ester, Polyoxyethylen-
Fertalkohol-Ether, z.B. Alkylaryl-polyglykolether,. Alkylsulfonate, Alkylsulfate, Arylsulfonate
sowie EiweiBhydrolysate; als i)ispergiennitte] kommen in Frage nicht-ionische und/oder ionische
Stoffe, z.B. aus den Klassen d:er Alkoho!-POE- und/oder POP-Ether, Sdure- und/oder POP- POE-
Ester, Alkyl-Aryl- und/oder POP- POE-Ether, Fett- und/oder POP- POE-Addukte, POE- und/oder
POP-Polyol Derivate, POE- Lndloder POP-Sorbitan- oder-Zucker-Addukte, Alkyl- oder Aryl-
Suifate, Sulfonate und Phospﬁatc oder die entsprechenden PO-Ether-Addukte. Ferner geeignete
Oligo- oder Polymere, z.B. éusgehend von vinylischen Monomeren, von Acrylsiure, aus EO
und/oder PO allein oder in Verbindung mit z.B. (poly-) Alkoholen oder (poly-) Aminen. Ferner
kSnnen Einsatz finden Lign'lin ‘und seine Sulfonsdure-Derivate, einfache und modifizierte
Cellulosen, aromatische unfilo'der' aliphatische Sulfonséuren sowie deren Addukte mit
Formaldehyd. 1

Es konnen in den Formuliérungen Haftmitte! wie Carboxymethylcellulose, natirliche und
synthetische pulvrige, kﬁrnigé oder latexformige Polymere verwendet werden, wie Gummi-
arabicum, Polyvinylalkohol, Polyvinylacctat, sowic natirliche Phospholipide, wie Kephaline und
Lecithine und synthetische Phosphelipide.

t

| .
Es kénnen Farbstoffe wie anorganische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferrocyanblau und

organis;;he Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und Metallphthalocyaninfarbstoffe und Spuren-
niihrstoffe wie Salze von Elsen, Mangan, Bor, Kupfer, Kobalt, Molybdin und Zink verwendet

werden. f .

Weitere Additive kénnen Duftstof'fe mineralische oder vegetabilische gegebenenfalls modifizierte
Ote, Wachse und Niihrstoffe (auch Spurennihrstoffe), wie Salze von Eisen, Mangan, Bor, Kupfer,

Kobalt, Molybdﬂn und Zink sem
1

Weiterhin enthalten sein kénlnen Stabilisatoren wie Kailtestabilisatoren, Konservierungsmittel,
Oxidationsschutzmittel, Llchtschutzmmcl oder andere die chemische und / oder physnkahsche

Stablhtat vcrbessernde Mittel.
l

Die Formulierungen enthalten im allgemeinen zwischen 0,01 und 98 Gew.-% Wirkstoff,

vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %.

Der erfindungsgemaBe Wirkstoff kann in seinen handelsiiblichen Formulierungen sowie in den aus
r
diesen Formulierungen bereiterten Anwendungsformen in Mischung mit anderen Wirkstoffen wie

Insektiziden, Lockstoffen, Sterilantien, Bakteriziden, Akariziden, Nematiziden, Fungiziden,

%9
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wachstumsregulierenden Stoffen, Herbiziden, Safenern, Diingemitteln oder Semiochemicals
vorliegen.

|
Die Erfindung betrifft die Verwendung von Chlornikotinylen, um Pflanzen gegen Pilze, Bakierien,

Viren zu schiltzen. Chlornikotinyle fihren unabhingig von einer Insektenbekémpfung zu einem

' |
guten Schutz der Pflanze vor Schiden durch pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene.

Vorteile gegeniiber anderen moglichen Verfahren sind die geringen Aufwandmengen, um diesen
Schutz zu erreichen,-die hohe Pflanzenvertriglichkeit und die bestehenden Zulassungen zur
Verwendung der Chlornikotinyle in der Landwirtschaft. Auflerdem kann mit einem Wirkstoff ein
Schutz gegen eine Vielzahl vo'r}- Pathogenen erreicht werden. |

|
Um einen Schutz vor Pathogenen zu erhalten, konnen die Pflanzen mit Einzelwirkstoffen oder mit

“Kombinationen von Chlornikotinylen behandelt werden.

Ferner lisst sich die beschriebene positive Wirkung der Chlornikotinyle auf die pflanzeneigenen
Abwehrkrifte durch eine zusiitzliche Behandlung mit fungiziden oder bakteriziden Wirkstoffen

unterstiitzen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt dieser Schutz durch die Induktion von PR Proteinen

als Folge der Behandlung mit Chlornikotinylen.
P

Bevorzué,te Chlomikotinyle Isind Imidacloprid, Clothiéu_lid'm, Dinotefuran, Thiamethoxam,
Thiacloprid, Acetamiprid und Nitenpyram. Besonders bevorzugte Chlornikotinyle sind
Imidacloprid, * Thiacloprid, Clothianidin und Thiamethoxam. Ganz besqnders bevoxzi:gf' ist
Imidacloprid. ' —

|
Besonders bevorzugt wcrdenierﬁndungsgemﬁﬁ Pflanzen der jeweils handelstiblichen oder in
Gebrauch befindlichen Pﬂanzrlnsorten behandelt. Unter Pflanzensorten versteht man Pflanzen mit
neuen Eigenschaften ("Traits"), dic sowohl durch konventionelle Ziichtung, durch Mutagenese
oder mit Hilfe rekombinanter DNA-Techniken, geziichtet worden sind. Kulturpflanzen knnen
demnach Pflanzen sein, die durch konventionelle Ziichtungs- und Optimierungsmethoden oder
durch biotechnologische und gentechnologische Methoden oder Kombinationen dieser Methoden
erhalten werden konnen, einschlieBlich der transgenen Pflanzen und einschlicBlich der durch

Sortenschutzrechte schitzbaren oder nicht schiitzbaren Pflanzensorten.

Bevorzugte Pflanzen sind Gerste, Tabak, Tomate, Weizen, Mais, Reis, Soja, Baumwolle, Raps,
Kartoffel, Kohlarten, Paprika, Aubergine, Gurke, Salat, Melone, Turf, Zitrus, Reben, Kaffee, Tee,

Hopfen, Kernobst, Steinobst und Beerenobst.

}0\
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Besonders bevorzugt ist Gerste.

Die erfindungsgemiBen Verfahren eignen sich insbesondere auch zur Anwendung an transgenen
Pflanzen und transgenem Saatgut. Bevorzugte Chlornikotinyle fiur diese Anwendung sind
Almidacloprid, Clothianidin und Thiamethoxam. Ganz besonders bevorzugt fir diese Anwendung

ist Imidacloprid.

Bevorzugte - Pathogene sind 'Phytophthora nicotianae, Peronospora tabacinae, Phytophthora
infestans, Sphaerotheca fuliginea, Phakopsora pachyrhizi, Ramularia gossypii, Rhizoctonia solani,
Curvularia spec., Pyrenophora spec., Sclerotinia homoeocarpa, Erysiphe graminis, Colletotrichum

graminicola. . i

Bevorzugte Zeitpunkte fiir dlic Applikmidn von Chlornikotinylen zur Pathogenabwehr sind

- Saatgut-, Boden-, Nihrlosungs-, Stamm- und/oder Blatbehandiungen mit den zugelassenen

Aufwandmengen.

- Die Mengen eines Chlomikotinyls, um die erfindungsgemifen Eigenschaften zu erreichen, kénnen

.in einem gréBeren Bereich variiert werden. Bevorzugt werden zum Erreichen des erfinderischen

Effekts Konzcntrationen von 0,00001% bis 0,05% verwendet, besonders bevorzugt von
0,000025% bis 0,025% undf ganz besonders bevorzugt von 0,000025% bis 0,005%. Wenn

Mischungen eingesetzt werden, liegt die Konzentration der Wirkstoffkombinationen vorzugsweise

_zwischen 0,000025% und 0,005%, besonders bevorzugt zwischen 0,00005% und 0,001%. Bei den

angegcbenen Werten handelt es sich vor- und nachstehend, soweit nicht anders angegeben, um

Gewichtsprozent.

