PATENTE DE INVENCION
por VEINTE afios

en DBspafia a favor de ZATDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAKU
KENKYUKAT, residente en TOKIO (Japén), 403 Kamiosa——
ki-Nakamaru, Shinagawa-ku, cuya Patente tiene por
objeto:
"PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE UN PREVENTIVD PARA
ENFERMEDADES DE LAS PLANTAS",

~0=0=0~0=0~0=0~0=0—~0~0~0~0~

# MEMORIA DESCRIPTIVA £

Este invento se refiere a un nuevo agente pre-
ventivo de las enfermedades de las plantas, seleccig
nado de aguellos que contengan kasugamicina § sus -
sales de adicién 4cidas, con § sin diluyente y = =
un agente activo de superficie que contenga kasuga—-

micina 6 sus sales de adicién, junto con otros acti-
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vos y que produzcan efecto marcado coutra lag enfex
medades de las cosechas, concretvamente el vizbn del
arroz, y & Su uso para la prevencibn de las entexme
dades de las plantas. ’

En log dibujos adjuntos, las Figurag 1 y 2 -=
rmuestran curvas indicendo los respectivos efectos =
preventivos de la kusegamicina y de otros producltos
quimicos conocidos, conbra el tizén del arroz.

Convenclionalmente, se he usado compuestos mex
ofiricos orghnicos y blasticidina § como agentes pre
ventivos contra el tizén del arroz. Como el tizén -
del arroz produce dafios graves a éste, se han requg.
rido agentes mbs eficaces. Usados durante un periom
do largo, Los compuestos merciricos orgénicos tien-
den a fijarse en el organismo humano y de agui que
la centidad de los mismos debe de ser pequeida. Tam-
bien, la blasticidina § tiene una gran toxicided, =~
causando la destruccién de la membrana mucoss&. En -
relacién con ésyo se ha requerido la aparicibn de -
nuevos agentes contre el tizén del arroz.

La kasugamicina es un nueve antibibtico desocu
bierto por Hamao TUmezawa et al., los presentes in--
ventores, y ha mostrado excelentes efectos preventi
vos contra el tizén del arroz en comparacién co e
los agentes conocidos, no solemente en ensayos en -
tiegtos de jardin sino tambien en enssgyos en campos.
Ain cuendo se usa en mezols con los agentes preven~

tivos conocidos, tales como los compuestos merclri-
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cos orgénicos, los alquiltiocianatos nés eltos, pax
ticularmente hexadecil y octadecil tiocoianato, blasg
ticidina 8, no se deteriora su efecto sino gue més

bien se mejora. La kasugamicine eg inocua para el -
hombre, znimales y peces. Es inocua para las plean--
tag no dando signos téxicos, sunque se use en canti
dades 100 veces mayores gque la concentracién usuale
Las propiedades de la kasugamicina se describen de-
talladamente en la sgolicitud de pabteunte japonesa ne
19.767/64 junto ocon el proocedimiento de producci&n'
de la misma, y puede resumirse como sigue:

La kasuganicina es bésica, tiene pK’ un valor
de 7,1 eproximedamente y forma sales de adicibn de
éoido con los fcidoa inorganicos u orghnicos. Es g0
luble en agus, pero précticamente insoluble en los
disolventes orgénicos. En los limites de 280 & 350
mp en el espectro ultravioleta no muestra ninguna -
absorcién méxima excepto la asbsorcién finsgl, Su hi-

drocloruro se obtiene como ¢ristales blancos mos- -

0
trensdo un punto de descomposicibén de unos 202 C &
o}
204 C, gue son 6pticementg activos y exhiben una ro
0

tacibn especifica de (OC) + 120 (en 1,6 % de solu
cién epuosa)., Los cr:.stales hidrocloruro muestran un
peso molecular de 545 aproximadamente; indicando la

presencia de 1 mol. de aguna de cristelizacibn &l ser

sometidos & la prueba de Karl Fischer, En el anfli-
sis elemental se hallé que la férmula molecular de

lamisma es ¢ H NO .H O. HOL. ILos origtales de
15 87 3 10 R
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hidrocloruro fueron secados a 150 ¢ y sometidos a
analigis elemental;, pare obtener log vloxres de C;
48,58, H: 6,72, 0: 37,05, N: 9,66 y Cl: 8,16. La ka
sugamicina es positive en reaccibn de nihidrina (con
piridina) y en resccifn de periodato permengsnato Do
thsico, y es negativa en las reacciones de Iiolisoh,
Tollens, Elson-lorgen, Hakaguchi, Fehling y cloruro
ferrico. En un nedio de harina de peptona extrecto =

de &gar inhibe el Corinebacterium xerosis en una con

centracién de 50 még/cc., el Strepf;écoccﬁs oon 100 -

mog/ce,, el Proteus vulgarisg oon 100 meg/cc., las ce

pas de la bacteria de desenterfia y la Selmonella con

100 meg/cc., ¥ la Brusella melitengis doh_6,25 weg/

CCsy Sin embargo otros microorganisﬁlbs ensayados no

tueron inhibidos afn con 100 mcg/cc. La kasugemicina
muestra a2cciones antimicrobiznas mbs fuertes en el -
wedio sintético Stephenson-Wetham gque en un medio de
extrecto de harina de peptona. Inhibe las Pseudomons
ceae con 6,25 s0meg/cc., en agua de peptona, no inhi

