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Verfahren zur Bekimpfung von Pflanzemmematoden -

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Békémpfung von
Pflanzennematoden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik:

Zur Bek&mpfung von Pflanzennemetoden sind bereits zahlrei-
che Mittel und Verfehren bekennt, die jedoch h&ufig den
Forderungen der Praxis nicht voll entsprechen.

Ziel der Erfindung:

Ziel der Erfindung ist es, ein verbessertes Verfahren zur
Bekémpfung von Pflanzennematoden bereitzustellen. Hierzu
g0ll ein neuer Mikroorganismus verwendet werden.

In der US-PS 3950 360 werden bestimmte durch Ziichtung eines
Streptomyces Mikroorganismus gewonnene antibiotische Sub-
stanzen beschrieben und daB diese Verbindungen als Insekti-
zide und Akarazide nlitzlich seien. Wie man aber aus den
einen solchen Miktroorganismus identifizierenden lerkmalen
feststellen kann, unterscheidet sich der erfindungsgeméBe
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Kikroorganismus, und seine aktiven Bestandteile werden von
einem vollig anderen Nikroorganismus gewonnen. Des weilteren
betrifft eine gangze Serle von US-PSn bestimmte Verbindungen,
die durch Fermentation von Streptomyces avermitilis, eines

sich vom erfindungsgemifBen deutlich unterscheidenden Mikro-
orgenismus, gewonnen werden (US-PS 4.7171.314; US-PS 4.199.569;
US-PS 4.206.205; US-PS 4.310.519; US-PS 4.333.925). Die US-PS
4,423,209 betrifft das Verfahren zur Umwandlung von einigen
dieser weniger wiinschenswerten Komponenten in bevorzugtere
Die erfindungsgemifen aktiven Mittel, die als LL-P28249K , A,
T sd s £ ﬁ y My 05 Ly K, As #, V und '“1dentif*7iert werden,
stammen aus der Fermentation eines vor kurgzem entdeokton und
bisher noch nicht geziichteten Mikroorganismus. Die erfindungs-
geméBen Verbindungen und/oder die Permentationsbrihe oder
Vollmaisché des kikroorganismus Streptomyces cyangogrigeus

ssp noncvanogenug NRRL 15773 plus die pharmazeutisch und

- pharmakologisch-annehmbaren Salze davon (zusammen als Wirk-
stoff bezeichnet) ergeben die Mittel, mit denen das er-
findungsgemidfe Verfahren durchgefihrt wird.
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Tabelle A

Vergleich von F 28249 undAISP 5534 auf ISP~liorphologie-
Tegtnéhrsubstraten : '

(Zahlen stammen von NBS-ISCGC)

Wahrsubstrat F 28249 ISP 5534
Hefe-lalz A.m.i mittelgrau hell big mittelgrau
(ISP 2) (265) (264-265)
V.m. hell-lederfarben hell-lederfarben-
(75) weif bis schwarz-
dunkelgelb-~braun blau (188)
. S.p. hellbraun hellbraun
Anorgenische . A.m. hell-oliv-grau  mittelgrau (265)
Salze (112) bis
Stirke (ISP 4) mittelgrau (265)
Vem., dunkelgrau bis grau-purpurartig-
‘schwarz (266-267) blau (204)
S.p. gréulich-gelb- keine
lich-braun |
Glycerol~ A, 263 (weiB) bis 263 weiB bis hell-
Asparagin gelblich~-grau(93) grau (264)
o]
(132 5) V.m. schwarz (267) grau-purpurartig-
bis hell-oliv- =~ Dblau (203-204)
braun (96)
S.p. leicht br&unlich hell-gelblich-grau
Hafermehl A.m. gelb-grau (93) keine
(ISP 3) 1 -
Vem. farblos Tarblos

S.p. leicht gelblich keine

i1

A.m. Iuftmyzel
Vem. = vegetatives liyzel

SeDo 10sliches Pigment
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Tgabelle B

Vergleich von Lederle F 28249 mit ISP 5534 (Gordon Tests)

F 28249 ISP 5534
Zichtung auf/bei
Saelicin ) o+ -
10° . .
45° + -
BErzeugung von
Ufease ' + -
Decaboxyvlierung von
Hucate - +
Sdureproduktion )
Raffinose - R
Sucrose ' - +

Beide'Stémme zeigen folgende Reaktionen:

Positiv Hydrolyse von Casein, Hypoxanthin, Xanthin, Tyrosin,
Adrenin, Kartoffelstidrke, Gelatine und Esculing
Erzeugung von Phosphatase
Sensibilitédt fir Lysezym
Decarboxylierung von Acetat, Citrat, Lactet, lialat,
‘Oxalat und Propionat
S&ureproduktion von Arabinose, Cellobiosge, Dextrin,
Fructose, Galactose, Glucose, Glycerol, Lactose,
altose, lannose, ¢ -Methyi—D—glucosid, Rhemnose,
Salicin, Trehalose. ' '
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Hegativ. Erzeugung von Nitratreduktase
Decarboxylierung von Benzoat und Taritrat-
7 SHure von adonitol, Dulcitol, EBrythritol, Inositol,
" Mannitol, Sorbitol, (b -Methyl-D-xylosid.
Zuchtung suf 5 % NaCl
Der volle Name des Wikroorganismus LL-F28249, NRRL Nr. 15773
hingichtlich Gatitung, Art und Unterart ist Streptomyces
cyaneogrisgeus honcyanOgenus; um aber abzuklirzen, wird er in

der Beschreibung und den Anspriichen wie oben geschrieben
angegeben.

Der Stamm wird. aufgrund der Morphologie und der Zellchemie
(Gehalt des L-Isomeren von Diaminopimelinsiure) der Gattung
Streptomyces zugeordnet. Die Morphologie und die physiologi-

schen Daten des Stammes stellen diesen in die Fihe von

S. cyaneogrigeus, wie durch ISP 5534 (ATCC 27426) vertreten.
"Dann wurden Vergleiche hinsichtlich der Bildung von grauén
16slichen Luftmyzelpigmenten auf Nihrsubstraten (Tabelle A)
und geknéulten Ketten von glatten Conidien (3 bis 25 Sporen je
Kette) angestellt.'Der erfindungsgeméfe Stamm ist gegenliber
blauem loslichem Pigment negativ, worin der Vergleichsstamm,
ISR 5534, positiv ist. Die Stimme zeigen #hnliche Reaktionen
bel den ISP-Xohlehydrat-Verwertungstests und zeigen sich po-
gitiv bei Arabinose, Fructose, Glucose, Rhamnose und Xylosge,
wéhrend sie negativ bei Inositol, Mahnitol, Raffinose und
Sucrose reagieren (ISP'5534 leicht positiv). Die StEmme
unterscheiden sich jedoch in verschiedenen Merkmalen (Te- ‘
belle B) und den 53 bei den Gordon-Tests. Diese Unterschiede
unterstlitzen die Schaffung einer Unterart von S. cyaneogenceus

fir den erfindungsgeméfen liikroorganismus.
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Darlegung des Wegens der Erfindung:

Erfindungsgemif ist das neue Verfahren zur Bekémpfung von
Pflanzennematoden dadurch gekennzeichnet, def auf dag Blatt-
werk von Pflanzen, auf den Boden, in dem sie wachsen, oder
in deren Stimme eine nemazod-wirksame Menge der Fermenta-

tionsbriihe oder Vollmaische des lMikroorganismus Streptomyces
cyaneogriseus noncyvanogenus mit der Hinterlegungs-Zugangs-

nummer NRRL 15773 aufgebracht wird.

ZweckmElBig enth#lt hierbei die Fermentationsbfﬁhe als

LL-F 28249 & , LL-F 28249 B, LL-T 28249 7, L1-F 282484 ,
ILL-F 28249 €, LL-F 282490 , LL-F 282497 , LL-F 282496,
LL-F 28249¢( , LL-F 282491&,.LL-F 28249 X', LL-F 28249/*,
LL-F 28249y und LL-F 28249 © bezeichnete kittel oder die’
pharmazeutisch und pharmakologisch-aanehmbaren Salze davon.

Bel einer bevorzugten Ausfihrungsform deg erfindungsgemiflen
Vérfahrens werden etwa 0,1 bis 1,4 kg Jje Hektar des Wirk-
stoffes aufgebracht.

Die obengenennte Kultur von Streptomvces cyaneogriseus
noncyanogenus LL-F 282459, die die Mittel LL-F 28249« ,ﬁ,
g dr€,8,m,86,K,A, L, 4, und 20 erzeugt, wurde aus
in Slidaustralien gefundenem lMellee-Sand isoliert.

Das Verfahren zur Herstellung der Kittel ist Gegenstand
der priorit&étsgleichen Patentanmeldung AP A 61 K/277 057 1,
aus der diese Ammeldung ausgeschieden wurde.

Die Struktur und die Stereochemie von LL-F 29249 sind nicht
vollkommen definiert, aber die vorgeschlagenen Strukturen
werden anschliefend gezeigt. Die Komponente LL-F 29249 ist

' mit Hondamycin (Albimycin) verwandt, das in The Journsl of
Aintibiotics, 22, Nr. 11, 521 bis 526 (1969) beschrieben ist.

-7 =



LL-F28249q-y,

e



0=HD
0=HD
0=HD
0=HD
0=HD
HO-HD
0=HD
0=HD
O=HD
0=HD
D=HD
D=HD

o—d

HD-HD

-HO—~HD

HO-HD
HO-HD
HO-HD
HO=D

HO-HD
HO~HD
HO-HD
HD—-HD
HO~HO
HO~HD

=Y

an
o

o

O

HD

H HD

)
o
&)

HO "HO
HD
HO

HD

oy
(&}

HO
HD

mmmmmmmmmm_mm
O

HD

C
g ¢m

AT TS TS VI S T S W 3

MmN M

HD
HD
HD
HD
HO
HD
HO

H

HO
HOD
HOD
HD

MM

HO
HO
H
H

o\

H

™

HD
HO
H

0

q

HO

wAM
°(

HD)HD
HO)HD

€m0
1O ) HD
S (“uo)ymo

mmmmovmo
€.nd

Nmm

HOTHO.