Das foigende Beispiel beschreibt die Erfindung im Einzelnen.

t

!

i
I
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Beispiel 1
Induktion von PR Proteinen in Gerste nach Behandlung mit Imidacloprid

Gerstensamen (Variett Baroxiwsse) wurden. in Topfen mit Erde ca. 2 cm tief gesiit (1250 g
sandiger Lehmboden/Topf; Bodenfeuchte auf 70% der max. Wasserhaltekapazitét eingestellt) und
in einer Klimakammer unter deﬁniencn Licht-, Feuchtigkeits- und Temperaturbedingungen (15 h
WeiBlicht, 70 % Luftfeuch!igk’eit, 23-19°C Tag/Nacht) kultiviert.

14 Tage nach dem Auflaufen der Gerstenpﬂanzeﬁ wurden 10 mg Imidacloprid pro Pflanze geldst
in 100 ml Wasser mitteis einer Pipette um die Sprossbasis herum auf den Boden appliziert. In die
Kontrolltdpfe wurde das gleiche Volumen Wasser ohne Wirkstoff appliziert. Nacﬁ der
Bodenbehandlung wurden dieiPﬂanzen nicht mehr gegossen. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Applikation (0.25; 1; 6; 8;;11; 13; 15; 16 und 17 Tage wurden die Blitter geerntet, in Flussig-

Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei —80°C gelagert.

Die Herstellung der markierten RNA-Sonden fiir die DNA-Chip-Hybridisierung erfolgte nach den
Protokollen (Expressit;n Analysis, Technical Manual) der Firma Affymetrix (Affymetrix Inc.,
3380 Central Expressway, Santa Clara, CA, USA). Aus je 500 mg der geernteten Blitter wurde
zunichst-Gesamt-RNA isoliert. Je 10 pg Gesamt-RNA wurden fiir die Erst- und Z‘weilstrang
cDNA-Synthese verwendet. Die cDNA wurde mit T7-Polymerase amplifiziert und dabei gleich-
zeitig mit Biotin-UTP markie;n. Je 20 pg dieser biotinylierten ¢cDNA wurden fiir die Hybridi-

sierung des Gerste Genom-Arrays ( Gene Chip Barleyl, Best-Nr.: 511012) von Affymetrix_

eingesetzt. Dieser bNA-Microarray enthiilt DNA-Sequenzen von 22840 Genen, die aus insgesamt
400000 EST-Sequenzen (Expressed Sequence Tag-Sequenzen) zusammengesetzt sind. Anschlie-
flend wurden die. DNA-Microarrays in der Affymetrix Fluidics Sta-tion gewaschen, mit
Streptavidin/Phycoerythrin (Molecular Probes, P/N 5-866) gefirbt und mit dem Affymetrix Gene
Chip Scanner 3000 gescam;t. Die erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden mit der Software

Microarray Suite 5 von Affymetrix und der Software Expressionist Pro der Firma GeneData

analysiert. Nach erfolgter Quaylitéitskontrol!e wurden alle DNA-Chip-Analysen in einer Datenbank -

gespeichert. Da das Affymetrix Gene Chip System auf der Messung der absoluten Expressions-
werte der enthaltenen Gene beruht, wurden die Expressionswerte der biologischen Replikate von
behandelten- und unbehandelten Pflanzen nach erfolgter Normalisierung jeweils gemittelt
(Medianberechnung). Mit Hilfe der statistischen Methode ANOVA wurden die Gene identifiziert,
deren  Expression sich in den Imidacloprid behandelten Pflanzen erhohte aber in den
unbehandelten Kontrollen relativ konstant blieb. Die Zusammenstellung von Gengruppen aus

bestimmtien Stoffwechselwegen, Signaltransduktionsketten oder Funktionen erfolgte durch Key
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Word-Suche in den von Affymetrix mitgelieferten Annotationen der Gene und durch Zuordnung

der Gene zu ihren entsprechenden Gene Ontology Arinotationen (Gcné Ontology Consortium). .

Eine Durchsicht von Gengruppen aus Signaltransduktionsketten und Stoffwechselwegen, die mit
Stresstoleranz und Pathogenabwehr in Zusammenhang stehen, ergab u.a. eine starke Induktion von

Genen flir PR-Proteine in behandelten gegeniiber nicht behandelten Pflanzen (Tabelle 1-3).

|
Tabellel |

|

Pathogenesis related protein* Gene, durch Imidacloprid induziert
e .

Affymetrix Nummer Beschreibung der Gene

_ | Contig2990_at CHITINASE (EC 3.2.1.14)
Contig2788_x_at THAUMATIN-LIKE PROTEIN TLP7
Contig2214_s_at PATHOGENESIS RELATED PROTEIN (HV-1A)
Contig2209_at PATHOGENESIS RELATED PROTEIN (HV-1A)
Contig639_at PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRECURSOR
Comig2210_at- ‘ PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 1 PRECURSCR
Contigi 7082_at TRYPSIN INHIBITOR
Contig221] 2_s_£l PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRBI-3
Contigl1773_at REGULATOR OF PATHOGENICITY FACTORS
Contigl 2046_at PATHOGENESIS RELATED PROTEIN-1
Contigd405_x_at PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PR-] 0A
HV_CEb0020C01r2_at | INTEGUMENTARY MUCIN B.1
Contig2550_x_at~ .| PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 4
Contig221 L at PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN PRECURSOR
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Tabelle 3

Induktionsfaktor = Expression'-(beha.ndelt) ! Expression (unbehandelt) als Funktion der Zeitpunkte
in Tagen (d). I
t

i ,
0.25d 1d 6d 8d 11d 13d 154 16d 17d

Affymetrix Number
Contig2990_at 09 | 09 | 84 | 193 | 136 | 30 | 1,0 | 25 | 06
Contig2788_x_at 08.| 0,7 | 122 ] 80 6,3 23| 1,5 | 25 1,2
Contig2214_s_at 09 | 05 | 98 | 1,1 | 93 51 | 30 | 24 | 06
Contig2209 _at- 08 | 06 | 98 | 11,5 121 | 60 | 27 | 25 | 06
Contig639_at 07 | 03 | 86 | 147 | 89 [11,3 | 29 | 44 | 29
Contig2210_at 0,6 | 04 | 79 | 88 5,4 36 | 2,8 | 24 | 07
.| Contig17082 at - 09 | 1,1 | 38 | 37 36 | 22| 1,5 | 1,6 ],
Contig2212 s at - 09 | 09 |96 [ 103 | 90 | 3,7 | 23 | 24 | 07
Contigl 1773 _at 09 | 04 | 7,8 | 11,0 | 74 35 | 1,9 | 3.8 | 23
‘Contig12046_at 09 | 08 | 65 | 7,2 7.8 27 | 25 | 29 0,9
Contigd405_x_at 1,1 | 09 | 21 | 28 | 22 13 | L1 | 1.4 1,5
HV_CEb0020C01r2_at | 1,4 | 09 | 43 | 28 | 22 1,7 | 1,0 | 1,2 | 06
Contig2550_x_at 0,8 |.07 | 58 | 74 | 61 30 | 1,4 | 27 | 09
Contig2211_at 1,0 | 1,0 | 3,0 | 3,7 | 30 1.8 | 1,0 | 1,5 | 08
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Patentansoriiche !
i .
1. Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewihh aus der Klasse der Chlornikotinyle
der Formel (),
Het\/N\n/A Y
' x’
worin ! '
Het fiir einen jeweils gegebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluor, Chlor, Methyl
oder Ethyl substituierten Heterocyclus ausgewshlt aus der folgenden Gruppe von

Heterocyclen steht:

