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La presente invencidn se refiere a nuevos an-
tibidticos, y m8s en particular al nuevo antibidtico T-7545
(Validamicina), que significa antibibtico T=7545-A, anti-
bidtico T~7545-B, sus &steres, sus sales, o mezclas de e~
llos, obtenido por cultivo de una cepa productora de anti~-
bibdtico T-7545 perteneciente a los actinomicetos.

En busca de nuevas sustancias antibibticas, lcs
autores de la presente invencibn aislaron gran nfimero de
microorganismos de la tierra, y estudiaron sus metabolitos.
El trabajo de investigacidn condujo a los hallazgos de que
ciertos microorganismos de la tierra son capaces de prcdu-
cir el nuevo antibidtico T-7545, que aquellos microorganis-
mos pertenecen a los actinomicetos, y que se puede obtener
dicho antibidtico cultivando estos microorganismos de ma-
nera que dicho antibibtico pueda acumularse en el medio
de cultivo.

Antes de ahora se han usado ampliamente agentes
de arsénico orgdnico para el control del tizdn de la vaina
de la planta de arroz, compuestos de mercurio orginico pa-
ra el control de la putrefaccibén del tallo, y agentes de
pentacloronitrobenceno (denominados en lo sucesivo PCNB
brevemente) para el exceso de humedad y el tizbn esclerd-
tico (tizbn meridional). Sin embargo, estas drogas no siem-
pre son inocuas para el hombre y los animales domésticos,

0 incluso para peces y plantas. Por ejemplo, los agentes
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de arsénico orgénico no solo son tbéxicos de forma cré-
nica para el hombre y los animales, sino que también per-
judican al rendimiento de la cosecha de arroz, mientras
que los compuestos de mercurio orginico no estdn exentoa
de toxicidad crdnica para el hombre y los animales, ade-
mis de ser venenosos para los peces. EL PCNB también es
fitotbxico, ya que afecta al crecimiento de los brotes
jbvenes que han de ser protegidos. A la luz de lo que au-
tecede, se ha esperado con interés el desarrollo de una
nueva droga mejorada.

En busca de una droga satisfactoria para el
control del tizén de la vaina, los autores de la presente
invencibn efectuaron un extenso estudio del problema y
han descubierto, inesperadamente, que el caldo de cultivo
de una cepa de microorganismo productora de T=7545 pre-
senta una poderosa accibn de inhibicidn frente al tizén
de la vaina, en ensayos in vivo (aplicacibn a brotes jbve~
nes de arroz), a pesar del hecho de que no muestra sustan-
cialmente ninguna actividad antimicrobiana en determinacio-
nes microbioldgicas ordinarias (ensayo in vitro ). Nuevos
estudios han revelado que este antibibtico T=7545 tiene
la caracteristica peculiar de que golo muestra fuerte efec=
to de represién de la enfermedad cuando se trata con 81
la planta o el terreno,

Ta invencidn es la culminacibn de los ante-
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riores descubrimientos. Asf{, la invencidn se refiere a un
nuevo antibibtico que se caracteriza por cultivar una ce=—
pa productora de T-7545, perteneciente a los actinomice-
tos (denominada a veces en lo sucesivo cepa productora

de T-7545) de manera que se pueda producir dicho antibid-
tico y el antibibtico T=7545 se pueda acumular en el cal=
do de fermentacidn, y recuperar el antibidtico acumuladc,
de dicho caldo de fermentacibn,

Ademds, se ha hallado inesperadamente que es=
tos nuevos antibidticos T=7545 muestran excelente efccto
de represidn frente a enfermedades de plantas, por ejemplo
el tizbn de la vaina de la planta de arroz, por aplicacidn
in vivo, aunque no muestran potencia antimicrobiana in vi-
tro contra bacterias ni hongos,

Ademds, se ha hallado que el antibidtico
7-7545 es muy eficaz, no solo contra el tizbn de la vaina
de la planta de arroz, sino también contra otras enferme=-
dades de plantas, tales como la putrefaccidén del tallo
del arroz y el exceso de humedad y el tizdn esclerdtico
de los vegetales, plantas floriferas y brotes de vegeta-
les madereros. Ademds, el antibidtico T=7545 es sustancial-
mente inofensivo para el hombre y los animales, asi como
para los peces, y no afecta sustancialmente a la germina-
cibn, crecimiento, rendimiento y otras caracteristicas

de las plantas Gtiles, incluso cuando se aplica en alta con=-



10

15

20

25

3=7-72

404388

centracidn,
La presente composicidn venenosa econdmica
puede contener el caldo de cultivo de una cepa productora

de antibibtico T=7545 pertensciente al género Actinomycetes,

un filtrado del mismo, un concentrado del mismo, © una
preparacibn purificada del mismo, También se puede emplesr
antibibtico T-7545 en forma de base libre, o como sales
con #cidos orginicos o inorginicos adecuados (es decin,
dcido oxilico, 4cido succinico, 4cido sulffirico, dcido
clorhidrico, etc) o con metales (por ejemplo sodio, cobal-
to, cobre, aluminio, calcio, etc.). Ademds, es permisible
emplear un éster o éter del antibidtico, por ejemplo, que
puede ser obtenido egterificando el hidroxilo del T=7545
con un dcido (por ejemplo dcido acédtico, &cido maldnico

0 &cido mllico).

La presente composicibdn venenosa econbmica
puede ser aplicada de cualquier maneré adecuada., Asi, de-
pendiendo del objeto de la aplicacidn, del tiempo de apli-
cacidn, del método de aplicacidn, etc, la composicidén pue-
de ser aplicada directamente como tal, tras disolucibn o
dispersidn en un vehiculo liguido adecuado, o tras mezcla
con un vehfculo sblido adecuado., Si se desea, por adicibm
de un agente emulsificante, dispersante, agente de suspen—
sibén, adsorbente, penetrador, agente humectante, espesador,

estabilizador y/o coadyuvante, la presente composicidn pue-
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de ser usada en formulaciones tan variadas como solucién

en aceite, emulsidn, polvo humedecible, solucién acuosa,

polvo soluble, polvo, tabletas, grénulos y pulverizacidn,
etc.

5 Ademds, es permisible el uso de tal composicidu
tras haber sido compuesta o mezclada con otros germicidas
tales como germicidas de cobre, germicidas de azufre or-
ginico, germicidas de cloro orgénico, germicidas de f8sfo-
ro orgdnico, otros antibidticos, etc, insecticidas tzles

10 como insecticidas de cloro orgénico, insecticidas de foég-
foro orgdnico, insecticidas de &cido carbldmico, insectici-
das natuales, ete, acaricidas, nematocidas, herbicidas,
reguladores del crecimiento de las plantas, agentes sinér-
gicos, atractivos, repulsores, perfumes, sustancias nutri-

15 tivas para plantas, abonos, y similares.

Bl objeto principal de la invencién es propor-
cionar el nuevo antibidtico T-7545, y un método para pre-
pararlo.

Otro objeto es proporcionar un fungicida para

20 combatir enfermedades bacterianas o flngicas de plantas,
sin fitotoxicidad sustancial.

Otro objeto es proporcionar un fungicida Qque
es sustancialmente no tdéxido contra tanto los seres huma=
nos como los animales, asi como los peces,

25 Otro objeto es proporcionar una forma concen=

3-7-72 b=
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trada de dicho fungicida, que es aplicable al hifiesped
simplemente diluida en el momento del uso, con el mismo
fin que se acaba de mencionar, y que es estable y mds con~
veniente que la composicibn dilufda, en almacenamiento y
transporte, para su fécil uso en la planta.

Otro objeto es proporcionar un fungicida sisté-
mico que muestra fuerte accidn de infiltracidn en las plan=-
tas,

Otros objetos serin evidentes por la descrip-
cibn detallada que sigue en esta memoria descriptiva.

El antibidtico T-7545 se obtiene por cultivo

de una cepa productora de T-7545, perteneciente a los ac—
tinomicetes, siempre que sea capaz de producir el antibid-
tico T-7545, Por ejemplo, se puede emplear de manera parti-
cularmente ventajosa la cepa que fué aislada de la tierra
por los autores de la presente invencidn, recogida en la
ciwdad Akashi, prefectura de Hyogo, Japbn, y denominada

Streptomyces hygroscopicus var. limoneus, asi como sus ce-

pas relacionadas.

A continuacidn se nuestran algunas de las ca-

racterfsticas microbioldgicas ¥ de cultive del Streptomyces

hygroscopicus var. limoneus. En las siguientes descripcio-
nes de las caracteristicas de cultivo, "Rdg" significa el
nombre del color segln la "Norma de color y nomenclatura

de color" de Ridgeway.
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(1) Caracteristicas morfoldgicas
El micelio aéreo de esta cepa muestra ramifie-
cacibén monopodial, y la cadena del conidio se forma en es-—
piral. Son ovoides o rectangulares, comprendidos entre
1,0 = 1,3 X 1,0 « 1,5/ , y tienen superficie lisa.
(2) Caracteristicas de cultivo
Las siguientes caracteristicas de cultive, a
no ser que se indique otra cosa, son las observadas por
cultivo a 282C, Cuando se llevd a cabo el cultivo a cual-
quier temperatura distinta de 28°C, se indica tal tempera-
tura entre paréntesis,
a. Agar de Cgzapek
Crecimiento: incoloro, doblado
Reverso: siena crudo (Rdg., III, 17=i) a
narrén suddn (Rdg., ITT, 15-k).
Micelio aéreo: ante Tilleul (Rdg., XL,
17"%~f) a ante ligero
(Rag., XV, 17'-f), parcial-
mente gris ratén (Rig., LI,
15""%") a lo largo de la peri-
feria de la colonia.
Pigmento soluble: amarillo con débil matiz parduzco.
b, Agar de Czapek glucosa
Crecimiento: incoloro e amarillo sulfina

(Rdg., IV, 21-i), doblado

8w
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Reverso: siena crudo.

Micelio dereos; ante Tilleul a amarillo litargirio

(Rdg., XVI, 21'=f), parcialmente gris aceituna

claro (Rig., LI, 23""'«d) a lo largo de la pori-~

feria de la colonia.

Pigmento soluble: amarillo con débil matiz parduz-

CO.
¢, Agar de Czapek glicerina
Crecimiento: incoloro a citrina naranja (Rdeg.,
IV, 19-k), doblado.

Reverso: siena crudo.

Micelio 8ereo: ante Tilleul a amarillo litargi-
rio, parcialmente gris aceituna
claro.

Pigmento soluble: amarillo con débil matiz parduz~

CO.

d. Agar de asparagina glucosa

Crecimiento: incoloro,

Reverso: oro viejo (Rdg., XVI, 19'-i) a amarillo

antimonio (Rdg., XV, 17'=b) a marrdn cinamomo

(Rig., XV, 15'«k).

Micelio adreo: gris aceituna claro a gris ratén,
con parches amarillos y &reas hi-
medas negras.

Pigmento soluble: marrdn c¢laro.
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e. Agar de malato cdlcico

Crecimiento: amarillo primulina (Rdg., XVI, 19').

Reversos amarillo primulina.

Micelio aéreo: escaso primero, pero despuds ante Ti-
lleul a gris aceituna claro,

Pigmento soluble: amarillo p&lido.

f.Agar de almiddn

No hay crecimiento.

Agar de alniddn modificado con los siguientes componen-

tes:

Almiddn soluble 1%
Monohidrogenofosfato potésico 0,3%
.Carbonato célcico 0,3%
Sulfato de magnesio 0,1%
Sulfato amdnico 0,2%
Cloruro sbédico 0,05%
Agar 2%

Crecimiento: incoloro a amarillo bario (RAg., XVI,
23'=d),
Reverso: ante colonial profundo (Rdg., XXX, 21"-b)
a marrdn rapé (Rdg., X¥IX, 15"-k).
Micelio aéreo: ante cartucho (Rdg., XXX, 19"-f) a gris
ratén, con &reas hlmedas negras.
Pigmento soluble: marrdn claro,

Se observd hidrdbdlisis del almidén.

=10
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Agar de tirosina
Crecimiento: incoloro a amarillo estrdncico
(Rdg., XVI, 23")

Reverso: ante ocre pidlido (Rdg., XV, 15'~f)
a ante ocre claro (Rdg., XV, 15'-d).

Micelio aéreo: ninguno,

Pigmento goluble: ninguno,

Agar de extracto de levadura

Crecimiento: incoloro, doblado.

Reverso: color crema (Rdg., XVI, 19'=f).

Micelio adreo: blanco.

Pigmento soluble: marrdn claro,

Agar Nutriente (379C)

Crecimiento: incoloro.

Reverso: incoloro,

Micelio aéreos ninguno,

Pigmento soluble: ninguno,

Agar Nutriente de glucosa (37°C)

Crecimiento: incoloro, arrugado.

Reverso: ante cartucho a ante ocre pélido,

Micelio adreo: ningunoc.

Pigmento soluble: ninguno.

Caldo Nutriente (372C)

Crecimientos crecimiento superficial incoloro,

y crecimiento floculento incolo-

w1l
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ro en el fondo.

Micelio aéreo: ninguno.

Pigmento soluble: ninguno.

Caldo Nubriente de glucosa (372C)

Crecimiento: crecimiento superficial ante caxr=
tucho, y crecimiento floculento
incoloro en el fondo.

Micelio aéreo: ninguno.

Pigmento soluble: ninguno,

Taco de patata

Crecimiento: incoloro a ante ocre pAlido,

Micelio adreo: ante Tilleul a gris ratén.

El taco se vuelve marrdn sayal (Rig., XXIX,

15"=i),

Taco de zanahoria

Crecimiento: incoloro.

Micelio aéreo: blanco a gris ratén.

El taco se vuelve bermejo cinamomo (Rdg., XIV,

11'-i) a marrén cinamomo.

Celulosa

Crecimiento: amarillo chartreuse (Rdg.,
XXXI, 25"=d) a amarillo cafia
(Rdg., XXX, 23"-h),

Micelio aéreo: gris ratén.

Pigmento soluble: amarillo p&lido.

=] P
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q.= Gelatina (2520)
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Crecimisnto: muy pobre.

Micelio adreo: ninguno,

Pigmento soluble: ninguno.

ILa gelatina es licuada ligeramente,

Lo mismo sucede con gelatina nutriente,

Huevo entero (379C)

Crecimiento: incoloro.

Micelio aéreo: ninguno.

Pigmento soluble: ninguno.

Leche de tornasol (372C).

Crecimiento: crecimiento superficial, color
crema a rosa concha marina
(Rdg., XIV, 11'=f),

Micelio aéreo: ninguno.

El medio es coagulado débilmente, y luego pep-

tonizado, para pasar a marrdn ejéreito (RAg.,

XL, 13"'-i), y se hace débilmente 4cido,

Medio de LBffler (372C)

Crecimiento: amarillo népoles (Rdg., XVI,
19'-d) primero, y ante claro
después.

Micelio adreo: ninguno,

Pigmento soluble: ninguno.

No hubo licuacidn.
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Agar de glucosa peptona

Crecimiento: amarillo chartreuse.