ve la Piricularia oryzas en medio de Sabouraud con =

100 mcg/cc., pero inhibe a éste organismo con 0,1 a
1,0 meg/cc. en un medio consistente en jugo de arroz
y bgar ajustado a pH 4,0. La inyeccibén intravenosa =
de 1000mg./Kg. a un ratén no muestra toxicidad. Afin
aiministrémndose cotidiesnamente a ratones por via in-
tramuscular gurante 10 dfas, 100omg./Kg. por dfa no
produce toxicidad. Ademés, aln cuendo se de & un pe-

rro 6 mono por inyeccibn subcutémesa de 500 mg/Kg. no
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se observe toxicidad en el higado, rifiones y 6rgemnos

hematopoieticos. La kasugamicina egth purificada se-
gtn el procedimiento de intercambio de iomnes, o pox
tratamiento con carbén activo.

Una carfoteristica de la kasugamicine es produ
cir fuertes efectos preventivos contra el tizbén del
arroz, y tener una toxicided marcadamente bgja para
los seres humanos, log animdles y las plantas. Poxr =
ejemplo, un ensayo realizado rociando una solucién
acvose de kasugamicina en retofios de arroz en edad de

tres hojas infectados con Piricularia oryzae mostré

teles resultados que mostr erecto de inhibicién del
55 % de las lesiones de la hoja en una concentrecién
de 1,25 mcg/cc., 73 % con 5 meg/cc., ¥y 100 % con 10
mog/cc. &fn rociada en una concentracién de 1 mg./co.
la golucibén no mostrd fitotoxicidad. La kasugamicina
gjerce su fuerte efecto preventivo contra el tizén
del arroz no sélamente sobre las hojas sino teambién
contra el de las espigas. Por ejemplo, una pruebe rea
lizada rociando la solucién de kasugamicina en una
concentracibn de 40 meg/cc. en plentas de arroz, dos

dfag después de la infeccibn con Piricularia oryzae,

mostré que el tizbn de arroz en las espigas, nédulos
del tello y granos quedaba completamente controlado.
Adembs, el rocismiento de la solucién en una concenw
treacibn de 1,25 - 20 mog/cc. mostré evidentemente un
efecto preventivo. Por otra parte, wuna solucibn de -

blasticidina 8 mostrd ritotoxicijudcuendo la concen--
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tracibn fué mbs a&lta de 20 mcg/cc. ¥ no se obsexrvd
prevencidén completa. 8i se prueba el efecto contra
diversas enfermedades de plantas sobre la base de
efeetbds entimicrobianos y de la baja toxicidad de
la‘lzasugamicina, es naturel que el &rea de efecti-
vidad de ésta sea mbs amplia. Segln ensayos en un in
vernadero, la kasugamicina exhibié un efecto preven-
tivo contra el tizém del trigo, y contra el sarpulli
do de las plantas del tebaco.

Jmque su mecanismo de accibn no esth clavo,
la kastgamicina muestra un efecto preventivo mbg =~ -
fuerse cuando se rocfa una solucibn de la misma des-
pués de la infeccidén mejor gue antes de ella. Gene=
relmente al primer efecto se la llama curativo, mien
tras que el Giltimo es el protector. En ol caso de la
kasugamicina el efecto curativo se nuestra més fuer-
te c¢ue el protector, Adem&s, la kesugamicina es ex-
celente por su resistencia a la lluvia. Por ejemplo
en una prueba reelizada rociando soluciones de kasu

gemicina & plantas dos dfas despubs de la infecoifn

con Piricularia QOxyzae, se dfo una ducha de agua &

lag plentas 30 minvtos después del rociamiento y, -
después, pasados siete diag en un invernadero fue=-
ron celculados los nfmeros de lesibn agrendada. En
el cago (e la kasugamicina en une concentracién de
10 meg/ce., el nfmero fe lesién agrandada por cada
hoja fué 2,2, mientrag que fué 4,8 en el caso de la
blasticidina § con 10 mog/ec. (control mostrado en

36,9). A fin de conocer los efectos preventivos con
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tra el dafio producidé ”por el tizén del arroz es tam
bien fitil investiger el efecto sobre la salida de -
hojas nuevas senas después de la infeccibn y del --
tratamiento. En esta prueba, la kasugemicina mostré
excelentes resultados en compuracifn con la blasti-
¢idina 3. )

Ta kasugamicina o sus sales de adicidén de &ci
do, en forma pura o cruda, ejerce un efeoto preven-
tivo. &fin un 1iquido cultivado conteniendo kasugemi
cina, como tal o en estado condensado o seco, exhi-
be efectos preventivos también. Simulténesmente con

le kasugamicina, el Streptomices kasugaensis produ~

ce &algunas veces aureétricina; -tiolutina-y una subs
tancia pentaeno antiffingica. Generslmente, estos an
tibidticos en el caldo cultivado no muestran efecto
perjudicial en la disolucién en que se usa efectiva
mente la kasugamicina.