Pyrid-3-yl, Pyrid-3-yl, 3-Pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio,
Tetrahydrofuran-3-yl, Thiazol-5-yl,

fiir C,-Cs-Alkyl, -N(R")(R?) oder S(R?) steht,
worin

R! fur Wasserstoff, C,-Cg-Alkyl, Phenyl-C,-Ci-Alkyl, C;-Ce-Cycloalkyl, C,-
Cs-Alkenyl oder C,-Cg-Alkinyl steht, und

' . RY fiir C-Cs-Alkyl, C;-Cs-Alkenyl, Cy-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH; oder _Bepzyl

steht, .
|

fir Wasserstoff, C,-Cs-Alkyl, C;-Ce-Alkenyl, Cp-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH, oder

Benzyl steht oder gemeinsam mit R? fiir eine der folgenden Gruppen steht:

-CH,-CH;-, -CH;-CH,-CH;-, -CH;-O-CH;-, -CH;-S-CH:-; -CH,;-NH-CH;-, -CH;-
N(CH,)-CHj-, und

i
fir N-NQ,, N-CN oder CH-NOQ, steht, gegebenenfalls in Kombination mit einem

oder mehreren weiteren Pflanzenschutzwirkstoffen zur Steigerung der pflanzen-

eigenen Abwehrkrifte.

2. Verwendung zumindest ciner Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chlomikotinyle

der Formel (I) gemdf Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den

Chlornikotinylen um Imidacloprid, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam, Thiaclo-

prid, Acetamiprid oder Nitenpyram handelt.

]

46
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3. Verwendung zumindc?t einer Verbindung ausgewiihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle
der Formel (1) gemﬁB:Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Chlor-

nikotinyl um Imidacloprid handelt.

4, Verwendung zumindest einer Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle
5. der Formel (D) gemilB einem der Anspriiche 1.3 gekennzeichnet dadurch, dass die Pflanzen

transgen sind. |

5. Verwendung zumindest-einer Verbindung ausgewihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle

der Formel (I) gemih ffmspruch I zum Schutz von Pflanzen vor biotischen Stressfaktoren.

6. Verfahren zur Induktion von PR Proteinen in Pflanzen durch die Behandlung der Pflanzen
mit Chlomikotinylen. dadurch gekennzeichnet dass, Pflanzen mit zumindest einer Verbin-
dung ausgewihlt aus der Klasse der Chlornikotinyle der Formel (1),

| . R
P |

;- HetvN\n/A {

! X :

10 worin

Het  fur einen jeweils gegebenenfalls einfach oder mehrfach durch Fluer, Chlor, Methyl
oder Ethyl substituierten Heterocyclus ausgewdhlt aus der folgenden Gruppe von

i .
Heterocyclen steht:
|

- | - e
Pyrid-3-yl, Pyrid-5-yl, 3-Pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio, 1-Oxido-5-pyridinio,
15 ' Tetrahydrofuran-3-yl, Thiazol-S-yl,

A fiir C,-Cg-Alkyl, -N(R")(R?) oder S(R?) steht,

worin
t

|-
R' fir Wasserstoff, C,-C¢-Alkyl, Phenyl-C,-Cq-Alkyl, C;-Cs-Cycloalkyl, Cs-
Cs-Alkenyl oder Cr-Cg-Alkinyl steht, und

20 R? fiir C,-Cg-Alkyl, C3-Cq-Alkenyl, C,-Cy-Alkinyl, -C(=C)-CH; oder Benzyl
steht,

R fir Wasserstoff, C;-Cg-Alkyl, C;-Cs-Alkenyl, C,-Cs-Alkinyl, -C(=0)-CH, oder

Benzyl steht oder gemeinsam mit R? fiir eine der folgenden Gruppen steht:
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.CH;-CH,-, -CH,-CH,-CHj-, -CH-O-CHy-, -CH;-S-CHy-, -CHy-NH-CH,-, -CH,-
N(CH,)-CH,-, und '

X fur N-NO,, N-CN oder CH-NO, steht, gegebenenfalls in Kombinétion mit einem-

oder mehreren weiteren Pflanzenschutzwirkstoffen behandelt werden.

Verfahren gem#B Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Chlor-

nikotinylen um Imida;cloprid, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam, Thiacloprid,

i
Acetamiprid oder Nitenpyram handelt.

Verfahren gemidB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Chlorniko-

tinyl um Imidacloprid handelt.

Verfahren gemifl Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Pflanzen um
Gerste, Tabak, Tomate; Weizen, Mais, Reis, Soja, Baumwolle, Raps, Kartoifel, Kohlarten,
Paprika, Aubergine, Gurke, Salat, Melone, Turf, Zitrus, Reben, Kaffee, Tee, Hopfen,

Kernobst, Steinobst oder Beerenobst handelt.

Verfahren zum Schutz von Pflanzen vor Befall durch pilzliche, baktericlle oder virale

Pathogene durch die Behandlung mit Chlornikotinylen.

Verfahren gemal Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Pflanzen mit Imida- .

clbprid behandelt werd;cn.

b
'

Verwendung von Chlornikotinylen zum Schutz von Pflanzen vor Schﬁdiéung durch

_pilzliche, bakterielle oder virale Pgthogene.

_'V.enﬁv.endurig von Chlomikotinylen gemi8 Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass es.

sich bei den Chlomikotinylen um Imidacloprid, Clothianidin, Dinotefuran, Thiamethoxam,

Thiacloprid, Acetamiprid oder Nitenpyram handelt.
!

Verwendung von Chlo;nikotinylen gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das

!
Chlornikotinyl Imidacloprid ist.

Verwendung von Imidacloprid gemiB Anspruch 14, gekennzeichnet dadurch, dass der
Schutz vor Schidigung durch pilzliche, bakterielle oder virale Pathogene durch eine

Induktion von PR Proteinen erfolgt.

i
i
|
i

i ¥
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AUMENTO DE DEFENSAS CONTRA AGENTES PATOGENOS EN
PLANTAS

N

i

La invencion se refiere a un procedimiento para el aumento de las
defensas contra agentes patdgenos en plantas.

Se sabe que las plantas antes condiciones de estrés naturales como, por
ejemplo, frio, calor, sequedad, lesion, infestacion por agentes patdgenos (virus,
bacterias, hongos, insectos), etc. pero también frente a herbicidas, reaccionan
con mecanismos de defensa especificos e inespecificos [Pflanzenbiochemie,
paginas 393 a 462, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford,
Hans W. Helgt, 1996; Biochemistry and Molecular Biclogy of Plants, paginas
1102 a 1203, American Society'of Plant Physiologists, Rockville, Maryland, eds.
Buchanan, Gruissem, Jones, 2000]. A este respecto, por ejemplo, los
componentes de pared celular que surgen por lesién o sustanci;as de senal
especificas que provienen de agentes patégenos sirven como inductores de
cadenas de transduccion de sefial vegetales, que conducen al final a la
formacién de moléculas de defensa dirigidas contra el factor de estrés. En esto
se puede tratar, por ejemplo, de (a) sustancias de bajo peso molecular como,
por ejemplo, fitoalexina, (b) proteinas no enziméticas como, por ejemplo,
‘proteinas relacionadas con la patogénesis” (proteinas PR), (c) proteinas
enzimaticas como, por ejemplo, quitinasas, glucanasas, o (d) de inhibidores
especificos de proteinas esenciales como, por ejemplo, de inhibidores de la
proteasa, inhibidores de xilanasa, que atacan directamente al agente patégeno
o impiden su proliferacién (Dang! y Jones, 2001, Nature 411: 826 a 833,
Kessler y Baldwin, 2003, Annual Review of Plant Biology, 53: 299 a 328).

'Aﬁ
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Un mecanismo de defensa adicionél es la denominada reaccion
hipersensible (HR), que es facilitada por estrés oxidativo y conduce a la
desaparicion de tejido vegetal en la zona de un area infectada, con lo que se
impide una propagaciéon de agentes patégenos vegetales que se aprovechan
de las células vivas [Pennazio, 1995, New Microbiol. 18, paginas 229 a 240].