HO)HD
€0
€1o
9

(Cu0)Ho

by

HO

W 67282d~TT
Y 6¥282d~T1T
Y 6728ad-TT
1 6V282d-1T
© 6veged-T11

W shzgza-TT

3 6v282d~T1
9 6V2gaid-T11
P6vegzd~TT
L evzgza-11
g 67282d-TT
Peveged—1T

Spuouoduwosy|



B T B i & W

H3C

LL-F28249y



HO

CH3 CH3

-10-

CH3 CHj

LL-F28249%




i1 &F

g8
£
N

- 11 -
In den Zeichnungen stellen dar:

Fig. 1: Chafaﬁﬁeristisches Ulfraviolett—Absorﬁtionsspektrum'
der LL-F2824S X, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fxf

(3.
(6]

no

Charakteristisches Infrarpt—ﬁbsorptionsspektrum der
LL-F28249 A, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 3: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernrego-
‘ nanzspektrum der LL-F28249 ¢, WRRL 15773 bezeichne-
ten Verbindung in CDGl3—L6Sung.-“

Fig. 4 Charakteristisches magnetisches Kohlenstoff-13-
Kernresonanzspektrum der LL-F282494 , NRRL 15773
bezeichneten Verbindung in CDClB—Lésung.

Fig. 5: Charakteristisches Blektronenstoli-kassenspektrum
der LL-F282494,, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

"Fig. 6: Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspekirum
der LL-F28249(3 , NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 7: charakteristisches Infrarot-Absorptionsspekirum der
LL-F28249 p , NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 8: Charakteristisches magnetisches Protonen-K rnreso-
nanzspektrum der LL-F28249f , NRRL 15773 bezeich-

neten Verbindung in CDClB.

Pig. 9: Charskteristisches ElektronenstoB-Fassenspekbrum
der LL-F28249f , NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Pig. 10: Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum
der LL-F282493“, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

- 12 -
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Charakterigtisches Infrarot-Absorptionsspektrum
der Verbindung LL-F28249?”, NRRL 15773.

Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernre-
sonsnzspektrum der Verbindung L1-F28249 7", NRR
15773, in CDClB. ‘

Charakteristisches magnetisches XKohlenstoff-13-
Kernresonanzspekirum der LL—“28249g“, NRRL 15773,
bezeichneten Verbindung in CDClB.

Charakteristisches Elektronenstoﬁ—Haésenspektrum
der‘LL—F28249'T3 WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches Ultraviolett-Lbsorptionsspektrum
der LL-F28249c, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches Infrerot-Absorptionsspektrum der

LIL-F28249 &, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249¢ , FNRRL 15773 bezeich-

‘neten Verbindung in CDClB{

Charakteristisches magnetisches Kernresonanzspekt-
rum der LL-F28249¢ , NRRL 15773 bezeichneten Ver-
bindung in CDClB.

Charakteristisches BlektronenstoB-Massenspektrum
der LL-F28249 G, NRRL 15773 bezeichneten Verbin-
dung. '

Charakteristisches Ultraviolett-Abgsorptiongspektrum
der LL-F28249<Y2 NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

._ 13-
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Pig. 21: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249d , NRRL 15773 bezeichne-
" ten Verbindung in CDClj( : )

Fig. 22: Charakteristisches ElektronenstoB-lassenspektrum
der LL-F28249 d°, WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.-

Fig. 23:\ Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum
der LL-D28249 &, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 24: Charskteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249f , NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung in CDClB.'

Fig. 25: Charakterigtisches ElektronenstoB-NMassenspektrum
der LL-F28249 £ , NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

'Fig. 26: Charakteristisches Ultraviolett-Abgorptionsspekirum
der LL-F28249 Y, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 27: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
| nenzspektrum der LL-F28249 ¥, NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung in CDClB.

Fig. 28: Charakteristisches Elektronenstol-lassenspektrum
der LL-F28249 §, NRRL 15773 bezeichneten Verbin-
dung. : :

Pig. 29: Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum _
der LL-F28249%M , NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Pig. 30: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-

nanzspektrum der LL-F28249 m, NRRL 15773 bezeiche-
ten Verbindung in CDC15.

- 14 -



- 14 -

Pig. 31: Charakteristisches ElektronenstoB—Massenspektrum
der LL—F28249W1,'NRRL 15773 bezeichneten Verbin-
| dung. ’

Fig. 32: Charskteristisches Ultraviolett-Absorptionsspekt-
rum der LL-~F282498, NRRL 15773 bezeichneten Ver-
bindung. . -

33: Charékteristisohes magnetisches Protonen~Kernreéo—

nanzspektrum der LL-F28249€ , NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung in CDCL,. |

&)
.
09

Pig. 34: Cherakteristisches Flektronenstof -liassenspektrum
der LL-F28249 €, NRRL 15773 bezeichneten Verbin-
dung. -

Fig. 35: Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum
' der LL-F28249€ , WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 36: Charsgkteristisches magnetisches Protonen-Xernreso-
nenzspektrum der LL-F28249 L , NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung in CDClB.

Pig. 37: Charakteristisches Elektronenstoli-lMassengpektrum
der LL-F28249 (L , NRRL 15773 bezeichneten Verbin-
dung.

Fig. 38: Charakteristisches magnetisches Kohlenstoff-13-
Kernresonanzspekitrum der LL-F282494 , NRRL 15773

bezeichneten Verbindung in CDClB—Lbsung.

Fig. 39: Chearakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum
der LL-F28249 K, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Pig. 40: Charskteristisches Infrarot-ibsorptionsspektrum
de: LL-P28249 W, HRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

- 15 -
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Charakteristisches ElektronenstoB-liassenspekirum

~ der LL-F28249 K,NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charskteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249 K, WRRL 15773 bezeichne-
ten Verbindung. '

Charakteristisches magnetisches Kohlenstoff-13-
Kernresonanzspektrum der LL-F28249 K, NRRL 15773
bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrunm
der LL-F28249 A, WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Cherakteristisches Infrarot-Absorptionsspektrum der
LL-F28249 A, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches ElektronenstoB-lMassenspektrum
der LL-F28249 A, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249 A, NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung.

Cherakteristisches magnetisches Kohlenstoff-13-
Kernresonanzspektrum der LL-F28249 A, NRRL 15773
bezeichneten Verbindung.

Charskteristisches Ultraviolett-Absorptionsspekt-
rum dexr LL—F28249/M, HRRL 15773 bezeichneten Ver-
bindung.

Charakteristiéches Infrarot-Absorptionsspektrum
der LL-F28249 p~, NRRL 15773 bezeichneten Verbindung,

2
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Fig., 51: Charakteristisches Elektronenstofi-lassenspektrum
der LL-FP28249 4%, WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 52: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249 pv, NRRL 15773 bezeich-
neten Verbindung.

Fig. 53: (Charakteristisches Ultraviolett-Absorptionsspektrum
der LL-F28249*0,‘NRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Pig. 54: Charekteristisches Infraroti-ibsorptionsspektrum der
LL-F28249 v, HWRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Fig. 55: Charakteristisches Elektronénstoﬁ—Massenspektrum
der LL-F28249 v, WRRL 15773 bezeichneten Verbindung.

Pig. 56: Charakteristisches magnetisches Protonen-Kernreso-
nanzspektrum der LL-F28249 9V, ¥RRL 15773 bezeichne-
ten Verbindung.

Fig. 5T7: Charakteristisches magnetisches Kohlenstoff-13-
Kernresonenzspektrum der LL-F28249V , NRRL 15773
‘bezeichneten Verbindung.

Es wurde entdeckt, daB die oben genannten Mittel sowie die
Fermentationsbrihe und die Vollmaische desg lilkroorganismus
u.a. besonders wirksam flr die Bek&mpfung von Pflanzennema-
toden geelgnet gind.

Die Wirksamkeit des erfindungsgeméfen Verfahrens wurde durch
den Erfolg bel der RBkimpfung der frei-lebenden Bodennemato-
de C. |
stoffe zur Bekédmpfung von Pflanzennemastoden enthalten, kon-
nen entweder als Pllissigkeit oder oberfliéchenaktive Pulver

formuliert werden. Fliigsige Zusammensetzungen enthalten etwa
5 % bis 20 % ¥/W des Wirkstoffes (aktive Substanz, Fermenta-

elegansg demonstriert. Zusammensetzungen, die diese VWirk-

- 17 -
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tionsbrihe, Vollmeische oder Salze) mit entsprechenden Mengé
eines Losungsmittels wie Methanol, Ethanol, Aceton, Acetoni-
tril, und endere und als Rest Wasser. Oberflichensktive Pul—
ver enthalten etwa 5 % bis 20 %, M/M des Wirk stoffes, efwa

1 % bis 10 % oberflichenaktives Nittel und inerte Tréger~
mittel wie Tonarten, Vermiculit, Ruf oder dergleichen. Etwa
0,1 bis 1,4 kg je Hektar werden auf das Blattwerk von Pflan-
zen, den Boden, in dem diese wachsen, oder deren Stimme -auf-
gébracht. '

Diese Mittel sind auch als lokale Insektizide, Magengifte
und systemische Insektizide wirksam und sind besonders wirk-
sam bel der Bek&mpfung von Insekten der Gattungen Lepedopters,

Coleoptera, Homoptera, Deptera und Thysanoptera. Pflanzen=

milben, Akariden, kdnnen ebenfalls durch die erfindungsgemis-
gen Hittel bekdmpft werden.

Diese Hittel werden im allgemeinen als verdiinnte; feste oder
fluss1ge Zusammensetzungen auf den Fortpflanzung gsboden, die
Nahrungsquelle oder die Wirtspflanze solcher Insekten und/oder
Akariden aufgebracht. Die fnwendungsmenge fiir solche Stellen
umfaBt etwa 0,01 kg/ha bis etwa 8,0 kg/ha, vorzugsweise et-

wa 0,05 kg/ha bis etwa 0,5 kg/ha.

