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*Procedimiento pare la obtencidn de nueves fungicidas™.

BRI SIS

PABST BREWING COMPANY, entidad nortesmericana, residente
en Merchaendise Mart Plegza, Chicago, Estado de Illinois,

Estedos Unidos de America.

Este invento se refiere a nuevoe y dtiles fungi~

cidas (antihongos), & procedimientos para.su preparacidén,

¥ & empleos de estos productos.:

Este invento se relucionaroon

doe fungicidas s

los que se han dado nombres arbitrarios, phytosctin y phye

tostreptin, respectivamente. Se relaciona también con la

obtencidn de estos nuevos fungicidas por fermentacién, con

métodos para su recuperacién de los celdos de fermentacidn,

oon procesos pars su purificacidn, y métodos para la prepse

racidn de pue sales sctives y complejas.

Este inventoc come
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prende dentro de su alcance, estos mmevos fungicldas

en forma diluida, como concentrados brutoe y como pree
paraciones purificadas, Este invento comprende tem=
bién nuevos usos para estos fungicidas.

P H Y T O A CTTITHN

El phytoactin es un polipéptido sin grupo
terminal amfnico libre, como se indica a contimuecidén
por sus propledades quimicas y ffsicas. Constituye
un tanino sélido y muy ligero y es soluble en metancl,
etanol, isopropsnol, nsbutanol, cloroformo, acetona,
metilisobutil, ketone, dioxano, tetrahidrofuranc,fore
‘memida, cloruro de etileno y solucién normal de hidréas
xido s8dicoy Es indoluble en eter de petrSleoc ( 30w
60¢ C.), benceno y acetato de etilo, y ligeramente sow
luble en éter dietflico, solucién normal de HCLl y agua.i

El phytoactin de un ensayo positivo con pere :
manganato, y negativo con antrona, cloruro férico y losr
ensayos de Molisch y ninhidrin, No proporcions color '
alguno con écido sulfirico concentrado y frfo. Se pre«
cipita de las soluciohees metanflicas acuosas por el
sulfato aménico, cloruro célcico, cloruro ciprico,ace~ !
tato de plomo, cloruro mercdrico, cloruro sddico, cloe
ruro de zinec, dcidos pferico, salicflico, fosfoiingm
tido y tricloroacético, naranja de metilo y sal de Reiw !
necke. ”

El phytosctin proporcions también un ensayo %
positivo con el biuret, y enseyos negativos pbr los f
procedimientos de Millon, Liebermann Buchrad, Maltol,
Pauly, Ehrlioh (dimetilaminobenzaldehido); ¥y Sakaguchi.

Ia naturaleza de polipéptido de este antibib- .
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tico, se reveld por hidrélisis con HC1l 6N, EL hidrow
lizado, shora ninhidrin positivo, se analizé utilizane

do técnicas bidimensionales de cromatograffa con papel.

La presencia de por 1o menos ocho componentes ninhidrine

positivos, qued§ demostrada; de ellos se identificaron

(0 isoleucina), arginina, glicina y serina.
El phytoactin (en solucién metanélica) es ese
table para el calor y no se altera despufs de calentar=

ge slete dfas a 402 C. o0 3 horas a 652 O, Be dislizable

4

3

a través de menbrans de celofans (metanol scuoso al 30%).

No es digerido por la pepsina, tripsina, proteassa bace

terial del Bacillus subtilis purificada por el método

Pabst, o proteasa fungal del Aspergillus oryzee puri-

ficada por el migmo método. Bl phytoactin ascusa una
enérgica sbsorcidn extrema en las regiones inferiores
del ultravioleta, sin miximos acusados en la regf{én de
230 « 410 mu. Las determinaciones se realizaron en mea
tanol (100 ug/ml.) con un espectrofotémetro Beckman DU,
EL phytoactin presenta un mimero de bandas
de absorcidn caracterf{stica en la regién infre-roja,
cuando se halla disuelto en cloroformo, las mas sige
nificativas de las cuales se encuentran eis las frecuens
cias siguientes (expresadas en micrones): 2,92, 3,04,
3,38, 3,43, 3,48, 5,72, 6,03, 6,54, 6,87, 7,06, 1423,
7,56, 7,72, 7,80, 8,05, 8,24, 8,68, 9,39, 9,43, 30,07,
10;30,10,72, 10,80, y 11,00, El espectro se obtuvo en
un espectrofotémetro pars infra-rojos Perkin-Elmer, mow
delo 21 de doble rayo, n® de serie 760 (genancis 5,0,
repuesta 1,0, velocidad 5,0, supresién 3,0).

§



-}

10

15

20

25

[

58251

Con objeto de eliminar la absorcién del clow
roformo disolvente, el espectro de absorcidn infraeroe+
Ja del phytoactin, se obtuvo también en una bolita de

bromuro de potasio, en un espectrofotémetro Baird, Moe

‘delo 455 I.R. ZExiste un cambio relativamente reducie

do con respecto a ia determinacidn en solucidn cloro-
férmica. El phytoactin muestra bandas enétgicas de abe
sorcién en las posiciones siguiente, caracterfsticas
del enlace péptido, expresadas en micrones y, entre pae
réntesis, en nimero de ondas en recfproco de centfmes
tros: 2,77 » 3,07 (3600 » 3250), 3,33 « 3,42 (3000 =
2925), 5,87 = 6,24 { 1700 « 1600), y 6,42 & 6,70 (1560
« 1490), Otras bandas acusades de absorcién se presen-
tan a 6,0 « 6,07 (1670 = 1640), 6,83 & 6,90 (1470 «
1450), 7,20 = 7,35 (1390 & 1360), 1,57 = 7,93 {1320 «
1260), ¥ 9,25 « 9,43 (1080 »I060) (muy d8bil)y

El phytoactin es Spticamente activo: levorrow
tativo (o )%Se 862 (C = 1, metanol)., Se obtavteron
loe siguiente dstos de titulacién electromStrica (tias
tulacién iniciads desde la fase &cida):

Disolvente Pk Peso equivalente Notas

Agua 2,4 400 & 500 mols/gramo sin grupo
amino libre

Metanol T0% 3,4 3000 mols/gramo sin grupo

amino libre

El phytoactin presenta un punto de fusidn ine

definido gque empiezs & unos 1502 G, y funde con descom=
posicién aparente. Ios mérgenes de fusidn se determiw
naron en un tubo capilar cerrado en un bafio de acelte

como sigue: 154 = 162° C., 148 = 1682 C. § 148 » 171eC,
El endlisis elemental del phytoactil propore
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TABLA I: Datos cromatogrédficos para el phytosctin
Tiempo
Duracién
Flstema -4 Notas, ‘Horas
nebutanol saturado de agua 0,96 Mancha bien definida 16
nebutanolefcido acético~-agua(2-1<1) 0,94 " v " 16
nnbutaﬁol-piridinanagua {1-0,6«1) 0,97 om " " 16
clorurc eménico seuoso 3% 0,02 " " "
goetons acuosa 50% 50,52 residuos
0,94 Mancha bien definidsa
yenceno-fcido aceticowagua
(2-2«1, fase orgénica) 0,18 residuos 16
butenol terc,-fcido ac&tico- :
agua(T4w3=25) 0,89 Manche bien definida 28
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15