En otro transcurso de una infeccién se transmiten por sustancias
mensajeras propias de la planta sefiales a tejidos no infestados, que conducen
también ahi al desencadenamiento de reacciones de defensa e impiden la
generacion de infecciones secundarias (Systemic acquired resistance, SAR)
[Ryals y col., 1996, The Plant Cell 8; 1809 a 1819].

Ya se conocen una serie de sustancias de sefial endogenas de la planta
que estan involucradas en la tolerancia del estrés o en la defensa frente a
agentes patégenos. Son de citar aqui, por ejemplo, acido salicllico, acido
benzoico, acido jasmoénico o etileno [Biochemistry and Molecular Biology of
Plants, paginas 850 a 929, American Society of Plant Physiologists, Rockville,
Maryland, eds. Buchanan, Gruissem, Jones, 2000]. Algunas de estas
sustancias o sus derivados sintéticos estables y estructuras derivadas son
también efectivas en aplicacion externa en plantas o desinfeccion de semillas y
activan reacciones de defensa, que tienen como consecuencia un aumento de
la tolerancia de la planta al estrés ¢ a los agentes patégencs [Sembdner, y
Parthier, 1993, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 44: 569 a 589]. La
defensa facilitada pof salicilato se dirige especialmente contra hongos
fitopatégenos, bacterias y virus [Ryals y coI.>, 1996, The Plant Cell 8: 1809 a
1819].

Un producto sintético conocido que adopta una funcién comparable al

60
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acide salicilico y puede facilitar un efecto de proteccién contra hongos
ﬂtopaiégenos, bacterias y virus, es benzotiadiazol (hombre comercial Bion®)
[Achuo y col., 2004, Plant Pathology 53 (1): 65 a 72].

Otros compuestos que pertenecen al grupo de oxilipina como, por
ejemplo, acido jasméni.co, y los mecanismos de proteccién desencadenadcs
por ellos son especialmente efectivos contra insectos dafiinos [Walling, 2000, J
Plant Growth Regul. 19, 195 a 216].

Por tanto se sabe que las plantas disponen de varios mecanismos de
reaccion endogenos que pueden provocar una defensa efectiva frente a
organismos dafiinos de lo mas diverso (estrés biotico) y/o estres abidtico
natural. ‘

Ya se sabe que se pueden usar insecticidas de cloronicotinilo para
combatir parasitos animales, especialmente insectos. Ademas se sabe que el
tratamiento de plantas con insecticidas del grupo de cloronicotinilos conduce a
una resistencia elevada de la planta frente a estrés abiético..EspeciaImente
estc es valido para imidacloprid (Brown y col., 2004, Beltwide Cotton
Conference Proceedings: 2231 a 2237. Esta proteccion se realiza influyendo
sobre propiedades fisioldgicas y bioquimicas de las células de la planta como,
por ejemplo, mediante mejora de la estabilidad de la membrana, aumento de la
concentracién de hidratos de carbono, aumento de la concentracion de poliol y
actividad de antioxidantes {Gonias y col., 2004, Beltwide Cotton Conference
Proceedings: 2225 a 2229).

Para el efecto de cloronicotinilos contra factores de estrés biéticos se
encuentra en la hibliografia sélo indicaciones aisladas (Crop Protection (2000),

19(5), 349 a 354; Journal of Entomological Science (2002), 37(1), 101 a 112;
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Annals of Biology (Hisar, India) (2003), 19(2), 179'a 181).
Los cloronicotinilos se pueden describir mediante la siguiente formula

general (1)

en la que ‘

Het representa un heterociclo sustituido respectivamente dado el caso una o
varias .veces con flaor, cloro, metilo o etilo, seleccionado del siguiente
grupo de heterociclos: '
pirid-3-ito, pirid-5-ilo, 3-piridinio, 1-oxido-5-piridinio, i-oxido-S-piridinio,

| tetrahidro-furan-3-ilo, tiazo!-5-ilo,

A representa alquilo C4-Cg, -N(R"(R?) 0 S(R?),
en las que ‘

R representa  hidrégeno, alquilo C4-Cg, fenil-alquilo  C4-Cg,
cicloalquilo C3-Cg, alquenilo C2-Cg 0 alquinilo C»-Cg, ¥

R? representa alquilo C4-Cg, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cs, -C(=0)-
CHa o bencilo,

R representa hidréogeno, alquilo C4-Cs, alquenilc C,-Cg, alquinilo C;-Cg, -
C(=0)-CHs o bencilo o junto con R? representa uno de los siguientes
grupos:

-CH2-CHgz-, -CH,-CH3-CHjy-, -CH3-O-CHy-, -CH,-S-CHs-, -CHz-NH-CH2-, -
CHa-N(CH3)-CHa, y

X representa N-NO;, N-CN o CH-NO,,

Het representa con especial preferencia un heterociclo seleccionado del

-



s1gwente grupo de heterociclos:

2-cloropmd 5-ilo, 2-metilpirid- 5-||o 1 oxndo—3-p|nd|n|o 2- cloro-1-o><|do 5-

piridinio,  2,3-dicloro-1-oxido-5-piridinio, - tetrahidrofuran-3-ilo,  5-meti-

tetrahidrofuran-3-ilo, 2-clarotiazol-5-ilo,

A representa can especial preferencia —N{R1)(R2},

R representa ¢con especial preferencia hidrogeno, metilo o etilo,

R? -representa con especnal preferencia metilo, etilo, n- o i-propilo, n-, i-, - ©
t-butilo, etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, etinilo, 1- proplndo 2-propinilo, -
C(=0)-CHs 0 bencilo. |

R repre_senta con especial preferencia hidrogeno, metilo, etile o —-C(=0})-
CHs o representa cohn especial preferencia junto c::\n'R2 uno de los
5|gU|entes grupos:

-CHE-CHQ- -CHy-CH»-CHa-, -CHz O-CHg-, -CH2-S-CHy-,
A esta clase de compuestos pertenecen, por ejemplo, los siguientes
compuestos,'en donde el listado no se tiene que entender come exhaustivo:

imidacloprid de formula (1)
— _ _
cn—@_—cn;-n N—H
| “NO,
clotianidina de férmula (11}

e MK ;
Ci—«}—— CH;~ I!IY?!!\GH .

(1), véase el documento EP 0 192 060,

N"‘no
7 (I), véase el documen@U EP (376 279,

 dinotefurano de formula (1)



(1), véase el documento EP 0 649 845,

tiametoxam de férmula (IV)

o
c._i}_cu,-f\lh;.«;cm
“NO

(IV), véase el documento EP 0 580 553,
- tiacloprid de formula (V)

() Y
5 ' c (V), véase el documento EP 0 235 725,
acetamiprid de formula (V1) .
H,
bl

CN  (v1), véase el documento WO 91/04965,

Cl /N CH;N
N=

nitenpiram de férmula (Vil)

/ \ _ ?2 ) N
= \“/ ~CH,
CH_ o |
z (VII), véase el documento EP 0 302 389.
10 Se ha encontrado ahora de forma sorprendente que los cloronicotinilos y

especialmente imidacloprid conducen a un aumento en la expresién de los
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genes de! grupo de “proteinas relacionadas con patogénesis” {proteinas PR).
Las proteinas PR protegen las plantas fundamentalmente en la defensa frente
a factores de estrés bidticos como, por ejemplo, hongos fitopatégenos,
bacterias y virus. Esto trae como consecuencia que las plantas estéen mejor
protégidas tras "aplicacién de imidacloprid frente a infecciones de hongos
fitopatdgenos, bacterias y virus. Se refuerza su efecto con uso necesario de
fungicidas y bactericidas en mezcla asi como también en aplicacion secuéncial
con imidacloprid.