Flir die erfindungsgemiBen oberflichenaktiven Pulver brauch-

bare oberflichenaktive Mittel umfassen die normalerweise flir
die Formulierung solcher oberflichenaktiver Pulver verwende-
ten, vorzugsweise Alkylbenzensulfonatriumsalze. Bentonit,

Ton oder Gemische davon sind bevorzugte Trigermiiiel. AuBer-
dem haben die erfindungsgemifBien Wirkstoffe auch systemische

insektizide Wirksamkeit gegen m. ovinugs bei Schafen gezeigt.

In der FPraxis sind im allgemeinen etwa 0,02 mg/kg/Tag bis
etwa 3,0 mg/kg/Tag fir die Bek#mpfung parasitischer Infek-~
tionen bei Rindern, Schafen und Schweinen sowie Haustieren
wirksam, Flir léngere Anwendung kdnnen so geringe Kengen wie
0,002 mg/kg Kdrpergewicht/Tag angewendet werden.

- 18
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In der Praxis werden auch etwa 0,1 mg je kg bis 100 mg je kg
flir mit Helminthen infizierte Tiere angewendet.

Die physikalisch-chemischen lerkmale deria,ﬁj,g”,gf,g,,g ' M s
6, L, ks A> 4, ¥V undw Komponenten von LL-F28249 werden en-

schlieBend beschrieben:

LL-F28249 A :

1) Relative Molekiilmasse:612 (FAB-MS);
\l ki : - H_.0q5;
2) lolekiilformel 036 5205 _ _ ¢ .
3) Spezifische optische Drehung /ot / 7 = +133 £ 3
(¢ 0,3, Aceton);
4) Ultraviolett-Absorptionsspektrum: wie in Fig. 1 darge-

stellt  yyCHOR] 544 mm (£ 28 000);

IAX

5) Infrarot-Absorptionsspektrum: wie in Fig, II dargestellt
(KBr Scheibe): 3439, 2960, 2925, 1714, 1454, 1374, 1338,
1171, 1120, 996, 967 cm—q;

6) liagnetisches Protonen-Kernresonanzspekirum (CDClB): wie in
Fig. III dargestellt;

7) Hagnetisches Kohlenstoff-13-Kernresonanzspektrum (CDClj):
wie in Pig. IV dargestellt und in Tebelle I beschrieben;
und

8) ElektronenstoB-Massenspektrum: wie in Fig. V dargestellt
mit gensuen lassemessungen und vorgeschlagenen Elementzu-
gsammensetzungen nach Tabelle IT,

IL-F282490 :

1) Relative Liolekiilmasse: 584 (FAB-IS);
2) IHolekiilformel: 034H4806; : o
3) Spezifische optische Drehung: /ot / D = +125°
(¢, 0,30 Aceton); v '
4) Ultraviolett-Absorptionsspektrum: wie in Fig., IV darge-
| stellt . CH,OH

uv3 = 244 mm (¢ 25 600);
MAX

- 19 -
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5) Infrarot-ibsorptionsspektrum: Wie in Fig. VII dargestellt
(KBI' Scheibe): 3520, 2910, 17359 ’}71{, 145Oy 13759 13355
1180, 1170, 1119, 993, 727 cm™'; -

6) Nagnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie
in Fig. VIII dargestell?;

7) lMagnstisc ches Kohlenstoff- 13-Kernresonanzspektrum (CDCl ):
Wie in Fig. XXXVIII dergestellt und in Tabelle II 4 be-
schrieben; und

8) ElektronenstoB-lMassenspektrum: Wie in Fig. IX dargestellt,
mit genauen lassemessungen und vorgeschlagenen Blementzu-
semmensetzungen nach Tabelle III.

LL-F28249

1) Relative Moleklilmasse: 598 (FAB-US);

L e Oqs

2) Holekiilformel: C35H540g 2f

3) Spezifische optische D*ehung [x_7 ° = +150 + 4°
(¢ 0,3, Aceton);

4) Ultraviolett-Absorptionsspektrum: Wie in Fig. X gezeigt
uve % _oua mm (€ 27 100);

MaZ

5) Infrarot-Absorptionsspektrum: Wie in Pig. XI gezeigt
(KBr Scheibe): 3510, 2910, 1735, 1715, 1452, 1375, 1338,
1182, 1172, 1119, 995 cm™ '

6) legnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDCl ): Vie
in Fig. XII gezeigt;

7) liagnetisches Kohlenstoff-13-Kernresonanzspektrum (CDCL.)
Wie in Fig. XIIT gezeigt und in Tabelle IV beschrieben;

- und
8) ElektronenstoB-llessenspektrum: Wie in Pig. XTIV gezeigt,

mit genauen lMassemessungen und vorgeqcnlagenen Elementzu-~
sammensetzungen nach Tabelle V.

- 20
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LL-F282499 :

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

Relative Molekiilmasse: 806 (FAB—MS);\

Molekililformel: V45H74012; %
Spezifische optische Drehung: /ot 7 5 =. -49. % 3°
(¢ 0,35, Methanol);

Ultraviolett-ibsorptionsspektrum: Wie in Fig. XV gezeigt
uvH3%8 o 225 am (€ 27 400)
MAX 232 (¢ 25 700);

Infrarot-Absorptionsspektrum: Wie in Fig. XVI gezeigt

(KBr Scheibe): 3580, 2965, 2935, 2880, 1703, 1647, 1458,
1380. 1292, 1223, 1135, 1098, 984 em™ ';

Megnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie
Fig. XVII gezeigt;

lMagnetisches Kohlenstoff-13-Kernresonanzspektrum (CDCl3):

Wie in Pig. XVIII gezeigt und in Tabelle VI beschrieben;

und

ElektronenstoB-lassenspektrum: Wie in Pig. XIX gezeigt,
mit genauen Massemessungen und vorgeschlagenen Elementzu-
sammensetzungen nach Tabelle VII.

LL—F28249AJ:

1)
2)
3)

4)
5)

6)

Relative HMolekiilmesse: 616 (BI-NS);
Molekiilformel: 035H52 9,

HPLC-Retetionsvolumen von 14,0 ml in dem in Tebelle VIII
angegebenen System;

Ultraviolett-Absorptionsspektrum (llethanol): Wie in Fig.
XX gezeligt;

Magnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie
in Fig. XXI gezeigt; und

ElektronenstoB-lassenspektrum: Wie in Fig. ZXII gezeigt.

- 21
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IL1-F28249 € ;

A1)
2)

3)

4)

5)

‘Relative Iolekiilmasse: 598 (BI-NS);

35850083

HPLC-Retentionsvolumen von 14,8 ml in dem in Tabelle VIII

Holekllformel: C

angegebenen System;

Ultraviolett-ibsorptionsspektrum (Methenol): Wie in Pig.
XXIIT gezeigt,

Hegnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie in
Fig. XXIV gezeigt; und

Elektronenstof-Massenspektrum: Wie in Pig. XXV gezelgt.

11-728249 € .

1)
2)
3)

4)

5)

6)

Relative lLiolekiilmasse: 598 (EI-1iS);

Molekiilformel: CBSHSOOB;

HPLC-Retentionsvolumen von 16,0 ml in dem in Tabelle VIIT
angegebenen 3ystem;

Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Methanol): Wie in Fig.
LXVI gezeigt;

lagnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie
in Pig. ZXVIT gezeigt; und

‘ElektronenstoB-liassenspekirum: Wie in Fig. XXVIIT gezeigt.

L1-28249 7 :

1)
2)

3)

4)

Relative loleklilmasse: 612 (EI-MS);

i 117+ . .
Liolekiilformel: CB6H5208’ |
HPLC—Retentionsvolumen von 23,5 ml in dem in Tabelle VIII

angegebenen System;

Ultraviolett-Absorptionsspekirum (liethanol): Wie in Fig.
XXIX gezeigt;

- 22 -
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5) Kagnetisches Protonen-Kernresonenzspekirum (CDClB): Wie in

DN

6) Elektronenstol-kiassenspektrum: Wie in Fig., XZXI gezeigt.

LIL-F28249 € :

1) Relative Molekililmasse: 626 (EI-LS);
2) liolekiilformel: 037H5408;

3) HPLC—Retentionsvolumen von 24,5 ml in dem in Tabelle VIII

angegebenan System;

4) Ultraviolett-iAbsorptionsspektrum (Methanol): Wie in Pig.
XXXII gezeigt; ' ‘ '

5) HMagnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie in

6) ElektronenstoB-Massenspektrum: Wie in Fig. XXXIV gezeigt.

L1-28249 L =

1) Reletive lolekililmasse: 626 (EI-MS);
2) HMoleklilformel: 037H5408;

3) HPLC-Rerentionsvolumen von 26,0 ml in dem in Tgbelle VIII
angegebenen System;

4) Ultraviolett-Absorptionsspektrum (Methanol): Wie in Fig.

.

XXV gezeigt;

5) lagnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDClB): Wie in
FPig., XTXVI gezeigt; '

6) ElektronenstoB-Massenspektrum: Wie in Fig. XXXVII gezeigt.

LL-F28249 K 1

1) Relative kolekiilmasse: 584 (BEI-NS);
2) Holekiilformel: Cs5H5,075

- 23 -
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3) Spezifische optische Drehung: /g@ 7 26 = +189° (¢ 0,165
Aceton); , ’

4) Ultraviolétt—ﬁbqorptionsspektrum: Wie in Fig, XXXIX ge-
zelgt VOH3OH = 241 nm (B 20 400);

AT .

5) Infrarot-ibsorptionsspektrum: Wie in Fig. XL gezeigt
(XBr Scheibe);

6) ElektronenstoB-lassenspektrum: Wie in Pig., XLI gezeigt;

7) HKegnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDCl ): Wie in
Pig. XLII gezeigt; und

8) Hagnetisches Kohlenstoff-13-Kernresonanzspektrum (CDCl ):
Wie in Filg. XLIII gezeigt und in Tabelle IX beschrleben.