Revergo: amarillo miel.

Micelio aéreo: fino, ante crema.

Pigmento soluble: amarillo con matiz parduz-

COo,
Agar solo
Crecimiento: crecimiento escaso e incoloro es
la sustancia del medioc.

Reverso: incoloro a gris ratdm.

Micelio aéreo: escaso, ante Tilleul a gris
ratén.

Pigmento soluble: ninguno.

(3) Propiedades fisiolbgicas

15

20

25

3-7-72

a) Temperatura e intervalo de pH
No hay crecimientoc a 102C y 509C en agar
de Bennett ni agar de asparagina glucosa,
bajo condiciones aerobias. El crecimiento
tiene lugar a de 15 a 452C, y mejor creci-
miento a de 37 a 452C., No hay crecimiento
cuando el medio estd a pH 4, Aunque hay cre-
cimiento a pH de 5 a 10, el intervalo Spti-
mo es & pH de 6 a 7,

b) Gelatina: ligeramente licuada,

¢) Almidbén: hidrolizado.

1l
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Didmetro del 4rea hidrolizada/didmetro de la
colonia = 33 mm/8 mm.

d) Reaccidn de tirosinasa: negativa.

e) Leche de tornasol: peptonizada. Coagulacidn
dudosa.

£) Reduccidn de nitrato: negativa.

g) Hidrblisis de celulosa: negabiva.

h) Cromogenicidad: negativa.

i) Producto: antibidtico T=7545,

(4) Utilizacibn de fuentes de carbono

Ia tabla 1 muestra la utilizacidbn de fuentes de
carbono por la presente cepa, segln se examina por el néto-

do de Pridham y otros (Journal of Bacteriology, 56, 107-11l4
(1948)).

Tabla l.~ Utilizacidn de fuentes de carbono por Streptomy-

ces hygroscopicus var. limoneus

Eritrita - Tnosita ++
Adonita - D~mannita +4
Sorbita + Dulcita -
Dxilosa + Trehalosa +
Iwarabinosa 44 Salicina -
L-sorbosa - Esculina -
D~galactosa %+ Inulina ++
Glucosa +4 Dextrano +
D-fructosa ++ Mannosa +4
=15



L=ramnosa 34 Almidén L

Melibiosa L4 Glicerina +4
Maltosa b Acetato sddico +
Sacarosa 4k Succinato sbdico L

5 Lactosa 14 Citrato sbddico &
Rafinosa +i 2-cetogluconato cdlcico -
44+ = bien utilizada
+ = bastante ubtilizada
- = no utilizada

10 Asi, la presente cepa muestra ramificacidn mono-

podial, estando arrollada la punta de su micelio aérec. Los
conidios tienen superficie lisa., Da un crecimiento de ama-
rillo brillante a color ante en medios sintéticos, general-
mente; no produce pigmento marrdn soluble en medios que

15 contienen proteinas,

Las anteriores caracteristicas de cultivo fueron
comparadas con las descripciones dadas en "Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology" (Manual de Bergey de bacte-
riologfa determinativa), 72 ed, (The Williams and Wilkins,

20 1957); 3.A. Waksman, "The Actinomycetes" (Los actinomice-
tos), vol. 2 (The Williams and Wilkins, 1962); y Ralph
Hitter, "Systematik der Streptomyceten" (Sistemftica de
los estreptomicetos), (Es. Karugas, 1967), por ejemplo.

Se halld que la cepa se parece al Streptomyces ambofaciens,

25 Streptomyces platensis y Streptomyces hygroscopicus.

3=7=72 w16
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Sin embargo, a pesar del gran parecido en color
a tanto los micelios vegetativos como adreos, el Streptomy-

ces ambofaciens y la presente cepa difieren entre si en que

el primero no da manchas himedas negras en el micelio aéreo,
licla la gelatina en grado medio, y da un crecimiento flo-
culento amarillo en la parte licuada, y utiliza fuentes de
carbono diferentes de las utilizadas por la presente cepa.

E1l Streptomyces platensis se diferencia de la presente ce-~

pa porque el primero produce un micelio vegebtativo aceibue
na profundo en agar de Czapek, haciéndose aceituna cscuro
el reverso de la colonia al pasar el tiempo; da un creci-
miento de crema a amarillento sucio en agar de almiddnm,
cambiando el color de su micelio aéreo de blanco a gris
ratdn con parches negros; y en que utiliza fuentes de car-
bono diferentes de las ubilizadas por la presente cepa.

TLa comparacibn de las descripciones del Streptomyces hygros=-

copicus con las caracteristicas de cultivo de la presente
cepa muestra que la presente cepa se diferencia del Strep-

tomyces hyzroscopicus en que el crecimiento o el reverso

de la colonia de la presente cepa musstra un color amarillo
claro a ante en agar de Czapek (incluyendo el agar de Cza-
pek glucosa y el agar de Czapek glicerina), ager de aspara-
gina glucosa, agar de malato cllcico y otros medios, y pro-
duce un micelio de blanco amarillento a amarillo en dichos

medios de agar de Czapek. Sin embargo, muchas de las ca-



racteristicas de cultivo de esta cepa coinciden con las

caracteristicas estables del Streptomyces hysroscopicus

indicadas por Tresner y Backus (Applied Microbilology,
vol, 4, plg. 24%, 1956). Por tanto, se ha identificado la

5 presente cepa como una variante de Streptomyces hygrosco-

picus, y ha sido designada Streptomyces hygroscopicus

var. limoneus. Esta cepa ha sido depositada en el Insti-
tuto de la Fermentacidn, Osaka, bajo los nfimeros de accee
so IF0-12703.

10 Como cardcter general de los actinomicetos, sus
caracteristicas microbioldgicas son muy mutantes, y el

Streptomyces hygroscopicus var. limoneus no es excepcidn

a la regla. Por ejemplo, sus caracteristicas de cultivo
vy esquema de utilizacidn de fuentes de carbono estdn pres—
15 tos al cambio, y puede haber muchos mutantes. Particular-
mente, de esta cepa se obtienen fécilmente mutantes que
tienen micelios aéreos amarillos, por ejemplo un mubante
designado como IF0~12704 tiene propiedades similares a las
de la cepa IF0~1270%, salvo en que tiene micelios aéreos
20 amarillos que no s¢ hacen higroscdpicos. Sin embargo, inclu-
so estos mutantes pueden ser empleados en la invencidn,
siempre que posean la capacidad de producir el antibidtico
T=7545, Desde luego, no importa que los mutantes sean in-
ducidos espontdnea o artificialmente,

25 En el medio de cultivo empleado en la invencidn

3=7=72 18-
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se incorporan fuentes de carbono asimilable, fuentes de
nitrdgeno digestible, sales inorginicas y similares. Si se
requiere, se pueden afladir elementos de traza tales como
trazas de nubtritivos, factores de crecimiento, precursores,
etc, al medio de cultivo, Entre las fuentes de carbono

que asimila la cepa productora de T=7545 se incluyen, entre
otras, los hidrocarburos, glucosa, sacarosa, maltosa, al-
midbn, dextrina y glicerina. Intre las fuentes de nitrdge-
no se incluyen compuestos nitrogenados orglnicos talss co-
mo extracto de carne, harina de soja, liquido de naceracién
de mafz, peptona, caseina, ete, as{ como compuestos nitro=-
genados inorgénicos tales como nitratos y compuestos ambéni-
cos, ¥y cualquiera de ellos puede ser empleado ventajosa-
mente.

Aunque el cultivo puede sér efectuado por culbie
vo en superficie, es mds usual adoptar el cultivo sumergi-
do aerobio. En el caso del cultivo sumergido, el pH del
medio es preferiblemente casi neutro, y mientras tiene lu-
gar el crecimiento a la temperatura de incubacibén de 20
a 402C, es preferible mantener el medio dentro del inter-
valo de aproximadamente 23 a 372C., Ia acumulacidn del an~
tibidtico buscado se completa generalmente en de 4 a 7

dias.

E1l T=-7545 no inhibe el crecimiento de bacterias

y hongos en ensayos in vitro, sino que solo provoca en

~19-~
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Pellicularia sasakii y hongos préximamente relacionados una

ramificacibn anormal (ramificacién excesiva, o las hifas
ranificadas adoptan una forma tipo umbela) en las punbas
de las hifas. Por tanto, la biodeterminacidn del presente
antibidtico T-7545 debe efectuarse de la siguiente manera.

Se usan Pellicularia sasskii y simple agar coinc

organismo de ensayo y medio de determinacidn, respeetiva-
mente. El organismo de ensayo es cultivado en un bisel de
agar de sacarosa patata, durante de 2 a 5 dfas, y el cul=-
tivo resultante es usado para inocular en el centro de
una placa Petride 9 cm, de medio de Pfeffer modificsado,
que luego es incubada a 272C durante 2 dfas. Al final

de este periodo, el micelio se habrd extendido por toda
la superficie de la placa, El crecimiento en la circun-
ferencia de aproximadamente 3 a 3,5 cm de¢ radio desde el
centro es cortado con un taladrador de corchog, y el dis=
co de agar asi obtenido es usado como inoculador.

Se prepara una serie de dilucibdn en serie de
placas de agar que contienen una concentracidn variable
del antibidtico T-7545, de la misma manera que en el mé-
todo ususl de dilucidn de agar,

In el centro de cada una de las placas de agar
en serie de dilucidn, antes mencionada, se pone un disco
de vidrio de 8 mm de didmetro y aproximadamente 0,2 mm de

espesor, y luego se pone sobre el disco de vidrio el disco

20es
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inoculador de agar. Tras incubar a 272C durante 40 horas,
se evalfla el resultado. Un examen a simple vista revela que
la punta de las hifas del organismo de ensayo que crece a
partir del disco inoculador de agar experimenta una ramifi-
5 cacidn anormal, Ia unidad de dilucidn significa el valor
de la néxims dilucidn a la que la solucidn es capaz de wos—
trar tal ramificacidn anormal. Ia solucidn acuosa que con=
tiene 1000 gammas/ml de T-7545=~A o T=7545-B purificada pre-
senta 100,000 unidades de dilucibén/ml y 1500 unidades de
10 dilucibn/ml, respectivamente.,
El medio de Pfeffer modificado que se empleca en

esta determinacidn tienme la siguiente composicidn:

Sacarosa 3%
L-asparagina 0,2%
15 Nitrato ambnico , 0,3%

Dihidrogenofosfato potdsico 0,1%

Sulfato de magnesio 0,1%

Velsenol® (Dow Chemical) 0,001%

Agar 1,2%
20 Ajustade a-pH 7o

Antes de usar el medio se afladen las siguilentes
vitaminas en las cantidades especificadas (peso por ml
de medio):
Tiamina 1 gamma/ml

25 Riboflavina 1 "

3=7-72 2]
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Pantotenato cdlcico 1 gamma/ml
Niacina 1 "
Biotina 0,005 *
Acido f£bélico 0,5 "
Clorhidrato de piridoxina 2 "
Acido p-aminobengoico 0,5 "
Cianocobalamina 0,0002 "

§Compuesto quelato, etilendiaminotriacetato de hierro so-
dio ebanol,

Cuando el Streptomyces hygroscopicus var. limoneus

es cultivado de la manera anterior, el antibidtico T=T7545
es producido y acumulado principalmente en la fase liquida
del caldo, Por tanto, para recuperar el antibidtico T=7545
es preferible filtrar el caldo y recuperar luego el antibib-
tico del filtrado resulbtante. Cuando el microorganismo em~
pleado es capaz de producir solo uno de los dos antibidti-
cos T=7545-A y T-7545-B, el antibibtico producido puede

ger recogido, desde luego, del caldo de cultivo, de manera
usual por si misma. Sin embargo, en caso de que el microor=
ganismo empleado pueda producir ambos simulténeamente, son
acumulados concomitantemente en el caldo, de manera que
ambos antibidticos pueden ser recogidos del caldo en forma
de una mezcla de ellos, o como antibidticos individuales
T=7545=A o T=7545=B.,

Con el fin de aislar los antibidticos se pueden

DD
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emplear, individualmente o en combinacién, los medios que

se emplean usualmente para recuperar los metabolitos de
microorganismos a partir de sus caldos. Asi, entre los me~
dios se incluyen técnicas tales como filtracidn, concentra=-
¢idn, cromatografia de intercambio de iones con intercambia-
dores de iones, cromatografia de adsorcidén sobre carbonc ac—
tivo, gel de sflice, alfimina, ebte, filtracidn de gel con
Sephadex (marca registrada de Pharmacia), Bio-Gel-P (BIO,

RAD Laboratories), ete, uso de diversos disolventes para lle-
var el soluto a otra fase lfquida, precipitacibn, eliminacidn
de impurezas, didlisis, secado y recristalizacidn, entze
otros,

Para la separacidn de impurezas y purificacidn del
antibidtico T=7545, por ejemplo, es soluble en agua, y se
usan sus propiedades bdsicas; por ejemplo, cuando estén pa-
sando impurezas de menor peso molecular, solubles en agua,
el antibidbico T=7545 puede ser adsorbido sobre carbono ac-—
tivo y eluido con un alcohol acuoso &cido y/o acetona acuo-
Sa.

El antibibtico T=7545 puede ser adsorbido fuerte-
mente sobre resinas intercambiadoras de cationes, cuando ese
t4 en estado de solucidn neutra o débilmente 4cida, y ser
elufdo con solucidn tamponizada, solucibn bésica, o una so-
lucibdn salina acuosa. El antibidtico T=7545 también puede

ser adsorbido débilmente sobre resinas intercambiadoras de

23w
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aniones, y elufdo con agua.

Ia separacidn de los antibidticos T=7545-A y
T-7545-B se lleva a cabo por c¢romatosrafia de intercambio
de iones, usando resinas intercambiadoras de cationes y
aniones tamponizadas. Por ejemplo, el antibibtico T-7545
puede ser adsorbido en Dowex 50Wx2, tamponizado con tampén
de piridina-&cido acético (pH 5-6), y el T=7545-B es elul.-
do con la solucidn tamponizada (pH 6,2-6,8) mientras que el
T-7545-4 es elufdo con la solucibn tamponizada (pH 7=7,5).
Cuando se usa Dowex 1x2 se eluye primero el antibidtico
T=7545=4, v luego se eluye el T-7545-B con agua. Cuando
se usa gel de sflice como adsorbente, se eluye primero el
antibibtico T=7545-B, y luego sigue el T-7545-A con n-pro-
panol-dcido acético-agua (4:1:1).