De acuerdo con el presente invento, es posi--
ble utilizar kasugemicina pura o cruda o sus sdles
de adicibn &cida, un lfguido de cultivo conteniendo
kasugenicina, el 1fquido cultivo seco o un extracto
ocrudo de kasugemicina con o sin diluyentes y agene--
tes aotivos de superficie pars la prevencién de las
enfermedades de las plantas. En ol cago de usar li=
guido cultivo conteniendo kasugamicina, su filtrado
o liguido cultivo seco, o extracto conteniendo kasu
gamicina, se eliminan 81 es necesario otros antibié
ticos incorporados. ”

La kasugamicina ha sido esclarecida en propie
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dades fisicoquimicas y efecto emtimicrobiano, y pox
lo tanto el presente invento comprende todo agente
que contenga kasugamicina til para la prevencién
de lag enfermedades de las plentas., La kasugamici-
na puede fitilizarse, gin ger interferida en su = =~
efecto, en combinacién con la preparacién convencio
nel de mercurio, la blasgticidina 8, o los alquiltig
cinatos, particularmente el hexadecil y octadecil-
tiocianato. Uicho uso combinado puede servir para
hacer més amplio el espectro antimiorobiano de la
kasugamicina. El pregente invento comprende tambien
los agentes combinados,

Seglin el presente invento, puede formarse un
agente ocounteniendo kagugamicinag, por procedimiento
convencionzl aplicado a la preparacibn de pestici-
das agricolas ordinarios, en forme adecuada tal co
mo, por ejemplo, polvo, liguido, 1{guido emylsiona
ble, o polvo humedectible. MNezclando kasugamicinaA
o un material gue la contenga con un portador s6li
do tal como carbonato de calcio, yeso, arcilla, -
talco, sieclita, vermiculita, tierra diatomécea, -
etc. se obtiene une férmula en polvo; un polvo hu~
medectible mezclando la misma con, por ejemplo, un
portador s6lido y un sgente activo (e superficie;
una f6rmula liquida afiajiendo a la misma agua o me
tanol o disolventes orgénicos conteniendo agus; y~
un 1fquido emulsionable ermlgificando la misma con

la adicibn de un agente activo de superficie. 8i -



T 5k

. .Ti\ Q . . ) .
es necesario; ‘puedén ‘anadirde ajembs un esparcias
dor y un estabilizador, La kesugamicina es estable

bajo condiciones neutra, débilmente acfdica, y aci

dica, pero es menos estable bajo condiciones alca~
Se= linas y de aqui su conveniencia de que se formule
en estado neutro o acfdico. Ademfs, la kasugapmici
na es bésica, de forma que es necesario temer 2 n
cuanta el caso en gque sea absorbida con un sblido
acfdico, Las férmulag en polvo, liquido, 1fquido
104~ emulsionable y polvo humedectible pueden preparar
se en combinacibn con los fungicidas convenciona
les, como los compuestos mercGricos,organicos, la
blasticidina 8, y los salgquiltiocisanatos especialmen
te el hexadecil y octaiecil tiocianato descubier- )
1l5.~ tos por Tetsuji Ishiyama et &l., uno de los presen
ted inventores. )
Como la kasugamicina ha sido esclarecida en
propiedades, asi como en actividades biolégicas,
eg téeil modificar el presente invento. E1l actual
0.~ invento no se limita a los ejemplos mostrados més
adelante, sino que comprende todos los proguctos
gue contengan kasugamicina.
Los efectos preventivos de la kasugamicina
contra el tizén del arroz han gido esteblecidos ¥y
5.~ deteallados y se ampliar& el uso de la misma, cuan
do se comercializa la kasugemicina, Por ejemplo, S
se ha observado el efecto de la kasugamicina cOnl=

tra el tizén del trigo y el sarpullido del tabaco.
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El pregente invenvo se reriere a log pesticidas
agrfcolas para provealr y ourar las enfermedades
de las cosechas, y el uso del mismo no se limita
solamente a la preveneién’ ¥ curacifn del tizén del
arroz,

18todo (1): Prueba del efecto curativo.

La prucba tud realizada de acusrdo con el me
todo de engayo en tiesto. La planta de arTo%. ensem-
yada era de la variedad moﬁgélica en retofio de 3
hojas de edad., Inmediatamente antes de la germina~
cifn fueron tomados 20 granos der arroz de cada umo
de los tiegtos de 9 cmbts., de difwetro. BEn la fase

de la edad de 3 hojas, se incculé a log retofios

una suspendién de espora de Piricularia oryzae. -

......

nfuweda durante 20 horas y después de £sto me les
rocid una solucién de cada produeto gquimico proba
do, a una presibn de 0,5 Kg./cmd en una cantidad de
4 ml. por .tiesto. & cada producto quimico se afia-
4i6 como esparciador 100 meg/ca. de Wewcol-560. -
¢ dejo reposar a los retofios en un invernadero du
rante 5 a 7 gfas y después ss caloulo el nfmero -
de lesiones agrandadas por cada 10 horas, Bl vae
lor curativo se egtimé por medio de la siguiente
Périlag

Fumero de lesiones no tratadag,snfmero

V.C.:: g
. numexyo gde.lesiones no

de legiones tratadag
tratadas ’ x 100
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Método (2): anayo en tiesto del efecto pro-

tector.

‘Los procedinientos fueron los mismos gue en.
el método (1), pero los retofios fueron tratados -
con productos quimicos amtes de la inoculacidn de

la Piricularia oryzase,.