Definiciones de términos usados a continuacion

El término “ADNc” (ADN complementario) como se usa en esta
i‘nvencién, describe una hebra simple de ADN, que es complementaria a un
ARN, y que se sintetiza in vitro mediante una transcripcién inversa enzimatica.
El ADNc puede corresponder bien a longitudes de ARN completo o bien

representar sélo una secuencia parcial del ARN que sirve como matriz.

Con los terminos “chip de ADN” y “micromatriz de ADN”, gue se usan

come sindnimos en esta invencidn, se designa un soporte, cuyo material base
se compone, por ejemplo, de vidrio 0 nylon, sobre cuyo material base estan
ﬁjados: fragmentos de ADN, en donde la incorporacion del ADN: puede
realizarse, por ejemplo, mediante (a} un procedimiento fotolitografico (el ADN
se sintetiza directamente sobre el soporte de la matriz), (b) un procedimiento de

microlocalizacion (oligonucleotidos sintetizados externamente o productos de

" PCR se aplican sobre el soporte y se unen covalentemente), o (¢} mediante un

procedimiento de  micropulverizacion  (oligonuclettidos  sintetizados
externamente o productos de PCR se pulverizan con un impresor de tintas por

radiacion sin contacto sobre los soportes) (R. Rauhut, Bioinformatik, paginas

.5
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197 a 199, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, 2001). Un cHip de ADN que

representa secuencias gendmicas de un organismo se designa como "chip de

ADN gendmico”. La evaluacion de |os valores de medida que se obtienen con

ayuda de estos “chips de ADN’ se designa como “anélisis de chip de ADN".

El término "hibridacién de chip de ADN", como se usa en esta invencion,

'signiﬁca- el emparejamiento de dos moléculas ‘de &cido nucleico

complementarias, de hebra simple, en donde unc de los asociados moleculares

‘que se empargjan con bases esta |ocalizado como ADN  (acide

desoxirribonucleico) sobre el chip de ADN en forma unida preferiblemente
covalenté, mientas que la otra estd presente en forma de ARN (acido
ribﬁnucleico) o de ADNG que se correSponde con este {(ADN compiementario)
en éolucic‘m.ﬁ La hibridacién de los 'écidus nucleicos unides y no unidos se

realiza sobre el chip de ADN en solucién tampdén acuosa, dado el caso en

condiciones de desnaturalizacidon adicionales como, por ejemplo, en presencia
de dimetilsulfdxido, a temperaturas de 30 a 60 °C, preferiblemente de 40 a 50

- °C, con especial preferencia a 45 °C durante 10 a 20 horas, preferiblemente

durante 14.a 18 horas, con especial preferencia durante 16 horas en

movimiento constante. Las condiciones de hibridacion se pueden mantener

constanties, por gjemplo, en una estufa de hibridacién. De forma convencional .
se realizan en una estufa de hibridacion de este tipo movimientos de 60 rpm

- (revoluciones por minuto).

Los términos “modelo de expresién”, “‘modulo de induccion” o “perfil de

- expresién” usados como sindnimos, como se Usan én esta invencion, describen

.la expresion temporalmente diferenciada ylo especifica del tejido de ARNm

vegetal, en donde el modelo se obtiene directamente mediante la intensidad

96
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generada de la sefal de hibridacién del ARN obtenido de la planta ¢ de su
ADNc correspondiente con ayuda de la tecnclogia de chip de ADN. Los

“valores de expresion” medidos resultan de la compensacion directa con las

sefales correspondientes que se obtienen con use de un chip sindénimo con .

hibridacion con una planta de control no tratada.

. El término “estado de expresion® que se obtiene mediante el “perfil de la
expresion génica” e'i‘ectuado, como se usa en esta invencidn, describe la
actividad de transcripcion completa de genes celulares, gue se mide con ayuda
de un chip de ADN. |

El termino *ARN completo’, como se usa en esta invencion, describe la
representécién posible en base al procedimiento de disgregacién aplicado de
distintos grupos de ARN endogenos de plantas, que pueden estar presentes en

una ceélula vegetal como, por ejemplo, ARNr citoplasmatico (ARN ribosomal),

ARNt citoplasmético (ARN de transferencia), ARNm citoplasmatico (ARN

mensajero), asi como sus precursores nucleares respectives, ARNct (ARN
cloroplastidial} y 'ARNmt (ARN mitocondrial), sin embargo este comprende
también moléculas de ARN que pueden derivarse de brganismos exogenos

como, por ejemplo, de virus, o bacterias y hongos parasitarios.

El téfrmin‘o ‘plantas utiles”, como se usa en esta invencion, designa

plantas de cultivo, que se usan como plantas para la obtencion de alimentos,

piensos o para fines industriales.

Los principios activos se pueden transformar en las formulaciones

habituales como soluciones, emulsiones, polvos de pulverizacion,

suspensiones basadas en agua y aceite. polvos, productos en polvo, pastas,

polves solubles, granulos sclubles, granulos de dispersién, concentrados de
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suspensién;emu1sibn, sustancias naturales impregnadas con brincipio activo,
sustancias éintéticas impregnadas con principio activo, fertilizantes, asi como
microencapéulaciones de sustancias pdliméricas.

Estas formulaciones se preparan de modo conocide, por ejemplo,
mediante mezclédo de los principios activos con extensores, como disolvevntes
liquidos y;‘d vehiculos éélidos, dado el caso usando agentes tensioactivos,
como agentes emulsionantes y/o agentes dispersantes y/o agentes
espumantes. La preparacién de formulaciones se realiza bien en equipos
adecuados o también antes o durante el uso.

Como coadyuvantes pueden ser de uso aguellas sustancias que son
adecuadas para conferir at propio agente y/o a preparaciones derivadas de
este (por ejemplo, liquidos de pulverizacion, desinfectantt_—:—s de semillas}
propiedades especiales, como determinadas propiedades técnicas y/o también
propiedades biol6gicas especiales. Como coadyuvantes tipicos se tienen en
cuenta: exténsores, disclventes y vehiculos. ’

Como extensores son adecuados, por ejemplo, agua, liqguidos quimicos
organicos polares y no polares, por ejemplo, de !a clase de los hidrocarburos
aromaticos 'y no aromaticos (como parafinas, élquilbencenos, alquilnaftalenas,
clorobencehos), los alcoholes y policles {que eventualmente pued.en estar
sustituidos,_ etérificados y/o esterificados), las cetonas (como acetona,
ciclohéxanona). -ésteres (también grasas y aceites) y (poli)éteres, las aminés
3|mples y sustituidas, amidas, lactamas (como N- alqunptrrohdona) y lactonas,
las sulfonas y sulfomdos (como dimetilsulfoxido).

En casoc de uso de agua como extensor se pueden usar, por ejemplo,

también disolventes organicos como disolventes auxiliares. Como disolventes
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liquidos se tienen en cuenta esencialmente: compuestos aromaticos como
xileno, tolueno o© alquilnaftaleno, compuestos aromaticos clorados e
hidrocarburos alifaticos clorados como clorobenceno, cloroetileno o cloruro de
metileno, hidrocarburos alifaticos como ciclohexanc o parafina, por ejemplo,
fracciones de petréleo, aceites minerales y vegetales, alcoholes como butanol o
glicol, asi como sus éteres y ésteres, cetonas como acetona, metiletilcetona,
metilisobutilcetona o ciclohexanona, disolventes polares fuertes como
dimetilsulféxido, asi como agua.

