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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erhéhung der Wirkung antiphytoviraler Pflanzenschutzmittel. Diese wird
erfindungsgemaR dadurch erreicht, daB in 1-Position durch H, Alkyl bzw. Aralkyl substituierte
2-Alkyl-glycero-3-phosphocholine, in denen die Lange der zweistandigen Alkylkette zwischen 7 und 21 C-Atomen
schwanken kann, antiphytoviralen Pflanzenschutzmitteln zugesetzt werden. Hierdurch werden deren antiphytovirale
Wirkungen synergetisch erhoht. Es kommt zu einer so starken Verminderung der Virusreplikation, daf in praxi
Neuinfektionen zu einem hohen Prozentsatz eliminiert werden kénnen, wodurch eine spirbare Verbesserung von
Pflanzgut vegetativ vermehrter Pflanzen einschlieBlich von Regeneraten aus Meristemkulturen erreicht wird. Ebenso
kénnen virusbedingte Ertragsdepressionen in starkerem Umfang als durch die einzelnen Mittel vermindert odér sogar
ganzlich vermieden werden. Das Spektrum der beeinfluBbaren Viren wird erweitert. Der Ausbildung
priparateresistenter Viren wird entgegengewirkt.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Wirkungsverstirkung antiphytoviraler Pflanzenschutzmittel, dadurch gekennzeichnet, daR® 1-substituierte
2-AIkngchero-3-phosphocholine der allgemeinen Formel
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in der F(1 H Alkyl sowie Aralkyl undn? blS 21 bedeuten antiphytoviralen Préparaten zugesetzt werden, wobei die
Molverhiitnisse je nach Virus-Wirtkombination zwischen 10°:1 und 1073:1 variieren konnen.

2. Verfahren nach Anspruch Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die Kombinationspartner in einer Préparation vereinigt sind
oder daf3 getrennt Prdparationen vor dem Ausbringen auf die Pflanzen in Tankmischungen vereinigt werden, wobei die
jeweiligen Praparationen neben den erfindungsgemaéBen Wirkstoffen auch Tenside, Haftmittel und/oder weitere
Formulierungsmittel enthalten.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erhéhung der Wirkung antiphytoviraler Verbindungen, die als Pflanzenschutzmittel
angewendet werden sollen. Angesichts der gro3en Ertragsverluste, die durch Viren bei vielen landwirtschaftlichen und
gértnerischen Kulturpflanzen, z.B. bei Kartoffel, Zuckerriibe, Tomate, Tabak und zahireichen Leguminosen hervorgerufen
werden, ist es dringend erforderlich, die sogenannten klassischen, zumeist indirekten MaRnahmen der Virusbekdmpfung, zu
denen z.B. Selektion erkrankter Pflanzen, Bekdmpfung der Virustbertrager und QuarantdnemaBBnahmen gehéren, durch
hochwirksame Verfahren der antiphytoviralen Chemotherapie zu ergénzen, um hohere und stabilere Ertrége zu erreichen.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

In den letzten Jahren ist eine grofere Anzahl von Praparaten aufgefunden bzw. entwickelt worden, die die Vermehrung von
Pflanzenviren hemmen. Zu diesen gehoren Analoga von Purin- und Pyrimidinbasen bzw. von entsprechenden Nucleosiden und
Nucleotiden, Antibiotika aus Mikroorganismen oder héheren Pflanzen, Polyanionen, substituierte Triazine und hydrierte
Triazine, Harnstoffe und Carbamate, Thioharnstoffe, Guanidine, bestimmte Verbindungen mit Azinstruktur, Thiadiazole und
Oxazole. Eine Ubersicht hieriber ist u.a. in der Patentschrift DD-PS 157662 gegeben. In letzter Zeit sind dariiber hinaus
antiphytovirale Alkyl- und Arylsulfonate (DD 216610 A1vom 19.12.1984), a-Benzylithiocarbonyliminoverbindungen (DD 221911
A1vom 8.5.1985), Alkyl-Lysophospholipide (DD 222491 A1 vom 22.5. 1985), Lipidextrakte und daraus isolierte Fraktionen, die
bei der Fermentation von Kohlenwasserstoffen aus Hefebiomassen gewonnen werden (WP A 01 N/02650507 vom 16.3.1984),
durch partielle Hydrolyse entsprechender Phosphatidfraktionen gewonnene antiphytovirale Verbindungen (WP A 01 N/2650515
vom 9.7.84) sowie Rhamnolipide (WP C 07 C/267 1046 vom 7.9.84) bekannt geworden. Noch immer bedarf die antiphytovirale
Chemotherapie jedoch dringend der Weiterentwickiung.