B valor protector fué valorado similarmente
al valor curativo,
Bjemplo 1.
- En éste ejemplo se adoptd el método (1), ex~-
tractaniose con butanol un filtrado de 1{guido cuk

tivado de Streptomyces kasugaensis para eliminar -

la eu.reo(;:cicina, tiolutina y substancia pentasno -
antiffngica, 81 filtrado se diluyé con agua desti-
lada, 2, 4, 8 y 16 veces y, se afiadif a cada wmo de
los filtrados diluidos 100 meg/cc. de Hewcol-560

como egparcidor, Cada agente preparador as{ fué ro
ciado & log retoilos en edai de I hojas infectados

con Piricularia oryzae.

Tos resultalos se muestran en la siguiente -

tebla;
Numero de lesiones agram.
Agentes rociados dadas por 1O hOJ s -

F:thrado de oultn.vo de kg
sugenicina 0

Mltmdo de cultivo de kagu

ganicina diluido dos veces 0

Filtrado de cultivo de kasu
gamicina diluido cuatro ve= 0
ceg

Filtrado de cultivo de kasu
gamicina diluido ocho veces ' 0,9
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Filtrado de cultivo de kasugauicina
diluido dieciseis veces 3,0

Conﬁrol 84,5
Bst4 claro en la tabla precedente, que el
agente presente, afin diluido 15 veces puede inhi-
bir el proceso de la infeccidn,
Ejemplo &,
'~ En éste ojemplo se adopto (1). Se emsayaron
en el mismo un filtraio de lfguido cultivado de -

Streptomyces kasugasnsis que contenfa 100 meg/co.

de aureotricina y tiolutina), una solucibn acuosa

de extrecto de un cultivo 1l{quido de Streptomyces

R

kasugaensis (dicho extracto era un polvo obtenido
afiadiendo carbbn sctivo al 1{quido cultivado al -
0,5 # y PH 2,0, eliminando el carbbn activo por fil
tracifn, neutralizando el filtrale resultante, afia
diendo al mismo 2,0 % de oarbbn activo para adsor-
ber la kasugamicina, ievigando la kasuganicina con
wn 80 # de metanol scuoso a pH 7,0 y después cone
centrando el mismo bajo presidén reducida seguido -
de secado), y una goluoibn acuosa de hidrocloruro
de kasugamicina., Los resultados obtenidos fusron
losg siguientes; |

JAgentes rociados Yalor curativo

Fiitra&o, diluido 2 veces B ‘10033

» ”» 4 » »n -

i 16 -* 4

4 » o 64 2 97,8 4
Extracto, 8 mg/ce. . 100

n 4 » - »

» 1 8 e

2 0,5 % 98,0 #
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Agentes rociados Valor curativo
Extracto, 0,25 mg/cc. 88,5 %
Hidrocloruro de kasugamicina h
30 meg/ce 100 4
Hidrocloruro de kasuganicina

15 mog/cc. "
Hidrocloruro de kasugauicina )

3,75 mog/cc. 98,2 %
Hidrocloruro de kasugamicinag :
1,0 meg/ee., : 82,2 %

EQ’ emplo 3:

 Se ensayaron los mismos agentes que en el

ejemplo 2, segfn el método (2) para obtener el 81

guiente regultado:

Agentes rociados Yeloxr protectox
Tiltrado, diluido 2 veces 100
» » g ¥ o

) » 16 7 "

Extraéto, 4 meg/ce. )
» 2 99,5 %
" 1w 93,7 #
Hidrocloruro de kasugamicina 30 meg/ocoAD0 %

Hidrocloruro de kasugamicina

15 meg/ee. 97,8 %
Hidrocloruro de }casugemicina 7,3 )
meg/cc, 96,7 %

Hidrocloruro de kasugamicina

3,75 meg/ce. 89,0 #
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Ejemplo 4:
A 3 grs. de polvo orudo de un 8 % de pure-
za 06 kasugamicina extractado de un filtrado de -

1fquido cultivado de Streptomyces kasugaensis se-

P S T [T,

gln el procedimientco déhresiha'§5 intexcambio de
iones, se afiuaid, para formar una témmula de pol-
vo, 60 g. e sieclita, 34 g. de telco, y 2 g. de
vitasil. La férmula en polvo asi preparada fué es
polvoreada en una cantidad de 200 mg. por tiesto.
Tumbién se prepard una térmule de polvo humedecti
ble afiadiendo a 20 g. de polvo crudo de kasugemi-
cina ue una pureza del é %, 75 g. de Tolite NT-S,
2 g. de Newcol-560 y 5g. Ee Toyolignin CP, L& —=w~w
£érmula se diluybé 500 veces con agua y después -
tué rociada en una cantidad de 4 ml. por tiesto.
Cuda enseyo se realizb de acuerdo con el wétodo -
(1) vy mostré el velor curativo dentro de los. Llimi
tes del 90 al 100 .

Ejemplo 5: '

Se mezcld kasugamicina con preparados mercfi
ricos y las mezclas quimicas resultantes fueron -
comparadas en erecto preventivo con productos qui
micos individusles para obltener los siguientes ré
sulvados (se adopté el método (I)): ~

Agentes y concentracibn = Numero de lesioneg -
agrandadas por 1oja.