Los datos ocromstogréficos para el phytosotin

son compatibles con la solubilidad desusads de este come

puesto polipéptido, en disolventes de la serie grasa, tae %

les como acetons, metilisobutilketona, y cloroformos
El phytoactin es especialmente eficaz contra
los hongos. Tiene tanbién propledades antibacterianas,
En la Tabla II se indica su espectro "in vitro" contra
una serie de hongos y bacterias, Estos ensayos se regs
lizaron en tﬁbos inclinedos utilizando como medio agar
con distintas concentractones del antibiético, en las
proporciones de 0,01 & 197 miocrogramos por centimetro
cubico., Para todos los ocultivos de hongos, se utilizd
agar con dextrosa de patata. Paras la ¢€andide slbicans
¥ los cultivos bacterianos, se utilizé agar con semilla
de Penassay., Para los dermatofitos Epidermophyton floe-

cogum, Mlicrosporum gypseum y Iricophyton mentegrophytes,

se utiliz§ agar con maltoss Saboukaud.
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Los medlos & base de agar se inocularon con los respec- é
tivos organismos de ensayo y se incubaron a 289 C,, hase |
ta que el tubo de control, que no caontenfa antibidtico,
acusd un buen crecimiento (eproximadamente 2«4 dias pa=
ra los cultivos de hongos y 1 4ia para Q. albicans ¥y
los cultivos bacterianos). BSe observa ' la concentrae
cién de inhibiocién de phytoactin para oada uno de estos
organismos., El periodo de incubacidn se continué luew
go durante 4 dfes y se realizaron dos lecturas adicioe
nales de inhibicién, = los 2 &fse y a los 4 dfas ress
pectivamente (después de la lectura inicisl). Un cule
tivo Endoconidiophors fagscesarum {(Cerstocystis faga«
cearum), el agente causativo del agoetamiento del roe
ble, se incubd durante un perfodo adicional de 4 semsnas, :
gin cambid en el nivel inhibitivo del phytoactin (0,3
Jig POr c.c.)e Los intentos reslizados psra aislar el E,
fagacearum (C. fagacearum) de los niveles inhibidos,res

sultaron infructuosos, Otro cultivo, ceratostomella ule

mi (ceratosystis ulmi), sgente causativo de 1ls enfermee

ded del &lamo Holandes, se incubd también durante 4 se-
menas adicionales sin ninglin cambié en el nivel inhibi-
tivo del phytoasctin (0,8.ug. por c.¢.). Resultaron ine
fruetuosos los inientos reslizados para alslar el €. ule

mi de los niveles inhibidos. {




10

15

20

25

30

TABLA II: Espectro antimicrobiano del phytosctin "in vitro"

Cultivo inhibido & la concentra-
0ién indicada ( ug./c.C.)

» Después del
Cultivoe inicial,.

Alternaria dianthi

Alternaria solani

Botrytis gladiolorum

Botrytie cineres

Ceratostomella ulmi
{Ceratooystis ulmi)

Collectotriohum cireinang

Diplodia zeae

Endoconidiophora fagacearum
(Ceratocystis‘fagacearum)

Bndoconidiophora fimbriata
{Ceratocystis fimbriata)

Endothia parastica

Fusarium oxy. f. dianthi SA

Fusarium oxy f. gladiold

Fasserium roseum

Gibberelle zeae
Glomerelle cingulata

Hdhminthqsporium gativum

Helminthosporium vigtoria

Macrophominia phaseoli

Phytophthora cinnomomi
Pythium sp. No. 389

Hhizoctonia golani

YV

crecimiento gegéigs geg;gzg
0.8 2.4 7.3
0.8 0.8 0.8
2.4 2.4 2.4
0.8 2.4 2.4
o}a 0.8 0.8
0.8 o}e 0.8
o}s 2.4 Te3
0.3 0.3 0.3
0.8 0.8 0.8
0.8 o}a 2.4
2.4 2.4-197%  2.4-197"
0.8 7.3 2.4-197%
2.4 7.3 7.3
7.3 22-197* 197"
0.3 0}8 0.8
0.8 o;e 0.8
0.8 0.8 0.8
2.4 2.4 2.4
7.3 22.197%  22-197%
2.4 22 22
2}4 2.4 2.4
0.8 0.8 0.8

Selerotina fructicola
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TABLA II: Espectro antimicrobﬁﬁnﬁidégjggéiéiLtin "in vitro

(continuacidn)

Cultivo
Ustilage sphaerogena

Verticillium albo-atrum

Candide slbicans

Epidermophyton floccosum

Microsporum gypseunm
Irichophyton mentagrophytes

Bacillus csreus

Bacillus cereus wvar. mycoides

Bacillus Megatherium

Baeclllus subtilis

Esoherichlia coli

Microcqccus flavus

Micrococcus pyogenes
var, aureus

cobacterium tuberculosis
0. 607

Sarecina lutea

Fomes ignisrius o
var. populinus

Fomes igniarius

Fomes everha:tii

Poria Obligua

Polyporus _glomeratus

Cultivo inhibido & la concen-~

tracién indiceda ( mg./c.c.)

o

Después del

crecimiento 2 diag 4 dias
inicial, después despuds
2.4 2;4 2.4
0.8 2.4 2.4
2.4 2.4 2.4
0.8 0.8 2.4
2.4 2}4 2.4
0.8 0.8 0.8
743 22 22
7.3 22 22
.3 7.3 7.3
22 22 22
>197** % S 197 s197
2.4 2.4 2.4
7.3 22 22
>197*** s197  >197
7.3 22 22
<0.03 0.03 0.03
0.03 0.09 0.09
0.27 0.27 oQ27
0.09 0.27 0.27
0.03 0.09 0,27

#  Inhibicidén parcial del cultivo

w % Lectura de inhibicidn realizada cuando o3 ol
trol acusa un buen crecimiento, °°rrientenggz gf4i§:s.

wwxInhibicidn nula a este nivel.

§

3
:
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En estudios realizedos en invernfculos, el
phytogsetin ha demostrado ser un fungicida eficaz para
el control de enfermedades de las plantas, tales como
el tizén premsturo y tardio del tomate, la roya de les
judfas y el tizén de 1la hoja del trigo; estas enferme-
dades son producidas, respectivamente, por: Alternaria
gsolani (Ell. & Mort,) Jones & Grout, Phytophthora ine
festans (Mont,) de Bary, Uromycee phasebli (Pers,) Wint.

¥ Puccinis rubigo -vers (DC.) Wint.,

El phytosctin se forma durante el cultivo de

un microorganismo de la familia de los Streptomycetacess, |

especfficamente, una variedad del la especie Streptmyces

Hygroscopicuse Un cultivo de una variedad de microorga-
nismo que se aigld de terreno de los Estados Unidos y
produce phytoactin, se ha depositado en la coleccidn de

cultivos del Servicio de Investigacidn Agronémica del

Departamento de igricultura de los EB,UU., Divisién Sepe

tentrional de Utilizacién, Investigmecidn y Desarrolo,
Peoria, Illinoils, U.S.Asy ¥ 81 cultivo se le ha asigna=-
do el n? NRRL 2752 en la coleccidn de cultivos. Ia vae
riedad se denomina en esta Memoris Streptomyces hygrose
copicus NRRL 2752, o sencillamente NRRIL 2752, las ca~
racter{sticas de este organismo son las indicadeas en la
deseripciKn siguiente:
Btreptomyces hygroscopicus NRRL 2752

El organismoc NRRL 2752 produce esporoforosg ese
pirsles, y las esporas que varian de ligeramente ovalae
des & esféricas, miden de 1 £ 1,5 mimras de diémetro.
Las caracter{sticas de crecimiento del organismo se ob-

servaron siguiendo le incubacién en los medios de diag=

SO

L X P 0 T A DTGB Y A
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néstico o ensayo, & continuacién indieados,:durante 23

dfas a 28¢eC, y se tomé nota de todas las modificaciones

en las caracter{sticas de crecimiento que se presentaron

después de 23 dfas y hasta 44 dfas a 282C, Las caracter{s-

ticas de crecimiento siguientes son las que se observaron;

los colores del micelio aereo se deseriben de acuerdo con

Normas de Color ¥ Nomenclatura de colores de Ridgeway =

(Washington, D.C.,, 1.912)
Beparregulne~glucosa=

extracto de carne agar

. Agar Bennettis -

Caldo de maiz agar -
(Wakeman)

Agar Czapek (Difco) =

Creoimientoc exceelente con mice-~
lio aereo de cola neutro pélido

a gris neutro pélido. Al cabo de
14 afas se formaron zonas negras;
gue se hicieron jugosas después

de 30 dfaes. Reverso amarille li-
geramente Qscuro; ¥ pigmento sow

luble ligeramente oscuro.