Einerseits sind noch wirksamere Préparate wiinschenswert. Daruber hinaus wirkt jede antiphytovirale Verbindung nur gegen
eine begrenzte Anzahl von Viren, wie das dhnlich bei Fungiziden und Insektiziden beziiglich ihrer Wirkung gegen Schadpilze und
Schadinsekten seit langem bekannt ist. Bestimmte Problemviren werden noch immer kaum chemotherapeutisch erfaft.
SchlieRlich ist infolge der starken Mutabilitat einer groBen Zahl von Pflanzenviren zu beflirchten, daR sehr rasch gegeniiber den
antiviralen Préparaten resistente Virusformen entstehen.

Einen Weg zur Steigerung der Wirksamkeit antiphytoviraler Préparationen sowie zur Erhdhung der Anzahl der erfaBten Viren bei
gleichzeitiger Verminderung der Gefahr fiir die Entstehung von resistenten Viren stellt die Erzeugung eines synergetischen
Effekts durch Kombination von zwei und mehr antiphytoviralen Verbindungen dar. Beispiele fiir synergetische Steigerung
antiphytoviraler Aktivitdten durch Kombination verschiedener antiphytoviraler Praparationen mit 2,4-Dioxohexahydro-1,3,5-
triazin sind in den Patentschriften DD 153953 vom 17.2.82 und DD 160762 vom 7.3.84 angefiihrt. Die entsprechenden
Méglichkeiten der Wirkungsverstérkung antiphytoviraler Préparationen sind jedoch bei weitem noch nicht ausgeschépft.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, die Wirksamkeit der antiphytoviralen Chemotherapie weiter zu verbessern und gleichzeitig
durch Mutation der Viren die mégliche Ausbildung von préparatenresistenten Virusstimmen zu erschweren, ferner die
Effektivitat von Verfahren zur Gewinnung virusfreien Zuchtmaterials vegetativ vermehrter Pflanzen zu erhéhen, indem geeignete
antiphytovirale Priaparate in Kombination zur Anwendung kommen, wobei die erzielten Synergismen bezliglich ihres Umfanges
die bisher vorgefundenen lberschreiten solien.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Stoffe aufzufinden, die aufgrund ihrer chemischen Struktur in der Lage sind, die
Wirksamkeit hochaktiv antiphytoviraler Préparate, z. B. von Analoga von Kataboliten von Pyrimidinbasen, wie 2,4-
Dioxohexahydro-1,3,5-triazin, von Analoga von Anaboliten von Purinbasen, wie 1-B-D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid
(Ribavirin), oder von Alkansulfonaten wesentlich zu verstarken und hierdurch

— die Effektivitit der Virusfreimachung von Zuchtmaterial der Kartoffel im-Wege der-Meristem-(SproRspitzen-)kultur weiter zu
erhéhen;

— die Zahl der natiirlichen Neuinfektionen, z.B. durch virusiibertragende Insekten, weiter zu vermindern und hierdurch bei der
Kartoffel sowie anderen vegetativ vermehrten Pflanzen die Anzahl virusinfizierter Knollen bzw. anderweitiger
Fortpflanzungskérper zu verringern, um auf diese Weise den Gesundheitszustand des Pflanzgutes und damit die
Voraussetzungen fir gute Ernten im folgenden Jahr wesentlich zu verbessern;

— die Virusvermehrung weiter zu verlangsamen und hierdurch die virusbedingten Ertragsdepressionen des Erntegutes weiter
zu verringern;

— die Zahl der mit einer Praparation chemotherapeutisch erfaRbaren Viren und damit die Effektivitdt der antiphytoviralen
Chemotherapie zu erhéhen.

Die Aufgabe wird erfindungsgeméR dadurch geldst, da 1-substituierte 2-Alkyl-glycero-3-phosphocholine der aligemeinen

Formel

CH,~0-R

'(lJHO(CHZ),iéC}IB
| cﬁzt}PQGHQCHég'{(CH;B)B |
0 o~ )