Kasugemicina 30 mog/cc. - 0

» 15 » 0,3

- -
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Numero de lesiones
Agentes y concentraciln ~ _cggrandadas POX ho;;a

Kasugamicina 7,5 meg/ce. = 2,3
» 3,75 » 4,8

Kasug;amicina 15 mog, cc.--i-

4 ioduro m‘enilmeroﬁrico

20 meg/co, 0

Kagugamlcina 15 megdcc. +

+ ioduro fenil mercfirico

10 meg/ce. 0,%

Kasugamicina 15 mcg/cc. +

ioduro fenil mercfrico

5 meg/cc. 2,1

Kasugamicina 7,9 meg/cC.+

joduro fenil mercfirico

20 meg/ce, 0

Kasugemicina 7,6 mog/co.+

ioduro fenil merofirio 10

meg/co 0,2

Kasugemicina 7,5 mog/co.+

ioguro tenil merchrio

5 meg/cc. 2,1

Kasugemicina 3,75 mog/cc.

$ ioduro fenil mexcfirico

20 meg/cc. 0,1

Kasugemicine 3,75 meg/ce.

+ ioduro tenil mercfiwico

10 meg/cc. 0,2
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dgentes y concentracidédn - Numero de lesiones -
egenfadas poxr hoja.

o

7

‘
i

Kasugamicina 5,75 mog/cc.
+ ioduro remil mercfirico
5 mog/ce. 2,9
de~  IToduro fenil mercfrico
40 meg/cac, 16,6
Ioduro renil merclirico
20 meg/co, “0,%
Ioduro remil mercfirico
10.,- 10 meg/co, 0,8
Ioduro tenil mercfrico
5 mog/ce, 18,7
Kasugamicina 15 meg/ca.
¥ scetato fonil merelri
18,= co 10 meg/cc. ) 0
Acetato fenilmerclrico 20
meg/ce. 19,5
Control <0, 4
Los reswltados precedentes muestran que las
“0.~ mezolas de kasugamicina con preparacibénes merefiri
cas no se deverioran en actividad, sino que son -
nhs bien gindrzicas.
Ejemplo b;
V vSé‘ensayaron ios mismos productos quimicos
LOem que.en el ejemplo 5 seglin el mévodo (), inoculén
aose Piricularia oryzae a lag plantas después deﬁ

la aplicacién de los agentes, obteniendo los si=-

gaienfes resultados:
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Adgentes rociados - Numero de losiomes agranda-
das por hoja

Kasuganicina 15 meg/ce. 5,9
u V 7,5 ’ 8,5

Toduro fenil mercfrico

10 meg/cc, 1,1

Toduro tenil mercGrico

5 neg/co, 3,0

dcetato fenil merclrico

20 mcg/cec, i 3,4

Kasugamicina 15 meg/cc.

+ ioduro fenil mercfiri-

co 10 meg/cc. 0

Kasugamicina 15 meg/cc.

+ ioduro fenil mercfiri-

co 5 mcg/cc, : 0,6

Kasugamicina 7,5 mog/co.

4 loduro fenil mexrchri-

co & mog/co. 0,8

Kasugamicina 15 mcg/cc.

+ ioduro fenil merclri-

co 20 meg/co 0,9

Control 20,0

Tos anteriores resultados muestran que la

‘

mezela de log dos agentes aumenta el efecto pro-
tector.

Ejemplo 7;
"~ e afiadieron 100 meg/cc. de NNP (Newcol- -

560) como edparciador a un lfquido conteniendo -



TNTO0 4

rasugamicina obtenida por extracoifn de un Piltra

do dé 1fquido cultivado de Streptomyces kasugaen—

sig  ocon etanol, psra eliminar la aureo‘,ra.cina, -
la tiolutina y una substuncia pentasno =mntiffingi-
54= ca., Z1 producto quimico agf preparado se sometid
a prueba. La prueba se realizb en el campo de la
Agricultural Experiment Station de la Hokkoh Che-
mical Industry Co., en Atsugi, Prefectura de kana
wa. )
10.~- Bn égte oampo, se inoculf la planta de arroz

con hojas de arroz enfermas & fin de causar una =~

vizorosa infeccién de Piricularia oryzae. Cuatro

dfas despuls de la 1nocula016n, es dec:v.r, cuangdo
se reconocié la gparicién de las manchag de la en
15.- rermedad, se roociaron 20 cc. por 0,6 om del anté
dicho agente conteniendo kasugamicina. Bl rociamien
50 se verific$ de 1 a 3 veces. A efectos de coupa
racibn, se rooiaron, 20 mog/ce, de ioduro femil -
mexefirico y 40, 20 y 10 mocg/cc, de blasticidina §
20, respeotivgnente, en una cantidad de 20 ce. por ca
da 0,6 cm en la parcela respectiva., 4 los 7, 9,-
11, 13, 15, 19, y 23 dfas después de la inocula--
cifn con hojas enfermas, se caleull el 4rea de le
siones en cada parcela, y los resultados se e -
%84~ tram en las figuras 1 y 2. In cada gr&fico, el =
eje vertical muestra el porcentsje de &rea enfer-
na con lesibn, el eje horizontal muesira sl ndue-

ro de dfas, la curva A& indica un control (no tra-

tado), la curva B los resultados de 20 ppm. de =
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productos quimico merclrico, la curva C 10 ppm.