Crecimiento excelente con micelio !

vegetativo y jugosc. Reverso amae

rillo ligeramente oscuro y pig-

mento soluble ligersmente oscuro.

Crecimiento moderado con micelio
vegetativo incoloro y Jugoso,Re-
verso amarillo oscuro ligeramen-
te; con pigmgnto soluble ligera-
mente oscuro.

Crecimiento excelente con mice-

lio aereo de coloxr variable en-

tre gris pélido a neutro., Forma-
cién de superficies negras des-

pués de 23 dfas que no se trans-

i
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formaban en jugosas después de
23 dias_ni en himedas después de
44 dfas. Reverso amarillo claro y
pigmento soluble marrén claxo;
Gelatina (Waksman) Sin liquidar a los‘9 dfes; liqui-
dada a los 16 dfas.
"Leche tornasol" = * Anillo blanco de orecimiento con
ligera coagulacién, 25% de pepto-
nizacidn despuds de 7 dfas; 60%
después de 14 dfae; T0% después de
23 dfas; 90% después de 30 dfes
y 100% después de 44 dfas. pH de
’ la leehe'6;55 después de 23 dfas.
"Caldo nitrato" (Difco)=Reducido.
Herina de cebada-sxtrac-Crecimiento moderado con pelusilla
to de levadura agsax de color rata pdlido a gris claro

en el micelio aereo. Superficies

- negras en formacién después de los :

23 dfes que a los 30 dfas geﬁtzans-q

. , B formaron en himedsas.
Dextrosa de patata agar-Crecimiento de excelente con mice-
lio aereo de color neutro pélido
a gris; superficles negras en for-

macidn después de 30 dfas, que no

se transformaban en himedas después:

de 44 dfas. Reverso amarillo y pig~-!

mento soluble ligeramente marrén. .
Cilindro de patata - Crecimiento escaso con micelio ve-
getativo parduzco. La punta al se-

carse variaba entre el blanco ¥y
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gris claro.
Almidén agar (Difco) =  Crecimiento moderado con micelio
acereo con pelusilla gris pélido.
Superficies negras en formacidn
después de 14 dias; que aparecian
Jugosas a los 23 dfaes, Reverso ama~-
rillo oscurc ligeramente y pigmen-f
, ~ to soluble marrdn claro, ;
Extracto de levadure agar~Crecimiento excelente con micelio
(Wakeman) vegetativo incoloro y pocas super= :
ficies blancas. Reverso amarillo-
marrén glaro; y pigmento soluble
marrén claro,. §

Los resultados anteriores comprendieron las super=- i

f£icies oscuras caracteristicas del S. higroscopicus, que se

presentaron en la esparraguina-glucosa-extracto de carne
agar; ageaer Czapek; harins de cebada-extracto de levadura
agar; dextrosa de patata agar y almidén agar. El organismo
producis también el micelio aereo de color gris en una se-
rie de medios; ¥ las caracteristieas hifas compactas porta-
doras de esporas; se produjeron en medios de agar tales como }
la esparraguina-gluoosa; extracto de carne agar; la &extrosa
de pgtata agar y la harina de cebada-extracto de levadura
agar, |

Phytostreptin t

El phytostreptin es un polipeptido que tiene un
grupo amino libre evidente; como se indica mas adelante por
sus propledades gquimicas y f{sicas. Constituye un tanino A
sélido muy ligero y es soluble en agua; en solucién normal

- -

de hidréxido sédico (forme gel por reposo), metanol, etanol, !
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isopropanol, n-butanol, oloroformo, acetona, metilisobutil-

ketona, dioxeno, tetrahidrofurano, formamids y cloruroc de

etileno. Es ligeremente soluble en éter dietflico y en 4eido

clorhidrico normal, e insoluble en &ter de petroleo (30¢ -
6090.); benceno y acetato de etilo.

El phytostreptin dé ensayos positivos con permam-
ganato y biuret, y ensayos negativos con antrona, cloruro
férrico, Molisoh, ninhydrin, Millén, Iiebermann Buchard,
maltol, Pauly, Ehrlich (dimetilaminobenzaldehido), Sakaguchi
y Fehling. No proporciona colpracién alguna con el 4cido
sulfirico concentrado en frio: Se precipita deela solucidn

acuosa por el sulfeto aménico, cloruro céleico, cloruro bé-

-

rico, cloruro ciprico, cloruro sodico, cloruro de cine,fcido :

picrico, écido fosfotungstioo, dcido tricloroacético, nerane :

Ja de metilo y sal de Reinecke.

La naturaleza polipeptida de este antibiétioo; se
reveld por hidrolisis con dcido clorhidrico 6N, El hidroli-
zado; ya ninhydrin-positivo; se analizd utilizando técnicas
bi~dimensionales de cromgtqgrafia en papel. La presencia
de por lo menos ocho componentes ninhydrin-positivos; se
descubrié y se identificaron entre ellos los amino-£cidos
valina: al:a-alanina; prolina; leucina (o isoleucina); argli-
nina; clioina y serina,

El phytostreptin es termoestable; no se presgnta
pérdida de actividad cuando se somete a reflujo a 65%C, du~-
rante 6 horas una soluoién metanélica, 0 cuando soluciones
el 30% en metanol acuosoe, ajustadas para pH 3, Ty 10, se
calientan a 858C. durante 30 minutos. Puede deslizarse a
través de una membrana de celofén (solucidén acuosa). Ho es

digerido por la pepsina, tripsine, por la proteassa Pabst

e

e R e e

i

e 1 o Y g o
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purificada de la bacteria Bacillus subtilis ni por la proteg

sa Babst purificada del hongo Aspergillus OYyZBEe,

El phytostreptin presenta una absorcién final ener-
glca en las regiones inferiores del ultravioleta; gin méxi- :
mos significativos en 1a”regién 230-410 mu. Las determinacio~
nes se hicieron en metanol (llo ug/ml,) con un Espéctrofoto-;
metro Beckman DU, ‘ _

El phytostreptin presenta una serie de bandas de ab§
sorcidn caracteristicas; en la regién infra-roja; cuando se |
disuelve en cloroformo; las mas significativas de ellas se
encuentran en 1as frecuencias siguientea (expresadas en mi=
cras): 2,93, 3,08, 320, 3,33, 3,45, 3,52,4,12,5,T1,5,74,6,05
6 15 6 56 6 70 6 95, Ty 12 7 60, 7 76 7 86 8, 12 8 86,

9, 05, 9, 42 10,06 10 34, 1o, 80 11,00, 11 46, 11,70 y 13, 30‘

El espectro se obtuvo en un espectrofotdmetro de doble haz
infra-rojo Perkin-Elmer Modelo 21;‘n9 de serie 760v(gananoia“
5;0; respuesta 1;0; velocidad 6;0 ¥y supresidn 3;0).