in der R' fiir H, Alkyl, Aralkyl und n fiir 7 bis 21 stehen, in geeigneter Weise mit antiphytoviralen Préparaten, wie z.B. 2,4-Dioxo-
hexahydro-1,3,5-triazin, 1-8-D-ibofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid (Ribavirin) oder Alkansulfonaten kombiniert in
Anwendung gebracht werden, wobei die zu kombinierenden Wirkstoffe mit inerten Verdiinnungsmitteln sowie mit geeigneten
Formulierungsmitteln versetzt und zu Spritzpulvern, Pasten, Emulsionskonzentraten usw. verarbeitet werden kénnen. Es hat
sich als vorteilhaft erwiesen, wenn der Wirkstoffgehalt 10 bis 90% des Kombinationspraparates ausmacht, das kurz vor der
Anwendung mit Wasser zu Spritzbrithen bzw. bei gut wasserlgslichen Verbindungen zu Spritziésungen dispergiert wird. Das
molare Verhaltnis, in dem die beiden Kombinationspartner zueinander stehen, schwankt je nach der zu behandelnden Virus-Wirt-
Kombination zwischen 10%1 und 1073:1.
Die erfindungsgeméaRen Synergisten kénnen mit dem jeweiligen antiphytoviralen Pflanzenschutzmittel in einer gemeinsamen
Praparation kombiniert sein, die dartiber hinaus Tenside, Haftmittel und/oder weitere Formulierungsmittel enthalten kann. Der
erfindungsgemaéie Synergist kann jedoch ebenso wie das jeweilige antiphytovirale Pflanzenschutzmittel auch getrennt zu
Praparationen verarbeitet werden, die jeweils Tenside, Haftmittel und/oder weitere Formulierungsmittel enthalten kénnen. In
diesen Fallen kénnen die beiden Préparationen so gestaltet sein, daf sie vor der Ausbringung auf die Pflanzen in
Tankmischungen vereinigt und dann rationell gemeinsam ausgebracht werden. Dabei wird bei Herstellung der Tankmischung
. das therapeutisch erforderliche Molverhéltnis (s.0.) eingestellt. '

Ausfithrungsbeispiele

Die Erfindung soll nachstehend an fiinf Ausfihrungsbeispielen néher erldutert werden.

Zur Kennzeichnung der erfindungsgemaBen Wirkungsverstarkung antiphytoviraler Pflanzenschutzmitte! wurden vor allem
Ganzpflanzentests an Solanaceen bzw. Leguminosen, besonders an Nicotiana tabacum L. ,Samsun’ (Tabak) und Pisum sativum
convar. speciosum (Dierb.) Alef,Nadja’ (Erbse) herangezogen. Als Testviren fanden hdufig und stark schadigende Pflanzenviren
Verwendung, und zwar das Kartoffel-X-Virus (= potato virus X = PVX), das Kartoffel-Y-Virus (= potato virus Y = PVY), das
Tabakmosaikvirus (= tobacco mosaic virus = TMV) und das multikomponente Rotkleescheckungsvirus (= red clover mottle
virus = RCMV), dessen Genom auf mehreren Viruspartikeln verteilt ist, wodurch sich Erschwernisse bei der antiphytoviralen
Chemotherapie ergeben kénnen. Die Viren wurden unter Verwendung eines Abrasivums (Karborundpuder, KorngréBe 500) in
untere Blétter inokuliert. Jeweils 2 Tage vor und 2 Tage nach der inokulation wurden die einzelnen Praparate oder Synergisten
bzw. die Kombinationen von Praparat und Synergist unter Zusatz von 0,2% Fekama-Haftmittel 3x bis zur Tropfnéasse bespriiht.
Bei Pisum sativum erfolgte die Behandlung 1 Tag vor und 1 Tag nach der Inokulation. Die aus den Ausfiihrungsbeispielen
ersichtlichen Konzentrationen sind in Vorversuchen ermittelt worden. Die Kontrollen wurden mit Wasser unter Zusatz von 0,2%
Fekama-Haftmittel bespriht. 5 bis 7 Tage nach der Inokulation wurde die Viruskonzentration im obersten inokulierten Blatt und
12 bis 20 Tage nach der Inokulation in hoher inserierten Blattern, die vom obersten inokulierten Blatt durch mindestens 2 Bléatter
getrenntwaren, serologisch im Prazipitationstropfentest unter Anwendung der Verdinnungsendpunktbestimmung (Beispiele 1,
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3und5; Beschreibung aller Testmanipulationen bei G. SCHUSTER, Archiv Phytopath. u. Pflanzenschutz 13,1977,231-241), bzw.
mittels Rocket-Immunelektrophorese (Beispiel 2; Testbeschreibung bei J. KROLL, Zbl. Mikrobiol. II, 140, 1985, 225-230) ermittelt.
Im Falle RCMV-infizierter Erbsenpfianzen wurden die ganzen Pflanzen 11 Tage nach der Inokulation geerntet und der Virusgehalt
mit dem serologischen Ringtest (Bsispiel 4; Testbeschreibung bei S.KLUGE u. K. MARCINKA, Acta virol. 23, 1979, 148-152)
bestimmt. Jedes Versuchsglied umfaRte mindestens 10 Einzelpflanzen, bei denen die Viruskonzentration jeweils getrennt
ermittelt wurde. Aus den Einzelergebnissen wurde fiir jedes Versuchsgilied der Mittelwert gebildet. Diese mittleren
Viruskonzentrationen sind in den Beispielen relativ zur Kontrolie angegeben. Die Signifikanz der zwischen Kontroile bzw.
anderweitigem Bezugswert und Versuchsgliedern vorgefundenen, in Relativwerten zum Ausdruck gebrachten Differenzen
wurde im t-Test geprUft. Das Priifergebnis wurde neben den in Prozentsétzen zum Ausdruck gebrachten Differenzen in den
bekannten Symbolen angegeben:

1p>5%
+35°/t>2p>1%\
*11%=p>01%
H01%=p

p = Uberschreitungswahrscheinlichkeit.
Beispiel 1 zeigt, daR durch erfindungsgemaRe Synergisten die Wirkung sehr geringer Mengen von DHT {2,4-Dioxohexahydro-
1,3,6-triazin) sowohl im inokulierten als auch im sekundir infizierten Blatt betrachtlich verstirkt wird. .

Beispiel 2 15Rt erkennen, daR die erfindungsgemaRen Synergisten auch die Wirkung des DHT gegenuber dem schwierig zu
bekémpfenden Kartoffel-Y-Virus betrichtlich verstérken, was infolge der starken Verbreitung des Virus und der groRen, durch
dieses Virus verursachten Schiden von besonderer Bedeutung ist und einen erheblichen Fortschritt zum bisherigen Stand
erbringt. :

Beispiel 3 macht deutlich, daR auch die Wirkung des DHT gegen das gegenuber antiphytoviralen Praparaten und anderweitigen
Chemikalien sehr widerstandsféhige Tabakmosaik-Virus durch Zusatz der erfindungsgeméBen Synergisten gesteigert wird.

Beispiel 4 zeigt, daR die Wirkung von DHT gegen das multikomponente Rotkleescheckungsvirus durch die erfindungsgemaRen
Synergisten betrichtlich gesteigert wird. Hierdurch ergibt sich ein beachtenswerter Ansatz zur Chemotherapie der
weitverbreiteten, haufig multikomponenten Leguminosenviren, die die Ertrige der eiweilreichen Nahrungs-und Futterpflanzen
zur Zeit betréchtlich schmélern.

Beispielsreihe 5 zeigt, daR die erfindungsgemé&Ren Synergisten nicht nur die antiphytovirale Wirkung von DHT, sondern auch
diejenige verschiedener anderer bedeutsamer antiphytoviraler Verbindungen, wie z.B. 1-B-D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-
carboxamid (= Ribavirin) sowie von Alkanmonosulfonaten (Alkankettenldngen C9 bis C16) vor allem in sekundar infizierten
Blattern betréchtlich verstirken. Dabei ist besonders bedeutsam, daR die Wirkung des sehr teuren Ribavirin in einem MaRe
verstérkt wird, da® zur Behandlung eines Hektars landwirtschaftlicher Kulturfliche nunmehr 169 Ribavirin ausreichen.

Beispiel 1:
Konzentration des Kartoffel-X-Virus (PVX) in primér infizierten (inokulierten) und sekundar infizierten Blattern des systemischen
Wirtes Nicotiana tabacum L. ,Samsun’ in Relativwerten (Viruskonzentration der unbehandelten Kontrolle = 100%) nach
Behandlung mit DHT (1:0,5; 11:0,25m mol), einem erfindungsgemé&Ren Synergisten (2—Hexadecyl-glycero-3-phosphocholin, 1:1;
11:0,7m mol) und einer Kombination von DHT und Synergisten; Virusgehaltsbestimmung serologisch im
Prézipitationstropfentest durch Endpunktbestimmung; Verdii nnung jeweils 1:1 mit physiologischer Kochsalzlgsung

relative Viruskonzentration (Kontrolle = 100 %)

priméarinf. Blatter sekundér inf. Blatter

| 1l | Il
unbehandelte Kontrolle (K) 100 100 100 100
DHT gegeniiber K 28%+ 66" 6" 18%++
erf. gem. Synergist gegentiber K 44+ 100° 23+* 140
Kombination gegentiber K 18*+++ 54*+ 2+* gt
Kombination gegentiber DHT 64* 82 33+ 42+
Kombination gegeniiber erf. gem. Synergist 41++ 54* g+t A

Beispiel 2:

Konzentration des Kartoffel-Y-Virus (PVY)in primérinfizierten (inokulierten) und sekundar infizierten Blattern des systemtischen
Wirtes Nicotiana tabucum L. ,Samsun in Relativwerten (Viruskonzentration der Kontrolle = 100%) nach Behandlung mit DHT
(10m mol), einen erfindungsgemaRen Synergisten (2-Hexadecyl-glycero-3-phosphocholin, 1m mol) und einer Kombination von
DHT und Synergisten: Virusgehaltsbestimmung mittels der Rocket-Immunelektrophorese i
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relative Viruskonzentration (Kontrolle = 100 %)

: primdr inf. Blétter sekundérinf. Blatter
unbehandelte Kontrolle (K) 100 100
DHT gegeniiberK 62" 46"
erf. gem. Synergist gegeniiber K 73* 7t
Korbination gegeniiberK _ . 48*++ i s
Kombination gegeniiber DHT 77* 67"
Kombination gegeniiber erf. gem. Synergist 66" a4+t

Beispiel 3:
Konzentration des Tabakmosaik-Virus (TMV) in primér infizierten {inokulierten) und sekundér infizierten Blattern des
systemischen Wirtes Nicotiana tabacum L. ,Samsun’ in Relativwerten (Viruskonzentration der Kontrolle = 100%) nach
Behandlung mit DHT (10m mol), einem erfindungsgemiRen Synergisten (2-Hexadecy!-glycero-3-phosphocholin, 1m mol) und
einer Kombination von DHT und Synergisten. Virusgehaltsbestimmung serologisch im Prazipitationstropfentest durch
Endpunktbestimmung; Verdiinnung jeweils 1:1 mit physiologischer Kochsalzlésung

relative Viruskonzentration (Kontrolle = 100 %)

primar inf. Blatter sekundarinf. Blatter
unbehandelte Kontrolie (K} 100 100
DHT gegentiberK 64 87
erf. gem. Synergist gegentiber K 64 100
Kombination gegeniiber K 50 81
- Kombination gegenliber DHT 78 83
Kombination gegenliber erf. gem Synergist . 78 8T

. Beispiel 4: .
Konzentration des Rotkleescheckungs-Virus (RCMV) in Blattern des systemisch infizierten Wirtes Pisum sativum convar.
speciosum {Dierb.) Alef ,Nadja’ in Relativwerten (Viruskonzentration der Kontrolle = 100%) nach Behandlung mit DHT
{10m mol), einem erfindungsgemaifRen Synergisten (2-Hexadecyl-glycero-3-phosphocholin; 1m mol) und einer Kombination
von DHT und Synergisten. Virusgehaltsbestimmung serologisch mittels des Ringtestes durch Endpunktbestimmung;
Verdiinnung jeweils 1:1 mit physiologischer Kochsalzlésung
) relative Viruskonzentration (Kontrolle = 100 %)

unbehandelte Kontrolle (K) 100
DHT gegentiber K 62*
erf. gem. Synergist gegentiber K BO**
Kombination gegeniiberK 28+
Kombination gegeniiber DHT 457
Kombination gegeniiber erf. gem. Synergist 56*

- Beispiel 5 :

Verstérkung der antiphytoviralen Wirkung des Ribavirin {1-8-D-Ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid und von

Alkanmonosulfonaten (Alkanketteniangen C9 bis C 16) gegentiber dem Kartoffel-X-Virus durch 2-Hexadecylglycero-3-

phosphocholin in primér infizierten (inokulierten) und sekundir infizierten Blattern des systematischen Viruswirtes Nicotiana

tabacum ,Samsun’. Virusgehaltsbestimmung serologisch im Prazipitationstropfentest (vgl. Beispiele 1 und 3).
Verminderung des Virusgehaltes auf % (Kontr. = 100)

Ribavirin Alkanmonosulfonate

inok. BI. sek. infiz. BL. ‘ (0,5 %)

2x10™*mol 10™*mol 2% 10™*mol 10™*mol inok. Bl sek. infiz. B.
Kontrolle (K) 100 100 100 100 100 100
Préparat allein gegentiiber K 100 103 2%+ 62*++ 97 1M1
Lysolectihin 1 mmol allein gegeniiber K 90 90 82* 82+ 90 14
Kombination gegeniiber K 90 - 87 13+ a4+ 103 86"
Kombination gegeniiber Priparat 90 87 59 77 105° 75+
Kombination gegeniiber Lysolecithin 100 97 16%++ 54** 114 77+

* molare Angaben nicht moglich, da Substanzgemisch




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