Entre las resinag intercambiadoras de iones
(fuertes o débiles) que se pueden emplear para el fin an-
terior, se pueden mencionar, por ejemplo, la Amberlite
IR-=100, 112 y 120, Amberlite XE-69, Amberlite IRC-50,
Amberlite XE-89, Amberlite XE-64, Amberlite IR-45 e IRA~O00
(todas las resinas anteriores con marca registrada de Rohm
and Haas Co.), Dowex 50x2, Dowex 1x2, Dowex 1x8 (estas
tres resinas son marca registrada de Dow Chemical Co.),
Duolite CS=65 (marca registrada de Chemical Process Co.),
Permutit-50 (marca registrada de Permutit Co.), etc. Eg~

tas resinas pueden ser preparadas por métodos tales como

=Dl
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los descritos en "Ion Exchange Resin" (Resinas intercambiae
doras de iones) (Robert Kumin, publicado por John Wiley &
Sons, Inc, Nueva York, N.Y, EE.UU,, pdgs. 89-97) o los
descritos en las referencias de la literatura allf citadas,
vy el tamafio de particula y grado de reticulacidn apropiados
deben ger elegidos para cada tipo de resina, seglin la fase
o etapa concreta del procedimiento.,

Entre las sales antes mencionadas no solo
se incluyen las sales alcalinas de &cidos fuertes, teles co-
mo cloruro sddico y cloruro amdnico, sino también las sales
alcalinas de &cidos orginicos tales como acetato sbaico,
acetato aménico, etec, asi como las sales de &cidos débiles
o bases débiles, tales como las de &cido acético, piridina
¥ similares,

Ia sustancia deseada, que ha sido purificada
suficientemente (pureza del 80% o mayor) de las maneras an-
tes mencionadas, es derivada a su clorhidrato (1 mol), que
puede ser purificado mds, por cristalizacidn con una mez-
cla de metanol y acetona, en forma de polvo cristalino,

Por tanto, tanto la forma libre de la sustancia como su
sal cllcica (por ejemplo clorhidrato, sulfato, sulfonato
orgénico) pueden ser usadas ventajosamente para su purifica=-
cidn,
Los antibidticos que pueden ser obtenidos
asf{ tienen las siguientes propiedades fisicas, quimicas y
fisiolbgicas:
(1) Propiedades fisicas y quimicas del anti-
bibtico T-7545-A.
a. Aspecto, p.f. etc.

Polvo higroscbpico blanco, débilmente



bédsico, que no tiene punto de fusidn definido y se
descompone a 100--1352C,
b, Solubilidad

P4cilmente soluble en agua y disolventes orgdnicus

5 polares (por ejemplo metanol, piridina, dimetil-
formamida, sulfbxido de dimetilo, etc); escasamen-
te soluble en acetona y etanol); e insoluble en
acetato de etilo, éter y &ter de petrdleo.

¢, Reacciones de color

10 Reaccidn de Molish positiva
Reaccidn de Pehling (bajo calen-
tamiento) u
Reaccibn de antrona "
Reaccidn de 8cido femolsulfdnico "

15 Reaccidn de 4cido orcinolsulfébnico "
Reaccidn de &cido naftorresorcinsulfénico "
Reaccidn de peryodato de bencidina n
Reaccidn de deteccibén de péptido
(hipoclorito de terc-butilo) "

20 Permanganato potdsico alcalino reduce
Reaccidn de ninhidrina aébil co-

lor plrpura

d. pK'a y peso molecular

pKla 6,2
25 peso molecular estimado por titulacidn 510425

3=7-72 -26~



¢. Espectro de absorcidn ultravioleta
No se observa absorcidn caracteristica a més
de 210 m M ,
f. Espectro de absorcibdn infrarrojo (fig. 1)
5 Bandas de absorcidn significativas 3450(F), 2900(M)
1640(M), 1450(M)
1410(M), 1%70(M)
1160(M), 1120--1000(F)
920(D), 900(M)
10 855(1)

Tas abreviaturas "M", "D" y "F" entre paréntesis
indican absorciones medias, absorciones débiles y absorcio-
nes fuertes, respectivamente.

15
g. ELl espectro de resonancia magnética nuclear de

la muestra suglere la presencia de protones de

]
metina (-C-H adyacentes al oxigeno.
]
h, Rotacidn &ptica

20 . 22
LT N 1104152 (e = 1, Hy0)

1104152 (¢ = 1, piridina)
92,5102 (¢ = 1, dimetilformamida)
1. Andlisis elemental

25 Elementos constituyentes: ¢, Hy, N y O, Tras se-~

3-7-72 =27~
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car con pentdxido de fbsforo a 60°C durante 6 ho~
ras, bajo presibn reducida, la muestra afin muestra
presencia de aguae.

Cy 47,6£1,5%; H, 7,1740,5%; N, 3,0140,5%
Cromatografia en papel y cromatograffa en capa
delgada.

La tabla 1 muestra los valores de Rf medidos por
cromatografia en papel, en papeles Whatman no 1,

vy los medidos por cromatografia en capa delgada,
en gel de sflice. Como reactivo detector se usz una
solucidn alcalina de permanganato potdsico (una
solucidn acuosa que contiene 2% de carbonato cbdi-

¢o y 1% de permanganato potésico).

28
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Tabla 2

Cromatografia sobre
papel

Cromatogra-
ffa sobre ca-

s . Clorhidrato pa delgade
3istema disolvente P=7545-4 e DL 54
Pu?7545-4

n-butanol:dcido acéti~

co:agua (%4:1:2) 0,10-0,12 0,10-0,12 0,10
Acetona acuosa al 70% 0,44 0,37-0,44 0,53
n-bubanol:etanocl:agua:
amonfaco acuoso con-

centrado (40:10:49:1) 0,11~-0,12 0,11-0,12 0.03
Acetato de etilo:dci-
do acético:agua

(3:1:3) 0,01 0,01 0,09
Acetato de etilo:piri-
dina:agua(2:1:2) 0,01-0,02 0,01-0,02 0,01
n-butanol:piridina:
agua(4:2:l§ 0,05 0,05 0,18
n-butanol:piridina:
agua(lL:B:?})) 0,46-0,48  0,46-0,48 0,27
Fenol al 80% (INHj) 0,55 0,55 0,38
n-butanol:etanol:
agua:piridina

(35:15:40:10) 0,35-0,39 0,35-0,39 0,44
n-propanol:agua:amo-
nfaco acuoso concen- ,
trado (70:29:1) 0,06-0,07 0,06 0,07
n-gropanol—écido

cético:agua(4:1:1) - - 0,30

3-7-72
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k. Electroforesis

La electroforesis en papel se llevdé a cabo usando
tampbn de 8cido bdrico 0,05M (pH 10), a una difersn-
cia de potencial eléectrice de 2 KV durante 2 horas,
v usando piridina-fcido acético (pH 6,0) a una di-
ferencia de potencial eléetrico de 2 XV durante 3
horas,

ELl espectro de movilided de la presente sustancia es
como sigue:

Tampdén de &cido bdrico (pH 10) 41,5 cn
Tampdn de piridina=-&cido acético (pH 6,0) 8,5 cm
Sal de &cido

El antibibtico T-7545-A tiene propiedades débilmente
bésicas, y forma una sal con 4cidos (por ejemplo
dcido clorhidrico, &cido sulfilirico, 4cidos sulféni-

cos orginicos, etc.).

(2)Propiedades fisicas y quimicas del antibidtico

T=?7545=B

Aspecto, p.f., etec-

Polvo higroscbdpico blanco débilmente bdsico, que no
tiene punto de fusidn definido, y se descompone a
de 95 a 1409°C.,

Solubilidad

Fécilmente soluble en agua y disolventes orgdnicos

polares (por ejemplo metanol, piridina, dimetilfor-

w0
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mamida, sulfbéxido de dimetilo. etec): escasamente soluble
en acetona ¥ etanol; e insoluble en acetato de etilo,
éter v 8ter de petrdleo.
¢. Reacciones de color
> Reaceidén de Molish Positiva
Reaccidn de Fehling (bajo
calentamiento)
Reaccidn de antrona
Reaccidn de &cido fenolsulfdnico
10 Reaccidn de 4cido orcinolsulfénico
Reaccidn de &cido naftorresorcin-
sulfénico
Reaccién de peryodato de bencidina

Reaccibn de deteccidn de péptido

15 (hipoclorito de terc-butilo) u
Permanganato potésico alcalino Reduce
Reaccién de ninhidrina Débil color
plrpura
d. pK'a y peso molecular
20 pK'a 5,0

Peso molecular estimado por titu-
lacién | 520425
e » Egpectro de absorcidn ultravioleta

No se observa absorcién caracteristica a més

25 de 210 m/’f-,

3=7=72 «31=-
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f. Espectro de absorcibn infrarroja

go

Bandas de absorcibn significativas 3400(F), 2910(M)

1638(M), 1415(M)
1080(F), 1025(F)
900(M), 840(M)

Las abreviaturas "M", "D" y "F" entre parénte-
sis indican adsorciones medias, adsorciones débi-
les y adsorciones fuertes.

El espectro de resonancia magnética nuclear cde la

muestra sugiere la presencia de protones de metina

]
(~C=H) adyacentes al oxigeno,
)

Rotacibn éptica

[ %3= 102 102 (¢ = 1, H0)

Anélisig elemental

Elementos constituyentes: C, H, N y O. Tras se-
car con pentdxido de fdsforo a 602C durante 6 ho=-
ras, bajo presién reducida, la muestra aln mues-
tra presencia de agua.

C, 46,4641,5%; H, 7,0640,5%; N, 2,4440,5%.
Cromatografia en capa delgada

El valor R fué 0,43, medido por cromatografia
en capa delgada en gel de sf{lice, en la que se
usa como reactivo de deteccidn una solucibn al-

calina de permanganato potésico (solucidn acuosa

~32m
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que contiene 2% de carbonato sbdico y 1% de per-
manganato potdsico), y como revelador n=propanol:
dcido acéticosagua (4:1:1),

k. Electroforesis
Ta electroforesis en papel se efectud usando tam-
pén de &cido bbrico (pH 10) a una diferencia de
potencial eléctrico de 2 KV durante 2 horas, y
usando piridina:4cido acético (pH 6) a una diferen-
cia de potencial eléctrico de 2 KV durante 3 horas,
El espectro de movilidad de la presente sustarcia
es como sigue:
Tanpén de &cido bbrico (pH 10) {4 5,0 cm
Tampdn de piridina:dcido acético
(pH 6,0) : - 4,0 cm

1. Sal de &cido
El antibidtico T=7545=-B tiene propiedades de base
débil, y forma una sal con dcidos (por ejemplo
dcido clorhfdrico, dcido sulffirico, dcidos sulfd-
nicos orgdnicos, etc).

3, Propiedades bioldgicas del antibibtico T«?SQS

El espectro antimicrobiano se muestra en la tabla 2.

£l medio de determinacidn usado fué un medio de Pfeffer

modificado (antes indicado) para hongos filamentosos comunes
¥ levaduras, agar de caldo;glucosa para hongos filamentosos

patdgenos y bacterias patdgenas de plantas, agar de caldo
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para bacterias comunes, y agar de caldo glicerina para

bacterias resistentes a los 4cidos. En cada caso, se

empled el método de dilucibn de agar por rayas.

5 Tabla %
Espectros antimicrobianos del T=7545
Condiciones
de la inhibitoria

Organismo determinado determinacidn  T=7545-A
Piricularia oryzae 289C, 40 hrs, > 100

10 Pellicularia sasakii  282C, 40 hrs. > 100
Colletotrichum lagena-
rium 282C, 40 hrs. > 100
Alternaria kikuchiana 282C, 40 hrs. 100
Aspergillus niger 28eC, 40 hrs. >100

15 Penicillium chrysoge=
num 289C, 40 hrs, >100
Saccharomyces
cerevisiae 289C, 40 hrs, > 100
Candida albicans 282C, 40 hrs. 7100
Trichophyton mentagro-

20 phytes 289C, 40 hrs. >>100
Xanthomonas oryzae 2880, 40 hrs. >100
Bacillus subtilis 372C, 14 hrs. >100
Staphylococcus aureus 37°C, 14 hrs. > 100
Sarcina lutea 279G, 14 hrs. >100

25 Escherichia coli 399C, 14 hrs, > 100

Proteus vulgaris 372C, 14 hrs. >100
Mycobacterium avium 372C, 40 hrs. 100
Mycobacterium ATCC 607 372C, 40 hrs. >100

3772 Bl

M{nima concentracidn

amnmas/ml

T=742-B
<100
>100

> 100
7100
>100

7100

7100
>100

>100
>100
>100
7100
>100
100

>100
> 100
>100
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En las tablas 3 y 4 se muestran las actividades
de las presentes sustancias contra varios hongos patdgenos
de plantas, segln se mide por el método aplicando el mis~
mo método de deberminacidn microbioldgica antes descri-
5 to,
En las tablas, cada cifra significa el valor des la
dilucibn méxima que origina ramificacidn anormal por una
solucidn acuosa (1 mg/ml) del antibidtico T-7545-A o T=73545-B

purificados, respectivamente.

10
Tabla %
Actividades del T=7545-A contra hongos patdgenos de plan-
tas
Organismo determinado Valor de la méxima dilucidn.
que origina ramificacidn anor-
mal en la punta de las hifas
15
Pellicularia sasakii 100.000
Rhizoctonia solani 50,000
Corticium rolfsii ~< 100
Phytophthora infestans < 2000
20

3-7-72 %5
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Actividades del T-7545-B contra hongos patbdgenos de

plantas

Organismo determinado Valor de la mixima dilucidn que
origina ramificacidn anormal en
la punta de las hifas

Pellicularia sasakii 1500

Rhizoctonia solani < 20

Corticium rolfsii ~<100

Phytophthora infestans <2000

Asi, aunque el T=7545 no inhibe un cierto nfme-

ro de microorganismos, incluyendo incluso el Pellicularia

sasakii, en los métodos de ensayo ordinarios (in vitro),

mostré un notable efecto de control contra el tizdn de la
vaina de la planta de arroz, in vivo.

El espectro ultravioleta, espectro de absorcién
infrarroja, espectro de resonancia magnética nuclear, ani-
lisis elemental, y demfs propiedades quimicas del antibié-
tico T=7545, sugieren que es un antibidtico de aminocicli-
tol, que contiene glucosa en la molécula.

Sin embargo, el presente antibidtico difiere de
los antibidéticos conocidos de aminociclitol, o sus compues~
tos relacionados, en cuanto a microorganismos de partida,

propiedades fisicas y quimicas, as{ como propiedades fisio~

w36
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1lbgicas, Por tanto, se considera que el presente antibidti-
co es un antibidtico nuevo, E1l T=7545-A y T-7545-B tienen
espectros de absorcibn infrarroja y espectros de absorcidn
ultravioleta casi iguales, pero el valor Rf en cromatogra-
5 fia en capa delgada, la movilidad en electroforesis en pa-
pel a alto voltaje, y el pK'a son claramente diferentes

entre si, y pueden ser separados por cromatografia de 1li-

quido.
Aunque estos antibidticos no muestran actividad
10 antimicrobiana sustancial in vitro, tienen fuerte efecto

protector de las plantas vivas, contra Pellicularia sasa-~

kii, Leptosphaeria salvinii, Rhizoctonia solani, Corticium

rolfsii, Phytophtora infestans, Sclerotinia sclerotium,

Xanthomonas oryzae, Cladosporium fulvum, de manera que es-—

15 tos antibibticos de la invencidn pueden ser utilizables
como fungicidas agricolas o componentes del mismo. Se pueden
usar en forma de composicidn pulverulenta, liquida o granu-
lar, con o sin coadyuvantes o diluyentes., La concentracidn
de estos antibidticos en tales composiciones puede ser ge-

20 neralmente de aproximadamente 0,000l a aproximadamente 80%,
aunque la concentracidn puede variar con las plagas a tra-
tar o con el estado o con otras caracteristicas.