, Con objeto de eliminar la absorecidn del cloroformo |
disolvente, el espectro de absorcién infra-roja del phytos- 1
treptin, se obtuvo también en una bola de bromuro potésico,
en un espectro-ttémetro Baird Modelo 455 I.R. Existe un cam-
blo relativamente pequeﬁp con respecto a la determinaci6n '
en solucidn elorofdrmica. El phytostreptin presenta bandas
enérgicas de absqrcién; en las posiciones siguientes; caracs |
teristicas del enlace peptido; expresadas en micras y entre )
parentesie en nﬁmero de ondas, en reprroeo de centimetros: 2
2,77-3,07 (3. 500-3.250), 3,33-3,42 (3.000-2. 925), 5.872~6, 24f
(1.700-1.600) y 6,42-6,70 (1.560-1. 490).Otras bandas de ab- |

sorcion significativas, se presentan a 6, 0-6 07 (1.670-1. 643)
6.83-6,90 (1.470-1.450), 7,20=7,35 (1.390~1,360) (resalto), »

i
&
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El phytostreptin es opticamente activo; levo- .
rotativo nggs - 812(C = 1, metanol).Los datos siguientes:
de titulacién electrométrica, se obtuvieron empezando la

titulacidn en condiciones &cidas,

Disolvente pK Peso equivalente Notas ‘
Ague 2;4 1.000 g/mol grupo evidente carboxilo litre
9;6 3,500 " . " amino libre %
70% 3,4 3.300 °* " " carboxilo libre
Metanol 9;4 3.,300 ¢ " " amino libre

El phytostreptin tieme un punto de fusién inde- }

finido, que empieza alrededor de 16520. Yy funde con evi-

dente descomposicidn. Se determinaron los mérgenes de fu-
sidn en un tubo capilar cerrado en un badio de aceite en-

contréndoses 168-1782C.,, 166-1T7292C, y 166-1732C, ‘

El anflisis elemental del phytostreptin dié

los valores siguientes: : i
L .: N
52,56 7493 13,53
52,44 7,66 19,26
53,70 8,44 13,38
53,45 8,29 13,48
Media 53,04 8,08 13,41

Se oomprobd que el pitrégeno amfdico era 1;5%.
Ausencia de azufre y haldgeno. _ , é
_ El peso molecular del phytostreptin se ha com-
probado que es 28.600 (mas o0 menos 10%) por la modifica- é
cién de Ehrenberg del método de Archibald para la aproxi-
macidn al equilibrio de sediment§ci6n; Se realizaron dos

- -

determinaciones ultracentr{fugas, con pH 7,2, amortigua-
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dor "tris" 0,01 molar y é%h 0,05 de oloruro sédico molar

o @

efiadido como electrolito de soporte. El phytostreptin

obtenido como se ha descrito, satisfizo la primera exi-

gencla para la homogeneidad ﬁltracentrifuga en los expe=

rimentos‘de "velocidad ultracentr{fuga". El material pro-i

porciond solamente una zona de sedimentacidn que perma-

necid simétrics durante todos los experimentos.

El phytostreptin se examiné con cromatograffa

ascendente en papel, monodimensional, utilizando papel

Whatman n® 1 y los sistemas disolventes indicados en la

tabla III. Los cromatogramas obtenidos se secaron al aire;

a la temperatura ambiente ¥y se blo=asutografiaron en ple~

cas de ager sembradas con Glomerella cingulata.

TABLA IIT: Datos cromatogréficos para el phytostreptin

Ry

Sistema

Agua saturada con

0,00
n-butanol

n=butanol saturado con 0,91
agua

n-butanol-4cido acético -

agua (2-1-1) 0,93
g ———
Cloruro aménico acuo=- -
so 3% 0,00
Acetona acuosa 50% 0;53
0,93

Butenol tert.dcido acé- -
tico~-agua (74~3-25) 0,91

n-butanol-metanol-agua -
(4-1-2) 0,98

Benceno-metanol (4-1) 0,98

Tiempod
ensayo

Notas horas.

manchea bien definide 7

" ﬂ it 16

” n ® 16
" n " 16
" " ki

Restos

Mancha bien definida

" " ” 28
" L " 8
” fn L] 5

e
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Los datos cromatogréficos para phytostreptin
son compatibles con la solubilidad desusada de este come
puesto polipéptido en disolventes grasos tales como aces
tona; metilisobutilketona y cloroformo.

El phytostreptin forma sales de metal alcalino tg
les como la sal s6dica con bases de metal alcalino y otias
sales sencillas y complejas del phytostreptin; pueden pree
pararse con facilidad.Las sales de phytostreptin comprene
den las sales de cobre; zinc;y.manganeso;y les sgles coms
plejas melibdato;picratq;heliantato y reineckato.Estas sa~;
les son ligeramente_solublgs o solubles en agua;hidr6xido
sédico normal y cloroformo.Son ligeramente solubles en bei~
do clorhfdrico normel y solubles en metanol y acetona.Las %
sales son activas contra el orgenismo de ensayo Glomsrellaf
cingulata. ;

Bl phytustreptin es especialmente eficaz contra ?
los hongos.Tiene también propiedades antibaeterianas,Su es~
pectro "invitro" contra una serie de hongos y bacterias se
indica en la Tabla IV.Ademés; en un ensayoc de prueba disco%
de papel-phaca de agar;empleando dextrose de patate agar; é
el phytostreptin desarrollé zonas de inhibicién contra ggeé
ratostomella ulmi (eeratoczgtis uimi;agente causativo de !

la enfermedad del olmo holandés a 40 mg. por milimetro.
~ Los ensayos que figuran en la Tabla IV, 8@ Yot
lizaron en tubos inclinedos de agar utilizando medios de |
agar que contenian distintas concentracicnes de phytose ‘
treptin comprendidas entre 0,01 ¥y 197 ug por ml, Se uti- |
lizaron los mismos procedimientos antes despritos para
el phytoactin en relacién con la Tabla II., Un cultivo
Endoconidiophora fagacearum (Ceratocystis fagacearum );
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agente causativo del ago

durante un periodo adieil

en el nivel inhibitorio

DEQTE

Q4 fs o0

el
&
£

gtamiento del roble, se inoubd

onal de 4 semanas, sin cambio

del phytostreptin (0,3 pg. por

milflitro). Fueron infructuoscs los intentos de aisglar

el E. fagacearum (C. Fagacearum de los niveles inhibidos.

TABLA IV: Espectro antimicrobiano "in vitro" del Phy-

tostreptin,.

Cultivo inhibido & la concentra-
cidn indicada. ( mge./m/.)

Después del !
crecimiento 2 dieas 4 dlas

Cultivo | iniciall™  gefpués  después
Alternaria dianthi 2.4 2.4 2.4 :
Alternaria solani 0,8 0,8 0,8 ;
Botrytis gladiolorum 0.8 0.8 2.4 ?
Botrytis cinerea 2.4 2.4 2.4 %
Colletotrichum cireinans 0,8 2,4 2,4
Diplodia zeae 2.4 2.4 2.4
Endoconidiophora fagacearum 0.3 0.3 0.3
{Ceratocystis fagacearum) ‘ p v ‘
Endoconidiophora fimbreta 0.8 0.8 0.8 ;
{Ceratocystis fimbriata) ‘ ' _ | i
Endothia parasitica 0.8 2.4 - 2;4 3
Fusarium oxy. f. dianthi 7'.3 . 7.3_197* 7; 3_197*;
54 . o L
Pusarium oxy f. gladioll 2.4 2,4-197* 2.4-197%
Fusarium roseum 2.4 Te3 22 %
Gibberella zese 7.3 7.3-197% 22-197*%
Glomerella cingulata 0.3 0.8 2.4 '
Helminthosporium sativum - 0.8 2,4 234
Helminthosporium victoria 0;8 0.8 0.8
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TABLA IV: Espectro antimﬁgﬁosgﬁg%iiiggvﬁtro" del Phy-
tostreptine (continuacion)

Cultivo inhihido a la concentrae
cidn indicada {( ng./m/.)