Se tienen en cuenta como vehiculos soélidos:

. por ejemplo, sales de amonio y polvos de rocas naturales como caolin, arcilla,

talco, creta, cuarzo, atapuigita, montmorillonita o tierra de diatomeas y polvos
de rocas sinteticos como silice de alta dispersion, 6xido y silicatos de aluminio;
como vehiculos sélidos para granulos se tienen en cuenta: por ejemplo, rocas
naturales rotas y fraccionadas como calcita, marmol, piedra pémez, sepiolita,
dolomita, asi como granulos sintéticos de polvos inorganicos y organicos, asi
como granulos de material organico como papel, serrin, cascaras de coco,
mazorcas de maiz y tallos de tabaco; como agentes emulsionantes y/o
espumantes se tienen en cuenta: por ejemplo, agentes emulsionantes no
ionogenicos y anionicos como ester de acido graso y polioxietileno, éteres de
alcohol graso vy polioxietileno, por . ejemplo, alquilaril-poliglicoléteres,
alquilsulfonatos, alquilsulfatos, arilsulfonatos, asi como hidrolizados de
albumina; como agentes de dispersion se tienen en cuenta sustancias no
idnicas y/o idnicas, por ejemplo, de las clases de alcohol-POE- y/o POP-éteres,

ésteres de acido y/o de POP- POE, alquil-aril- y/o POP- POE-éteres, aductos

grasos y/o de POP- POE, derivados de POE- y/o POP-poliol, aductos de POE-
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y/o POP-sorbitan o azucar, sulfatos, sulfonatos y fosfatos de alquilo o arilo o los
aductos de PO-éter correspondientes. Ademas de oligo- o polimeros
adecuados, por ejemplo partiendo de monomeros vinilicos, de acido acrilico, de
EO y/o PO sélo o en combinacién con, por ejemplo, (poli)-alcoholes o (poli)-
aminas. Ademas pueden ser de uso lignina y sus derivados de acido sulfonico,
celulosas simples y modificadas, acidos sulfénicos aromaticos y/o alifaticos asi
como sus aductos con formaldehido.

Se pueden wusar en las formulaciones adhesivos como
carboximetilcelulosa, polimeros naturales y sintéticos én forma de polvo, grano
o latex, como goma arabiga, poli(alcohol vinilico), poli(acetato de vinilo), asi
como fosfolipidos naturales como cefalina y lecitina y fosfolipidos sintéticos.

Se pueden usar colorantes como pigmentos inorganicos, por ejemplo,
oxido de hierro, 6xido de titanio, azul de ferrocianuro y colorantes organicos
como colorantes de alizarina, azoicos y de metalftalocianina y oligonutrientes
como sales de hierro, manganeso, baro, cobre, cobalto, molibdeno y cinc.

Otros aditivos pueden ser sustancias aromaticas, aceites minerales o
vegetales dado el caso modiﬁcadoé, ceras y sustancias nutritivas (también
oligonutrientes), como sales de hierro, manganeso, boro, cobre, cobalto,
molibdeno y cinc.

Ademas pueden estar contenidos estabilizadores como estabilizadores
de frio, conservantes, agentes anti-oxidacion, agentes fotoprotectores u otros
agentes que mejoran la estabilidad quimica y/o fisica.

Las formulaciones contienen en general entre el 0,01 y el 98% en peso
de principio activo, preferiblemente entre el 0,5 y el 90%.

El principio activo de acuerdo con la invencidon puede presentarse en sus

[0
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'formuiacio_nes comerciales, asi como en las formas de aplicacion preparadas a

paﬁir de estas formulaciones, mezclado con dtros prtnéipios activos como
insectiCidaﬁs, feromonas, esteriiizadores, bactericidas, acaricidas, nematiéidas,
fungicidas‘,' sttancias regutaderas ~ del crecimiento, herbicidas, agentes
protectores, fertilizantes o semioguimicos.

La invencidn se refiere al use de cloronicotinilos para proteger plantas

contra v;hong'os, bacterias, virus. Los  cloronicotinilos conducen

independientemente de la lucha contra los insectos a una buena proteccién de,

la planta frente a dafios por agentas patdgenos fungicos, bacterianos o viricos.
Son ventajas frente a otros procedimientos posibles las bajas cantidades
de aplica¢idn para conseguir esta profeccién, la elevada .tolerancia en las
plantas y los permisos existentes pata el uso ‘de cloronicotinilos en la
agriculturai:. Ademas se puede conseguir con un principio activo una proteccién

contra uné pluralidad de agentes patdgenos.

Para conseguir una proteccion frente a agentes patégenos se pueden

tratar las pléntas con principios activos individuales o con combinaciones de
cloronicotinilos.

'Ademas el efecto positivo descrito de Iﬁs-cloronicotiniids schre las
defensas propias de la planta se puede reforiar cen un tratamiento adicional
con principios activos fungicidas o bactericidas. | |

En una forma de realizacién preferida se'realiza esta proteccion con |a

induccion. de proteinas PR como consecuencia del tratamiento con

* cloronicotinilos.

Son cloronicotinilos preferidos imidacloprid, clotianidina, dinotefurano,

tiametoxam, tiacloprid, acetamiprid y nitenpiram. Son ~ cloronicotinilos

L]
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especialmente preferidos imidacloprid, tiacloprid, clotianidina y tiametoxam. Es
muy espeéialmente preferido imidacloprid.

Dé forma especialmente preferida, se tratan plantas de acuerdo con la

invencién 'de las variedades de plantas respectivamente comerciales o que se

encuentran en\ uso. Por variedades de plantas, se entienden plantas cdn
nuevas ﬁropiedades ("rasgos”), que se cultivan tanto mediante cultivo
convencional, mediante mutagénesis © mediante técnicas de ADN
recombinénte. En consecuencia, las plantas de cultivo pueden ser plantas que
pueden bbtenerse mediante procedimientos .de cultivo y optimizaciéh

convencionales o mediante procedimientos biotecnologicos y de tecnologia

- genética 0 combinaciones de estos procedimientos, incluyendo las plantas

transgénicas e incluyendo las variedades de plantas protegibles por el derecho
de pr0‘tec$ién de variedades o las variedades de plvantas no protegibles.

Son plantas preferidas c.ebada, tébaCo. tomate, trigo, maiz, arroz, so0ja,
algodon, f;olza, patata, especieé de col, pimiento, berenjena, pepino, lechuga,
melon, tufba, citricos, vid, café, té, lipulo, frutas de pepita,.frutas de hueso y
bayas. ‘ '

: Se%preﬁere especialmente |a cebada.

Los procedimientos de acuerdo con la invencidon son adecuados

. especialmente también para la aplicacion en plantas transgénicas y en semillas

trénsgenifi:as. Cloronicotinilos preferidos para esta aplicacion son imidacloprid,
clotianidin';a y tiametoxam. Es muy especialnllente preferida para esta aplicacion
imidacloprid. |

Son 'agentes patdgenos preferidos  Phytophthora nfcott’anaé,

Peronospora tahacinae, Phytophthora fﬁfestan&, Sphaerotheca  fuliginea,
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Phakopsora pachyrhizi, Ramularia gossypii, Rhizoctonia solani, Curvularia
spec., Pyrenophora spec., Sclerotinia homoeocarpa,- Erysiphe graminis,
Colletotrichum graminicola.

Momentbs preferidos para la aplicacion de cloronicotinilos para la
defensa frente a agentes patégenos son tratamientos de semillas, suelo,
soluciones nutritivas, cepas y/o hojas con las cantidades de aplicacion
permitidas.

Las cantidades de un cloronicotinilo para conseguir las propiedades de
acuerdo con la invencidn se pueden variar en un amplio intervalo. Se prefieren
usar para conseguir el efecto de la invencion concentraciones de 0,00001% a
0,05%, con especial preferencia de 0,000025% a 0,025% y con muy especial
preferencia de 0,000025% a 0,005%. Si se usan mezclas la concentracidon de
las combinaciones de principio activo se encuentran preferiblemente entre
0,000025% y 0,005%, con especial preferencia entre 0,00005% y 0,001%. En
cuanto a los valores dados se trata tanto previamente como en lo sucesivo de
porcentajes en peso en tanto no se indique otra cosa.

El siguiente ejemplo describe la invencion de forma detallada.