Las toxicidades de las sustancias antibidticas
T=7545-A y T=7545-B son como sigue:
25 a) Ia toxicidad del antibidtico T=7545-A, que es

3-7-72 =57-
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uno de los ingredientes eficaces de la presente composi-
cibén, puede confirmarse, por ejemplo, administrando intrave-
nosamente el antibidtico T-7545~A a ratones, y midiendo el
valor DL5O, o midiendo la dosis letal media para el Oryzias
latipes. Los resultados de tales medidas se muestran en la
tabla 1.

Tabla 6.~ Toxicidad agua del T-7545-A

Animal de ensayo M8todo de ensayo Toxicidad
Ratdn Inyeccidn intravenosa DLBO > 2000 ng/kg
Oryzias latipes Dejar en solucidn acuosa DL > 4C ppm

b) La toxicidad del antibibtico T-7545-B, que es
otro ingrediente eficaz de la presente composicién, puede
ser confirmada, por ejemplo, administrando intravenosamente
el antibidtico T~7545-B a ratones, y midiendo el valor DL50

]
o midiendo la dosis letal media para Oryzias latipes. Los

resultados de tales medidas se muestran en la tabla 2.

Tabla 7.- Toxicidad aguda del T-7545-B

Animal de ensayo Método de ensayo Toxicidad
Ratén Inyeccidn intravenosa Dlig = 2000 mg/kg
Oryzias latipes Dejar en solucidn acuosa DLy > 40 ppm

-3%8-
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Tas concentraciones de ingrediente activo en los

_ presentes fungicidas, listos para su uso, est& usualmente

comprendida entre aproximadamente 0,0001% y aproximadamente
1,0% en peso, mls preferiblemente entre aproximadamente
0,0003% y aproximadamente 0,3% en peso, en el caso de la
forma 1{quida (es deecir, solucidn, suspensidn o emulsibn),
mientras que en el caso de composicidn sélida es preferible
de aproximadamente 0,01l% a aproximadamente 30% en peso, O
mejor de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 20% en pe~
80, Sin embargo, si es necesario, ge pueden usar composicio-
nes que contengan una concentracibén mayor o menor que =1
valor antes mencionado., El contenido del ingrediente zctivo
en la composicidén puede ser de aproximadamente 0,5% a apro-
ximadamente 80% en peso, en relacidn a la composicidén, cusn-

do se prepara en forma de concentrado.

Ejemplo 1

Se afiade 0,4% de carbonato cllcico precipitado a
una mezcla acuosa (pH 7) que contiene 3% de glucosa, 2,2%
de harina de soja y 0,3% de peptona. 3e miden porciones de
50 ml de & litros de esta mezcla, y se introducen en matra-
ces erlenmeyer de 200 ml, que luego son esterilizados. Cada
matraz es inoculado con 1 ml de un cultivo de siembra de

Streptomyces hygroscopicus var. limoneus (IF0-12703%), que

ha sido preparado por cultivo con agitacidn en un medio que
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tiene la misma composicibn que antes, durante 2 dias, y se
ha incubado a 282C durante 114 horas, en un agitador rota=
torio a 200 rpm. Los caldos resultantes son combinados y
filtrados. =1 método produce 2,8 litros de un caldo filtra-
do, (Este caldo contiene 200 gammas/ml de T-7545-A y 150
gammas/ml de T-7545-B). Alternativamente, el cultivo de

Streptomyces hygroscopicus var. limoneus (IF0-12704) mues—

tra un resultado similare.

Ljemplo 2
Se afiade 0,47 de carbonato cilcico precipitado a
una mezcla acuosa (pH 7) que contiene 3% de glucosa, 2,2%
de harina de soja y 0,3% de peptona. Se miden porciones de
500 ml de 2 litros de esta mezcla, y se introducen en 4 ma=
traces sakaguchi de 2 litros de capacidad, que luego son
esterilizados. Cada matraz es inoculado con un bucle de un

cultivo en bisel de Streptomyces hygroscopicus var. limoneus

(IF0-12703), Los matraces inoculados son incubados a 282C du-
rante 2 dias, en un agitador alternativo que tenia una ampli-
tud de carrera de 10 cm a 120 carreras/min, para preparar un
cultivo de siembra. Por otra parte, en un depbsito de acerb
inoxidable, de 200 litros de capacidad, se cargan 100 litros
de un medio preparado afladiendo 0,6/ de carbonato célcico
precipitado a una mezcla acuosa (pH 7) que contiene 5% de

glucosa, 3,6% de harina de soja y 0,5% de peptona. La mezcla

wlt Qe
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del depdsito es esterilizada, y luego es inoculada con 2
litros del cultivo de siembra antes mencionado, y se incuba
a 272C durante 114 horas, bajo condiciones de aireacidn a;
50% y 200 rpm, El cultive es filtrado usando como coadyuvarn—
te de filtracidn 4 kg de tierra de diatomeas, y se oBtiew
nen 68 litros de un caldo filtrado que contiene una mezcla
de 100 gammas/ml de T-7545-A y 150 gammas/ml de T=7545~B,

3e obtienen resultados sustancialmente similares cuando se

emplea un cultivo de Btreptomyces hygroscopicus var. limo-

neus (IF0-12704).

Ejemplo 3=A

Se afladen 13,6 kg de carbono activo a 680 litros
de un caldo filtrado (que contiene 100 gammas/ml de T=7545-A
y 150 gammas/ml de T=7545-B) obtenido de igual forma que en
el ejemplo 2, La mezcla es agitada durante 1 hora, de manera
que los ingredientes activos contenidos en el caldo filtrado
son adsorbidos sobre el carbono activo. EL carbono activo
asy tratado es recogido luego por filtracidn, seguida por
lavado dos veces con respectivas porciones de 136 litros de
agua., El carbono activo asi lavado es sometido dos veces a
elucidn de los ingredientes activos con porciones de 136 li=
tros de una mezcla de acetona:fcido clorhidrico 0,5N (7:3),
con lo que se obtienen 272 litros de elufdo que luego es

1levado a travdés de una columna rellena con 20 litros de

wlllem
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Amberlite IR-45 (forma OH), La solucidn pasada es concentra-~
da bajo presibn reducida, seguida por adicidn de 10 veces

su volumen de acetona, obteniéndose 4,2 kg de una sustancia
cruda que contiene 10 gammas/mg de T=7545~-A y 15 gammas/mg

de T--7545-B (rendimiento, aproximadamente 62%),

Ejemplo 3B

Se afladen 13,6 kg de carbono activo a 630 litros
de un caldo filtrado (que contiene 100 gammas/ml de T<7545=A
y 150 gammas/ml de T-7545-B) obtenido de igual manera qu2
en el ejemplo 2. La mezcla es agitada durante 1 hora, de ma-
nera que los ingredientes activos contenidos en el caldoe
filtrado son adsorbidos sobre el carbono activo. EL carbono
activo asi tratado es recogido luego por filtracidn, segui-
da por lavado dos veces con respectivas porciones de 136
litros de agua., Una columna (70 litros), rellena de carbono
activo as{ tratado, es sometida a elucibn con 250 litros
de agua saturada de butanol, de manera que el ingrediente
eficaz es elufdo del carbono activo. ELl eluldo es concentra-
do bajo presidn reducida, y se le afiade 10 veces su volumen
de acetona, obteniéndose 770 g de una mezcla cruda que con-
tiene 70 gammas/mg de T=7545-A y 100 gammas/mg de T-7545-B

(rendimiento, aproximadamente 80%).

42
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Ejemplo 4

Tl caldo filtrado obbtenido de igual manera que en
el ejemplo 2 (680 litros que contienen 100 gammas/ml de
P-7545-4 ¥ 150 gammas/ml de T-7545-B) es llevado a travéds de
una columna rellena de 55 litros de Amberlite IR-120 (H, V.E.
= 5), y luego a través de otra columna rellena de 55 litros
de Amberlite IR-45 (CH, V.E. = 5)., Estas columnas son lava-
das con 120 litros de agua, y los lavados son combinados
luego con la solucidn pasada. ILa solucidn combinada es pasz-
da (V.E., = 2) a través de una columna rellena de 60 litros
de Dowex 50Wx~2 (H, 297-149 micras), para adsorber en lz re-
sins los ingredientes activos.

Tras lavar con 350 litros de agua, los ingredientes
activos son eluidos con 200 litros de NH,OH 0,3N. Tras haber
retirado los 30 litros iniciales del efluente, se recogen los
125 litros siguientes, y se concentran bajo presidn reducida,
seguido por adicidn de 10 veces su volumen de acetona, obte=-
niéndose 420 g de ingredientes activos crudos, en polvo, que
contienen aproximadamente 150 gammas/mg de T-7545-A y 200-

250 gammas/mng de T-7545~B (rendimiento, 92%).

Ejemplo 2

Se disuelven 420 g del polvo crudo obtenido en el
Ejemplo 4, en 21 litros de tampdn de piridina:dcido acético

(0,1M, pH 6,0). La solucibdn es vertida a V.E. = 2 sobre la

wol} B
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columna rellena de 35 litros de Dowez 50x-2 (297-149 mi-
cras), tamponizada con la misma solucidn tampdn que antes,
con lo que los ingredientes activos son adsorbidos eh la
resina,

Se vierten ademds en la columna 75 litros de la
misma solucidn tampon, de manera que se eluyan las impurezzs
v pigmentos, seguido por elucibn de T-7545-B con 125 litros
de tampdn de piridina:dcido acético (0,1M, pH 6,5) a V.E.=2,
vy luego se recogen 75 litros del elufdo, correspondientes a
% « 5 fracciones (25 litros/fraccidn) que nmuestran reaccidu
positiva al reactivo antrona. El eluido asi recogido es
concentrado bajo presién reducida, seguido por liofilizzcidn,
con lo que se obtienen 112 g (750 gammas/mg) de T-7545-B
crudo, en forma de polvo, &1 rendimiento es aproximadamente
90%.

En la columna de la que se ha eluido el T-7545-B
se vierten 500 litros de tampbn de piridina:fcido acético
(0,1M, pH 7,5) a V.E., =2, y después se recogen 250 litros del
eluido correspondiente a 5-14 fracciones (25 litros/fraccidn),
que muestran reaccidn positiva al reactivo antrona. El elui-
do asi recogido es concentrado bajo presidn reducida, segui-
do por liofilizacidn, con lo que se obtienen 75 g (750 gammas/
ng) de T=7545-A en forma de polvo, El rendimiento es aproxi-

madamente 90%.
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Ejemplo 6

Se disuelven en 210 ml de agua 42 g cogidos de la
mezela (que contiene 150 gammas/mg de T-7545-A y 200-250 gam-
mas/mg de T-7545-B) obtenida en el ejemplo 4. Se hace pasar
la solucidn a través de una columna rellena de 600 ml de am-
berlite TRA-900 (OH) (841-250 micras), seguido por elucidn
sucesiva con agua, para recoger 200 ml de cada uno de los
efluentes, fraccionadamente.

Se detectan las fracciones que contienen los ingre=-
dientes activos positivos al reactivo antrona, y luego se di-
viden las fracciones en fracciones ricas en T=7545-A (francio=-
nes %2 a 72) y fracciones ricas en T=7545-B (fraccionss o2 a
162), con ayuda de cromatografia en capa delgada.

Tas primeras fracciones (fracciones ricas em T-7545-4)
son combinadas entre sf, luego se les aflade una pequeila can-
tidad de Amberlite IRC~50 (H), seguido por ajuste del pH a 8.
Ta solucibn es concentrada bajo presidn reducida, y luego se
le afiade 10 veces su volumen de acetona, dando 5,6 g de sus-
tancia eruda que contiene 650-700 gammas/mg de T=7545=A y
250-300 gammas/mg de T=7545-B,

Se efectfia el mismo método en las filtimas fraccio=
nes (fracciones ricas en T~7545-B), dando 9,5 g de sustancia
cruda que conbiene 200 gammas/mg de T-7545=A y 600~700 gammas/

ng de T-7545-B, Rendimiento, aproximadamente 85%.
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Ejemplo 7

A 150 g de carbono activo grado cromatogridfico
(Tokusei~Thirasagi, vendido por Takeda Chemical Industries
Ltd, Japdn) se afladen 450 ml de agua, seguida por adicidn
gota a gota de HC1l N, hasta hacer igual a 3 el pH del 1i-
quido gque sobrenada., La mezcla es introducida en una colum-
na de 750 ml (la relacidn entre su altura y su didmetro
es igual a 10), y luego se lava la columna con agua, para
hacer el pH del lavado igual a 3,5. Se hace pasar a través
de esta columna, a V.E. = 3, una solucibén que contiene 8,5
g de T=7545-A crudo, obtenido de la misma manera que en el
ejemplo 5 (750 zammas/mg), en 750 ml de HC1l N/500, para ad-
sorber el ingrediente activo.

La columna es lavada con 3% litros de HC1 N/500,
seguido por elucidn del ingrediente activo con una mezcla
de metanol y HC1l N/500 (3:7). Se retira el medio litro
inicial de efluente, y se recogen 2,0 litros del efluente
siguiente, que es incoloro y positivo a la reaccidn de la
antrona. La fraccibén activa asi obtenida se hacer pasar a
V.Bs = 5 a través de una columna (200 ml, siendo la relacidén
de su altura a su didmetro igual a 6), rellena de Amberli-~
te IR 45 (0H) que ha sido previamente lavado con metanol
acuoso al %0%, para recoger ls solucidn pasada. La columna
es lavada con 500 nl de metanol acuoso al 3%0%, para lavarn

los ingredientes activos que permanecen en la columna,
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La solucidn pasada es combinada con el lavado
v concentrada a presidn reducida. 3¢ afiade al concentrado
10 veces su volumen de acetona, obteniéndose 5,4 g de
T..7545-A casi puro (950--1000 gammas/mg), en forma de pol-
vo blanco (rendimiento, aproximadamente 85%).

Fl mismo método que antes, con 8,5 g de T=
75458 crudo (750 gammas/mg) obtenidos de la misma manera
que en el ejemplo 5, da 5,7 g de T=7545=B casi puro (950~
1000 gammas/mg), en forma de polvo blanco (rendimiento,

aproximadamente 85%).