Después del

crecimiento 2 dias 4 dias
Cultivo inigial;"‘* después de_spgés
Macrophominia Phaseoli 2.4 2.4 274 2
Phytophthora cinnamomi 7.3 7.3-197* 7.3-197“%
Pythium sp. No. 389 7.3 22 22 %
Sclerotina fructicola 0.8 0.8 2.4 {
Rhizoctonia solani 2;4 2.4 2,4-197*?
Verticillium albo-atrum ‘ 0;8 2,4 : 2.4 %
Candide albloans 2.4 2.4 2.4
Epidermophyton floccosum 0.8 0,8 2,4 g
Miorosporum gypseum v 2.4 2,4 234 %
Trichophyton mentagrophytes 0;8 2.4 2.4 .
Bacillus cereus ‘ 7;3 22 22 E
Bacillus cereus var.mycoldes 7.3 22 22 %
Bacillus megatherium 7,3 Te3 Te3 i
Baecillus subtilis Te3 22 22
Escherichia coli >197% * *>197 >197
Mierococcus flavus 0;3 2,4 2,4
Micrococcus pyogenes var. 2;4 T3 Te3
aureus ,
Mycobacterium tuberculosis >197* * *>197 >197
FNo.607 ‘ _
Sarcina lutea 2;4 234 2.4
Fomes igniarius vér.gggg: 0.03 0.08 0.09 £
Fomes igniarius » 0.09 0,27 O,Bl %
Fomes everhartii 0.09 0327 027 ]
Poria obligus 2;4 2.4 2f4

Polypoyrus glomeratus 0.27 0.81 0.81
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* «Inhibicidén parcial del cultivo
# * .Lecturas de inhibicién realizadas cuando el tubo
de control acusé buen desarrollo; corrientemente
de 1 a 4 dfas;
*» x x»8in inhibicién a este nivel.

El phytostreptin y las sales anteriores.seng
cillas y complejas han demostrado en estudios realiza-
dos en invernéculos; constituir un fungleida eficaz pea~-
ra el control de las enfermedades de las plantas tales
como tiZdn prematuro y tardfo del tomate; y roya de la
Judfa. Bstas enfermedades las causan respectivamente
la Alternaria goleni (Ell. & Mort.) Jonea & Grout;Phys
tophthora infestans (Mont.) de Bary y Uromyces phaseoldi
(Pers.) wWint.

El phytoactin y el phytostreptin son muy pea-

recidos entre s{ en cuanto & sus caracter{sticas y proe
piedades; sin embargo se distinguen facilmente por sus
propiedades de solubilidad en agua, anflisis elemental,
peso molecular, porcentaje de nitrégeno amfdico, espece
tro infra-rojo y titulacién electrométrica. Ambos fun-
gicidas (antihongos); son perfectamente‘distintos de
los demés antibi6ticg§; antibacterianos, fungicidas;an~

teriormente conocidos.
El phytostreptin se produce anflogamente por

cultivo de un miembro de la familia Streptomycetaceae,
espec{ficamente, una variedad de la especia Streptomy-
ces roscopicus. Un cultivo de une variedad de un

microorganismo que se aisld de un terreno de los Bsta=

dos Unidos y que produce phytostreptin, se ha deposita~

do en la coleccidn de cultivos antes citada, y se le ha

v

P o~

. b e g e e

Mo g o
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asignado el nifmero NRRL 2751, Las caracterfsticas de
la variedad NRRL 2751; son muy parecidas a las de la
variedad NRRL 2752. BExisten sin embargo caracteristi-
ces morfol6gicasky bloquimicas que distinguen los dos
organismos; especialmente una diferencia acusada en el
grado de peptonizacién de la leche., En var;os medios
el NRRL 2752 forma micelio-adreo mas oscuro, Una dese
cripeidn del organismo NRRL 2751; es la que figura a
continuaciéns

Streptomyces hygroscopicus NREL 2751

. El organismo NRRL 2751, produce esporoforos
espirales, v las esporas, de forma que varia entre lie-
geramente ovalada a esférica, miden de 1 = 1:3 micras
de diefmetro. ILas caracterfsticas de crecimiento del
organismo se observaron siguiendo la incubacién en los
medios indichos; durante 23 dfas a 282 C.; y se tomé
nota de cusalquier modificacidn en las caracter{sticas
del crecimiento; que se.presenté después de los 23 dfas
y hasta 44 dfes a 282 C. Las caracterfsticas de creci~
miento sigulentes fueron las observadas y los colores )

del micelio aéreo se describen de acuerdo con Ridgeway,

como en el caso anterior,

-

Esparraguina-gluco sa= Crecimiento excelente, con mie-
extracto de carne agar celio adreo gris y neutro. Re«

verso amarillo-marrén claro y

Agar Bennett's

pigmento soluble marrén claro.
Crecimiento excelente con mie
ce;io vegetativo incoloro y se~
co. Reverso amarillo marrén cla«

ro y pigmento soluble marrén

Pr—

i
¥

i
£
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Caldo de mafz empapado

agar (Wakeman)

Agar Czepek (Difco)

Gelatina (Waksman)

Leche tornasol

Caldo nitrato (Difco)

Herina de avena~-

S

Crecimiento excelente con micelio‘
vegetativo rugoso; incoloro y se=~
oo (hfmedo después de 7 dIas).Ming
celio aereo blanco y reducido for§
mado después de 30 dfas. Reverso %
amarillo marrén claro con pigmen- .
to soluble marrén oscuro. i
Crecimiento excelente con micelio
aereo de color variable entre grié
pélido a pélido neutro. Superfi=- :
qieé negras formadas después de |
30 dias; que no se humedecfan desw
pués de 44 dfas.Reverso amarillo :
claro y pigmento soluble marrén
claro.

Licuado después de 9 afas.

Anillo de crecimiento de incoloro !
a blanco, sin coagulacién. Sin pep.}:
tonizacidén después de 7 dfas,lDO%%
después de 14 dfas, pH de la laﬂné
6;6 después de 23 dfas. i
Reduecido.

Orecimiento excelente con micelio

Extracto de levadure agar/aeréo gris neuntro. Superficies

negras que se formaban después de

30 dfas y no se humedeci{an desmss

- de 44 afas.

Dextrose de patata agar

Crecimiento excelente con micelio

asreoc neutro claro a neutro gris.
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A taban en el agar Czapex,harina de avena~extracto de 1evadura

Reverso amarillo marrén y pigmento

soluble marrén claro. o

Pedazo de patata- Crecimiento reducido con micelio

vegetativo incoloro., Punts de seca-

do de color yariable entre blanco

y gris claro.Superficies negras que

se formaban en el extremo después
o de 44 dias,

Almidén agar (Difco)e Crecimiento excelente‘con micelio
aereo color gris rata. Reverso ama=
rillo marrén claro y pigmento solu~-
ble marrén claro. é

Extracto de levadura - Crecimiento excelente con micelio

(Wekseman) aereo color humo gris pélido, Su-
perficies gris oscuro que se formae
ban después de 30 dfas y no se hu=

medecian despuds de 44 dfas.Reverso

amarillo marrén claro y pigmento so~ !

luble marrén claro. §
¢

Los resultados anteriores comprendfan las superficié

es3 oscuras earaoter{stioas del 8. hygroscopicusg,que se presené
gar,pedazo de patata y extracto de leyadura agar.Ademﬁs,el oi
ganismo presentd superficies negras himedas en cortes de ﬁaGE§
de almidén agar de un afio de‘preparao;dn;refrigeradas;El orga:
nismo produjo también el micelia aereo color gris;caractéristﬁ
co en varios medios;y las hifas portadoras de esporas compaea§
tas y caracterfstieas; se produjeron en medios a base ?e agar?

teles como esparraguina-glucosa~extracto de carne agar,patataa;

dextrosa~agar y harina de avena-extracto de levadura agar.
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Produccién de antihoggoslpp: fermentacidn :

» Los fungicidas se obtienen haclendo fermentar
un medio nutritivo con un microorganismo productor de phxi

toactin o phytostreptin,tal como el Streptoqyoes hygroge

copicus NRRL 2,752 § 2,751, respectivamente.Con preferene
cia se hace fermentar un medio nutritdivo acuoso en cone
- - :

diciones de sumersién,aerobias ¥ en agltacién, hasta ;

producirse una actividad fungicida apreciable. ILos fune

o v e

glcidas pueden determinarse corrientemente por el métow
do de ensayo en placa de agar, utilizando Glomerella :

cingulata o céndida glbicans como orgasnismo de prueba.