Eiemplo 1 »

induccién de proteinas PR en cebada tras tratamiento con imidacloprid.

Se sembraron semillas de cebada (variedad Baronesse) en tiestos con
tierra a profundidad de aproximadaménte 2 c¢cm (1250 g de tierra arcillosa
arenosof/tiesto, humedad de la tierra regulada a 70% de la capacidad maxima
de retencion de agua) y se cultivaron en una camara climatizada en
condiciones de luz, humedad y temperatura definidas (15 h de luz blanca, 70%

de humedad ambiental, de 23 a 19 °C dia/noche).

%
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14 dias después de la emergencia de las plantas de cebada se
disolvieron 10 mg de imidacloprid por planta en 100 ml de agua con una pipeta
para aplicar sobre |a tierra en torno a la base del tallo. En los tiestos de control
se aplicd el mismo volumen de agua sin principio activo. Tras el tratamiento de
fa tierra ya no se verti6 sobre las plantas. En distintos momentos tras la
aplicacion (0,35; 1,6, 8, 11, 13; 15; 16 y 17 dias se recolectaron las hojas, se
congelaron subitamente en nitrégeno liquido y se conservaron hasta el
prc;cesamiento a-80°C.

La preparacion de las sondas de ARN marcadas para la hibridacion del
chip de ADN se realizé segun los protocolos .(Anélisis de Expresion, manual
técnico) de :-Ia' compafia Affymetrix (Affymetrix Inc., 3380 Central Expressway,
Santa Clara, CA, EEUU). Se aislaron de cada 500 mg de hojas recolectadas en
primer Iugér ARN completo. Se usaron de cada uno 10 ug de ARN completo
para ta sintesis de ADNc de primera y segunda hebra. El ADNc¢ se amplificé
con T7-polimerasa y a este respecto se marcé simultdneamente con Bioctina-
UTP. Se usaron 20 pg de este ADNc biotinilado para la hibridaciéon de la matriz
genomica de la cebada (Gene Chip Barley 1, nimero de pedido: 511012) de
Affymetrix. Esta micromatriz de ADN contiene secuencias de ADN de 22840
genes, que se reunen en un total de 400000 secuencias EST (etiquetas de
secuencia expresadas). A continuacidén se lavaron las micromatrices de ADN
en el equipo Fluidics Station de Affymetrix, se tiﬁiéron con
estreptavidina/ficoeritrina {(muestras 'moleculares, P/N S$S-866) y se escanearon
con el equipc Gene Chip Scanner 3000 de Affymetrix. Los datos de
fluorescencia obtenidos se analizaron con el software Microarray Suite 5 de

Affymetrix y el software Expressionist Pro de la comparia GeneData. Tras el
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control de calidad subsiguiente se guardaron todos los analisis de chips de
ADN en una base de datos. Debido a que el sistema Gen Chip de Affymetrix se
basa en la medida de valores de expresién absolutos de los genes obtenidos,

se promediaron respectivamente los valores de expresion de los replicados

'biolégibos de plantas tratadas y no tratadas tras normalizacion subsiguiente

(calculq de‘_inediana). Con ayn.ida del procedimiento estadistico ANOVA se
identificaron los genes cuya expresion aumentod en las plantas tratadas con
imidacloprid pero que se mantuve relativamente constante en los controles no

tratados. La recopilacion de los grupos génicos de determinadas vias

metabdlicas, cadenas de transduccidén de sefiales o funciones se realizd

mediante bL’léqueda de palabras clave en los registros facilitados por Affymetrix
de genes y fnedianTe'asignacién de genes a sus registros de cntolog[a’; génica
correspdndiéntes {Gen Ontolagy Consartium).

Una ﬁevisi_én de grupcs de genes de cadenas de transduccién de
sefiales y meiabolismos que estan relacionados con tolerancia al estres y
defensa fren:te a agentes patogenos aportd, entre otros, una fuerte induccidn de

genes para Qrotelnas PR en plantas tratadaé frente a plantas no tratadas (tabla

1a3).
Tabla 1 |
Gen de proteina relacionada con patt:génesis, inducido por imidacloprid
Nimero de B Descripcion de los genes
Affymetrix .
Contigzggo;at QUITINASA (EC 3.2.1.14}

Config2788_x_at | PROTEINA TLF7 DE TIPO TAUMATINA

Contig2214_s_at  |PROTEINA (HV-1A) RELACIONADA  CON
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PATOGENESIS

Contig2209_at

PROTEINA
PATOGENESIS

(HV-1A) RELACIONADA CON

Contig_639_at

PRECURSOR DE PROTEINA RELACIONADA CON
PATOGENESIS

Contig_2210_at

PRECURSOR 1 DE PROTEINA RELACIONADA CON
PATOGENESIS

Contig17082_at

INHIBIDOR DE TRIPSINA

Contig2212_s_at

PROTEINA RELACIONADA

PATOGENESIS

PRB1-3 CON

Contig11773_at

REGULADOR DE FACTORES DE PATOGENICIDAD

Contig12046_at

PROTEINA 1 RELACIONADA CON PATOGENESIS

Contig4405_x_at

PROTEINA PR-10A RELACIONADA
PATOGENESIS

CON

HV_CEb0020C01r2

_at

MUCINA B.1 INTEGUMENTARIA

Config2550_x_at

PROTEINA 4 RELACIONADA CON PATOGENESIS

Contig2211_at

PRECURSOR DE PROTEINA RELACIONADA CON
PATOGENESIS
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Tabla 3
Factor de induccidn = expresion (tratado) / expresion (no tratado) como

funcion del tiempo en dias (d)

0,25d | 1d 6d 3d 1d 13d 15d 16 d 17d
Numero Affymetrix ‘
Contig2990_at 0,9 0,9 84 19,3 13,6 30 | 1.1 2,5 0,6
Contig2788_x_at 08 |07 | 122 | 80 6.3 2.3 5 2.5 12
Contig2214_s_al 09 (05| 98 | 111 | 9.3 5,1 30 | 24 06
Contig2209_at 0,8 0,6 98 11,5 12,1 6,0 2,7 2,5 0,6
Contig_639_at 07 |03 86 | 147 | 88 | 113 | 2.8 4.4 2,9
Contig_2210_at 06 04 7.9 8,8 54 3,6 2,8 2.4 0,7
Contig17082_at 09 1.1 38 3,7 36 2,2 1,5 1.6 1,1
Contig2212_s_at 09 09 9.6 10,3 9,0 3,7 2,3 24 0,7
‘Contig11773_al 0,9 0,4 7.8 11,0 7.4 3,5 1,9 38 2.3
Contig12046_at 0,9 0,8 6,5 7,2 7.8 2,7 2,5 29 0,9
Contigd405_x_at T1 (08| 21 2.8 2.2 13 i1 14 15
HV_CEb0020C01r2_at 1.4 0,9 4.3 28 22 1.7 1,0 1,2 0,6
Contig2550_x_at 08 (07| 58 74 | 6.1 3.1 14 2.7 0.9
Contig2211_at. 1,0 1,0 31 3.7 30 1,8 1.1 1,6 0.8
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Habiéndose descrito la presente invencién como antecede, se declara como

propiedad e contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos un compuesto seleccicnade de la clase de los

cloronicotinilos de férmuia (1)

enlaque
Het representa un heterociclo sustituido respectivamente dado el casc una o
varias veces con fluor, cloro, metilo o etilo, seleccionado del siguiente
grupo de heterociclos:
pirid-3-ilo, pirid-5-ilo, 3-piridinio, 1-oxido-5-piridinio, 1-oxido-5-piridinio,
tetrahidrofuran-3-ilo, tiazol-5-ilo, -
A representa alquilo C4-Cg, -N(R'}{R?) 0 S(R?),
en las que
R representa hidrogeno, alquilo C4-Cg, fenil-alquilo C4-Cq,
cicloalquilo C;3-Cs, alguenilo C,-Cg 0 alquinilo C,-Cg, ¥y
R?  representa alquilo C;-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cg, -C(=0)-
CH; o bencilo,
R representa hidrégeno, alquilo C4-Cs, alquenilo C2-Cg, alquinilo C2-Cs,
-C(=0)-CH3 o bencilo o junto con R? representa uno de los siguientes

grupos:;
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-CH2;-CH3-, -CH2-CH2-CH;-, -CH,-O-CHg-, -CH,-S-CHy-, -CHz-NH-CH;-, -
CHa-N(CH3)-CHa, y

X representa N-NOj, N-CN o CH-NO;, dado el caso en combinacion con
uno o varios de otros principids’activos de proteccion de plantas para el

aumento de las defensas propias de la planta.