de blagticidina §, la curva D 20 ppm. de bvlasti-
cidina §, la curva E 40 ppm. vde blasticidina 8,

y la curva P kasugsmicina., La figura 2 muestra -
los resultados del ensgayo en el gue el primer ro
ciamiento fué realizado enm el cuarto dfa despuds
de la inoculacién, el segundo rociamiento en el
noveno dia, y el tercer rociamlento en el dfa on

ceno., Se advirtié gue las plantas de arroz trata

‘das con kasugamicina tenfan menor nfmero de lesio

nes y el crecimisnto de las plantasg era maroada-h
mente fuerte,

Sjemplo 8;

7 En &ate ejemplo se usé hidrocloruro de ka-
sugamicina, uwna kasugamicina cruda de 1, 5 j de
pureza y wn filtrado de 1fquido cultivado de =

Streptomyces kasugaensis conteniendo 400 meg/cc,

de kasugamicina con 1,5 y 30 mog/oc., de aureotri
cina, 9e diluyeron para obtener soluciones conte
niendo kasugamicina en concentraciones de 80 mcé
/cc. 40 meg/cc., 20 meg/ec, y 10 meg/cc., respec
tivamente. A cada solucién se aidadid Hewcol 560~
en 100 mog/cc.. De la misma forma gque en el ejem
plo 7, los agentes as{ preparados fueron rociados
en el campo de ensayo. Para fines de comparacibn,
ge rociaron soluciones de blasticidina § en con-
centracifn de 20 meg/ce. y 10 meg/cc, Un mes des

pués del rociamiento de las soluciones contenien
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do kasugemicina en 80 mog/cc. se dleron log me-
jores resultados y los retofios roclados con las
mismas crecian como se no egtuviesen infectados.
Ademfs, los retofios rociados con el filtrado de
liquido cultivado mosstraron un crecimiento mis .
fuerte que los revoiios no infectados. Entre los
retoiios iniectados, cagl todos los no tratados
habf{an muersto. Los rociados con kasuganicina eran
mls fuertesén crecimiento que los rociados con =~
blagticidaina §.
Ejemplo 9:

BEL hidrocloruro de kasugamicina y su nez-
¢la con aurotricina fueron probados de acuerdo

con el metodo (1) para obtener los siguientes re

sultados;
Agentes rociados Numero de lesiones
agrandadas por 10
hojas .
Kasugamicina 20 mcg/ce | 0
" ) ? - 7’4
" 12,5 50, 4
Kasugamicina 20 meg/ce
& eureotricina 5 7 2,7
Kasugamicina 5 meg/co.
+ aureotricina 5 ¥ 10,20
Kasugamicina 1,25 ” 25,6
¢ aurotricina 5 *
Blasticidina § 30 ¥ ' 8,4
Control » 102,4

Se observd que la aureotricina mejorsba -
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las acciones de la kasugamicina en byja concentra
cibn sin rebajar su efecto prevenvivo. Qe la pr_é_
sencia de una ligera cantidad de aureotricina y
tiolutina acelera el crecimiento de las plantas,
era ya un hecho conocido, Este ejemplo mostx6 que
la presencia de aureotricina en la concentracién
2l no causar fitotoxicidad no interfiere el efec

to de la kasugamicina.

Sjemplo 10O;

. Se prepararon hidrocloruro de kasugamicina
blasticidina $ y una mezcla ds ambos y se proba-
ron segfin el métédo (1) para oblener los siguien

tes resulbados:

Agenteg rociadog Valor curativo
Kasuganicina 30 meg/cc. 100 P
» 15 7 96, 54
2 7,5 92,1%
" 5,75 . 63, O
Blasticidina § 30 m&g/cc 98, 5%
n g 98, O
Z 10 * | 89, 0%
Mezola 50 meg/co 100
» 15 " 97, 0
» v,5 * 85,05
" 3,75 7 75,

Ejemplo 11;

Prueba para examen del efecto preventivo

en campo;
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En una cgja de vinilo, se inocularon reto-
fios de arroz con hojas fuertemente iniectadas cor

Piricularia oryzas. Dos dias después de la inocu

lacibn se rociaron Térmulas en polvo y en pPolvo
humedectible de cada uno de los siguientes agen=-
tes: kasugamicina, ioduro fenil mercfirico, y ke~
sugamicina + ioduro fenil mercfirico. TUna semena
después e rociaron de nuevo los mismos agentes.
Doce, 17, y 25 y después del primexr rociamiento
ée investigaron lasg &reas de hojas muertas por

ls Piricularia oryzse, obteniendose los siguienw

tes resultados:

dgentes y concentracién- dArea muerta(#) después
de: .
12 dfas-l7?7 dfag-25 dias

‘Winguno 77,9 Comple- Comple-
toment.. tement.
muerte merta

Férmula de polvo humedectib

ble:Kasugamicina 20 ppm. 8,1 3¢ 50
Toduro fenil merctirico A

20 ppm. (como Hg) 19,7 58 80
Kasugemicina + loduro fe-

nil meretrico 10 ppm I0 -

ppm. (como Hg) 6,6 26 30
Férmule de polvos

63

i
i

Kasugamicina 0,2 3% Ioduro 17,9

renil mercfirico, ¢,2 #(co-

mo Hg) ) 24,5 62 45
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Agentes de concem;raclén - a;rea muerta(j#)después
de:
12 dfag~17 diaa 25 _Glas

Kasvgamicina + ioduro fe-
nil merclrico. 0,1 % 0,1 %
So=  (como Hg) 6,6 24 50

Bstos resultados muestran que, también en
la prueba prevantiva en campo, la mezcla de ka~
suganicina con~ preparado merclrico exhibe efeg
to sinérgico.