Los medios nutritivos adecuados para la prow
duceidn del fungicida, comprenden un generador adecuado

de carbono asimilable, con preferencia un generador de

carbohidrato tal como glucosa, un genersdor de nitr6genc :
asimilable; tal como harina de soja; caldo de maiz; le=
vadura y similares; ¥y sales minerales que pueden estar
presgntes con los demés ingredientes; tal como caldo de
maiz, EL organisﬁo a inocular se prepara haciendolo cre=-

cer en medio de agar tal como harina de avena o peptonaw

AT A Y L { ey oy B T T LR e s

extracto de levadura. Bstos cultivos en agar pueden usars
se a continuacién para preparar grandes cantidades de j:n--.-'5

yecciGn,sembrando frascos a sacudir que contengan medios

tales como harina de soja y caldo de malz., Estos frase

cos se sacuden en cquiciones adecuadas para el oreci:
niento del organiemo. Ios cultivos de dichos frascos, |
pueden usarse a continuaoidnvpara la preparacidén de gran-
des cantidades de inyeccidn o; como va:iante; pueden utie:
ligarse para la siembra de los fermentadores directamen-

te. Durante la preparacién del material a inocular y
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durante la ulterior fermentacidn, deben mantenerse las

condiciones asepticas.

En la fermentacidn; el medio deseado se pre=
para y se ajusta su pH aproximadamente & 6;3 - 7;5:con-
preferencia entre 6;7 y'7;2. En el medio preferido se
afiade carbonato cflcico. El medio asi preparado; se
esteriliza caldeéindolo a una temperatura elevade some-
tido a presi6n; 0 sea a unos 120¢ C, A continuaci§n
el medic se enfrfa a una temperatura de 24 & 362 C.
aproximadamente; con preferencia de 27 a 342 C, A con~
tinuacidn el medio estéril se inocula en condiciones
esépticas con el producto a inocular preparado como an=-

tes ge describe.

La fermentacidn prosigue luego & un tempera-

TN

tura #al como se ha indicado, con agitacién y aireaoidn,é

empleando aire estéril. El periddo de fermentacién pue~:

de variar con los d;stintos medios y las diferentes cone
diclones de trabajo. El aire se suministra corriente-
mente a razdn de 0;25 -1 1;5 volumenes de aire libre por.
volumen de mediq; por minuto. ILa fermentacién se con-
timia durante un pexiédo de tiempo suficiente pars lo=
grar la produccién fptima y con preferencia méxima de
phytistreptin o_phytoactin; segfin el caso. En general
es suficiente un perfodo de fermentacién de 48 4 g6 ho~-
ras.

- Los fungicidas pueden recuperarse por varios '

RTARLE AR LSO g,

B T .

R Tt 7 A g

NSRS

métodos o, como variente, todo el culftivo o todo el cal-'

deo, puede usarse como tal, o puede concentrarse o se~
carse por medios apropiados. Generalmente se prefiere

recuperar el fungicide por precipitaoiGn o por extracs
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cién con disolvente de todo el cultivo o de todo el cale §

doe En el método de recuperacién por precipitacién, se
filtra o centrifugas corrientemente todo el cultivo a un
PH de 7 -1 8: y el filtrado se acidifica hastg un pH pre~
ferido de 3 4 5 fiara precipitar el funglcida. E1 4ecido
preferido para esta etepa de pfecipitacién; es el 4cido

clorhfdrico, aunque teambién pueden usarse otros £cidos.

e e T

Dado que el micelio del cultivo contiene cantidades apre-
ciables de fungicida; como variante puede ejustarse todo
el cultivo (sin filtracién) a un pH de 3 £ 5: para la
fase de precipitae¢ién. ) 7

‘ La actividad puede recuperarse del precipita-
do o sedimentc por extraccién con un 1fquido organico

adecuado en el que sea soluble, tal como etanol, ﬁetgnol;'
isqpropanol; butanol; acetona o metilisobutil ketona,la |
solucién disolvente puede evaporarse & continuacién en
vacfo y el residuo‘;esultante extraerse de nuevo con di-
solventes orgénicos. En el método de recuperacién'pre-

ferible, el ﬁltimo_xesiduo, después de evaporacidén, se

extrae el mfximo con metilisobutil ketona, y la solpcién
digolvente se concentra g_pequeﬁo”volumen; en vacfo. El
fungicida puede precipitarse a cdntinpacién por la adi-
cidn de 5 volumenes de eter dietilicg. El fungicida que
permanece en €l 1£quido madre de_metilisobutil_ketona—
éter; puede recuperarse por concentracién @& Yquido ma-

dre a pequefioc volumen en vacfo, y afladiendo 5 volumenes

de &ter de petrbleo (30 - 60% C.) para precipitar la ac-

:

tividad. Como variante, un extréoto en disolvente de ;

- :
todo el cultivo, todo el caldo o sedimento activo precipis

3

tado, puede usarse como tal o después de concentracidn

v
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en vacfo, sin ulterior purificacién.

Control de enfermedades produQidasApér hongos.

La enfermedad debida a un hongo se controla
0 combate apliceando uno de los fungicidas de tal modo
que establezca contacto con el hongo causal. Para ello
el fungicidae puede aplicarse & la zona en que el hongo
se halla presente o puede presentarse. La aplicacién
puede realizarse a las sanillas: a las plantas & protew~
ger; y/o &l terreno circundante. Se prefiere aplicar
el fungioida sobre plen la proximidad de lasg plantas
sometidas a control. Cuando se requieren huespedes o
vehfculos distintos para la extensidén del hongo; es po=-
sible en tal caso apdicar el fungicida a o cerca del
huesped preciso., Estos comprenden las plantas herbaceas
anuéles y perénnes; ¥y lﬁs plantas y malezas de hojas ane
chas., 7 )

Tos métodos de tratamiento més comunmente em-
pleados; comprenden; con preferencia; el tratamiento de
gemillag; la pulverizacién de germenes aletargados; la
pulve:izacién de hojas; la pulverizacidn y la inyeccién
de troncos. ZPuede también ser eficaz el tratamiento del
suelo por canales; especlalmente en el caso de plantas

jévenems y las raices de estas pueden sumergirse en una

-

solucién del fungicida, antes de la plantacién. Ademds,

el empleo de polvos susceptibles_de mojarse y de polvos
secos; pueden ser también_efiéaces. |