Ejemplo 8

Se disuelven en 30 ml de agua, 5,6 g de polvo
crudo rico en T-7545.4 (700 gammas/mg de T-7545-A, 300
gammas/mg de T-7545-B), obtenido de la manera descrita
en el ejemplo 6. La solucién es vertida en la columna
(la relacidn altura a diimetro es 30), rellena de 500 ml
de resinas (Dowex 1x2, OH), para adosrber en las resinas
los ingredientes activos. Ias resinas son sometidas a elu-
c¢ibn con agua. El efluente es recogido en fracciones de
500 ml cada una, mientras se examina la presencia de ingre-
dientes activos en cada fraccidn con ayuda del reactivo
antrona, con lo que se detecta T--7545~-A en las fraceiones
53.072, y T=7545-B en las fracciones 172-252, Las primeras

fracciones mencionadas son concentradas bajo presibn redu-

iRy
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cida, seguida por liofilizacidn, con lo que se obtienen
3,6 g de T=7545-A (1000 gammas/mg). El rendimiento es
aproximadamente 90%. Las Gltimas fracciones mencionadas
son concentradas bajo presidn reducida seguida por lio=
filizacidn, con lo que se obtienen 1,3 g de T-7545=B
(1000 gammas/mg). El rendimiento es aproximadamente
80%.

Se disuelven en 50 ml de agua 9,5 g de
polvo crudo rico en T=7545-B (700 gammas/mg de T-7545-B,
180 gammas/mg de T=7545-A) obtenido de la manera descrita
en el ejemplo 6., La solucidn es vertida en la columna
(la relacidn altura a didmetro es 30) rellena con 1 li-
tro de resina (Dowex 1 x 2, OH), para adsorber los in=-
gredientes activos en la resina. La resina es sbmetide
a elucidn con agua. El efluente es recogido en fraccio=
nes de 500 ml cada una, mientras se examina la presencia
de ingredientes activos en cada fraccibén, con ayuda del
reactivo antrona, con lo que se detecta T=7545-A en las
fracciones 92-112, y T-7545-B en las fracciones 3552-602,
Las primeras fracciones mencionadas son concentradas
bajo presibn reducida, seguida por liofilizacidn, con
1o que se obtienen 1,45 g de T-7545-4 (1000 gammas/mg).
El rendimiento es aproximadamente 85%. El mismo método
con las (iltimas fracciones mencionadas, da 5,5 g de

Tw7545.B (1000 gammas/mg). El rendimiento es aproximada-

wlf 8



nente 83%%.

Ejemplo 9
Se diguelven en 50 ml de metanol 1 g ex=

5 trafdo de la mezcla cruda de T=7545=A y T-7545-B, rica
en M-7545-A, obtenida en el anterior ejenplo 6., La s0~
lucidn es mezclada a fondo con 1 g de gel de silice, ¥
1a mezcla es secada bajo presidn reducida. La mezcla
seca es puesta en la parte superior de la columna

10 (1,3 cm x 90 cm) rellena de gel de sflice, seguido por
cromatografia en columna, eluyendo con n-propanol:dci-
do acético:agua (4:1:1), con ayuda de cromatografia en
capa delgada.

Luego se observa que primero se eluye el

15 T-7545-B y despuds el T=7545-A. lLas respectivas fracecio-
nes, que contienen cada uno de los ingredientes activos,
son recogidas, y cada una de las fracciones es sometlda
a concentracidn bajo presidn reducida, seguida por pre-
cipitacidn con acetona, obbteniéndose 190 mg de T=754.5-B

20 en forma de polvo blanco (rendimiento, aproximadamente
65%) y 420 mg de T-7545-A en forma de polvo blanco (rexn-

dimiento, aproximadamente GORZ).

3~7-72 49
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Ejemplo 10

Se disuelven en 20 ml de metanol 1 g de
polvo purificado de T-7545-~A, obtenido de la manera des-
crita en los ejemplos 7, 8 & 9, Se afiaden a la solueidn
2 ml de HCL W, y despuds se eliminan por destilacidn
el agua y metanol, obteniéndose 1 g de clorhidrato de
T=7545<A,

71 mismo método gue antes, con 1 g de polvo
purificado de T=7545-B, obtenido de la manera descrita
en los ejemplos 7, 8 6 9, da 1 g de clorhidrato de
T=7545-B,

Experimento 1
Ensayo de represibdn del tizdn de la vaina

del arroz.
11étodo de ensayo

Plantas del ensayo: arroz

3e plantaron las plantas (variedad Kinmaze)
en ticstos de tierra de 9 c¢m de didmetro, 3 rizomas por
tiesto. 3¢ sometieron a ensayo los brotes, 80 dlas des-
pués de plantar, 7 se usaron 6 tiestos por grupo.

Método de inoculacidn: Se cultivd el hongo patdgeno

Pellicularia sasakii en una placa de infusidn de patata=-

azlicar-agar, a 302C durante 48 horas, y su disco de agar,

de 10 mm de difdmetro, fué cortado de una colonia perifé-



rica, ELl disco fué insertado en el espacio interior de
la vaina de la hoja, cerca de la superficie de la tie-
rra, un disco por tallo., Los tiestos fueron mantenidos
en un invernadero de vinilo, a temperatura ambiente de

5 32 a 259C y humedad relativa de 100 a 70%. La inocula-
¢idn fud efectuwada inmediatamente después de haberse
secado al aire la droga aplicada en el ensayoc de pro-
filaxis, y % dias antes de la aplicacibn, en el ensayo
de curacibn.

10 Aplicacidn de la droga: Se prepararon una serie de solue

ciones acuosas preparadas a parbir de caldo de cultivo,

de 10.000 unidades de dilucidn/ml, de Streptomyces hy-

groscopicus var. limoneus, y preparaciones 1iquidas
diluidas de drogas activas de control comerciales. A

15 cada una de estas soluciomes y preparaciones se afiadid
0,05% (concentracién final) de Dyne (extensor manufactura-
do por Takeda Chemical Industries Ltd., que contiene Z0%
de 8ter alcohilarilico de polioxietileno y 12% de ligniu=
sulfonato cilcico), y la mezcla fué pulverizada unifor-

20 memente sobre el follaje, mediante una pistola de pul-
verizacibn, en cantidad de 30 ml por 6 tiestos. El cul--
tivo de la cepa productora de antibidtico se efectud
de la maners siguiente. Se midieron en matraces erleumeyer
de 200 ml unas porciones de 60 ml de un medio 1lfquido, 3

25 cada matraz fud inoculado con 1 bucle de la cepa ante-~

3-7-72 5L
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rior. Los matraces fueron incubados a 282C durante 5
dfas, en un agitador rotatorio a 200 rpm.

El medio anterior tenfa la siguiente compo-
sicidn: 3% de glucosa, 2,2% de harina de soja cruda,
0,3% de peptona y 0,4% de carbonato cédleicos

Método de determinacidn: 10 dfas despuds de la aplicacidn

de la droga se midib directamente la longitud de cada
tallo, desde el nivel del suelo hasta el borde superior
de la lesiédn.
Resultados
Tabla 8.- Efecto del caldo cultivado en la represibn del
tizdn de la vaina (longitud media de las lesio-

nes/tallo (cm))

IEfecto ILfecto Dano a
Droga Dosis preven~ de cu-~ la plap-
tivo racibn ta

Control sin tra-
tar - 27,9 20,1 -

Concentrado emul-
sificable de Po=

lyoxin PS(1) x 600 6,4 15,0 -
Polvo humedecible
Monzet (2) x2,000 0 1,1 L4
Caldo de cultivo 3in diluir O 0.4 -
de Streptomyces
hygroscopicus x 2 0 0,4 -
var, lilmoneus
x 4 0 0,7 -
x 8 0 1,2 -
x 16 0 1,5 -
x 32 0 3,7 e

=52~
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Evaluacidn

Hasta un mfiltiplo de dilucidn de 16, el caldo
de cultivo fué muy oficaz, tanto respecto a profilaxis
como a tratamiento, contra el tizdn de la vaina del arroz,
¥y no se observd ningflin dafio en absoluto a la planta.
Notas: (1) Contenia 30,000 unidades PS/g como Polyoxin B

(Ps son las iniciales de Pellicularia sasakii, ¥

nynidad PS/g como Polyoxin B" significa las unida=-
des/g de la fraccidn eficaz de Polyoxin B contra

Pellicularia sasakii).

(2) Contenfa 207 de bis-dimetiltiocarbamato de
metilarsina, 20% de dimetilditiocarbamato de cine

y 40% de disulfuro de bis-(dimetilditiocarbamoilo).

Experimento 2

Tnsayo de represién del tizén de la vaina del
arroz, por inyeccidn al terreno.

Método de ensayo

Plantas de arroz del ensayo: las mismas que en el experi-

mento 1.

M&todo de inoculacibn: el mismo que antes

Aplicacibn de la drogas unas soluclones acuosas de pclvo.

de T-7545-A fueron pulverizadas segln el método del expe-
rimento 1, o inyectadas en el terreno en cantidad de 5

nl por tiesto.

_,53_
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Método de determinacidn: como en el experimento 1.

Resultados
Tabla 9.-- Efecto de represibn del tizdn de la vaina, por
inyeccibn en el terreno (longitud media de las lesiones/

tallo (cm))

Concens :fecto  LEfecto de Fitotoxicl-
Droga tracidén preventi curacidn  dad
vo

Control sin tra-

tar - 25,2 28,7 -
Pulveu_ 20 Ppmo O?‘? 17) 5 =
riza- . -
oién 40 ppm. 0 0,6
80 ppm. 0] 0,3 -
T750.5-7
2C DPpm. O,G 153 =
Ingec=
ci6n en 40 ppm. O 0,5 -
el te-
rreno 30 ppm. 0 0,4 -
Evaluacidn

El T-7545-A fud eficaz contra el tizbn de la
vaina del arroz, tanto por inyeccidn en el terreno como
por pulverizacién.

No se observd dafio a la planta, tampoco en el

tratamiento de antes del brote.

w5lfes



10

15

20

3=7-72

Experimento 3

Ensayo de represidén del tizdn de la vaina del

arroz
Método de ensayo

Plantas de ensayo: Unas plantas de arroz (variedad Kinma-

ze) fueron plantadas en tiestos Wagner a/5000, 3 rizomas
por tiesto. Se usarcn para el ensayo 5 tiestos por grupo,
en estado en que tenfan espigas.

Método de inoculacidn: Segln el experimento 1, se acopld

un disco de agar de 20 mm de didmetro, a la vaina de la
hoja, cerca de la superficie de la tierra, a razbn de 1
disco por 2 tallos, y los tiestos fueron puestos en un
invernadero de vinilo.

Aplicacidn de la droga: 5 dias despuds de la inoculacidn,

se aplicd T-7545-4 en dosis de 100 ml por 5 tiestos, como
en el experimento 1.

M&todo de determinacidn: se siguid el método del experi-

mento 1, a los 21 y 35 dias, respectivamente, despuls
del tratamiento.

Resultados
Tabla 10.= Efecto del T-7545-A para represidn del tizbn

de la vaina (longitud media de las lesiones/tallo (em))
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Concentra— Rfecto A€ curacion  FiGo=

Drogas cibn Tras 21 tras 35 dias toxiei-
dias dad

Control sin tra-
tar = 32,5 56,3 -

Concentrado emul--
gificable de Po~

lyoxin PS x 600 14,0 24,5 -
Polvo humedeci-
ble Monzeb x2.000 9,9 10,1 L3
5ppm 10,9 15,8 -
10 ppm 9,5 9,6 -
T=7545p
20 ppm 9,2 9,2 -
40 ppm 9,0 9,0 -
Evaluacidn

A la concentracidn de 10 ppm o més, el T=7E4AS-A
fué muy eficaz en el tratamiento tras la aparicidn de ia
enfermedad, y suprimid la formacidn de nuevas lesiones du-

5 prante mds de 1 mes tras la exposicibn. No se observd nin-
gln dafio en absoluto, incluso a la concentracidn de 40

ppm.

Experimento 4

10 Ensayo de represién de la putrefaccibén del ta-
1lo del arroz.

Método de ensayo

3-7-72 56~



Plantag de ensayo: igual que en el experimento 3.

Aplicacibn de 1, droga: igual que antes

M&todo de inoculacidn: Se cultivaron hongos patdgenos Hel-

minthosporium sigmoideum en un medic de paja de arroz,

5 a 289C durante 14 dfas/trozo (2 cm de longitud)/tallo
del cultivo resultante fué dispuesto en el espacio in-
terior de la vaina de la hoja de abajo de cada tallo
de planta de arroz, tras haberse secado al aire la droga
pulverizada.Después se empled el método del experimento

10 1, y los tiestos fueron puestos en un invernadero de vi=

nilo.

M&todo de determinacidn: 14 dfas después de la inocula-

cidn se mididé la longitud de la lesidn en cada tallo.
Resultados
15 Tabla 1l.~ Efecto del T=7545-A en la represidn de la pu-
trefaceibn del tallo (longitud media de las

lesiones/%allo (cm) )

Droga Concentra=
cidn Preventiva Fitotoxicidad
20 Control sin
tratar - 845 -
Polvo humede~ X 2,500 2,1 -
clbl?3§um1ron % 1,250 0,6 i
10 ppm 2,3 -
T=7545-A 20 ppm 1,8 -
25 40 ppm 0,4 -

3-7-72 ' 57~
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Evaluacidn

A la concentracidn de 10 ppm o mds, el
T-7545-A mostrd fuerte efecto sobre la putrefaccibn
del tallo,

Nota: (3) Contiene 5% de yoduro fenilmerclirico

Experimento 5

Fnsayo de represidén contra el exceso de hume-
dad en el pepino
Método de ensayo

Se cultivd Rhizoctonia solani en un medio

de cebada a 282C durante 5 dias, Una nmuestra de tierra
del campo fué empaquetada en tiestos de tierra, de 9 cm
de didmetro, que luego fueron esterilizados con vapor de
agua, El inoculador fué amasado uniformemente en la tie-
rra de arriba de cada tiesto, hasta una profundidad de
aproximadamente 3 cm, en cantidad de 2 g/tiesto. Los
tiestos fueron mantenidos en una cémara de inoculacidn

a 288C durante 24 horas, y luego fueron transferidos a
un invernaderoc,

Aplicacidn de la droma: como en el experimento 1, la

droga fué pulverizada sobre la superficie de la tiemra,
en cantidad de 30 ml/6 tiestos/grupo.

Planta de ensayo: unas semillas sanas de pepino (varie=

dad Suzo) fueron sembradas por enterramiento en los

~58e
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tiestos inmediatamente después del tratamiento, en canti-
dad de 10 semillas por btiesto. Luego se pusieron los
tiestos en un invernadero a de 32 a 282C,

M8todo de determinacibn: 14 dfas después de la siembra,

log resultados fueron evaluados frente a los siguientes
coeficientes de lesibn, y se calcularon los grados de
dafio,

Coeficientes de lesidn (I)

0 Sano

0,5 Solo estén ligeramente afectados los pelos de las
raices

1 Afectadas las partes aéreas cerca de la superficie
de la tierra, y las raices

2  Primera etapa de exceso de humedad.

%3  Afectada la germinacibn; se inhibe el crecimiento

& (nI)

Grado de dafio (%) = x 100
2x6x10

donde n significa el nlmero de muestras correspondientes
a cada coeficiente de lesgidn.