LL-28249 A :

1) Relative liolekiilmasse: 626 (FAB-IS);

2) liolekiilformel: 037H5408; 6

3) Spezifische optische Dr ehung: ZOO ; = +145° (¢, 0,23
Aceton);

4) TUltraviolett-Absorptionsspektrum: Wie in Fig. XLIV gezeigt
uvCH3% s o (B 30 000);

IAX

5) Infrarot-ibsorptionsspektrum: Wie in Fig. XLV gezeigt (XBr
Scheibe);

6) ElektronenstoB—Massenspektrum: Wie in Fig. XLVI gezeigt;

7) lagnetisches Protonen-Kernresonanzspekitrunm (CDCIBJ:
in Pig. XLVII gezeigt; und -

8) llagnetisches Kohlenstoff-13- ~Kernresonanzspektrum (CDOl ):

Wie in Fig. ZLVIII gezelg* und in Tabelle X bes chrleben.

- 24 -
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LL-F28249 M

1) Relative Molekﬁlmasse: 612 (EI-IS);
2) ¥olekilformel: 037H 607‘
3) Ultraviolett-ibsorptionsspektrum: Wie in Fig. ZLIX ge-
zeigt yyCH3OR _ 241 nm (8 16 800);
MEX
4) Tnfrerot-ibsorpiionsspektrum: ¥ie in Pig. L gezeigt
(KBr Scheibe);
5) ElektronenstoB-liassenspektrum: Wie in FPig. LI gezelgt;
6) liegnetisches Protonen-Kernresonanzspektrum (CDCIB): Wie
in Pig. LII gezeigt.
LL-F28249 ¢ :
1) Relative loleklilmagse: 592 (BI-MS);
i
2) liolekiilformel: 03 48 73 )
3) Spezifische optische Drehung: [o_/ % = +131° -
(¢ 0,325, Aceton);
4) Ultraviolett-iAbsorptionsspektrum: Wie in Fig. LIII ge--
zelgt yyCHO0H o5 (5 20 500); 358 (B 8 830);
HAK
5) Infrarot-Absorptionsspektrum: Wie in Pig. LIV gezeigt
(KBr Scheibe);
6) Elek tronenstoB—Laqsenqpekt?um Wie in Pig. LV gezeigt;
7) liagneti sches Protonen-kernresonanzspekirum (CDClB): Wie in
Fig. LVI gezeigt; und
8) Kegnetisches Kohlenstoff-13-Kernresonanzspektrum (CDCl ):

Wie in Pig. LVII gezeigt und in Tabelle XI beschri ebnn.

- 25 -
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Tabelle IT

n/z
612,3705

594,3543
576,3472

484,3211
| 482,2648
466,3097
448,2987
442,2375
425,2327
354,218
314,1877
278,1144
265,1786
248,1405
| 247,1705
237,1838
219,1740
151,0753

Blementzusammengetzung

C16H5008
236?5007
C46H,18%

C30H2405

Coofizg0g

C}OH4204

Ca0Ha003

CogHs40¢
I
C23%30%
Cootl2693
Cy5H1805
O, ¢Hps0s
G 58,005
C16H,505
Cy5H2507
C.2H,.0

15723

CoH49

- 27 -
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Tabelle I1a

Kohlenstoff-13-MlR-Daten fir LL-F2824

Kohlen- Chemischg Unlagerung Xohlenstoff Chemische Um-

stoff (ppm)* lagerung (ppm)
1 173, 3 » 18 68,3
2 142,6 19 67,8
3 139,5 20 67,7
4 137,17 ‘ 21 48,4
5 137,3 - 22 45,7
6 133,9 23 41,0
7 123,8 24 40,8
8 123,4 o 25 - 36,1
9 - 120, 3 26 135,9°F
10 120,2 27 34,7
11 118,0 28 22,3
12 99,7 : 29 19,8
13 80,2 ‘ . 30 15,5
14 79,4 . 31 13,8
15 76,7 o 32 13,1
16 69,2 33 10,8
17 68,6 :
X

Unterhalb von TiS; CD013~L6sung
Zwel unaufgeldste Signale.
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Magsemessungen hoher Aufldsung flir LL-F28249 6

n/z
5843388
566, 3306
456,2864
142,2392
438,2780
425,2331
354,2187
314,1858
278,1168
237,1491
219,1380
209,1534
191,1418
151,0750

R

Elementzugemmensetzung

034H4808
C34H46%7

Cogligo%s

CZ6H34O6

028H3804
C26H

33%
2383003

2OH26O3

C
C

C15H1805

014H2103

C14H999%

Cq4H210p

13‘190

CoHy40

2

- 29 -
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Tabelle IV
Kohlenstoff-13-lliR-Daten fiir LL-F28249 4

Kohlen~ Chemische U‘mlagerung1 Kohlen- Chemische Umlagerung

stoff (ppm) stoff (pom)
1 173,6 19 68,3
2 142,4 20 67,9
3 139,9 21 57,7
4 137,3 ' 22 48,5
5 136,0 23 45,8
6 134,0 24 41,2
7 123,8 25 40,8
8 123,6 26 36,2
9 120,4 | 27 36,1
10 119,6 28 36,0
11 118,5 29 34,8
12 99,8 30 22,3
13 80,5 ‘ 31 19,9
14 77,8 - ' 32 15,5
15 77,0 33 13,8
16 76,8 34 13,1
17 69,3 35 10,8
18 68,6
1

Unterhalb von TIS; CDClB—Lésung.
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Tabelle V

7

Yassemessungen hoher Aufldsung filir LL-F28249 7~

n/z Elementzusammensetzung
598,3543 035H5008
580,3422 C35H48O7
562,3292 C55H,60%
496,2824 C308400%
484,2440 028H36O7
ATS, 2687 Cs0Hsg05,
456,2576 Cortag0%
438,2772 028H3804
425,2341 CogH4405
420,2651 028H3603
354,2199 C23H3OO3
314,1875 Copting O3
292,1307 €1 6Ho005
288,2075 01 gHog05
248,1397 €y 5004
237,1490 C14H21O3
219,1382 Cq4H140;
209,1544 €130 00
191,1435 € 5190
151,0759 H,.O

CoHy105
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Taebelle VI

Kohlengtoff-13-NiR-Daten fiir LL-F28249

£.89 G B 3w

Kohlen- Chemische Umlagerung1 Kohlen- Chemische Umlagerung

stoff (pom) stoff (ppm)
1 220,7 23 12,2°
2 219,6 24 40,4
3 165,2 25 38,3
4 148,7 26 37,6
5 133,1 27 36,1
6 132,3 28 34,8
7 132,1 29 33,5
8 130,2 . 30 30,1
9 122,3 ' 31 26,6
10 100,0 T3 25,4
11 82,9 33 24,5
12 75,9 - 34 23,0
13 73,0 35 21,1
14 72,7 36 17,9
15 72,6 37 14,3
16 72,1 38 14,2
17 69,0 39 12,1
18 67,3 40 11,5
19 63,6 A 10,9
20 51,4 : 42 8,7
21 46,2 43 8,3
22 45,7 44 5,7

Unterhalb von TIS; CDClB—Lésung.
Zwel unaufgeldste Signale.
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Tabelle VIT

Vassemessungen hoher Auflosung fiir LL-F28249 W

m/z : Elementzusammensetzung
462, 3350 Cogly 605
444,3237 CogHy a0y
425,2534 023H37O7
407,2439 023H3506
406 , 3046 Cp5ty 00,
307,2895 C25H3903
337,2010 019H2905
1 297,2031 C17Ho60,
279,1944 017}{2703
261,1851 C7H550,
253,1797 C,5H,50,
235,1697 015H23O2
224,1754 C1 485405
209,1530 C185105
207,1744 Gy 4Hy50
184,1458 Cq1E5005
179,1048 011550,
173,1205 CgHy705
167,1051 C.0Hy 50,
155,1069 CoH450;

- 33 -
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Tabelle VIIT

HPLC Retentionsvolumine fiir LL-F282490v,d , £, %, 7, 6. und L

Verbindung . Retentionsvolumen (ml)
LL-F28249 . 19,8

LL-F28249 14,0

LL-F28249 14,

LL-F28249 16,0

LL-F28249 23,5

LL-F28249 24,5

LL~-F28249 | 26,0

Das System besteht aus einer Sédule, 3,9 mm x 30 cm,
gefillt mit 018—Umkehrphasen-Fﬁllung, entwickelt mit
Methenol:Wasser (80:20) bei 1,0 ml/Minute, Nachweis
durch Absorptionsvermdgen bei 254 an. -

- 34 -
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Tabelle IX

Yohlenstoff-13-MiR-Daten flir LL-F28249 K

Kohlen- Chemische U@lagerung Kohlen-

%J

»Ul

118

Chemigche Umlagerung

stoff (ppm)” stoff (ppm)
1 173,9 19 56,7
2 140,17 20 48,4
3 138,3 21 47,7
4 136,6 22 41,1
5 136,5 23 40,6
6 133,8 14 37,1
7 124,71 25 36,3
8 124,4, 26 36,0
9 123,8 27 35,9
10 120,1 28 34,6
11 119,5 29 22,0
12 99,7 30 19,3
13 17,2 31 16,0
14 76,67F 32 13,8
15 76,5 33 13,3
16 69,3 34 13,1
17 68,6 35 10,7
18 67,3

it
T

Unterhalb von THS; CDCl-Ldsung.