L0.~ Bjemplo 12:

Se mezcld kasugamicina con alquitiociana=
tos (una mezcla. de hexadecil- y octvadeciltiocia
nato) en diversas concentraciones y se proba:roil
los etectos de las mezclas resulbtantes segln el

15~ método (1) comparandose con los efectos de los
agen_tes individuales.

Los regultados de las pruebas fueron como
slgue:

AgAnues y concentracién ~ Nlmero de lemones agxen
dadag por 10 hojas,

- e ey

2 .‘
0 Parcela A-Parc.B-Prome-
dio
Kesugamicina 15 mgo/ce. 0,2 0,8 0,3
v 7,6 7 2,1 2,4 2,5
» 5,75 7 5,5 6,1 4,8

25,~ dlquiltiwianato 1000 *

+ kasugamicina 15 meg/ce. 0 0 0
A.Lquiluoc:.anato 1000" 0,6 0,8 0,7
+Kasugamicina 7, 2

Jﬂ.qullumuanano 1000 ? 0,2 1.1 0,7

4 Kagsugamicina 3,75 *

-
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dgentes y concentrscifn Numero de lesiones agran
dadas por 10O hojas

Parcela A-Paro.B-Promedio

Al quitiocianato 500 mog/ -
cc. + Kasuganmicina 15 yog

/oc. 0 0 0
Alquiluiocianato 500meg/

cc. + Kasugamicina 7,5 -

mcg/cc. 0,5 0,7 0,6
Alquiltiocianato 500 -mog

/ec.+ Kasugamicina 3,75

mog/ce, 1,8 2,4 2,1
Alquiltiocianato 1000 -

meg/ce. 13,7 19,2 17,7
Alquiltiocianato 500 mecg

/cc. 15,1 20,2 17,7
Blasticidina § 30 mog/ce 0 0 0
Control 13,2 20,1 16,7

Log mencionados resultados indican que los
erectos ocurativos respectivos de los alquitiocia
navos y la kagugamicina se incrementan cuanda se
usan los doas en mezcla, y que el agente mezclado
es mbs eficaz que dos veces la cantidad del agen
te individual. Asf, los sgentes muestran efecto
sinérgico cuando se usan en meszcla.

Bjemplo 18:
' 8e probaron los misimos agentes que en el
ejemplo 12 sezln el metodo (2).

Los resultados son los siguientes:
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Numero de iesa.ones agranda-
das por hoja.

Agentes y concentracidn-Sec.a $eo.h Hect.c Promed.

Kasugemicina 15 meg/co. 2,7 5,9 4,8 3,7
n 7,5 7 5,0 4,2 6,4 5,2
# 5,75 7 8,2 8,7 10,1 9,0

Alquiltiocinato 100g/cc O 0,17 0,43 0,20
" 50 * 0  1.50 2,00 1,00
n 100 /o0

+ Kasué,amicina 15 y/ces O 0 0 0

Alquiltiocianato 100 ¥/

cc, ¥+ Kasugamicina 7,5

y/ce. 0 0 0,03 0,86

Xl quiltiocianato 100 y/

¢c. + Kagugamicina 3,75

y/ce, 0 0 0 0

Alquiltiocianato 60 ¥/

0CG, 4+ Kasugamicina 15 =

y/co. 0 0 0 0

Alquiltiocianato 50 ¥/

cc. + Kasugamicina 7,95

y/ca. 0 0 0,29 0

Alquiltiocianato 50 ¥/

cc. & Kasugamicina 4,75

y/cc. ' 0 0 0, 59 0,20

Control 12, 57-1%,15-14,60 - 13,11
Los anteriores resultados indican gue los agen

tes mezclados btiene mayor efecto preventivo que dos

veces la cantidad de agentes individualesg y eviden-
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temente muestran efectos sinérgicos.
Bj emplo 14
' Gampo de prusba I
Metodo:
Uvilizando hojas enfermas como fuente de inocu

lacibn, se inoculd Piricularia oryzae a retofios de =

arroz ”Norin WR 21” en edad do 4 a 5 hojas cultivado
en vivero. Desjgués’de reconocer gue habfan sido ata-
cados los retofios, se rociaron losg mismos agentes gque
en el ejemplo 12, 3 veces, y se investigd el estado
de enfermedad de los retofios 4 veces antes y después
de cagda rociamiento.