Resultados

Tabla 12.- Efecto de represibn contra el exceso de hume-

dad del T=7545-A
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Concentra- Grado de Fitotoxicidad
Droga cidn dafio, %

Control sin

tratar = 100 -
Pentacloro=-
nitrobenceno x 1.000 10 &

Polvo humede-
cible al 50%

(control) x 500 0 Lt
5 prm 7 -
10 ppm. 1 -
Tw7545=4
20 ppm. 0,3 -
40 ppm. 0 =
Evaluacibn

A la concentracidn de 10 ppm o més, el

T=7545-A fué muy eficaz contra el exceso de humedad
causado por Rhizoctonia solani, y no tenia efecto

5 perjudicial sobre la germinacién de la semilla ni el

crecimiento de los brotes,

Experimento 6

Ensayo de control del exceso de humedad
10 en pepinos, por revestimiento de la semilla.
Método de ensayo

Método de inoculacidn: como en el experimento 5.

3=7=72 ~60=



Aplicacidn de la droga: las semillas fueron humedeci-

das con agua, y luego fueron revestidas ligeramente
con un polvo de T-7545-A. Cantidad media de deposi-
e¢ibn: 80 mg/1l0 semillas.

5 Planta de ensayo: como en el experimento 5,

Método de determinacidn: igual que antes,

Resultados

Tabla 13.- Efecto del T-7545-A en la represidn del ex-

ceso de humedad, por revestimiento de semillas con polvo.

10
Concentra- Polvo de T-7545-A Polvo de pentacloronitrobenceno
c¢idn de ingre=- Grado de Fitoto-
diente eficaz daflo, % xicidad  Grado de dafio, % Fitotoxicidad
0%, control(4) 100 -
0,04% 30 - 100 -

20 0,08 16 - 100 -
0,16 6 - 100 -
0,32 > - 95 -
0,64 1 - 58 -
1,28 0,3 - 45 -

25 2,56 0 - oL L

5,12 0 - 12 +

3-7-72 -61-
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Nota: (4) Revestimiento con polvo, con coadyuvante so-
lamente (talco)
Evaluacidn
El T-7545-A fud eficaz contra el exceso de
5 humedad también cuando se aplica como polvo de revesti-
miento de semillas. En este método tampoco se observd

efecto perjudicial.

Experimento 7

10 Ensayo de represidn del tizbn meridional
del pepino
Método de ensayo

M&todo de inoculacién: como en el experimento 5, el

hongo patdgeno Corticium rolfsii fué cultivado durante

15 10 dias, y el cultivo resultante fud introducido en la
tierra; en cantidad de 5 g por tiesto, Los tiestos fue-=
ron mantenidos como se ha explicado antes.

Aplicacibn de la droga: como en el experimento 5, la

droga fué aplicada en cantidad de 30 ml/6 tiestos/grupo.

20 Plantas de ensayo: igual que en el experimento 5,

Método de determinacidn: igual que antes

Resultados
Tabla 1l4.- Efecto del T=7545-A en la represidn del tizdn

meridional

25

3-7-72 -62-
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Concentra~ Grado de Fitotoxi-

Droga cidn daflo, % cidad
Control sin
tratar - 87 =
Pentacloroni- x 4,000 38 ~
trobenceno (pol-
vo humedecible x 2,000 17 3
al 50%)
x 1.000 2 &
10 ppm, 13 =
T-7545-A 20 ppm. 6 -
40 ppm, 0 -
Evaluacidn

A la concentracidén de 10 ppm o méds, el
I-7545~A fué eficaz contra el tizén meridional, y no

fué perjudicial para la planta.

Ixperimenco 8

Insayo de represidn del mildifi pulverulento
del pepino.
Método de ensayo

Planta de ensayo: pepino sano (variedad Suyo), plantado

en Giestos Wagner a/5000., Se usaron grupos de 3 tiestos
de brotes, 60 dias despuds de plantar.

Método de inoculacidn: los tiestos anteriores, y otrog

tiestos en que se habian blantado pepinos que ya estaban

infectados con Spacrotheca fuliginea, se dejan unos al

w63
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lado de otros, de manera que caigan enfermos por infec-
cibn natural, respectivamente,

Aplicacién de la droga: Se aplica una solucidn de la dro-

ga preparada de la misma manera que en el experimento 2,
en cantidad de 100 ml por % tiestos.

Método de determinacidn: para esta determinacidn se em-

plean hojas de muestra, que estaban sanas antes de la
aplicacién de la droga, pero que han caido enfermas. Se
nidid el 8rea de la lesibn de 4 hojas por tiesto.
Resultados
Tabla 15,= Efecto del T-7545-A sobre la represidn del
mildid pulverulento del pepino (&rea especi-

fica media de lesiones/hoja (%) )

Fi-
Droga Concentra- 12 dfas después totoxi-
cibn del tratamiento cidad
Muestra sin
tratar “ 89,3 a
Polvo humede«
cible Karathane
(5) x 2.000 4,3 3
12,5 ppm. 6,5 -
T=75454 25  ppm, 3,8 -
50 ppm. 1,9 -
Evaluacidn

El T=7545-A fud eficaz como control del mile

did pulverulento, sin tener efecto perjudicial sobre los

pepinos.

wBlbes
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Nota: (5) Contiene 19,5% de crobtonato de 2-(l-metilheptil)-

-4 ,6~dinitrofenilo

Experimento 9

Ensayo de represidn del tizdn tardio del tomate
Método de ensayo

Plantas de ensayc: Unas plantas de tomate (variedad ponte=

rosa) son plantadas en tiestos de 12 cm de didmetro, una
planta por tiesto. Se usaron los brotes 50 dias después de
plantar, 6 tiestos por grupo.

Aplicacidn de la droga: aplicada en cantidad de 100 ml/6

tiestos/grupo, como en el experimento 2.

Método de inoculacibn: los hongos patdgenos (Phytophthora

infestans) fueron cultivados en una placa de infusidn de

patata-agar, a 202C durante 10 dfas, y el cultivo resulfan—

te fué usado para preparar una suspensidn acuosa de zoosporas
(aproximadamente 10* zoosporas/ml). Un dia después de la apli~
cacibn de la droga, las plantas fueron inoculadas por pul-
verizacién, con 20 ml de la suspensidn por tiesto. Los ties-
tos fueron mantenidos en una cémara de inoculacibén a 2090
durante 24 horas, y luego fueron transferidos & un inverna=
dero.

Método de determinacidn : 7 dias después de la inoculacién,

ge midid el drea de cada lesidn.,

Resultados

e 5o
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Tabla 16.~ Efecto del T-7545-A en la represidn del tizdn

tardio del tomate

Droga Concentra- Relacién entre Fitoto-
cibn drea media de xicidad

lesiones por ho=

ja ¥ la de con-

trol, %
Control sin -
tratar - 100 -
Polvo humede=
cible Daconyl
(e) 250 ppm. 21,7 -
500 ppm. 10,3 -
1.295 ppmu 25,6 b
Te7 5454 25  ppm. 18,2 -
50 ppm. 11,4 =
Evaluacidn

El T~7545-A fué eficaz contra el tizdn
tardio de la planta de tomate, sin mostrar efecto perjudicial
sobre la planta,
Nota: (6) Contiene 75% de tetracloroisoftalonitrilo (activa

droga de control usada comlnmente)

Experimento 10

Ensayo de represidn de la putrefaccidn dsl ta-
llo de la judia

Método de ensayo

66
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Plantas de ensayo: una planta de judia (variedad Taisho

Kintoki) plantada en tiestos de 12 cm de didmetro; se usa-
ron las hojas mds superiores completamente desdobladas,
40 dfas despuds de plantar, 6 hojas por grupo.

Aplicacidn de la droga: se afiadid a cada solucidn de la

droga el extensor Dyne hasta 0,05% (conc., final), y las an=-
teriores hojas fueron sumergidas y dejadas secar inmediata-

mente al aire.

Recipiente de ensayo: se pusieron 10 ml de agua en placas

Petrl de 9 cm de didmetro, y se puso un anillo de policlo-
ruro de vinilo en cada uno de esos recipientes hfimedos,
Las hojas tratadas fueron puestas encima de los anillos,
una hoja por anillo.

Método de inoculacidn: E1 hongo patdgeno 3clerotinia

sclerotiorum fué cultivado en una placa de infusién de

patata-azlcar, a 209C durante 5 dfas, y al final del tiem=-
po de cultivo se corbaron de una colonia periférica algunos
discos de agar de 10 nm de didmetro. Cada disco fué puesto
en el centro de cada hoja, y luego fuéd mantenido en un re-
cipiente termostitico a 200¢,

Método de determinacidn: 6 dfas después de la inoculacidn

se midid el 4rea de la lesidn en cada hoja.
Resultados

Tabla 17.- Efecto del T-7545-A en la represidn de la pu~
trefaccibn del tallo de la judia,
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Concen- Relacion del  Fxitoto=-

Droga tracidn drea media xicidad
de lesiones
por hoja, %

Control sin tratar - 10C -
Polvo humedecible
Fartheide (7) x1.000 13 -
25 ppm 18 -
T=7545-4
100 ppm 14 -
Evaluacidn

El T-7545-A fué eficaz contra la putrefaccibn del
tallo de la judfa, y no tenia efecto perjudicial sobre la
planta.

Nota: (7) Contenfa 50% de 2,6-dicloro-4-nitroanilina(acti-~

va droga de control usada confnmente)

Experimento 11

Ensayos de represibén de plagas con compuestos en

polvo.

M8todo de ensayo

Tizdn de la vaina: igual que en el experimento 1, los compues-

tos en polvo fueron aplicados usando un espolvoreador deg f£i-

nos compactos, en cantidad de 300 mg a 6 tiestos, 3 dias des-

wBB -
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pués de la inoculacidn.

Tizbn bacteriano de la hoja: igual que antes, salvo en que

se trataron los brotes 25 dias después de plantar.

Ia bacteria patégena Xanthomonas oryzae fué culti-

vada en un medio de sacarosa~caldo, a 282C durante 1 dia, y
la hoja més superior de cada brote fué atravesada con una
aguja que llevaba una suspensibn (108/ml) de las células bac-
terianas. Los tiestos fueron mantenidos en una cémara de ino-
culacidn a 282C durante 24 horas, y luego se transfirieron
los tiestos a un invernadero. 2 dias despuds de la inocula-
cidn, los tiestos fueron espolvoreados de la misma manera
que antes,

Ia longitud de cada lesidn fué medida 10 dias

después de la inoculacibdn.

Afiublo: igual que el tizdn bacteriano de la hoja

Los hongos patégenos Pyricularia oryzae fueron

cultivados en un medio de infusibn de paja de arroz-agar,

a 282C durante 10 dias, y los tiestos fueron inoculados

por pulverizacibn con una suspensidén de los conidios (106/ml),
en cantidad de 2 ml por tiesto. Los tiestos fueron manteni-
dos en una clmara de inoculacidn a 289C durante 24 horas,

TLos tiestos sacados de la cémara fueron espolvoreados de

la misma manera que antes, y transferidos luego a un inver-
nadero., 7 dias después de la inoculacidn se midid el 4rea

media de la lesidn, por el método de Okamoto.

-69-
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Perforador del tallo del arroz: unas plantas de arroz en ties-

tos Jagner a/5000, 60 dias despuds de vlantar, y en el 42

dia de penetracidn por las larvas de Chilo suppressalis, fue=-

ron espolvoreadas en cantidad de 5 g por 5 tiestos.
Al 82 dia de penetracibn, los tallog fueron diseca-
dos, y se calculd la cantidad de larvas supervivientes.

Saltamontes verde del arroz: inmediatamente después de espole

vorear de la misma manera antes descrita para el perforador
del tallo del orroz, las plantas de arrcz fueron cubiertas
con una red, y se liberaron en la red saltamontes adultos

(Nephotettix Cincticeps).

Al cabo de 1 dia se examinaron los resultados y se
caleuld la cantidad de supervivientes.,

Evaluacidn

Las formulaciones con todo mezclado no mostraron
reduccibn de su accidn contra el tizdn de la vaina y cada
una de las plagas usadas, y ninguna de ellas tenfa efecto
perjudicial sobre las plantas de arroz.

Resultados

Los efectos de represidn de diversas formulaciones

mixtas fueron segin se tabulan a continuacidn.

<70



Zabla 18

Concentra Ingrediente mezclado . -~ Tizta de la Tizon bacte=
cibn de " vaina, % de riano de la
T-7545-4 Nombre gquimico Concen~ aumento de hoja, % de
tracibn la lesidn longitud de
(8) la lesidn (8)
0,23 - - 12 -
- 2-amino-1,3,4~tiadiazol-
5-tiol 5% = )
0,2% 2-amino-1,3,4~tiadiazol-
S=tiol 555 12 3
033% - - 9 -
- 2-formamido-l,3,4~tia-
diazol 49 - 1
0,35 2-formamido-l,3,4~tia=
diazol 4% 8 0
- 2-amino-1,3,4~tiadiazol 35 - 0
0,2%  2-amino-l,3,4-tiadiazol 3% 3 0
- 3-bencilidénamino=i=rfe-
niltiazolino-2-tion % - 8
0,3%  3-bencilidénamino-4-fe-
niltiazolino-2-tion 5% 2 3
0,1% - - 15 -
- Como Polyoxin B 1.000 uni-~
dades
P3/g 28 -
0,1% Como Polyoxin B 1,000 uni.,
dades
P8/ 4 =

Nota: (8) Tanto por ciento (%) con control sin tratar

igual a 100.

3-7-72 ~71-
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ncantra- .
Co ntra In~redicates mezc

lados

Mzo: de la

AZublo, aiea

cibn de . vaina, % de especificsa
T-7545-4 Yombre gquimico Concen- aunento de de Ta lesibn
! tracién la lesibn (3>
(8)
0,3% - - 10 -
- 3~bencilaninobenceno-
sulfonato de blastici-
dina 0,27% - 0,3
0,3% 3-bencilaminobencenc-
sulfonato de blastici-
dina C,2% 10 0,3
- Hasugamicina 0,27 - 0,4
0,35 THasuganicina 0,273 8 0,3
- S-benciltiofosfato de
. . 0 al
0,0-diisopropilo 1,55 - 2,7
0,3% S-benciltiofosfato de
0,0-diisopropilo 1,5% 5 2,5
- 5y3~difenilditiofosfa~
to de O-etilo 2% - 0,3
0,75 3,3-difenilditiofosfa-
to da C-evilo 25 3 0,2
Nota: (8) [anto por ciento (J3) con control sin tratar igual a

1CC

3-7-72
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Pabla 20

Concentra-  ingrediente mezclado Tlggn dg la Cantldad de
cibdn de vallld, # de supervivien-
Tw7545-A Concen- aumento de  tes, %, del
% Nombre quimico tracibn la lesién perforador
(8) del tallo
del arroz (8)
0,2% - - 12 -
- Clorhidrato de 1,3~
bis-(carbamoiltio)-
2-(N,N=-dimetilamino)
-propano 2% - 1
0,2%  Clorhidrato de 1,3-
bis~(carbamoiltio-
2-(N,N-dimetilamino)
«propano 2% 8 0
- (3-metil-4-nitrofe~
nil)-tiofosfato de
dimetilo 2% - 3
0,2% (3-metil-l4-nitrofenil)
~tiofosfato de dime=-
tilo 2% 9 3

Nota: (8) Tanto por ciento (%) con control sin tratar igual a

100,

3-7-72 =73-



Tabla 21
Concentra- Ingrediente mezclado Lizon d% la Cantidad de
cibn de . 0 vaina, % de supervivien-
77545 Nombre quimico gggg;g; aumento de tes, %, del
la lesidn saltamontes
(8) verde del
arroz
0,3% - - 9 -
o N-metilcarbamato de
l-naftilo 1,5% as 4
0,3%% N-metilcarbamato de
l-naftilo 1,5% 7 2

10

15

5772

Nota: (8) Tanto por ciento (%) con control sin tratar igual

a 100,

Experimento 12

Insayo de represidn del moho de la hoja del toma~

te,
M8todo de ensayo

Plantas de ensayo: igual que en el experimento ©

Aplicacidn de la droga: igual que antes

M&todo de inoculacibén: el hongo patbgeno Cladosporium fulvum

fué cultivado en una placa de infusidn de patata-sacarnsa-
agar, a 202C durante 14 dias, y s¢ prepard a partir del cul-
tivo una suspensidn de conidios (los/ml)o

Ias plantas fueron inoculadas por pulverizacidn con

la suspensibén 3 dias antes de la aplicacidn de la droga, en
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cantidad de 5 ml por tiesto. Los tiestos fueron mantenidos
en una cimara de inoculacidn a 252C durante 24 horas, y
luego fueron transferidos a un invernadero.