2. Uso de.al menos un compuesto seleccionado de la clase de los
cloronicotinilos de férmula (I) segun la reivindicacién 1, caracterizado porgue
los cloronicotinilos se tratan de imidacloprid, clotianidina, dinotefurano,

tiametoxam, tiacloprid, acetamiprid o nitenpiram.

3. Uso de al menos un compuesto seleccionado de la clase de los
cloronicotinilos de férmula (1) segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el

cloronicotinilo se trata de imidacloprid.

4. Uso de al menos un compuesto seleccionado de la clase de los
cloronicotinilos de férmula (I) segun una de las reivindicaciones 1 a 3,

caracterizado porque las plantas son transgénicas.

S. Uso de al menos un compuesto seleccionado de la clase de los
cloronicotinilos de férmula (I) segun la reivindicacién 1 para la proteccion de

plantas frente a factores de estrés bidticos.

6. Procedimiento para la induccidén de proteinas PR en plantas mediante el

tratamiento de ias plantas con cloronicotinilos, caracterizado porque se tratan
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plantas con al menos un compuesto seleccionado de la clase de los

cloron.icotinilos de férmula (1),

0
Hetvn\"/A )
X
en la que
5 Het representa un heterociclo sustituido respéctivamehte dado el caso una o

10 A
15

R
20

X

R .

varias veces con fluor, cloro, metilo o etilo, seleccionado del siguiente

grupo de heterociclos:

pirid-3-ilo, pirid-5-ilo, 3-piridinio, 1-oxido-5-piridinio, 1-oxido-5-piridinio,

tetrahidrofuran-3-ilo, tiazol-5-ilo,

representa alquilo Cs-Cs, -N(R')(R?) 0 S(R?),

en las que

R' representa hidrégeno, alquilo Cy-Cs, fenil-alquilo  Cs-Cq,
cicloalquilo C3-Cg, alquenilo C;-Cg 0 alquinito C2-Cs, ¥

R? representa alquilo C4-Cg, alquenilo C,-Cg, alquinilo C2-Cg, -C(=0)-
CHs o bencilo, |

representa hidrdgeno, alquilo C4-Cs, alquenilo C2-Cs, alquinilo C,-Cs, -

C(=0)-CHs o bencilo o junto con R? representa uno de los siguientes

grupos:

-CH2-CHa-, -CH2-CHz-CHg-, -CH2-0O-CHp-, -CH,-8-CHz-, -CHz-NH-CH;-,

-CH,-N(CH3)-CHy, ¥

representa N-NO2, N-CN o CH-NO,, dado el caso en combinacién con

uno o varios de otros principios activos de'proteccic’m de plantas.
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7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado porque los
cloronicotinilos se tratan de imidacloprid, clotianidina, dinotefurano, tiametoxam,

tiacloprid, acetamiprid o nitenpiram.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 7, caracterizado porque el

cloronicotinilo se trata de imidacioprid.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizadc porque las
plantas se tratan de cebada, tabaco, tomate, trigo, malz, arroz, soja, algodoén,
colza, patata, especies de col, pimiento, berenjena, pepino, lechuga, melén,

turba, citricos, vid, café, té, lupulo, frutas de pepita, frutas de hueso o bayas.

10. Procedimiento para la proteccion de plantas frente a infestacidn por
agentes patogenos fungicos, bacterianos o viricos mediante el tratamiento con

cloronicotinilos.

11.  Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque las

plantas se tratan con imidacloprid.

12.  Uso de cloronicotinilos para la proteccién de plantas frente al dafo por

agentes patdgenos fungicos, bacterianos o viricos.

13.  Uso de cloronicotinilos segun la reivindicaciéon 12, caracterizado porque
los cloronicotinitos se tratan de imidacloprid, clotianidina, dinotefurano,

tiametoxam, tiacloprid, acetamiprid o nitenpiram.

’D
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14.  Uso de cloronicotinilos sequn la reivindicacién 12, caracterizado porque

el cloronicotinilo es imidacloprid.

15.  Uso de imidacloprid segun la reivindicacién 14, caracterizado porque la
proteccion frente al dafio por agentes patdgenos fungicos, bacterianos o viricos

se realiza mediante una induccién de proteinas PR.
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AUMENTO DE DEFENSAS CONTRA PATOGENOS EN PLANTAS

Resumen

La iﬁvencién se refiere a un procedimiento para el aumento de defensas
propias de la planta mediante el tratamiento con cloronicotinilos. Los
cloronic;otinilos éondpcen independientemente de combatir insectos a una
buena proteccién de la planta frente a daflos por agentes patégenos fungicos,
bacterianos o viricos. La d‘efensa contra agentes patogenos se realiza
mediante induccion de proteinas PR como consecuencia del tratamiento con al

menos un cloronicotinilo.
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Uso de al menos un compuesto seleccionado de la clase de los cloronicotinilos de formula (1)
. f
Hétvnm/n ¢y
X
en la que
Het representa un heterociclo sustituido respectivamente dado el caso una o varias veces con
flaor, cloro, metilo o etilo, seleccionado del siguiente grupo de heterociclos:
pirid-3-ito, pirid-5-ilo, 3-piridinio, 1-oxido-5-piridinio, 1-oxido-5-piridinio, tetrahidrofuran-3-ilo,
tiazol-5-ilo,
A representa alquilo C;-Cs, -N(R')(R?) o S(RY),
en las que
R’ representa hidrégeno, alquilo C4-Cg, fenil-alquilo C4-C,, cicloalquilo C5-Ce, alquenilo
C»Cs 0 alguinilo C2-Ce, ¥
R? representa alquilo C,-Cs, alquenilo C-Ce, alquinilo C;-Cs, -C(=0)-CHj, o bencilo,
R representa hidrégeno, alquilo C,-Cs, alquenilo C,-Cg, alquinilo Cx-Cs, -C(=0)-CH; o
bencilo o junto con R? representa uno de los siguientes grupos:
-CHz-CHa-, -CH,-CH>-CHy-, -CH;-0O-CHg-, -CH,-S-CHy-, -CH2-NH-CHj-, -CH,-N(CH3)-CHy, ¥
X representa N-NO;, N-CN o CH-NO,, dado el caso en combinacion con uno o varios de otros
principios activos de proteccién de plantas para el aumento de las defensas propias de la
planta.
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Doctor{a)
DELGADO VILLEGAS JAIME EDUARDO

REFERENCIA Radicacidn No. 08 29232
Sclicitud internacional PCT/EP2006/009072
Fecha inicio fase nacional 21/04/2005
Tramite : 11
Evento 378
Actuacidn 430
Oficio No. 8’F4’]

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes {PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisidn 486,

2. La solicitud no contiene el poder debidamente ctorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Codigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documentc que acredita la
existencia y representacidn legal de la sociedad seclicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulc 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimientce, la sclicitud se
considerari abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente
e), del capitulo

io conforme a lo dispuestc en el numeral 5.2, literal
tulc primerc de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA/JCESPEDES DE VERGEL
Jefe de la diivisidn de Nuevas Creaciones

E1l antex yor requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

Fecha 2.3-MAYD 2008

jEernand