Ubereinstimmend mit CDClB—Signalen.
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AN
{},
(A

Kohlenstoff-13-HiR-Daten fir LL-P28249 A

Kohlen~- Chemische Umlagerung Kohlen- Chemische Unlagerung

stoff (ppm)+ stoff (ppm)
1 173,6 19 68,3
2 142,5 20 67,9
3 139,8 21 57,8
4 137,4 22 48,6
5 137,2 23 45,8
6 136,0 24 41,2
7 130,7 25 40,9
8 123,6 26 36,177
9 120,3 27 36,0
10 119,7 28 34,9
11 118,6 29 26,9
12 99,8 30 23,0°7"
13 80,5 31 22,4
14 17,7 32 20,0
15 77,6 - 33 15,7
16 76,7 34 14,0
17 69,3 35 11,1
18 68,6

Unterhalb von TIS; CDClB—gbsung.

o+ . .. .
"t gwei unaufgeldste Signale.
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Tabelle XI

gk BT ane

. Kohlengtoff-13-IMR-Daten filr LL-F28249 Y

Kohlen~ Chemische Unlagerung Kohlen-

Chemische Umlagerung

gtoff (ppm) stoff (ppm)
1 167,4 18 69,4
2 150,5 19 68,7
3 142,9 20 68,3
A 142,0 21 48,4
5 137,2% 22 41,01*
6 132,1 23 35,9
7 130,7 24 35,6
8 125,8 25 35,5
9 125,526 34,4
10 124,2 27 29,7
11 123,17 28 26,8
12 123,2 29 22,9
13 121,3 30 22,8
14 118,0 31 22,1
15 100,0 32 15,3
16 76,7 33 13,9
17 74,6 34 11,0

T Unterhalb von TUS; cb013-Lasung

++ . . .o .
Zwei unaufgeldste Signale.
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Tabelle XIT

Chromatographische Werte

¢ * rpLc t
Komponente gegen RT Retentionszeit (Hinuten)
A 1,00 ' 13,8
A 0,797 | 9,3
T 1,42 ‘ 12,6
d 0,758 10,4
¢ 1,06 10,9
s 1,12 11,5
i 1,03 16,2
¢ 1,27 17,3
;v 1,27 18,2
1,83 24,7
A 1,56 19,1
A 1,92 38,0
v 1,95 42,3
U 0,212 7,1
" ineltech Silica GHLF250 ., entwickelt mit Bthylacetat:le-
thylenchlorid (1:3), Nachweis durch Verkohlen mit H2804 .
++ ‘

Altex Ultragphere 0ODS 5 /u, 4,6 mm x 25 cm, entwickelt
mit 85 % MHethanol in Wasser bei 1,0 ml/linute, Nachweis
durch Absorptionsvermdgen bei 254 nm.

- 38 -



&y N e s a

- 38 -

Die neuen LL-F282494, 5, 1 d, €,f smr 85 Lo Ks Ay M5y
und © bezeichneten Liittel werden wihrend der Ziichitung von
Streptomyces cyaneogrises noncyanogenus, NRRL 15773, un-

ter gesteuerten Bedingungen gewonnen.

* Dieger Organismus wird in der Kultursammlung der ledical
Research Divigion, American Cyaneamid Company, Pearl River,
Hew York, unter der Kulturnummer LL-F2824% aufbewahrt. Eine
lebehsféhige Kultur dieses Mikroorgenismus wurde bel dem Pa-
tent Culture Collection Laboratory, Northern Regional Rese-
arch Center, U. S. Department of Agriculture, Peoria, Il-
linois 61604 hinterlegt und der stdndigen Sammlung einver-
leibt. Br ist der Offentlichkeit unter seiner Zugangsnummer
NRRL 15773 in dieser Sammlung frei zugénglich.

FMir die Herstellung dieser neuen littel ist die Erfindung
nicht auf diesen speziellen Organismusg beschrénkt. Tatsich-
lich ist es der Wunsch und die Absicht, die Verwendung na-
tlirlich vorkommender Mutenten dieses Organismus sowie indu-
zierter Mutanten, die von diesem Organismus durch verschiede-
ne, dem FPachmann bekannte mutagene liaBnahmen wie Einwirkung
von Stickstoffsenfgas, ROntgenbestrahlung, Ultraviolett-

- gtrahlung, N'-Methyl-N'-nitro—N-nitrosoguanidin, Actinopha-
gen und dergleichen erzeugt werden, einzubeziehen. Zbenfalls
wird gewlnscht und beabsichtigt, inter- und intraspezifische
genetische Rekombinanten, die durch genetische, dem Fachmann
bekannte Techniken wie beispielsweise Konjugation, Trans-
duktion und genetische technische Vorgénge erzeugt wurden,
mit einzubezienen.

Allgemeine Fermentationsbedingungen

Die Zluchtung von Strepiomyces cyaneogriseus noncyanogenus,
NRRL 15773, kenn in den verschiedensten fliissigen HEZhrsub=-

gtraten vorgenommen werden. Flir die Erzeugung der Littel

i
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LI-F28249 05 B, 9% d5 €5 €5m» 85 Ly K, As gy Vund © brauch-
-bare Substrate enthalten assimilierbare Kohlenstoffquellen

wie Dextrin, Sucrose, Melésse,'GIyCerol'uéw.; eine essgimilier-"
bare Stickstoffquelle wie Protein, Proteinhydrolysat, Poly-
peptide, Aminosfuren, llaisquellwagser usw.; und anorgenische
inionen und Xationen wie Kalium, Natrium, Ammonium, Calcium, s
Sulfat, Carbonat, Phosphat, Chlorid usw. Spurenclemente wie
Bor, Kolybdén, Kupfer usw. werden als Verunreinigungen von
enderen Bestendieilen des Substrates bereitgestellt. Die Be-
1ﬁfﬁung in Beh&dltern und Flaschen wird durch Blasen von ste-
riler Iuft durch das Fermentationsmedium oder auf dessen
Oberfléche erzielt. Weitere Bewégung in Tanks wird durch

einen mechanischen Schnellrihrer erreicht., Bel Bedarf kann

ein Antischeummittel wie Silicondl zugesetzt werden.

Ldusflihrungsbeigpiele:
Beispiel 1

Herstellung von Inokulum

Fach folgender Formel wurde ein typisches Substrat herge-
stellt, das filir die Ziichtung der verschiedenen Stufen von
Inokulum verwendet wurde:

Dextrose 1,0 %
Dextrin 2,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
HZ Amin 0,5 %
Calciumcarbonat 0,1 %
Wasser as 100 %

Dieses Substrat wurde sterilisiert. Bine 100-ml-Portion die~
gses in einem Kolben befindlichen sterilen Substrates wurde
mit Myzelschnitzeln von einer Schrégagarkultur von
Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus NRRL 15773 geimpft.

- 40 -
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Das Subsirat wurde denach 48 bis 72 Stunden leng beil 28 °a
kxrEftig auf einem Drehschiittler bewegt, wodurch das Prim&r-
inokﬁlum gewonnen'wurde. Dieses Primérinokulum wurde an-
schlieBend zum Impfen eines Liters des obigen sterilen Sub-
strate verwendet, das dann 48 Stunden lang bei 28 °¢ aerob
geziichtet wurde, um das Sekundédrinokulum zu erhalten.

Fermentation

Ein Fermentationssubstrat folgender Formulierung wurde zuber

reitet:

Dextrin 1,0 %
Sojapepton 1,0 %
lelasse . 2,0 %
Calciumcarbonat . 0,1 %
Wasser qs 100 %

Dieges Substret wurde sterilisiert, und anschliefend wurde
eine 30-Liter-Portion mit einem Liter nach Beispiel 1 herge-
stellten Sekund&rinokulum geimpft. Die Permentation wurde

bei 30 °C mit einem sterilen Luftstrom von 30 Litern pro
Minute, einem Gegendruck von 8 psig und Bewegung durch einen
mit 500 U/min betriebenen Schnellriihrer 91 Stunden lang vorge-
nommen, worauf die Maische geerntet wurde.

Beilgpiel 3

Tsolierung von LL-F28249 o0 , b und 4

Eine Cesamtmenge von 26 Litern der nach der Beschreibung in
Beispiel 2 hergestellten Vollerntemaische wurde mit 1500 g
Diatomeenerde vermischt und filtriert. Der Ifyzelkuchen wurde
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mit 5 Litern Wasser gewaschen, und das Filtrat und die Wasch-
18sung wurden verworfen. Der liyzelkuchen wurde im Laufe einer
Stunde mit 10 Litern Methanol vermischt; enschlieBend fil-
triert und mit 5 Litern Methenol gewaschen. Der Methanolex-
trakt und die Hethanolwaschldsung wurden zusanmmengenommen
und zu einem wiBrigen Rickstand von etwa 1 bis 2 Litern ein-
gedampft. In diesen wiBrigen Riickstand wurde seine doppelte
Volumenmenge Methylenchlorid gegeben, und es vurde 1/2 Stun-
de lang gemischt. Die liethylenchloridphase wurde abgetrennt
und danach zu einem Sirup eingeengt, so daf 27 g Rohmaterial
entstanden. Diese 27 g Rohmaterial wurden in einem Cemisch
von kethylenchlorid und Hethanol geldst, durch Baumwolle und
wasserfreies Natriumsulfet filtriert und dann eingedampft,
wodurch 7,0 g eines Uls gewonnen wurden.

Bine 170-g-Portion Silicagel wurde in 12,5 % Ethylacetat in
liethylenchlorid aufgeschlémmt und zur Bildung einer SHule

von 2,5 x 58 cm gegossen, Das 01 wurde in 12,5 % Ethylacetat
in Hethylenchlorid geldst und auf die Siule aufgegeben. Die
Sdule wurde mit dem gleichen Losungsmittelgemisch entwickelt.
Die mobile Phase wurde enfangs mit 1,3 ml/iinute gefihrt,

und 15-kKinuten-Fraktionen wurde gessmmelt. Nach 10 Praktionen
verlangsamte sich die PlieBgeschwindigkeit auf etwa 0,5 ml/~
Lilnute, so nahmen die Praktionen 1 bis 10 von 20 ml gleich-
méfig auf etwa 10 ml ab und die Praktionen 11 bis 98 auf et-
wa 7 ml. Bel Fraktion 99 wurde die FlieBgeschwindigkeit er-
hoht, um 25-ml-Fraktionen in 10 Minuten zu erhalten. Insge-
samt wurden 105 Fraktionen gesammelt., Diese Fraktionen wur-
den durch Dinnschichtchr romatographie in Ethylacetat:Methylen-
chlorid (1:1) getestet.