Método de determinacibn: 14 dias después de la inoculacidn,

se midid la proporcién especifica del &rea media de lesibn
en las hojas.

Regultados
Tabla 22.- Bfecto del T=7545-4 en la represidn del moho de

la hoja de tomate

Area espe= Hitobtoxici-

Droga Concentra- cifica de dad
cidn la lesidn
of
o
Control sin tratar = 98,9 -
12,5 ppn 6,1 -
T=7545=A 25,0 ppm. 3,4 -
20,0 ppm. 1,7 =
Eveluacidn

El T-7545-A fué eficaz contra el moho de la hoja
de tomate, y no tenfa efecto perjudicial sobre las plan-

tas,

=75
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Experimento 13

Tnsayo de represibn del tizén de la vaina del
arroz bajo lluvia artificial, para T=7545-A
Método de ensayo

Plantas de ensayo: arroz, como en el experimento .

M&todo de inoculacibn: como en el experimento 3.

Aplicacibn de la droga: como en el experimento 3.

Mé&todo de determinacidn: como en el experimento 3, salvo

en que se aplicd lluvia artificial en la torre de lluvia,
a 25 nm por 30 min, al cabo de 1 hora desde la aplicacidn
de la droga.
Resultados
Tabla 23,= Efecto del T=7545-=A en la represidén del tizdn de

la vaina del arroz, bajo lluvia artificial

Concentra= Longitud medla de

Contenido del ingrediente cidn la regidn enferma,
eficaz Cll,
Control sin tratar - 45,2
Concentrado emulsificable de
Polyoxin PS (3%) x 300 45,8
Polvo humedecible de Monzet x 2,000 11,4
12,5 ppm 18,1
25 ppm 11,4
T=7545-4
50 ppm 12,3
100 ppm 10,2

/.
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Experimento 14

Ensayo de represidn del tizdn de la vaina del
arroz, en campo
Método de ensayo

Iugar del ensayo: Fukuchiyama, Japdn

Plantas de ensayo: en este ensayo se usaron plantas de arroz

(variedad Gohyakumangoku) que fueron plantadas en arrozal el

1 de mayo, y brotes en 18 de julio.

Método de inoculacidn: Se cultivaron hongos patdgenos Pelli-

‘cularia sasakii en un medio de paja de arroz de 2 cm de lone

gitud, a 282C durasnte 5 dias. Estas pajas fueron insertadas
en el espacio interior de la vaina de la hoja, cerca del
agua del arrozal, el 4 de Julio.

Aplicacifn de la droga: el 1l de Julio y el 17 de julio,

cada droga fué esparcida uniformemente sobre el arrozsl,
mediante una pistola de pulverizacibn, en cantidad de 20
litros/4rea (solucidn acuosa), y mediante un espolvoreador,
en cantidad de 0,3 kg/drea (polvo), respesctivamente.

Método de determinacibn: Los resultados fueron evaluados

frente a los siguientes coeficientes de lesidn de cada ta-
llo, y se calcularon los grados de daiio,

Coeficientes de lesidn

% Pormacidn de mancha de enfermedad en la vaina de la hvja
primaria

2 Formacidn de mancha de enfermedad en la vaina de la hoja

-7
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1 Formacidn de mancha de enfermedad en la vaina de la hoja

secundaria

Za.4a
3x(ne de tallos 2x(n2 de ta- 1x(n2 de ta-
con clasifica- + llos con clad llos con cla-
Grado de cibn 3) sificacidn sificacibn 1)
dafio = 2) x 100

3 x todos los tallos ensayados

Resultados
Tabla 24,~ Efecto del T=7545-A en la represidn del tizdén de

la vaina, en campo

Longitud me- % de fTallos
Droga Concen~ dia de la le- enfermos
tracibn sién

Control sin tratar - 88,2(cm) 100,0%
Concentrado emulsifica-

ble de Polyoxin PS(3% x 600 48,0 84,4

Solucibn de Monkit (9) x2.000 19,8 41,1

Solucibn de T=7545-A 28 ppm 19,2 45,2

Polvo de T-7545-A 0,28% 16,8 40,3

Nota: (9) Contiene 6,5% de 4cido hierro-amonio-metanoar-

sdnico

=78
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Bxperinento 15

Ensayo de represidn del tizén de la vaina del
arroz,
Método de ensayo

Plantas de ensayo: como en el experimento 3,

Método de inoculacidn: como en el experimento 3,

Aplicacidén de la droga: como en el experimento 3, salvo

en que se cambid el T~7545-A por T=7545-B.

Método de determinacifn: 14 dias despuds del tratamiento,

se siguid el método del experimento 1.
Resultados
Tabla 25.~ Efecto del T-7545-B en la represidn del tizdn

de la vaina (longitud mediz de lesiones/tallo (em) ),

Contra- Bfecto de cu-~
Droga cibn racibn al cabo Fitotoxici~
de 21 dias dad
Control sin
tratar - 32,5 =
10 ppme 14,5 -
T-7545~B 20 ppm 12,6 -
40 ppm 12,6 -
80 ppnm 12,6 -
Evaluacibn

A la concentracidn de 20 ppm o mis, el

3-7-72 =79~
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7..7545-B fué muy eficaz en el tratamiento del brote de la
enfermedad, y suprimid la formacidn de auevas lesiones
durante mds de 2 semanas despuds de la exposicidn., No se
observd absolutamente ninglin dafio, incluso a concentra=-

cibn de 80 ppm.

Experimento 16

Ensayo de represibn del tizdn de la vaina
del arroz, para la mezcla de antibidticos T-7545-A y T-
75458,
Método de ensayo

Plantas de ensayo: como en el experimento 1.

Método de inoculacidn: como en el experimento 1.

Aplicacibn de la droga: como en el experimento 3, salvo

en que se cambid el "T-7545.A" por "T=7545-A" y'"T=7545-B
o "una mezcla de ellos”.

Método de determinacidn: como en el experimento 1.

Resultados
Tabla 26.,= Efecto de una mezcla de T=7545-A y T=7545-B

en la represidn del tizdn de la vaina,

=80



Droga y concentracidn % de longitud media de la

(ppm) lesibn
Control sin tratar 100 (27,8 cm)
T=7545-A (2,5) 23
T-7545-4 (5) 11
T=7545-B (6,25) 65
T=7545-B (12,5) 47
T-7545-4 (2,5)4D-75045-B(6,25) 1
T-7545-A (5)4D-7545-B(12,5) 1

Tabla 27.~ Efecto de una mezc¢la de T=P545-A y T-7545-B

en la represidn del tizdn de la vaina.,

Dosis de la droga y concentra- % de longitud media de

¢idn, ppm la lesidn
Control sin tratar 100 (30,lcm)
T=7545=-A (5) 25
T-7545=A (10) 21
T-7545~4 (20) 2
T~7545-B (10) 76
T-7545-B (20) 7
T=7545-B (40) 4
T-7545=-4(8)41=7545-8 (2) 5
T-7545-A(5)+T=7545-B (5) 2
T=7545~4(2)4T=7545-B (8) 42
Evaluacidn

El T-7545-B fué muy eficaz en el efecto de

control del tizbn de la vaina; particularmente, una

3=7=72 =8l
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mezela de T=7545-B y T=7545-A ha mostrado la gran efi-

cacia de la invencidn.

Experimento 17

Ensayo de control del exceso de humedad en
pepino

Método de ensayo

Como en el experimento 5

Resultados

Tabla 28,.- Efecto del T-7545-B en la represidn del exce-

so de humedad.

Droga Concentra= Grado de Fitotoxicidad
cidn dafio, %

Control sin

tratar - 100 -

Pentacloroni-

trobenceno x 1.000 10 4

Polvo humedecible
al 50% (con-

trol) x 500 0 L&
> ppm 25 -
10 ppm 9 -
-7o4o-B 20 ppm 3 -
40 ppm 1 -
=82
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Evaluacién
A la concentracidn de 20 pom o mis, el
T7545-B fué muy eficaz contra el exceso de humedad

causado por el Rhizoctonia solani, y no tenia efecto

perjudicial sobre la germinacibn de semillas ni el cre-

cimiento de brotes,

Experimento 18

Ensayo de represidn del exceso de humedad en
el pepino, por revestimiento de las semillas.

Método de ensayo

Como en el experimento 5,

Resultados
Tabla 29.- Efecto del T~7545~B en la represibn del exceso

de humedad, por revestimiento de las semillas con polvo.

Droga Polvo de Polvo de pentaclo-
T=7545-B ronitrobenceno
Concen~ Grado de Fitoto- Grado de Fitoto=
tracidn daflo, % xicidad daflo, % =xicidad
Control
%) = 100 -
T-7545-B 0,625 22 - 100 -
1,25 8 e 88 =
245 2 - 25 -
5 0 = 18 +
10 0 - 10 &
8%
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Nota: (4) Revestimiento de polvo con solo coadyuvante

(talco)

Evaluacidn

El T-7545-B también es eficaz contra el exceso
de humedad cuando se aplica como revestimiento en polvo
para semillas. En este método tampoco se observd efecto

perjudicial,

Experimento 19

Ensayo de represidn del exceso de humedad en
pepino, con una mezcla de T=7545=4 y T=7545~B
Método de ensayo

Se cultivd® Rhizoctonia solanil en un medic

de cebada, a 282C durante 5 dias. En 10 kg de muestra

de la tierra del suelo, que fueron esterilizados con vapor
de agua, se mezclaron 1,2 kg del inoculador cultivado,

7 la mezecla fué empaquetada uniformemente en el tiesto,
hasta una profundidad de aproximadamente 5 em, ¥ luego
se mantuvo en reposo durante 24 horas, bajo humedad re-
lativa del 100%, a 28°C, Despuds, la mezcla es secada

a temperatura ambiente durante 2 dias, y luego se hace
pasar el inoculador cultivado & través de un tamiz, y se
filtra. La tierra obtenida, inoculada con Rhizoctonia
solani, fué mantenida en tiestos de tierra de 12 cm de

didmetro, a razbn de 450 g/tiesto,

=8l
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Aplicacibn de la droga: como en el experimento 5, la droga

fué pulverizada sobre la superficie de¢ la tierra, en can-

tidad de 40 nl/2 tiestos/grupo.

M8todo de determinacidn: como en el experimento 5.

5 Resultados
Tgbla 30.~ Efecto de una mezcla de T=7545~A y T=7545-B

en la represibn del excesc de humedad en pepinos

Droga y concentracidn, ppm 7% de dafio
10 Control sin tratar 100
Pentacloronitrobencenc (500) 16
Pentacloronitrobenceno (1000) 3
P-7545- (10) &9
P7545-4 (20) 24
15 T-7545-A (40) 11
T-7545-B (10) 88
T=7545-B (20 32
P-7545.8 (40) 16
T-7545~A (5)+T-7545-B(5) 56
20 P=7545--4 (10) 4P=7545=B(10) 16
T=7545-4(20)4T=7545~B(20) 3

3=7=72 -85~



Tabla 31,= Efecto de represidn del exceso de humedad en

pepino
Droga Concentracidn Media % de supervi-
método de de vencla de bro-
aplicacibn semillas tes al exceso
germina-  de humedad
das tras 14 dias
Control sin
tratar e 0 0
Sin inccula=
cibn - 90 90
T=7545=A 5 ppms uso de la tierra 20 16
1% ppms uso de la tierra 63 53
26 ppm; uso de la tierra 88 82
0,625%; revestimiento de se-
milla con polvo 63 12
1,25%; revestimiento de se-
milla con polvo 75 37
2,5%; revestimiento de se-
milla con polvo 97 33
5,0%; revestimiento de semi-
1la con polvo 95 95
10%; revestimiento de semi-
1lla con polvo 92 G2
Evaluacidn

El 7-87545-B fué muy eficaz en el efecto de
control del exceso de humedad en pepinoj particularmente,

una mezcla de T-7545-B y T-7545-=A ha mostrado la gran efi-

3= 772 86



cacia de la invencidn.

Experimento 20

Ensayo de represidn del tizdn de la vaina del
arroZe.
5 Método de ensayo

Planta de arroz del ensayo: como en el experimento 3

Método de inoculzcidn: como en el experimento 3

Aplicacidn de la droga: igual que en el experimento 1,

salvo en gue se aplica cada una de las drogas relaciona=-
10 das en cantidad de 30 ml/tiesto, 3 dias antes de la ino-

culacidn.