La concentracidén del fungicida en la solucidén
de pulverizagién se elige adecuadamente entre los 1f{mte
tes-de 5 4 2,000 partes por millén; con preferencia en~

tre los limites de 100 4 400 partes por millén, y se aw

e e s e A+

o

L

o i o

s o
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"geglin el tipo de aplicacién. El fungicida se encuentrs

je, se prefiere ademés, asi como otros varios métodos,

plica a razén de 1 4 1,000 gallones por acre ( un gallén
= 4;54 1itros; un acre = 0;404 hectarsas) segiin el ti- }
po de epfermedad de tal modo que se apliguen de 0;1 é
8.000 g. de fungicida por acre en 1fquido acuoso; l{qui-
do orgénico acuoso y lfquido orgénico para constituils

las soluciones y otros tipos de dispersiones tales co=

mo amuls%ones ¥y suspensiones de polvos mojables., Como

variente, puede ser conveniente una composicidn sélida

presente, con preferencia, en una concentracidn de alree

e gt S 18 g

dedor de 0,1 # a 10 % en peso, junto con una substancia
inerte con preferencia un diluyente de tipo agrfcola
précticamente nOdphytotdiiqo; tal como bentbnita: tie-
rra de diatomeas; tier:q de infusorios: pledra pomez;
eto,. Oomp diluyente pueden emplearse solidos de ferw
mentacién. ILa composicién s6lida; puede pulverizarse soe
bre la plantas o superficies ci:cundantes; del modo co=
rriente; En las composiciones s61idas; para favorecer
la aplicgci6n;_pueden incorporarse materias para la adg ;
herencia a las plantas y/o agentes de superficie activa. :
En el tratemiento por pulverizacidén del fbl%ah
que la composicidén contenga una pequefia proporcidn de
un agente de superficie activa., Ia concentracidn de es~
te agente es con preferencia del_brden_de_0;025 -1 0;2%

aproximademente, en peso, para la aplicacién al follaw

jeo

- -

~ Ta pulverizaciS@ en jardines, invernéculos,

planteles, campos, bosques y plantaciones se realiza

con preferencia durante la estacidn de crecimiento.Co~

AT 2 v



10

15

20

25

30

s 30 -

DR QDR
mo variante; puede ger conveniente; por ejemplo en el
caso de arboles; aplicar el fungicida durante el perfo-
do de estacionamiento del crecimiento. Se utilizan age
paratos convencionales para la pulverizacidén a ella y
desde tierra.

En el tratamiento de pulverizacidén del follaw
je; se recomienda la aplicacién del fungicida &l mismo
en la epoca de salida, En el tratemiento de troncos
se recomienda; por ejemplo en el caso de &rboles infece
tados que tengan cancros o lesiones similares; que el
fungicida se aplique en solucidn acuosa qleaginosa o en
losvdos disolventes en el punto en que se presentan las
hendiduras que aparecen en la corteza aslrededor de los
bordes del eancrp; o & la superficie cortada de los tron-
cos descublertos., Generalmente basta pulverizar alrede~
jor del tercilo inferior del Ardol o menos; en el caso
de arboles muy altos. Como variante; puede'ser conve=
niente inyectai las soluciones fungicidas mediante una
jeringa en el extremo separado del centro de los cancros
o similares, ILa concentrgcién de fungicidas para estos
tratamientos es de 25 4 2.000 partes por millén; apro=
ximagamente; con preferencia de 100 4 400 partes por mie
114n, o

, Para el tratamiento del suelo mediante zanjas
y para el tratamiento de las raices por inmersi6n; se
reeomiendan dispersiones acuosas que contengan alrede-
dor de 25 & 2,000 partés por milldn; con preferencia
de 100 £ 400 partes por millén aproximadamente del fune
gicida. Como variante; puede aplicarse una preparacién

seca al suelo, que contenga de 0,01 4 10% del fungicida

é
i
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mezclado con un diluyente s8lido convencional,

1-31..

El phytostreptin es soluble en agua, y el
phytoactin es ligeramente soluble en agua producien=
do una solucién cqlo}dal homogenea., Los fungicidas;
con preferenoia;‘se propor¢ionah primero en forma de
un concentrado en un disolvente orgénico miscible en
agua que; con preferencia; contiene un agente de su-
perficlie activa, Ias formas purificadas de los funw-

gicidas son susceptibles de empleo o bien, por econow

mfa pueden utilizarse productos de fermentacidn en

grado técnico o concentrados de los mismos. Estos
ﬁfoductos técnicos pueden obtenerse en cualquier etae
pa de la recuperaoi&n‘del fungicida partiendo del proe
ducto de fermentacidén. Se prefiere que el producto se
coneentre‘suficientemenfe de tal quo que el contenido
de fungicida sea superior a unos 25 mg/g. de solidos.
Bn este caso;.eslmég_preferible afladir un agente de suw

perficie activa ya que los subproductos de fermentacién

. agpolados, se mantienen mas facilmente en dispersidn.

Ademés se ha observado una actividad superior con las
combinaciones gue contienen un agente de superficie ac~
tiva, ILos productos purificados y de tipo técnico:pue—
den utilizarse anflogamente en las composiciones sdli=
das; mezeclando int;mamente los productos secos; concenw-
trados;_o dispersiones dilufdas de los mismos, con di-
luyentes y secando si eé precisos |

El disolvente empleado para producir el con-

centrado fungicida, es con preferencia un alkanol infe~

rior, tal como el metanol, etanol o, con mayor preferenw

cia, el isopropanol. ILa concentracidn de fungicida en

b ey pye,

B e e L
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el concentrado es con preferencia del orden de 10 &

250 mg/ml., y el agente de superficie activa se halla
presente con preferencia en una relacidén ponderél con
el fungicida, del orden de eproximadamente 5 4 125:1
El concentrado bien conteniéado; 0 bien mezclando an=
tes con prefereneia; con el agente de superficie ac-
tive se diluye con agua o 1fquido orghnico que se uti-
lice en la concentracién, La concentracién preferida
del agente de superficie activa en la solucidén aplicae=
da para tratamiento; es del orden de aproximadamente
100 & 3.5000 partes por millén; o de 0:01 £ 0;35 % en
peso. ,

- 41 emplear fungicidas puros; los concentra-
dos alkanolicos pue@en diluirse con agua para las con=-
centraciones a usar. Las preparaclones dé fungicidas
de gradé téonico; se diluyen; con preferencia; con vas
rlos volumenes adiclionales del disolvente; antes de la
dilucién con agua;_especialmgnte en el caso del phyto-
actin; menos soluble en agua., Como variante; puede ine
corporarse un agente de superficie activa; como antes

se indica, sin necesidad de disolvente adicional para

mentener le dispersién,

-

‘ La tabla 5 siguiente, indica la preparacién
de solucliones claras representativas de fungiclda en B
aceite combustible; que es uno de los productos prefe-~
ridos desde el punto de vista derpenetracién; baja phys
totoxicidas;'evaporaciGn reducida; coste bajo y dispo-
pibilidad; sunque pueden emplearse otros lfquidos or-
ghnicos adecuados;vtal como por ejemplo glicol etilé-

nico, eter monometflico, ciclohexanol y ciclohexanona.




Las soluciones se preparan con dilucidn de los concen-

-

trados fungicidas indicados en isopropeanol, primero

con isopropancl y luego con aceite combustible. En

estas composiciones, no figura ningfin agente de su=-

" 1002 0.1 3 7

mo de sblidos.

5 perficie activa., Como variante las composiciones pues
den contener un agente de superficle activa.
TABLA Vs Composiciones fungiclides y diluciones
Concentracién Concentra-
del fungicida . cién final
en la solucién Cantidad de : Aceite com- de fungicide
de partida mg/ solucidén de Isopropa- bustible a- partes por
ml, de isopro- partida nol adi-  #Hadido, millén. ‘
panocl. ml. cioneal ml. ml. ;
100 0.1 2 8 1000 ;
50 0.1 1.5 8.5 500 §
25 0.1 1 9 250 ]
12,5 0.1 0.5 945 125
1000 .

- “Pungicida grado técnico; 150 = 350 mg. de fungicida por gra-

10

15

Como ejemplo de la preparacién de una compo-

sicién con empleo de agentede superficie activa, se

obtienen soluciones claras en aceite, con soluciones g

preparadas de los funglcidas que contengan una con- i
centracién de 100 mg/ml. del isopropanol, afiadiendo

a un volumen de la solucidén preparade de funglcida,

20 volumenes de isopropanol, luego un volumen de agene

te de muperficie activa y después 80 volumenes de acels

te combustible. Ia concentracidn final de fungicidas



10

15

20

25

30

,&; R
es de alrededor de 1,000 partes por millén, y puede

reducirse por diluinn con aceite combustible.