Die Fra&tLonen 30 bis 54 wurden zusammengenommen und einge~

dampft und ergaben 1,08 g eines LL-F28249 jventhaLtenden
0ls. )
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Die Fraktionen 55 bis 62 wurden zusammengenomnmen und einge-
dampft und ergaben 150 mg LL-F28249 4 und A enthaltenden
Feststoff. » i

Die 150 mg des LL-F28249 o und A enthaltenden Feststoffes
wurden durch préparative HPLC unter Anwendung einer Umkehr-
phasensiule (¥hatmen €8, 2,2 x 50 cm), die mit 80 % (V/V)
llethanol in Wasser entwickelt wurde, chromatogrephiert. Die
TlieBgeschwindigkeit betrug etwa 10 ml/liinute, und 2-ilinuten-

1

Fraktionen wurden gesammelft.

Die Praktionen 58 bis 69 wurden zusammengenonmnmen, das Methan-
nol wurde verdampft, t-Butanol wurde zugegeben, und das Ge-
misch wurde lyophilisiert, wodurch 60 mg reines LL-F2824S%c
gewonnen wurden.

‘Die Frektionen 40 bis 43 wurden zusammengenommen, das lMetha-
nol wurde verdampft, und die zurlickbleibende w&frige Suspen-
gion wurde mit kethylenchlorld extrahiert, wodurch nach
Bindampfung 10 mg reines LL-F28249 b gewonnen vwurden.

Die 1,08 g des LL-F28249 4  enthaltenden Oles wurden in 10 %
BEthylacetat in Liethylenchlorid geldst und auf eine mit Sili-
cagel gefilillte Ssule (2,5 x 50 cm) aufgegeben. Die Sdule wur-
de mit 10 % Ethylacetat in Methylenchlorid entwickelt, wobeil
die Eluierung bei einer FlieBgeschwindigkeit von 2 ml/Minute
erfolgte und 12-Minuten-~-Fraktionen gesammelt wurden. Die
Fraktionen 19 bis 29 wurden zusammengenommen und zu einem
Rlckstand eingedampft. Dieser Rlickstand vurde durch prépara-
tive Umkehrphasenchromatographie, wie fiir die o und 8 Kom-
ponenten beschrieben, gereinigt. Die Fraktionen 55 bis 62
wurden zusammengenommen, das lethanol wurde unter Vakuum ver-
dampft, t-Butanol wurde zugegeben, und das Gemisch wurde
lyophilisiert und ergab 60 mg reines LL-F28249 7 -
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Beigpiel 4

GroRtechnische Permentation ‘ ' i R

Ein Inokulum von Streptomyces cyaneogriseus NONCyanogenus,

HRRL 15773 wurde nach der Beschreibung von Beispiel 1 herge-
stellt, wobei 100 ml Primérinokulum zur Erzeugung von 10 Li-
tern Sekundirinokulum verwendet wurden.

Zwel 300-Liter-Fermentationen wurden nach der Beschreibung

von Beispiel 2 durchgefilihrt, wobei 10 Liter des obigen Se-

kundérinukuluﬁé fir je 300 Liter Fermentationssubstrat ver-
wendet wurden., Nach Ablauf von 118 Stunden wurden die Hai-

schen geerntetf.

Beigpiel 5

Isolierung von LL-F28249C

Eine Gesamtmenge von 450 Litern Brntemaische von den zwei in
Beispiel 4 beschriebenen 300-Liter-Fermentationen wurden wie
im ersten Tell von Beispiel 3 beschrieben behandelt, so daB
Rohmaterial in Form eines Sirups gewonnen wurde.

Dieser sirupartige Riickstand vwurde mit Hexsn zur Entfernung
nicht-polarer Stoffe gewaschen, und die zuriickbleibenden 9 g
unlosliches Materisl wurden der Sephadex LH-20-Verteilungs-
chromatographie unterzogen. '

Die Chromatographie~S&Zule wurde mit 9 Litern Sephadex LH-20,
das zuvor in Methanol gequollen worden war, vorbereitet, um
eine S&ule von 10 x 110 cm zu erhalten. Die SEule wurde dqui-
libriert, indem etwa 4800 ml mobile Phase (lethylenchlorid:
Hexan:lNethanol (10:10:1) mit einer FlieBgeschwindigkeit von

5 ml/Hinute hindurchgeleitet wurden. Die 9 g unldgliches Ha-
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terial vurden in 50 ml der mobilen Phase auf die S&ule aufge-
geben. Bs wurde ein erster Vorlauf von 2150 ml mit einer
PlieBgeschwindigkeit von 5 ml/Kinute erzielt. Die FlieBge-~
gschwindigkeit wurde anéchlieﬁend auf 8 ml/Minute erhoht,

und Fraktionen wurden aller 45 Minuten gesammelt. Die Prak-
tionen 9 bis 12 wurden zusammengenommen, und die Losungsmit-
tel wurden unter Vakuum verdamprit, so daB 4,9 g Rlickstand

gewonnen wurden.

Dieger Riickstand vwurde in einem 1:1-Gemisch von Cyclohexan
und Ethylacetat geldst und bei Reumtemperatur zum langsemen
Verdunsten stehen gelassen. Durch die Zugabe von n-Hexan
entstand ein Préazipitat, des gesammelt wurde und 3,1 g
Feststoff ergab.

BEine 3,0-g-Portion dieses Fesgistoffes wurde durch susfidllung
aus 25 ml Methylenchlorid unter Verwendung von 50 ml n-Hex
weiter gereinigt.

‘Das auf diese Weise gewonnene Prézipitat wurde wieder in

15 ml lMethylenchlorid geldgt und mit 25 ml n-Hexan ausge-
f811lt, so daB 510 mg reines LL-F28249 (0 gewonnen wurden.

Beispiel 6

Igolierung von LL-F28249 JV,Ef,g , M, @ und |

Die Praktionen 4 bis 7 von der in Beigpiel 5 beschriebenen
Sephadex~-1H-20-Sdule wurden zusammengenommen und die LO-
sungsmittel unter Vekuum verdampft, so dal 1,9 g Ruckstand
blieben.

Dieser Riickstand wurde auf einer 200-g-Silicegel-SEule
(2,5 crn x 83 cm) unter Verwendung von 10 ¢ Ethylaceta
Methylenchlorid als Eluierungsmittel chromatographiert. Die
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FlieBgeschwindigkeit betrug etwa 2 ml/liinute, und Prsktionen
wurden aller 12 Kinuten gesammels, '

Die Fraktionen 65 bis 67 und 73 bis 79 wurden alle zussmmen-—
genommen vnd die Losungsmittel unter Vakuum verdampft, so
daB 250 mg Rickstand blieben.

Diesge 250 mg Ricketand wurden der prédperativen Umkehrphasen-
chrometographie nach der Beschreibung in Beisgpiel 3 unter-
zogen, nur wurde 75 % lethanol in Vasser als mobile Phase

. verwendet. Die Flieﬁgeschwindigkeit beﬁfug etwa 10 ml/linute.
Die erste 2000-ml-Portion Eluat wurde in den Abfall geleitet,
danach wurden 72 Fraktionen in Abstiénden von 2,0 linuten ge-
semmelt. Nachdem ein weiterer Teil Eluat begeitigt worden war,
wurden (zwischen 300 und 400 ml) Fraktionen wieder, aber im
Abstand von 2,5 linuten gesammelt.

Die Fraktionen wurden wie unten angegeben zusammengenommen.
Die zusemmengenommenen Fraktionen wurden iber Nacht unter
einer Abzugshaube zum Verdunsten stehen gelassen, danach
wurden die Komponenten in Iethylenchlorid extrahiert. HNach
der Verdampfung des LOsungsmittels wurde jeweils etwa 1 ng
von den reinmen Komponenten gewonnen.

Zussrmengenomnene Frelktionen Verbindung

7 - 10 LL-728249 d
19 - 22 LL-728249 &
28 - 31 LL-F28249g
81 - 83 LL-F28248
86 - 88 LL-F28249 g
93 - 95 11-F28249 |
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Beigpiel 7

e ——————————————

Igsolierung von LL-F28249 A LA, A und 'V

Eine Gesamtmenge von 390 Litern der Fermentationsmaische,
die von den nach der Beschreibung in Beispiel 2 durchge-
fihrten Fermentationen geerntet worden war, wurde im wesent-
lichen nach der Beschreibung im ersten Abschnitt von Bei-
spiel 3 behandelt und ergab 120 ml lefhylenchloridkonzen-
trat, Dieses Konzentrat wurde mit 200 ml Hexan verdiinn
diber Nacht bei 4 °C gekithlt, Das resultierende Pré&zi
wurde durch PFiltration entferat und verworfen. Das Fi
vurde mit 300 ml Hexen verdlinnt. Das'resultierénde Prézipi-
tat (4) wurde durch Piltration gesammelt und aufbewahrt.
‘Dieses Filtrat wurde zur Trockne eingedampft, und der 0lige
Riickstand wurde danach in 200 ml Hethylenchlorid geldst und
mit 1700 ml Hexan verdiinnt. Das resultierende Pr&zipitat
(B) wurde durch Filtration gesammelt und aufbewahrt. Dieses
Filtrat Wurde zu einem 6ligen Rickstand eingeengt, der

dann wieder in 50 ml Methylenchlorid geldst wurde, 950 ml
lethanol vurden dazugegeben, und diege .Losung wurde 3 Tage
lang bel 4 °¢ aufvewashrt. Das resultierende Prizipitat wur-
de durch Filtration entfernt und verworfen. Das Filtrat
wurde zur Trockne eingedampft, und der ERiickstand (C) wurde
nit (4) und (B) zusammengenommen und der Chromatographie
wie folgt unterzogen: 5,0 x 109 cm-5&8ule war mit breiigem
Woelm-TSC-Silicagel in Bthylacetat+lethylenchlorid (1:9)
geflillt. Die S&ule wurde mit dem gleichen Losungsmittelge-
migch bei einer CGeschwindigkeit von25 ml/Minute entwickelt.
Die ersten 2 Liter Auslaufstrom wurden verworfen, denn wur-
den sechzehn 400-ml-Fraktionen gesammeldt.