Pecha de inoculacibn: 10 de ifayo de 1.964

Techa del rociamisnto; 1., 18 de iayo de 1.964

2, ¥5 de Mayo de 1,964

3, 1 Junio de 1.964
Los resultados fueron los siguientes:

Wayo - mayo.=.Junio -

Agentes y concentracifn 17 &4 sL 7

Kééﬁéaniéina éo mcg]éé; g 4 8 20
» 30 . 3 5 29 99
» 15 29 28 55
» 7,5 4 12 46 80

Kasugaﬁlicina 30 meg/ca &

elquiltiocianato 1000

meg/cc. 2 5 10 18

Kasugamicina 30 meg/ce +
Algquiltiocianato 500 meg
/cc. 3 8 11 &l



Agentes y concentracién Area de lesioney (%)

Mayo = Meyo - llago = Junio -

17 o4 3.1 i
Kasuganicina 30 meg/cc 4 S
alquiltioclamato 250 mecg
5.~ /Jca, 4 o 11 29
Rasugamicina 15 meg/cc +
al quiltiocianato 1000
meg/ec, 2 9 10 e

Kagugamicina 15 meg/ce.
10.- & glquiltiocianato 500
meg/cc. 2 8 17 31
Kasugamicina 15 meg/cc +
elquiltiocianato 250 meg
/cce 2 8 23 41
15.~ xasuganicina 7,5 mcg/cc.
+ alquiltiocianato 1000
meg/cc, 2 5 15 48
Kasugamicina 7,5 mcg/ce.
L+ alguiltiocianato 500
20.- meg/ce. 3 10 20 56
Kasugamicina 7,5 meg/cc.
alquiltiocianato 250 meg
/cc. 3 12 21 3%
Algquiltiocianato 1000
25,~- meg/cc, 8 b 24 4%
Al quilsiocianato 500 meg
/cC. 2 13 24 64
Al quiltiocianato £50 mcg
/ec. 8 14 52 83
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Agentes ¥ concemraclén Area de lesiones (%)

Mayoi- M&yo - Me\vo - Juaio -

L' &4 31, .
Toduro Penili mexcfirico ' '
20 meg/cc. 2 14 56 72
Blagticidima 30 mog/ce 4 17 35 61
Control ¢ 28 T4 9%

Campo de prueba IIX

Métodos

En la misme forma que en el Campo do yrusba I,
s cullfivaronm revonos de &arroz en viveros en un inver-
nadero, y el 16 de liayo de 1.964 se distribuyeron las

hoj as enfermas en el vivero parsg inocular Piricularia

oryzae. Dos dfas después de la inoculasién se rocif
dos veces cada uno de los siguientes productos quimicos
en rorma de polvo; kasugamicina, elquiltiocianato (una
mezcla de hexadecil y octadecil tiociamato) y kasugami
cina & el mencionado algquilviocianato, Doce, 17, ¥y 25
df{as después del primer rociamiento se investigeron =~

lus &reas de hojas muertas por la piricularia oryzae.

Los resulbados fueron log diguientes :

Producto quimico Concentra- Area de hojas muertas (,ga)
cidn degpues de

12 dias~ 17 dfag- 25 dfas

Winguno _ - '?'? 9 comple- mersas
tam,
Alquiltiocianato 4,0 % B4, 5 60 85
Kasuganicina 0,2 7 27,9 55 68
I Kasugemicina 4 0,1 &
12,1 27 4l

-

alquiltiocianato 2,0 7
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Producto quimico Concentracién Arca de hojas muertas
(%) después de

12 dfas~17 dfas-25 dfas

Kasugamicina 0,0 % 39,5 81 94
II Kasugamicina 0,05 % 14,7 33 51
alquiltiocianato

Estd claro que se alcanza el efecto sinérgico por
medio de la mezcla de los dos agentes.
£ N O T A £
Se declaran como de novedad y propiedad para todo
el territorio espafiol el contenido de las siguientes:

4 REIVINDICACIONES £

18, "Procedimiento de fabricacién de un preventi-~
vo para enfermedades de las plantas", en el que el ingre-
diente activo es la kasugamicina.

28, "Procedimiento de fabricacidén de un preventi~-
vo para enfermedades de las plantas", segdn apartado 19
en el que la kasugamicina y un compuesto de fenil mercu
rio, en la relacién 1-1000 del anterior por 1-20 del dl
timo, se afiaden a un vehiculo adecuado.

38,~ "Procedimiento de fabricacién de un preventi-
vo para enfermedades de las plantas", segin apartado 1¢
en el que la kasugamicina y blasticidina S, en la rela-
cién de 1-1000 del primero por 1~100 del dltimo, se afia
den a un vehiculo adecuado,

48 .~ “ Brocedimiento de fabricacidén de un preven—
tivo para enfermedades de las plantas”, segin apartado
12, en el que la kasugamicina y un alquiltiocianeto, par

ticularmente el hexadecil y octadecil tiocianato, se afig
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den a un vehfculo.

52,- "Procedimiento de fabricacidén de un preventi-
vo para enfermedades de las plantas", segin apartados --
anteriores, en las que la kasugamicina se selecciona del
grupo consistente de kasugamicina cruda 6 pura, sus sa—
les de adicién 4cidas, kasugamicina conteniendo liquido
de cultivo, liquido de cultivo seco y extracto crudo de
kasugamicina.

6%,~ "PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE UN PREVENTI-

VO PARA ENFERMEDADES DE LAS PLANTASY,

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria, que consta de TREINTA hojas escritas

a midquina por una sola de sus caras y dibujos que la ilus-

trans.

Madrid, 18 de Diciembre de 1.964
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