E% agente de superficie activa, puede ser,
por ejemplo, un alcohol pqlieﬁer‘alkilarilico: inso=-
luble en agua y soluble en aceite (por ejemplo Triton
X~45) un fenoxi-polietoxi etanol; iso-octilico no id-
nico; tal como el producto de reaccién de octil fenol
con 10 mols de 8xido de etileno (por ejemplo Tritén
1-100); un alcohol polieter alkil arflico np—iGnico;
dispersable en agua (por ejemplo Tritén X-155); etae~
nol nonflico fenoxi-polioxietilénigo; no i6nico; (por
ejemplo Tgepal CO-430, Igepal CO-530, y Arotic Syntex
036):,q un oleato-laurato no-ifnico de polioxietileno=-
sorbitol (por ejemplo Atlox 1.045 4).

Como se veré; este invento resulta especialw
mente util para impedir; controlar y destruir enferme-
dades.producidas por hongos en distintos tipos de &r-
boles y otras plantas susceptibles a estas enfermeda~
des. Por ejemplo; en ensayos realizados en pino blane
co oceidental en los bosques naciona;es de los Estados
Unidos; se aplicé phytoactin'como pulverizacién fgliar

y para el tratamiento de pulverizacién de troncos,con

- un 100 % aproximadamente de efectividad para destruir

el atagque y los cancros & las ramas y retofios de di-

chquérboles (Cronartium ribiqola). Se aplicaron a

razén de unos 20 galones por acre dispersiones acuo=-
sad éue contenian de 100 £ 800 partes por milldn de
phytoactin y 0;1% de agente de superficie activa (M~
ton X-155). Se comprobé que el phytostreptin era tems

-

bién eficaz, en ensayos andlogos, con una actividad
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ligeramente inferior a la del phytoactin, de tal mo-
do que éste dltimo es actualmente el funglcida prefee
rido para esta enfermedad, y para las demés produci-

das por Cronartium fungi, por ejemplo C. fusiforme,

C. cerebrum, C. harknessii, C. ¢oleosporioides, Peri-

dermium cerebroides, €. filamentosum, C. comptonisy

8. comandras, C. occidentale, C. Btrobilinum y C. co~
nigenum, -

o Bn otro'ejemplo; este invento se usé en un
bosque para el tratamiento de robles experimentalmen-

te inoculados con la enfermedad de estos érvoles (Ce=

ratocystis fagacearum). ILe aplicacién de composicio=
nes de este invento por pulverizacién de follaje; ca~
néles en el suelo; inyecci6p de ramas o de troncos:
resultd util en el retardo o preyencién de la enfer-
medad., Anélogamente; la aplicacién de las composicio=-
nes de este invento para el tratamiento de olmos o

-

élamos negros con la enfermedad (Ceratocystis ulmi),

resultd €til para impedir la enfermedad. _

Este invento es dtil teambién para el trata-
miento de otras enfermedades prodﬁcidas por hongos en
los érbqles; as{ como para muchas ptras enfermedades
de otras plantas é<ellas gsensibles., Por ejemplo las
composiclones de este invento son utiles para impedir

controlar y destrulr elvtizén pulverulento de las man=

a e

zanasg (Podosphaera 1eucotric@a), la enfermedad produe

cide en las manzanas por (Venturis inaequalis), la ro-
ya de las manzenas (Gymnosporangium juniperl yvirginia-

nee), las manchas en las manzanas (Gloedes pomigena),

méculas en las manzanas (Leptothyrium pomi), tizén

R B S A R B P A 0
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pulvarulento de las peras, (Podosphaera leucot:icha),

roya marrén del albaricoque (Monilinia fructicola) y

manchas en las hojas del café americano (Mygena citri-

cola) as{ como es dtil también para prevenir, contro=-

lar y desenraizar el tizén pulverulento de los vegetaw '

-

les susceptibles de ser atacados por 81, por ejemplo
rogas; flox; zinnias;_habas; pepino: calabagas y tri-
g0, Ademés: la composicién de este invento ha resultae
do ftil para controlar otras importantes enfermedades
prodqéidas por los hongos t§les como la roya del anticwm

rrino (Puccinia entirrhini), la roya de las judias (U~

romyces phaseoli)_la roya del trigo (Puccinie graminis
tritici, B. rubigo-vera tritici), asf como otros muchos

tipos de enfermedades debldas a los hongos que atacan

plantas susceptlbles de oontraerlas, tal como por ejeme

plo la rofia de les crisantemos (Ascochyta sp.) y las

- manchas grises de las hojas (sptrytia einerea), las mane f

chag grises de las Nojas de los gladiolos (Bs gledto-
lorum), el tizon prematuro del tomate (Alternarim solae
ni) el tizén tardfo (Phytophthota infestans), las mane

chas en las hojas (Sentoria lysopersici) y las manchas

grises en las hojas (Stemphylium solani) la roya pre-

matura del apio (Cercospora apii) y la roya tardfa (Sep~
toria apii-graveolentis), lunares del cesped (Pelliculew

ria filamentqsa),‘mgndhas duras (Sclerotinia homeocar-
pe) y manchas y ronchas en las hojas (Helminthosporium
spp.)

La cantidad de fungieida empleado puede va~
riar segﬁn el tipo de vegetaciGn ¥y el modo de aplica-

-

cién. Por ejemplo, al pulverizar pinos desde el aire,

JPPRP——
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se utilizan co;rientemgnte de 10 a 20 galones por
acre (4 « 30 g. de fungicida por acre) de solpci&n
de pulverizacién de los tipos antes desoritos. Pa=
ra la pnlverizaci§n de manzanos es corriente emple-
ar de 500 a 800 galones de solucidn de pulverizae
eién por acre. o v |
~ Este iﬁveptq:»pqr tanto:vproporciona las
nuevas substancias phytoactin y phytostreptin y
nuevos usos para las mismas en una grarn variedad de
aplicaciones., El invento resulta especialmente ime
portante al proporcionar una solucién ¥nica para el
difieil problema de controlar las enfermedades de
las plantas causadas por 1oé hongos que durante aﬁos;
ha destrufdo una gran cantidad de cultivos ornsmen-
tales; co sechas agrieolas: plantaciones y bosqueg:
con la pérdida de recursos naturales y de grandes
cantidades de dinero., Por primera vez; los silvie
cultivadores pueden disponer de un arma eficaz cone
tra los destrozos de los hongos; susceptible de eplie
carse desde el ai:e; eliminando la necesidad del tra-

i
tamiento desde tierra de las zonas infectadas sobre .

uha base unicamente parcial y que requiere una mano

de obra, unos materiales y un equipo excesivos,
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Descrita suficientemente la naturaléza del

2
ia

invento, asf como la maners de realizarlo en la prdctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental, siendo lo
que constituye la esencia del referido invento y por lo
que se solicita Patente de Invencidn por 20 afios en
Espafiat “Procedimiento paras le obtencidén de nuevos
fungicidas"; caracterizdndose por lo siguientes

12 .-~ Procedimiento paré la obtencidén de nuevos
fungicidas, caracterizado por comprender la fermentacidn
de un medio nutritivo con una variedad de "Streptomyces®
Hygroscopicus®, gque produce fitoactina -que eg un
polipéptido que no tiene grupo amino terminal- hasta gque
se produce actividad antifungicida apreciable.

22 .- Procedimiento para la obtencién de nuevos
fungicidas, caracterizado por comprender ls fermentacidén
de un medio nutritivo con una variedad de "Streptomyces
Hygroscopicus" que produce fitostreptina - que es un
polipéptido que tiene un grupo amino libre evidente-
hesta que se produce actividad antifungicida apreciable.

3¢,- Procedimiento, segdn lo especificado en

las reivindicaciones anteriores, caracterizade por combi-

narse con la fitoactina o con la fitostreptina y sus sales,

una pequefia centidad de un agente de superficie activa.
42 .- Procedimiento para la obtencidén de nuevos

fungicidas; tal y como gueda sustenciaslmente desorito en
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