M8todo de determinacidn: como en el experimento 1

Resultadbs
Tabla %2.- Efecto de represidn del tizén de la vaina
15 (longitud media de lesiones/tallo (em) )

3772 -87-
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Tabla 32=I
Droga Concentra~ Efecto sre-
cibn como  ventivo tras Titoto-
TesP 54 S 14 dfas, cm xicidad
Control sin tratar = 24,3 -
T 54 5mnixtos 12,5 ppm 8,5 =
, 25 ppm 732 -
Sal de acido lau-
rilsulfdnico con
T-7545 mixto 25 ppn 2,9 =
Sal de 4cido benceno-
sulfénico con
T=7545 mixto 25 ppm 3,9 -
Sal de 4cido p-toluen-
sulfénico con
T7545 mixto 25 ppm 4,6 .
Sal de &cido 4-sule-
fosalicilico con
T=7545 mixto 25 ppm 6,1 -
Sal de 4cido sul-
fonflico con
T-7545 mixto 25 ppm 5,3 -
Sal de &cido flavidnico
con T=7545 mixto 25 ppm 5,3 -
Sal de Acido beta-
naftalensulfbnico
con T=7545 mixto 25 ppm 5,1 -

7545 mixto

= mezcla de T=P7545-A y T-7545-B (5:3)

=88
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Tabla 32-I1

Concentra-  Efecto pre-
Droga cién como ventivo tras Titoto-

Te7545-A 14 dias, cm xicidad
Control sin
tratar - 24,3 -
T=7545=A 25 ppm Dsd “
S3al potédsica
de T=7545=A 25 ppm 304 -
Sal de c¢ine de
T~7545=A 25 ppn 5,6 -
Sal de cobre de
T-7545-A 25 ppm 4,6 =
8al de 4cido
citrico de
P50 50 25 ppm 4,4 -
Sal de &c¢ido tar-—
térico de T=7545-A 25 ppm 3,6 -

Tabla 3%2-11T
Droga Concentra~-  Efecto pre-
do como ventivo tras Fitoto-
TP S5 14 dfas, cm xicidad

Control sin
tratar e 28,7 -
T-7545 mixto® 5 ppm 8,2 -
Sal doble de
Ca012 de
Pw=7545~ mixto 5 ppm 8,0 =
Acetato de
T-7545 mixto 5 ppm 6,9 -
Bencilidén de
T-7545 mixto 5 ppon 745 -

® p.7545 mixto = mezela de T=7545-A y T=7545-B (5:%)

<80
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Experimento 21

Ensayo de represibn del tizdn le la vaina del
arroz
Método de ensayo

Planta de arroz del ensayo: como en el experimento 1.

Método de inoculacidn: como en el experimento 1.

Aplicacidn de la droga: las drogas relacionadas son apli-

cadas en cantidad de 30 ml/tiesto, justamente despuds de
la inoculacidn con hongos.

Método de determinacidn: como en el experimento 1.

Resultados
Tabla 3%.- Efecto de represidn del tizén de la vaina (lon-

gitud media de lesiones/tallo (cm) )

Tabla 33=1
Droga Concentra-  Efecto de
cidn como remedio tras Fitoto~
T-=754.5-A 21 dfas, cm xicidad
Control sin
tratar - 23,3 -
T-7545 nixto * 12,5 ppm 4,9 -
25 ppm 345 =
Sal de 4cido
beta~naftoquinon=
sulfénico c¢on
T=7545 mixto 25 ppm 355 -
3al de &cido 1,5«
-naftalendisulfb.-
nico con T=7545
mixto 25 ppm 3,0 -
=90



Droga Concentra=  Efecto de
cidn como remedic tras Fitotoe
Q75457 21 dias, em xicidad
3al de 4cido
2=-7=naftalendi-
sulfénico con
T=7545 mixto 25 ppm 1,4 .
Sal de Acido
1,3,6-naftalen-
trisulfbnico con
T-7545 mixto 25 ppm 1,6 -

® p.7545 mixto = mezcla de T-7545-A y T-7545-B (5:3)

Tabla 33-IT

Dfoga Concentra= Efecto de
' cidn como remedio tras Fitoto=
Te? S45A 21 dfas, cm xicidad
Control sin
tratar - 23,3 -
T=-7545=A 3,125 ppm 2,3 =
’ ppm 253 i
S5al de HNO3
de T=7545=4 6,2 ©ppm 3.5 -
Sal de H2SO4
de T-7545-A 6,2 ppm 1,9 =
Sal de H3P04
de T=7545=A 6,2 ppm 2,6 =
Sal de HCL de
T=7545-4 6,2 ppm 3.7 o
Bal doble de
CaGlE de
T=7545-4 6,2 ppm 1,2 -
3-7-72 =91
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Bjemplog de formulaciones

Ejemplo T
Polvo humedecible
LU 1,0%
Lignosulfonato sbddico 0,1%
Eter alcohilarilico de
polioxietileno 0,1%
Carbono blanco 0,1%
Arcilla 98,7%

Segln el objeto y el método de aplicacidn,
la anterior formulacidn es diluida al intervalo de 1 a
200 ppm, en funcibn del antibidtico presente, y la pre=
paracién diluida es pulverizada mediante un pulverizador,
es aplicada a la superficie del terreno, o el polvo ante-

rior es usado sin diluir, para revestir la semilla.

Ejemplo IT
Tabletas
Clorhidrato de T=7545=A 15,0%
Bter alcohilarilico de
polioxietileno 2,0%
Iactosa 83,0%

Antes de la aplicacidn, la formulacién ante-
rior es diluida hasta el intervalo de concentraciones

que se muestra en el ejemplo 1.

-92-



404388

Ejemplo TTT
3olucidn acuosa
T=7545-A 40,0%
Metanol 5,0%
5 Estearato de amina 5,0%
Agua 50,0%

Ta anterior formulacidn es diluida hasta el inter-
valo de 500 a 100,000 ppm, ¥ la preparacidn diluida es pulve-
rizada mediante un pulverizador de concentrado fino, por ejem-

10 plo desde un avién.

Bjemplo IV

Concentrado emulsificable

T=754.5=4 10,0%
15 Eter alcohilari-

lico de polioxie-

tileno 5,0%

Metanol 20,0%

Metilnaftaleno 40,0%

Dimetilformamida 25,0%
20 Antes de la aplicacidn, la anterior formulacidn es
dilufda al intervalo de concentraciones gue se indica en el

ejemplo 1.

3772 ~9%-
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Ejemplo V
Polvo
Te=7545=4 0,1%
Estearato de aluminio 0,02%
Talco 99,88%

Segln el objetivo y la forma de aplicacidn, la
mezcla anterior, como tal, es espolvoreada medlante un es-
polvoreador, en cantidad de 1 a 8 kg por 10 &reas, o es

usada para revestir las semillas,

Bjemplo VI
Polvo mixto A
T 54.5-4 0,2%
2-amino~l,3,4~tiadia-
z0l-5~tiol 5,0%
Estearato de aluminio 0,02%
Talco 94, 78%

Ta anterior preparacidn es aplicada segln el

ejemplo 5.

Polvo mixto B Ejemplo VIT
T-7545-A 0,3%
2=-formamido~1,;3,4=~tia-
diazol 4,09
Talco 95, 7%

La anterior preparacidn es aplicada como en el

ejemplo 5.

Ol
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Ejemplo VIIT
Polvo mixto C '

T=7545-A 0,2%
2-amino=1,3,4~tiadiazol 3,0%
Talco 96,8%

Ia anterior preparacidn es aplicada como en el

ejemplo 5.

Ejemplo IX

Polvo mixto D

T-7 545 0y 5%
%3-bencilidenamino~4-fenile

tiazolino-2~tiona 5,0%
Talco ou., 7%

Ta anterior preparacidn es aplicada como en el

ejemplo 5.

Ejemplo X
Polvo mixto E
T 54.5=4 0,3%
S=bencilaminobencenosul-
fonato de blasticidina 0,2%
Talco 99, 5%

Ta anterior preparacidn es aplicada como en el

ejemplo 5.

~95.
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Bjemplo XI

Polvo mixto F

T=7545-4 0,3%
Kasugamicina 0,2%
Talco 99,5%

La anterior preparacidn se aplica como en el

ejemplo 5.

Ejemplo XTI
Polvo mixto G
Tw7545-A 0,3%
S~benciltiofosfato de 0,0~
diisopropilo 1,5%
Talco 98,2:%

La anterior preparacidn se aplica como en el

ejemplo 5,

Hjemplo XITI
Polvo mixto H

T=7585=A 0,35
Sy3~difenilditiofosfato de

O-etilo 2,0%
Talco 97,7%

La anterior preperacidn se aplica como en ¢l

ejemplo 5,

GG



Ejemplo XIV

Polvo mixto I

D754 54 0,1%
Polyoxin (B; 1000 unidades
Ps/8) 0,1%
5 Talco 99,8%
Ia anberior preparacidén se aplica como en el
ejemplo 5.
Bjemplo XV
10 Polvo mixto J
T=7545-4 0,2%
Clorhidrato de 1,3%-bis-(car=
bamoiltioc)=2~(W,N=dimetila~
mino)-propano 2,0%
Talco 97,8%
15 Ta preparacidn anterior se aplica como en el ajem-
plo De
Ejemplo XVI
Polveo mixto K
20 T 5454 0,27%
(3-metil-d-nitrofenil)-tio-
fosfato de dimetilo 2,0%
Talco 07, 8%

Ia preparacibn anterior se aplica como en el

25 ejemplo 5.

3-7-72 ~97-
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©jemplo XVIT

Polvo mixto L

Te75H5=4 0,3%
N-metilcarbamato de l-naftilo 1,5%
Talco 98,2%

Ta anterior preparacibn es aplicada como en el

ejemplo 5.

Ejemplo XVITI

Polvo humedecible

T=7545-B 1,0%
Tigninsulfonato sbdico 0,1%
Eter alcohilarilico de polioxie-

tileno 0,1%
Carbono blanco 0,1%
Areilla 98,7%

Segfin la finalidad y el método de aplicacitn, la
anterior formulacidén es dilufda al intervalo de 2 a 4CO
ppm, expresado en funcidn del antibibtico presente, y la
preparacidn dilufda es pulverizada mediante un pulveriza-
dor, aplicada a la superficie del terreno, o el polvo an-

terior es usado sin diluir, para revestir las semillas.

Ejemplo XIX
Tabletas

98w
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Clorhidrato de T=70545-B

Iter alcohilarilico de poliouie-
tileno

TLactosa

15,0%

/!
2905‘0

83,0%

Antes de la aplicacidn, la formulacién anterior es

dilufda al intervalo de concentraciones que se muestra en el

ejemplo 18,

Ejemplo XX
Solucibn acuosa
T-7545~B
Metanol

Egtearato de amina

Agua

140,08

5,0%
5,0%
50 ,0%

Ta formulacidn anterior es diluida al intervalo de

1000 a 200,000 ppm, y la preparacidn diluida es pulverizada

mediante un pulverizador de concentrados finos, por ejenplo

desde un avidn.

Ejemplo XXT

Concentrado emulsificable

T~7545-8

Eter alcohilarilico de polioxie-~

tileno

Metanol

Metilnaftaleno

Dimetilformamida

-99-

10,0%

5,0%
20,03
40,0
25,08



Antes de la aplicacibén, la formulacidn anterior es
diluida al intervalo de concentraciones que se indica en el

ejemplo 18,

5 Ejemplo XXII
Polvo
P54 5B 0,2%
Estearato de aluminio 0,02%
Talco 99,78%

Seztn el objetivo y modo de aplicacidn, la mezcla
10 anterior, como bal, es espolvoreada mediante un espolvorea=~
dor, en cantidad de 1 a 8 kg por 10 &reas, o es usada para

revestir las semillas.

Ejemplo XXTTT
15 Polvo mixto M
T=7545-B 0,2%
2-amino=1,3%,4=tiadiazol 3,0%
Talco 96,8%

La preparacidn anterior es aplicada como en el

20 ejemplo 5,

Liemplo XXIV

Polvo mixto N

D)5 5B 0,47%

S=bencilaminobencenosulfo-
nato de blasticidina 0,2%

n
\J

3="=2 -100-
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Talco 99, 4%

Ia preparacidn anterior es aplicada como en el

ejemplo 5.
Ejemplo XXV
Polvo mixto O
T=7545=B 0,4%
Kasugamicina 0,2%
Talco 99, 4%

Ta anterior preparacidn se aplica como en el

ejemplo 5.

Ejemplo XXVI
Polvo mixto P
Tea7545-B 0,4%
S-benciltiofosfato de 0,0-dii-
sopropilo 1,5%
Talco 98,1%

Ta anterior preparacidn esg aplicada como er el

ejemplo 5.

Tijemplo XXVII

Polvo mixto Q

T-7545-B 0,4
S,8~difenilditiofosfato de

O-etilo 2,0%
Talco 97,6%

Ia anterior preparacidn es aplicada como en el

=101~
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ejemplo 5.

Eijemplo XXVITIL

Polvo mixto R

T-7545-B 0,23
Polyoxin (B: 1000 unidades

P3/g) 0,1%
Talco 99,7%

La anterior preparacién es aplicada como en el

gjemplo 5.

Ijemplo XXTX
Polvo mixto S

Tw7545-8 094%
Clorhidrate de 1l,3=bis~(carba-=
mofltio)-2~(N¥,N~dimetilamino)-
propano 2,0%
Talco 97 ,6%

La anterior preparacidn se aplica como en ¢l

ejemplo 5.

Ejemplo XXX
Polvo mixto T
T=754 2B 0,3%
(3-metil-ld=nitrofenil)-tiofos-
fato de dimetilo 2,0%
Talco 97,7%

La anterior preparacibén se aplica como en el

ejemplo 5.

~102=
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Ejemplo XXXT

Polvo mixto U

M7 5458 0,45
Nemetilcarbamato de l-naftilo 1,5%
5 Talco 08,1%

Ta anterior preparacién es aplicada como en el

ejemplo 5.

Ejemplo XZTLIT

10 Polvo mixto V

T=7545-A 0,2%
T=-7545-B 0,1%
Talco 99,7%

Ta anterior preparacidén es aplicada como em el

15 ejemplo 5.

Ejemplo XXXTITI

Polvo mixbo W
Polvo liofilizado del caldo

de cultivo de Strepltomyces

20
hygroscopicus var, limoneus 1005
Ta anterior preparacidn es aplicada como en el
ajemplo 5.
FPgta solicitud que corresponde a las presentadas
25 en Japbn, el 28 de Marzo de 1,969, con el n2, 23962/1969 y

3~7-72

~103~



10

15

25

el 20 de septiembre de 1.969, bajo el n? 74.855/1969, se
acoge a los beneficios del Articulo 51 del vigente Estatu—

to sobre Propiedad Industrial.,

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta soliecitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los gue se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

l2.~ Un procedimiento de preparacidn de wn agen-
te para reprimir enfermedades de las plantas, que comprende
combinar un miembro seleccionado del grupo que consta de un
antibidtico T-7545-4, un antibidtico T-7545-B, una sal de
dcido de los mismos y une mezcla de los mismos con un vehi-
culo adecuado, de modo que el contenido de dicho miembro
puede ser de aproximedamente 0,0001% a aproximadamente 80%
en peso con relacidn al agente.

28,~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 18,
en el que la composicidn estd en forma liquide y el conte-
nido del ingrediente activo es de aproximadamente 0,0001%

a aproximadamente 1% en peso con respecto a la composicidn.

32.- Un procedimiento segin la reivindicacidn 18,
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Amec.

en el que la composicién estd en forma de polvo y el conte
nido del ingrediente activo es de aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 30% en peso con respecto a la composicidn.
48 ,- Un procedimiento segin la reivindicacidn 18,
en el gue la composicidn estd en forma concentrada y el con
tenido del ingrediente activo es de aproximadamente 0,5% a
aproximadamente 80% en peso con respecto a la composicidn.

58,- Un procedimiento de preparacidn de un agen
te para reprimir enfermedades de las plantas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante
cede, representado en los dibujos que se acompaflan y con los
fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de ciento cinco hojas escri
tas a mdquina por una sola cara.

Madrid,
P.A.

14 ENE, 1975..
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