Die Fraktionen 2 und 3 wurden zusammengenommen und einge-
dampft und ergaben 3,9 g Sliges laterial (D).
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Die Fraktionen 4 bis 7 wurden zusammengenommen und einge-
dempft und ergaben 9,5 g Sliges Material, das in Hexan
geldst und auf einer mit 300 g breiigem Woéelm-Silicagel in =
Ethylacetat:Hexan (1:4) gefiillten 2,5 x 110 cm=S&ule chro-
mgtographlert wurde. Die S&ule wurde mit dem gleichen Lo-
sungsmittelsystem mit einer Geschwindigkeit von 4 ml/Minute
entwickelt, wobei Fraktionen in Absténden von 7 Hinuten ge-
sammelt wurden.

Die Fraktiomen 45 bis 54 wurden zusammengenommen und einge-
dempft und ergaben 0,3 g laterial (E).

Die Fraktionen 63 bis 135 wurden zusammengenommen, bis zur
Trockne eingedampft, danach wieder in 6-Butanol geldst und
lyophilisiert und ergaben 4,6 g gridulichen Feststoff (7).

LL-F2824S A und m

Haterial (D) und (E) wurden zusemmengenommen und auf einer
mit 300 g Woelm-Silicagel gefiillten 2,5 x 110 cm-Séulé unter
Entwicklung mit Zthylacetat:Hexan (1:9) chromatographiert.
Die FlieBgeschwindigkeit wurde auf 4 ml/Finute gehalten, und
Frektionen wurden in Absténden von 7 Kinuten gesammelt.

Die Fraktionen 67 bis 115 wurden zugammengenommen und zur
rockne eingedampft und ergaben 920 mg Riickstand (G).

‘Dieser Riickstand (@) wurde durch préparative HPLC unter Ver-
wendung einer Umkehrphasensiule (Whatman C8, 2,2 x 50 cm)
und Zntwicklung mit 85 % (V/V) kethanol in Vasser chrometo-
graphiert. Die FlieBgeschwindigkeit betrug etwa 10 ml/linu-
te, und in Abh#ngigkeit von 2,5 Minuten wurden Fraktionen
gesammelt, ‘
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Die Praktionen 33 bis 40 wurden zusammengenommen, zur Entler-
engt und anschliefBend mit Ilethylen-
ach dem Bindampfen gewonnene Rlick-
stand wurde in t-Butanol geldst und danech lyophilisiert und
ergab 60 mg LL-F28249 .

Die Fraktionen 52 big 58 wurden &hnlich behandelt und erga-
ben eine geringe llenge LL-F28249 .

LL-F28249 A

Eine 1-g-Portion von Katerial (F) wurde nach obiger Beschreil-
bund durch Umkehrphasen-HPLC chromatographiert, nur wurden
80 % (V/V) lethanol in Wasser als Bluierungsmittel verwendet.

Die Prektionen 61 bis 75 wurden zusemmengenommen und wie oben
behandelt, so daf 100 mg LL-F28249 A gewonnen wurdeil.

LL-F28249 3

Eine 396-g-Portion eines Materials, das im wesentlichen das
gleiche wie das obige lMaterial (D) war, wurde in 500 ml Ke-
thanol geldst und anschlieBend mehrere Stunden lang bei 4 °¢
gekiihlt., Das resultierende Prézipitat wurde durch Filtration
entfernt, mit kaltem iethanol gewaschen und verworfen. Das
mit der WaschlOsung zusammengenommene Piltrat wurde einge-
dempft. Das zuriickbleibende Ol wurde in Hexan geldst und auf
eine mit trockenem Silicagel gefiillte 5 x 50-cm-S8ule (Mal-
linkrodt SiliciR cc-T7) aufgegeben. Die Siule wurde mit
Bthylacetat:Hexan (1,5:8,5) mit einer Geschwindigkeit von et-
wa 50 ml/liinute eluiert.

Es wurden vier Fraktionen gesammelt:
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Fraktion Volumen (Litex)
1 1
2 4
3 1
4 2

Frektion 3 wurde eingedampft und ergab 5,0 g Rlickstand, der
durch préparative Umkehrphesen-HPLC (Weters Cigo 5 x 60 cm)
gereinigt wurde. Die S&ule wurde anfangs mit 16 Litern 80 %
liethanol in Wasser (V/V) bei 100 ml/Minute entwickelt, an-
schlieBend mit 6,4 Litern 84 % lMethanol in Wasser (V/V).

Der erste Liter Auslaufstrom wurde verworfen, und danach
rurden Fraktionen von 400 ml gesammelt. 4

Die Frektionen 44 bis 47 wurden zusammengenommen und wie oben
beschrieben behandelt, so daB 390 mg LL-F28249 J als schwach

gelber Peststoff gewonnen wurden.

Beispiel 8

inti-nematode Wirksamkeit von LL-F28249, HRRL 15773

Bel diesem in vitro Versuch soll die frei lebende ematode
Caenorhabditis elegans (C. elegans) zum Nachweis der anti-

nematoden Wirksamkeit von Fermentationsbriihen gegen Boden-
mikroorgenismen benutzt werden. Das Versuchsverfehren besteht
darin, daB 50 /ul Jeder Brihe in eine der 96 Vertiefungen ei-
ner Kikrokulturplatte mikropipottiert werden und 10 /ul ei-
ner drei big vier Tege alten Xultur von C. elegans (in allen
Entwicklungsstadien), in C. briggsae Maintance ledium sus-
pendiert, hinzugegeben werden. Die Wirkungen der Fermenta-
tionsbrilhen werden beobachtet und 48 Stunden nach dem ergten
Vermischen von Briihe und dematoden notiert.
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LL-F28249, NRRL 15773, Brithe tdtete alle ausgewachsenen Orga-
nismen und reduzierte das Uberleben und die Beweglichkeilt
verschiedener Larvenstadien sowohl bei dem ersten Versuch als
auch bei einem Wiederholungsversuch erheblich.

Beigpiel 9

e —————————

Ingektizide Wirksamkelt dex erfindungsgeniBen Verbindungen

Die insektizide Aktivit&t der erfindungsgemifien Verbindungen
gegen eine Vielzashl von Insekten bel verschiedenen Konzentra-
tionen von Wirkstoff in Aceton-Wasser-LOosungen wird durch die
folgenden insektiziden Testbeiépiele bestimmt. Die Ergebnisse
dieses Tests sind in Tabelle XVI zusammengefalt.

A) Heliothis virescens, Eier, Baumwollkapselwurm.

Ein junges 7 bis 8 cm langes Baumwollblatt wird in eine Test-
suspension eingetaucht und drei Sekunden lang darin bewegt.
Bier werden auf Mull gesammelt, der in Quadratenvon'TO bis

20 mm geschnitten wird, die etwa 50 bis 100 Eier (6 bis 30
Stunden alt) enthalten. ZBin Mullquédrat‘mit Eiern wird gleich-
falls in die Testsuspension eingetaucht und auf das behandel-
te Blatt gelegt. Die Kombination wird zum Trocknen unter den
Lbzug gelegt. Danach wird die Kombination in eine 8-Unzen-
Dixie-Schale Nr., 2168-3T (240 ml, 6 cm hoch,. oberer Durchmes-
ser 9,5 cm, unterer Durchmesser 8 cm) gegeben, die ein 5 cm
langes Stlick feuchten Dentaldocht enthidlt. Ein durchsichtiger
Plastedeckel wird oben auf die Schale gelegt, und die Behand-
lung wird drei (3) Tage leng weitergefiihrt, bevor Sterblich-
keitezéhlungen vorgenommen werden.

B) Avhis fabae, gemischte Instar, Bohnenblattliuse.

Topfe, die eine etwa 5 cm hohe einzelne Pflanze der Kapuziner-
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kresse (Tropaeolum §E) enthalten, werden mit etwa 100 BRlatt-
l8usen einen Tag vor dem Versuch infiziert. In einem Abzug
vwarde jede-Pflenze mit der Testsuspension bei 2 Umdrehungen !
auf einem Drehtisch mit 4 U/min unteér Verwendung eines DeVil-
luss-Zerstéuber Nr. 154 gespritzt. Die T0pfe werden seitlich
auf weille Emailleschiisseln gesetzt und zwei (2) Tage lang
dort gehalten. Danach werden die Sterblichkeitsbeurteilungen
der Blattléuse vorgenommen.

C) Empoasca abrupia, Erwachsene "Westliche Kertoffelblatt
hiipfer"

~——

" Ein etwa 5 cm langes Sieva-Limabohnenblatt wird in die Tesgt-
suspension eingetaucht und drei (3) Sekunden lang darin be-
wegt und danach zum Trocknen unter einen Abzug gelegt. Dasg
‘Blatt wird in eine 100 x 10 mm groBe Petrischale gelegt, die
ein feuchtes Filterpapier auf dem Schalenboden enthilt. Da-
nach werden 10 ausgewachsene "Blatthiipfer" in jede Schale
gegeben, und die Behendlung wird drei (3) Tage lang fortge-
fihrt, worauf die Sterblichkeitez&hlungen vorgenommen werden.

D) Trichoplusie ni, dritte Instar-Larven, "Kohlspanner®,

- Die bis zu einer Lédnge von 7 bis 8 cm gewachsenen BlEtter ei-
ner Sieva-Limebohnenpflanze werden in eine Testsuspension
eingetaucht und drei (3) Sekunden leng darin bewegt und da-
nach zum Trocknen unter einen Abzug gelegt. Bin Blatt wird
denach abgeschnitten und in eine 100 x 10 mm grofle Petri-
schale, die ein feuchtes'Filterpapier auf dem Boden enthilt,
gelegt, und zehn dritte Instar-Larven werden darin unterge-
bracht. Die Schale wird drei (3) Tage stehen gelassen, be-
vor Beurteilungen iber die Sterblichkeit und reduzierte
Futteraufnahme angestellt werden.
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) Spodoptera eridanisg, dritte Instar-Lafven, "Siidlicher

Heerwurm",

' Die Bldtter einer Sieva-Limabohnenpflanze mit einer Lénge von
7 bis 8 cm werden in die Testsuspension eingetaucht und drel
(3) Sekunden lang darin bewegt und denn zum Trocknen unter
einen Abzug gelegt. Bin Blatt wird danach abgeschnitten und
in eine, ein feuchtes Filterpapier aui dem Boden enthaltende
Petrischale von 100 x 10 mm gelegt, und zehn (10 dritte Instar-
Larven werden hinzugegeben. Die Schale wird finf (5) Tage
lang stehen gelassen, bevor Beurterungen hingichtlich der
Sterblichkeit, reduzierten Futteraufnshme oder irgendwelcher
Stdrungen der normalen Hiutung angestellt werden.

F) Heliothis virescens, dritte Inster-Larven, Baumwollkapsel-
wurm

Baumwollkeimblitter werden in die Testsuspension eingetaucht
‘und zum Trocknen unter einen Abzug gelegt. Das Keimblat

wird in 4 Stiicke geschnitten, und jedes Stiick wird in eine
30-ml-Plastemedizinschale, die ein 5 bis 7 mm ‘langes Stick

» feuchten’Dentaldochtes enthilt, gegeben. In jede Schale wird
eine dritte Instar-Larve gelegt, und ein Pappdeckel wird auf
jede Schale gelegt. Die Behandlungen werden drei (3) Tage
lang fortgefihrt, bevor Z&hlungen der Sterblichkeit und Be-
urteilungen iber reduzierte Futteraufnahme angestellt werden.

@) Musca domestica, Hausfliege.

Die verlengte Konzentration dexr Testverbindung wird zu dem
Standard-CSkA-Luzerne-Kleie-Larvenmedium gegeben. Null bis

4 Stunden alte Hausfliegeneier werden in das behandelte Me-
dium gegeben. Das behandelte Medium wird stehen gelassen,
und Beobachtungen hinsichtlich des Eischliipfens, Larven-
wachstums und deg Auskriechens von erwachsenen Tieren werden
angestellt.
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H) Tribolium confusum, amerikanischer Reismehlkiéfer,

Amerikenische Reismehlkiéfer (Tribolium confusum) werden von
Laboratoriumskolonien, die auf einem Gemisch von Weizenvoll-
korn- und Weifimehl gezlichtet wurden, bezogen. Flir diesen

Test wird Wellimehl mit einer Acetonldsung des Testmaterials
behandelt, wofilir 1 ml Losung pro 5 Gramm lehl in einem
30-ml-Weithalskolben verwendet werden. Das Aceton kann iiber
Fecht unter einem Lbzug verdunsten., Der Inhalt wird mit

einem Spachtel gerlihrt, um durch die Testldsung gebildete
Klumpen zu zerteilen. Der Kolben wird danach asuf einen
VORTES~-GENIE R ~Vibrationsmischer gestellt, um die Tesgt-
materialien griindlich mit dem Fut%er‘zu vermischen, Zehn
ausgewachsene emerikanische Reismehlk&fer werden in jeden
Kolben gegeben und der Xolben wird lose verschlossen. Hach
finf (5) Tagen Zeit zur Biablage werden die Kifer entnommen
und Aufzeichnungen lber die Sterblichkeit gemacht. Zwei (2)
und vier (4) Wochen nach dem anfiénglichen Befall werden Beob-
achtungen ilber die Anzaehl und GrdBe der von den sich ent-
wickelnden Larven im behandelten liehl erzeugten Spuren ange-
stellt. Solche Beobachtungen liefern einen Hinweis auf ver-
zogertes Wachstum. Absterben von Eiern oder Larven oder ir-
gendwelche anderen Stdrungen im normslen Entwicklungsverlauf.
Nach etwa neun (9) Wochen bei 27 °¢ schllipfen die -erwachsenen
Kéfer, und die abschlieBenden Beobachtungen werden durch
Sieben des Inhalts jedes Kolbens durch ein 50-Magchen-Sieb
vorgenommen., Diese Beobachtungen betreffen die Anzahl erwach-
sener Tiere, Puppen und Larven, sowie die Untersuchung der
Rﬁcksténde, die nich?t durch das Sieb hindurchgingen, um zu
ermitteln, ob sich darin irgendwelche abgestorbenen Eier

oder Neonatem befinden.
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I) Tetranvchus urticae (P-resistenter Stamm), Gemeine Spinn-

milbe

Sieva-Limabohnenpflanzen mit 7 bis 8 cm langen Bléttern
werden ausgewsnl®t und auf eine Pflanze je Topf reduziert.
Ein kleines Stlick wird von einem der Hauptkolonie entnom-
menen Blatt abgeschnitten und auf jedes Blatt der Testpflan-
ren gelegt. Das erfolgt etwa zwei (2) Stunden vor der Be-
handlung, damit die Milben auf die Testpflanze kriechen und
Bier ablegen kdnnen. Die Gréfie des abgeschnittenen Stlickes
wird veriiert, demit etwa 100 Milben je Blatt erhalten wer-
den. Zum Zeitpunkt der Behandlung wird das zur Ubertragung
der liilben verwendete Blatistlick entfernt und weggeworfen.
Die mit Milben infizierten Pflanzen werden in die Testfor-
mulierung eingetaucht und drei (3) Sekunden lang darin be-
wegt und unter einen Abzﬁg zum Trocknen gelegt. Die Pflanzen
werden zwel (2) Tage lang stehen geiassen, bevor mit den
Beurteilungen liber die Abtdtung ausgewachsener Tiere unter
Verwendung des ersten Blattes begonnen wird. Das zweite
Blatt wird weitere finf (5) Tage an der Pflanze gelassen,
bevor Beobachtungen liber die Abtdtung von Eiern und/oder
frisch geschlipfte Nymphen angestellt werden, '

J) "Slidl cher Heerwurm" (Spodoptera eridania), dritte Instar,
systemischer Stengelschnitt-Test.

Die Verbindung wird als Emulsion formuliert, die 0,1 g Test-
material, 0,1 g poiyethoxyliertes Pilanzencl in 0,4 g Wes~
ser, 10 ml Aceton und S0 ml VWasser enth&lt. Dieses Gemisch
wird zehnfach mit Wasser verdimmt, um die 100 ppm Emulsion
flir den Test zu gewinnen, Sieva-Limabohnenpflanzen mit ge-
rade entwickelten Prim#rblédttern werden flir diesen Versuch
verwendet., Diese Bladtter werden mindestens 2,5 cm iiber dem
Erdboden ebgeschnitten, um eine Verunreinigung mit Boden-
bakterien zu verhindern, die zu einem Paulen des Stengels
wihrend des Tests flihren kdnnten. Die zerschnittenen Stengel

- 55



- 58 -

werden in die Testemulsion gelegt. Nach drei (3) Tagen Auf-
nahme, wird ein Blatt abgeschnitten und in eine 100 x 10 mm
groB\e. Petrischale, die ein feuchtes F.ilterpapier auf dem
Boden und zehn dritte Instar-Larven enth&lt, gelegt. Hach
drei (3) Tagen werden Zshlungen der Sterblichkeit und Beur-
teilungen Uber reduzierte FPutteraufnshme engestellt.

X) Thrios palmi, Blasenfiifer.

Stark infizierte Blétter von Baumwolls&mlingen werden unter
Feldbedingungen mit den verlangten Konzentrstionen gespritzt.
Die Anzahl der Blagenflifer wird vor und nach dem Spritzen
‘gez8hlt. Die prozentuale Bekémpfung basiert guf diesen Z&hlun-
gen,

L) Tetrsychus urticae (P-resistenter Stamm), Gemeine Spinn-
milbe

Die Verbindung wird als Emulsion formuliert, die 0,1 g des
Testmaterials, 0,1 g polyethoxyliertes Pflanzentl in 0,4 g
Wasser, 10 ml Aceton und 90 ml VWesser enthZlt. Dieses CGe-
misch wird zehnfach mit Wasser verdiinnt, um die 100 ppm
Emulsion flir den Versuch zu gewinnen. Sieva~Limebohnenpflan-
zen mit gerade entwickelten Prim&rbliittern werden fiir den
Versuch verwendet. Sie werden mindestens 2,5 cm iiber dem
Erdboden abgeschnitten, um eine Verunreinigung durch Boden-
‘bakterien zu verhindern, die zum Faulen des Stengels wihrend
~des Tests flhren kOnnten. Die geschnittenen Stengel warden
in die Testemulsion gegeben. Jedes Blatt wird mit anndhernd
100 ausgewachsenen Milben infigiert und drei (3) Tage lang
liegen gelassen, bevor Zshlungen der Sterblichkeit vorgenommen
werden,
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Verfahren zur Bek&mpfung von Pflanzennematoden, gekenn-
zelchnet dadurch, daB auf das Blatitwerk von Pflanzen,
auf den Boden, in dem sie wachsen, oder in deren Stém-
me eine nematozid-wirksame Menge einer Permentations-
brilhe oder Vollmaische des Mikroorganismus Streptomyces
cyaneogriseus noncyanogenus mit der Hinterlegungs-
Zugangsnumner NRRL 15773 aufgebracht wird.

Verrfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB
die Fermentationsbrihe oder Vollmaische des Mikroorgenis-
mus Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus mit der

 Hinterlegungs-Zugengsnummer NRRL 15773 Mittel enthdlt,

die als LL-F28249 4 , LL-F28249 4 , LL-F28249 T
LL-F28249 ¢ , LL-F28249 £ , LL-F28249 ¥ , LL-F28249 1, ,

- LL-F28249 ¢ , LL-F28249 L , LI-F28249 K , LL-F28249 7

L1-F28249 A, LL-F28249 V und LL-F28249 & bezeichnet
werden,

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet de-

durch, daB etwa 0,1 bis 1,4 kg Fermentationsbriilhe oder

‘Vollmaische je Hektar aufgebracht werden.

- Hierzu 57 Blatt Zeichnungen -
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